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Влияние режима высушивания  
бактериальной биомассы на полноту экстракции  
и физико-химические свойства продукта (полимера)

А.В. Демиденкоа,  
О.Н. Виноградоваа,б, Е.Г. Киселева,б

аСибирский федеральный университет 
Россия, 660041, Красноярск, пр. Свободный, 79 

бИнститут биофизики СО РАН 
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Проведено сравнительное исследование различных режимов высушивания биомассы 
бактерий Cupriavidus eutrophus В10646. Показано, что различные режимы оказывают 
влияние на выход конечного продукта (полимера) и его физико-химические свойства 
(молекулярно-массовые и температурные характеристики). Использование высоких 
температур приводит к деградации полимера и снижению его молекулярной массы. 
Применение сублимационной сушки позволяет получить рыхлую биомассу с довольно 
развитой поверхностью, что благоприятно сказывается на процессе экстракции и не 
приводит к изменению молекулярно-массовых характеристик полимера.

Ключевые слова: полигидроксиалканоаты, ПГА, экстракция, бактериальная биомасса, 
сублимационная сушка.

Введение

В стоимости производства полигидро-
ксиалканоатов (ПГА) существенная доля за-
трат приходится на их выделение из клеточ-
ной биомассы. Полнота выделения, в свою 
очередь, зависит от режима обработки био-
массы и способа экстракции. Большинство 
процессов выделения этих полимеров из кле-
ток базируется на экстракции органическими 
галогенсодержащими растворителями (хло-
роформ, дихлорметан, дихлорэтан), использо-
вание которых позволяет получать не только 
полимер, но и имеет перспективу получения 
дополнительных продуктов в виде липидов и 
жирных кислот (Choi, Lee, 1999a, 1999b). Пря-
мая экстракция из сырой биомассы хлорор-
ганическими растворителями сопряжена с 

рядом трудностей: вода, содержащаяся в клет-
ках, препятствует проникновению раствори-
теля и образует эмульсии (Thakor et al., 2005), 
а липиды, переходящие вместе с полимером 
в экстракт, снижают ассоциативные свойства 
растворителя (Mantelatto et al., 2013).

Вода является основным количествен-
ным компонентом любого биологического 
объекта. Заключенная в клетках, она не толь-
ко среда для протекания ферментативных 
реакций, но и структурный элемент мембран 
и биополимеров, выступает в роли мембрано-
образующего фактора (Харчук, 2005). По со-
временным представлениям, возникновение 
мембранных структур – бимолекулярного 
липидного слоя со строго ориентированны-
ми молекулами фосфолипидов – возможно 
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только в водной среде благодаря гидрофоб-
ным взаимодействиям. Содержание воды в 
мембранах может достигать 50 %, при этом 
до 30 % находится в прочносвязанной форме 
(Potts, 1994). Мембрану представляют как вяз-
кую гетерогенную двумерную жидкость, ха-
рактеризующуюся высокой динамичностью 
(Culic-Krzywicki, 1975; Бергельсон, 1975). 
Процесс обезвоживания микроорганизмов 
всегда связан с определёнными изменения-
ми, на популяционном уровне наблюдается 
уменьшение числа жизнеспособных клеток; 
на клеточном уровне обнаруживаются из-
менения на поверхности клетки, в ядре и 
мембранных структурах (Krallish et al., 1986; 
Beker et al., 1984).

Во время сушки в результате действия 
протеолитических ферментов происходит де-
натурация белков. При нагревании скорость 
ферментативных реакций увеличивается, по-
вышение температуры на 10 °С приводит к её 
двукратному увеличению; и, наоборот, при 
охлаждении скорость ферментативных про-
цессов снижается. Нагревание выше опре-
делённой температуры приводит к полной 
инактивации ферментов. Обычно ферменты 
инактивируются за 5 мин при температуре 
75 °С. Существуют значительные отклонения, 
так, некоторые ферменты инактивируются 
при температуре 40 °С, в то время как другие 
не разрушаются и при 100 °С. Кроме темпе-
ратуры на инактивацию ферментов оказыва-
ет влияние продолжительность воздействия 
(Харчук, 2005). Механизм устойчивости к вы-
сушиванию основан на стабилизации двойно-
го фосфолипидного слоя мембран гликолипи-
дами и ненасыщенными жирными кислотами 
под влиянием водного стресса (Singh et al., 
2002). Липиды – эффективные источники со-
хранения энергии, играющие важную роль 
структурных элементов клеточных мембран. 
Около 1 % липидов образует сложные соеди-

нения с белком – липопротеины, являющиеся 
основными структурными элементами клет-
ки (Beker et al., 1984). Во время высушивания 
бактериальной биомассы липиды в присут-
ствии кислорода подвергаются окислению 
(Perelman et al., 1998).

В биотехнологии имеют дело с живы-
ми микроорганизмами, а в ряде случаев для 
продукта требуется сохранение питательной 
ценности, биологической активности, жиз-
неспособности (Войнов и др., 2009), следо-
вательно, сушильные технологии, применяе-
мые в производстве, должны соответствовать 
ряду технико-экономических параметров, та-
ких как минимальная энергоемкость, макси-
мальная однородность сушки, минимальное 
время, минимальное влияние на конечный 
продукт. Данные параметры обеспечиваются 
пониманием базовых физических процессов, 
приводящих к обезвоживанию продуктов, со-
ответствующих им технологий высушивания 
за счет оборудования, на котором указанные 
процессы и технологии могут быть реализо-
ваны (Кунилова, 2008).

Ранее проведённые исследования пока-
зали, что использование водных растворов 
детергентов позволяет успешно выделять 
полимер из сырой биомассы, однако данный 
метод не даёт возможности получить продукт 
высокой чистоты, поэтому на второй стадии 
приходилось проводить очистку продукта с 
помощью органических растворителей (ди-
хлорметана и гексана). Данный метод связан 
с вовлечением в процесс больших количеств 
воды и образованием большого объёма сточ-
ных вод, загрязнённых детергентом и кле-
точными структурами, а также не позволяет 
отказаться от органических растворителей, 
которые необходимо регенерировать (Кисе-
лев, Демиденко, 2014).

В свою очередь, биомасса кроме ПГА яв-
ляется источником липидов и жирных кислот, 
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которые могут быть выделены на стадии экс-
тракции органическими растворителями (Li 
et al., 2014). Содержащаяся в биомассе вода яв-
ляется препятствием для проникновения рас-
творителя в клетку и приводит к снижению 
эффективности процесса экстракции. Таким 
образом, при использовании для выделения 
полимера (готового продукта) органических 
растворителей, не смешивающихся с водой, 
вопросы высушивания биомассы в производ-
стве стоят очень остро.

В целом анализ литературы показывает 
необходимость оптимизации методов сушки 
бактериальной биомассы как необходимое 
условие повышения эффективности процесса 
экстракции органическими растворителями и 
снижения стоимости полимера как конечно-
го продукта биотехнологического процесса. 
Это определило цель настоящей работы, на-
правленной на исследование влияния темпе-
ратуры в процессе сушки на выход и физико-
химические свойства готового продукта 
(полимера 3-гидроксибутирата).

Материалы и методы

В работе использованы образцы бакте-
риальной биомассы Cupriavidus eutrophus 
В10646 в виде сырой пасты влажностью 
50-60 %, полученной центрифугированием 
бактериальной суспензии при 6000 об/мин 
в течение 15 мин (Beckman-Coulter, Avanti, 
США).

При высокотемпературном суховоздуш-
ном высушивании бактериальной биомассы 
(сушильный шкаф Memmert UN 55, Герма-
ния) исследованы температуры 60 и 105 °С. 
Сублимационное высушивание реализовали 
в установке IlshinBioBase (Корея); заморожен-
ную до температуры минус 40 °С биомассу 
высушивали нагреванием до +20 °С при дав-
лении в камере 40 Па. Показателем эффектив-
ности сушки служила остаточная влажность 

биомассы. Биомассу, высушенную в сушиль-
ном шкафу, измельчали в ступке.

Экстракцию полимера проводили в два 
этапа. На первом этапе этанолом удаляли ли-
пиды и жирные кислоты, на втором – трёхкрат-
но экстрагировали полимер дихлорметаном 
(Li et al., 2014). Полученные дихлорметано-
вые экстракты объединяли, упаривали в два 
раза на роторном испарителе R/210 V Buchi 
(Швейцария). Далее проводили осаждение по-
лимера гексаном в соотношении 1:2 (Киселев, 
Демиденко, 2014). Содержание полимера в ис-
ходной биомассе и наличие нежелательных 
примесей (прежде всего липидов и жирных 
кислот) в полимере, т.е. чистоту полимера 
контролировали с использованием газового 
хроматографа с хромато-масс-спектрометром 
(6890/5975C, Agilent Technologies, США) по 
общепринятым методикам после метанолиза 
проб (Zhila et al., 2015).

Количество веществ, извлекаемых эта-
нолом, определяли путём отбора аликвоты в 
количестве 10 мл и высушиванием в выпар-
ных чашках. Выход экстрактивных веществ, 
извлекаемых этанолом (в процентах от сухой 
биомассы) рассчитывали по формуле

� � �
� � ��а � �ч� � ��

�н

где V – объём полученного экстракта, мл; ma и 
mч – масса чашки с навеской и исходной чаш-
ки соответственно, г; mн – масса сухой био-
массы, взятой для экстракции, г.

Молекулярную массу полимера опре-
деляли с использованием системы гель-
проникающей хроматографии Agilent 1200 
с набором полистироловых стандартов 
(Sigma, США). Находили значение средне-
весовой, среднечисловой молекулярной 
массы и полидисперсности (Мв, Мч, ПД); 
температурные характеристики – методом 
дифференциально-сканирующей калори-
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метрии на приборе DSC 1 (Mettler Tolledo, 
Швейцария). Эксперименты проведены в 
трех аналитических повторностях. Мате-
матическую обработку экспериментальных 
данных проводили стандартными методами; 
определяли средние значения результатов; 
рассчитывали отклонения от среднего зна-
чения для каждого результата; дисперсию, 
стандартное отклонение отдельного резуль-
тата и стандартное отклонение среднего 
результата. Проверку надежности получен-
ных результатов определяли по критерию 
Стьюдента при избранной доверительной 
вероятности α = 0,95. Полученные результа-
ты проверяли по одному из вышеописанных 
способов (по критериям максимального от-
клонения, Стьюдента) на наличие грубых 
ошибок. После исключения грубых ошибок 
производили повторную обработку резуль-
татов (Ашмарин и др., 1971). Для решения 
поставленных задач использовали програм-
му MS OfficeExcel 2007 с встроенным паке-
том анализа данных.

Результаты и обсуждение

Кривые сушки бактериальной биомассы, 
высушенной с использованием различных 
температурных режимов, представлены на 
рис. 1. Наиболее быстро высушивание про-
исходило при 105 °С (рис. 1а), спустя 16 ч 
высушивания образцы не содержали влаги. 
При 60 °С время сушки увеличилось до 60 ч 
(рис. 1б), при этом в первые 8 ч активного ис-
парения влаги не происходило, температура 
биомассы повышалась, однако влажность 
снижалась незначительно. Далее скорость 
сушки возрастала, достигая к концу периода 
прогрева максимальной величины; процесс 
высушивания продолжался около 30 ч. Дли-
тельность процесса влияла на остаточную 
влажность биомассы, которая варьировала от 
6 до 8–10 %.

Длительность сублимационной сушки 
составила 48 ч, полученный образец биомас-
сы содержал остаточную влагу в количестве 
не выше 0,5 %. На кривой сушки отображены 
все этапы процесса (рис. 1в). Первый этап – за-
морозка – характеризуется пологим участком 
кривой и занимает около 5 ч. Далее следует 
активное удаление свободной влаги и длится 
этот процесс около 22 ч. На заключительном 
этапе в течение 21 ч происходит удаление мо-
лекулярно связанной воды, участок кривой, 
характеризующий данный этап, приобретает 
более пологий вид.

Сравнительная оценка эффективности 
экстракции полимера из биомассы, высушен-
ной при различных режимах и температуре, 
проведена с использованием органических 
растворителей. На первом этапе образцы экс-
трагировали 96%-ным этанолом, в результате 
в экстракт переходят липиды, жирные кисло-
ты, далее проводили экстракцию полимера 
дихлорметаном (табл. 1).

При использовании сырой биомассы вы-
делено менее 80 % полимера от его исходно-
го содержания в биомассе. Неполнота экс-
тракции связана с тем, что предварительная 
экстракция спиртом не приводит к полному 
разрушению клеточной стенки, кроме того, 
следует учитывать наличие воды в системе, 
которая приводит к разбавлению растворите-
ля и стабилизации клеточных мембран. В дан-
ной системе вода, до 20 % которой находится 
в клетках бактерий в связанном состоянии, 
проявляет мембранообразующие свойства и 
препятствует проникновению растворителя в 
клетку (Харчук, 2005). 

Наибольший выход полимера получен 
из образцов биомассы, высушенной субли-
мационно и при температуре 60 °С, соот-
ветственно 95,5 и 85,3 %. Можно предполо-
жить, что в результате сушки и экстракции 
этанолом негативное воздействие на кле-



Рис. 1. Кривые сушки бактериальной биомассы: а – 105 °С; б – 60 °С; в – сублимационная сушка
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точные мембраны суммируется и становит-
ся критическим, приводит к более полному 
их разрушению. Отсутствие воды в системе 
также способствует увеличению выхода по-
лимера.

Значительно меньший выход полиме-
ра получен из биомассы, высушенной при 
105 °С. Причиной низкого выхода является де-
структивное воздействие свободных радика-
лов, образующихся при денатурации белков, 
углеводов, пептидов и других соединений, а 
также возрастающее окисление кислородом 
(Bugnicourt et al., 2014).

В табл. 2 приведены молекулярно-
массовые характеристики выделенных об-
разцов полимеров. Образцы, выделенные 
из биомассы, высушенной при повышенных 
температурах, имели более низкие показа-
тели, отличающиеся в 2-4 раза от образцов, 
выделенных из сырой биомассы (Мч 232 кДа 
и Мв 951 кДа). Наиболее выраженное сниже-
ние молекулярной массы наблюдали у поли-
мера, выделенного из биомассы, высушенной 
при 105 °С. Так, значения среднечисловой и 
средневесовой молекулярных масс состави-
ли 53 и 238 кДа соответственно. Значитель-
ное снижение молекулярной массы образ-
цов, так же как и низкий выход полимера, 
свидетельствует о его деструкции. При этом 
показано, что чем выше температура суш-

ки, тем ниже значение молекулярной массы 
полимера. Использование сублимационной 
сушки бактериальной биомассы не привело 
к изменению молекулярно-массовых харак-
теристик полимера.

Со снижением молекулярно-массовых 
показателей изменяются и температурные 
характеристики полимера (табл. 2 и рис. 2). 
У образцов, подвергнутых воздействию вы-
соких температур, зафиксировано два пика в 
области температуры плавления вследствие 
разделения образца по молекулярной мас-
се. При этом фракция полимера с меньшим 
значением Мв имела меньшую температуру 
плавления.

Температура кристаллизации полимера, 
выделенного из сырой биомассы, составила 
99 °С. Пик имел правильную форму и чёткие 
границы, что позволяет предполагать обра-
зование крупных кристаллических структур 
в полимере в процессе кристаллизации. У 
низкомолекулярных образцов температура 
кристаллизации составила 81,7 и 58,3 °С соот-
ветственно. У обоих образцов пик кристалли-
зации имел неправильную форму с широкими 
границами эффекта. Это может свидетель-
ствовать об образовании кристаллитов раз-
личного размера, а также о возможных дефек-
тах кристаллической решётки. Температура 
термической деградации у всех выделенных 

Таблица 1. Выход продуктов экстракции из бактериальной биомассы, высушенной при различных 
температурных режимах

Наименование Липиды и жирные 
кислоты, % от с.б.

Выход полимера, %  
от исходного 

содержания в биомассе
Чистота полимера, %

Сырая биомасса 2,55±0,11 78,7±3,1 99,7±0,1
Биомасса, высушенная 
при 60 °С 3,21±0,15 85,3±3,7 98,9±0,2
Биомасса, высушенная 
при 105 °С 2,83±0,15 24,9±1,2 99,3±0,2
Сублимационно-
высушенная биомасса 2,42±0,11 95,5±4,0 99,9±0,1



Таблица 2. Физико-химические свойства полученных образцов полимера

Наименование Мч, кДа Мв, кДа ПД Ткрист, °С Тпл, °С Тдегр, °С

Сырая биомасса, влажность 57 % 232 951 4,1 99,0 173,1 280,8

Биомасса, высушенная при 60 °С 115 357 3,1 81,7
161,5;
171,2 284,1

Биомасса, высушенная при 105 °С 53 238 4,5 58,3
152,8;
165,1 283,6

Сублимационно высушенная 
биомасса 213 961 4,5 97,2 174,2 284,4

Примечание: Мч – среднечисловая молекулярная масса, Мв – средневесовая молекулярная масса, ПД – 
полидисперсность, Ткрист – температура кристаллизации, Тпл – температура плавления, Тдегр – температура 
термической деградации.

Рис. 2. Температурные характеристики полимера: а – температуры плавления и термической 
деградации; б – температура кристаллизации; 1 – полимер, выделенный из сырой биомассы;  
2 – полимер, выделенный из биомассы, высушенной при 60 °С; 3 – полимер, выделенный из биомассы, 
высушенной при 105 °С; 4 –полимер, выделенный из сублимационно высушенной биомассы
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Рисунок 2. Температурные характеристики полимера: а – температуры плавления и 

термической деградации; б – температура кристаллизации; 1 – полимер, выделенный из 

сырой биомассы; 2 – полимер, выделенный из биомассы, высушенной при 60 °С; 3 – 

полимер, выделенный из биомассы, высушенной при 105 °С; 4 –полимер, выделенный из 

сублимационно высушенной биомассы 
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образцов полимера не изменилась и находи-
лась в пределах 280-285 °С.

Заключение

Установлено, что высокотемпературная 
сушка биомассы бактерий негативно сказы-
вается на полноте экстракции и качественных 
характеристиках полимера. В результате про-
текающих процессов деструкции снижают-
ся молекулярно-массовые и температурные 

характеристики. С увеличением температу-
ры высушивания биомассы скорость и сте-
пень деструкции возрастают. Использование 
сублимационного высушивания биомассы 
минимизирует негативное воздействие на 
качественные характеристики полимера и 
обеспечивает наиболее полную экстракцию, 
не требуя при этом измельчения биомассы, 
необходимого для образцов, высушенных при 
тепловой сушке.

Наработка образцов биомассы за счет средств государственного задания на проведе-
ние фундаментальных исследований РАН (проект № гос. регистрации 01201351505); иссле-
дование влияния температуры на полноту экстракции и физико-химические свойства при 
поддержке гранта Красноярского краевого фонда науки (дополнительное соглашение 
№ 50/15 от 19.06.2015 г. к соглашению № 7 от 06.08.2009 г.).
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