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Abstract. The process of isolating and purifying poly‑3-hydroxybutyrate under scaling conditions has 
been studied. Sodium dodecyl sulfate, sodium hypochlorite and Pemos washing powder were studied 
as solubilizing agents. The highest yield of 95 % and polymer purity of 99.5 % was achieved using a 
two-stage extraction method and Pemos powder as a solubilizing agent. As a result, it was possible 
to reduce the costs at the solubilization stage to 31 rubles/kg of poly‑3-hydroxybutyrate. Based on the 
research results, a technology for the isolation and purification of polyhydroxyalkanoates was proposed.
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Аннотация. Исследован процесс выделения и очистки поли‑3-гидроксибутирата в условиях 
масштабирования. В качестве солюбилизирующих агентов изучены додецилсульфат натрия, 
гипохлорит натрия и стиральный порошок «Пемос». Наибольший выход 95 %, и чистота полимера 
99,5 % достигнут при использовании двухстадийного метода экстракции и порошка «Пемос» 
в качестве солюбилизирующего агента. В результате чего удалось снизить затраты на стадии 
солюбилизации до 31 руб/кг поли‑3-гидроксибутирата. По результатам исследований внесены 
изменения в аппаратурную и технологическую схему процесса.
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Введение

Полигидроксиалканоаты (ПГА) – ​семейство полиэфирных биополимеров, которые нака‑
пливаются в виде гранул у различных видов грамотрицательных и грамположительных бакте‑
рий [1]. Эти биополимеры представляют интерес в качестве экологически безопасной замены 
традиционным синтетическим полимерам. Основной проблемой, возникающей при биосинтезе 
и выделении ПГА, является его экономическая неконкурентоспособность по сравнению с не‑
фтехимическими полимерами [2].

Одной из самых затратных стадий получения ПГА является их выделение из клеток и по‑
следующая очистка. По данным различных исследований, на эту стадию может приходиться 
до 50 % от всех затрат на производство ПГА [3, 4].

В настоящее время разработано большое количество разнообразных методов для извлечения 
ПГА. Наиболее часто используемые методы включают предварительную обработку биомассы 
(механическую и химическую), экстракцию с помощью различных растворителей, фермента‑
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тивную экстракцию, сверхкритическую флюидную экстракцию и дальнейшую очистку раство‑
рителем, например хлороформом [5, 6].

Основные исследования в данной области направлены на повышение полноты извлечения 
ПГА из клеток, повышение степени чистоты выделяемого ПГА без изменения его физико-
химических характеристик, таких как молекулярно-массовое распределение, термические 
свойства, с одной стороны, и экологичностью используемых растворителей и методов, с дру‑
гой стороны. Зеленые технологии замыкают петлю процессов утилизации растворителей для 
создания циркулярных безотходных процессов, вызывая переход от линейной экономики 
к циркулярной [7].

Лучшие результаты по полноте извлечения ПГА и его чистоте демонстрируют комбини‑
рованные методы, которые сочетают в себе предварительную обработку биомассы бактерий 
растворами щелочей, гипохлорита, поверхностно-активными веществами (ПАВ), ферментами, 
с последующим извлечением ПГА органическими растворителями [8].

Ранее нами был предложен метод двухстадийной экстракции ПГА, который на первом эта‑
пе подразумевает обработку биомассы раствором додецилсульфатом натрия (ДДС-Na), с по‑
следующей экстракцией ПГА дихлорметаном. В лабораторных условиях метод неплохо себя 
зарекомендовал, удалось извлечь до 98 % высокоочищенного ПГА из клеток [9]. Однако при 
масштабировании метода в условиях опытного производства наблюдалось снижение выхода 
ПГА из клеток до 70–75 %, также увеличилось количество примесей в готовом продукте, что 
повлекло за собой увеличение расхода дихлорметана и этилового спирта на дополнительную 
очистку готового продукта.

В данной работе рассмотрены вопросы повышения эффективности извлечения и очистки 
биомассы в  условиях масштабирования на  пилотном производстве ПГА в  Сибирском феде‑
ральном университете.

Материалы и методы
Наработка бактериальной биомассы

Биомассу бактерий Cupriavidus necator B‑10646, содержащую поли‑3-гидроксибутират 
(П3ГБ), получали на ферментационной пилотной установке (Bioengineering AG, Швейцария) 
Сибирского федерального университета по разработанной ранее методике, используя глюкозу 
и глицерин в качестве основных источников углерода [10, 11].

Выделение и очистка П3ГБ

На первой стадии в качестве солюбилизирующих агентов использовали: додецилсульфат 
натрия (ДДС-Na) (Th. Geyer GmbH&Co.KG, Германия); стиральный порошок «Пемос авторитет» 
(«Пемос») (ООО ХенкельРус, Россия), содержащий 5–15 % анионных поверхностно-активных 
веществ (ПАВ), не более 5 % амфотерных ПАВ, поликарбоксилаты, мыло, оптический отбели‑
ватель, отдушка; раствор гипохлоританатрия 15 % (АО Саянскхимпласт, Россия).

Навеску 1,0±0,2 кг предварительно размолотой биомассы бактерий заливали 10 л раство‑
ра ДДС-Na с концентрацией от 5 до 20 % и нагревали до 80 0С при перемешивании в течение 3 
часов. Далее биомассу отделяли центрифугированием BR‑105 (ООО Biorus, Россия) при 10000 
об/мин и промывали дистиллированной водой до полного обесцвечивания промывных вод.
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Навеску 1,0±0,2  кг предварительно размолотой биомассы бактерий заливали 10  л воды 
и добавляли 100–150 г порошка «Пемос» нагревали до 80 0С при перемешивании в течение 3 
часов. Отделение биомассы от раствора проводили так же, как и при обработке ДДС-Na.

Навеску 1,0±0,2 кг предварительно размолотой биомассы бактерий заливали 10 л раствора 
гипохлорита натрия различной концентрации (5 и 10 %). Выдерживали при комнатной темпе‑
ратуре, постоянно перемешивая. Далее биомассу отделяли центрифугированием и промывали 
дистиллированной водой до полного обесцвечивания промывных вод.

Полученные концентраты П3ГБ высушивали в сублимационной сушке (LP10R ILSHIN C, 
Корея) и размалывали на ультрацентробежной мельнице ZM 200 (Retsch, Германия) при следу‑
ющих параметрах: скорость размола – ​8000 об/мин., размером отверстий сита – ​2 мм.

П3ГБ из  размолотых концентратов экстрагировали дихлорметаном (АО  Экос‑1, Россия) 
двукратно, в реакторе с мешалкой (ООО Biorus, Россия). Соотношение концентрат раствори‑
тель 1:10, в течение 24 часов, при 40 0С. Полученные экстракты фильтровали и объединяли. 
Осаждение П3ГБ проводили этиловым спиртом из расчета на одну часть экстракта 5 частей 
спирта. Полученный полимер отфильтровывали и высушивали. Растворители регенерировали 
на ректификационной установке.

Полнота извлечения определялась как процент от исходного содержания полимера в био‑
массе. Начальное и конечное содержание полимера в биомассе определялось с использованием 
хроматографа с хромато-масс-детектором Agilent 6890/5975C (Agilent Technologies США) [10].

Чистоту П3ГБ определяли с  использованием хроматографа с  хромато-масс-детектором 
Agilent 6890/5975C [11].

Молекулярно-массовые характеристики: средневесовую молекулярную массу (Мв), сред‑
нечисловую молекулярную массу и  полидисперсность (ПД) определяли с  использованием 
жидкостного хроматографа Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, США) [10].

Результаты
Влияние размера частиц биомассы на выход ПГА

При лиофильном высушивании биомассы происходит уплотнение, и клетки за счет физи‑
ческих взаимодействий образуют агломераты, что значительно сокращает удельную поверх‑
ность и снижает площадь контакта с растворителем или детергентом при солюбилизации. Ре‑
зультаты размола бактериальной биомассы на  ультрацентробежной мельнице представлены 
на рис. 1.

В результате размола энергия удара превышает энергию взаимодействия частиц, что при‑
водит к разрушению агломератов. В исходной биомассе 87 % приходится на частицы размером 
от 0,16 до 0,63 мм, после размола 91 % частиц имеет размер 0,071 до 0,2 мм, также происходит 
уменьшение её дисперсности.

При последующей экстракции измельченной биомассы дихлорметаном выход П3ГБ со‑
ставил 69 %, что на 10 % больше, чем выход П3ГБ из исходной биомассы, что объясняется 
увеличением удельной поверхности, а также возможным повреждающим воздействием на кле‑
точные мембраны.

Необходимость размола лиофилизированной биомассы при масштабировании процесса 
извлечения ПГА отмечается в работе Генриха и соавторов [12].
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Влияние качества биомассы на выход и чистоту ПГА

Здесь под качеством биомассы понимается содержание ПГА. Чем выше содержание ПГА, 
тем выше качество биомассы и ниже расходы на процесс извлечения и очистки биополиме‑
ров. Наиболее высокая концентрация П3ГБ достигается при использовании глюкозы и фрук‑
тозы в качестве источника углерода (85–90 %) [10]. Более низкое накопление П3ГБ может на‑
блюдаться при использовании альтернативных субстратов, таких как неочищенный глицерин 
(70–75 %), гидролизаты растительного сырья (60–65 %) [11, 13]. Результаты двухстадийной экс‑
тракции биомассы с различным содержанием ПГА в условиях масштабирования представлены 
в табл. 1.

Выход П3ГБ составил от 71 до 80 %, чистота от 95 до 98 %. Как видно из табл. 1 содер‑
жание полимера в биомассе оказывает большое влияние на процесс извлечения. Присутствие 
липополисахаридов и белков с фосфолипидами на внешней мембране грамотрицательных бак‑

Рис. 1. Фракционный состав бактериальной биомассы до и после размола

Fig. 1. Fractional composition of bacterial biomass before and after milling

Таблица 1. Результаты двухстадийной экстракции П3ГБ с различной концентрацией ДДС-Na на стадии 
солюбилизации

Table 1. Results of two-stage extraction of P3HB with different concentrations of SDS-Na at the solubilization 
stage

Наименование Концентрация 
ДДС-Na, %

Выход П3ГБ, 
% от а.с.б.

Чистота П3ГБ, 
%

Затраты ДДС-Na 
в руб/кг П3ГБ

Биомасса с содержанием П3ГБ 
86 % (глюкоза) 5 81,1±5,8 96,8±1,9 272,5

Биомасса с содержанием П3ГБ 
72 % (глицерин) 5 71,3±2,9 94,1±2,8 434,8

Биомасса с содержанием П3ГБ 
72 % (глицерин) 10 74,1±3,7 94,5±2,8 829,9

Биомасса с содержанием П3ГБ 
72 % (глицерин) 15 78,5±2,4 93,8±3,7 1194,7

Биомасса с содержанием П3ГБ 
72 % (глицерин) 20 71,7±2,9 98,2±1,7 1725,0
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терий являются фактором, который способствует устойчивости грамотрицательных микроор‑
ганизмов к детергентам. При снижении концентрации полимера в биомассе наблюдается сни‑
жение его выхода и приводит к увеличению липидных загрязнений. Повышение концентрации 
ДДС-Na до 15 % на стадии солюбилизации позволило увеличить выход до 78,5±2,4 %, однако 
дальнейшее увеличение концентрации ДДС-Na до  20  %, хоть и  повысило чистоту готового 
продукта до 98,2±1,7 %, но негативно сказалось на выходе П3ГБ. Снижение выхода полимера 
при увеличении концентрации ДДС-Na связано с его частичной солюбилизацией. Также уве‑
личение концентрации детергента нивелирует экономический эффект от его применения. По‑
этому на следующем этапе была предпринята попытка для поиска альтернативного недорогого 
детергента для стадии солюбилизации.

Выбор агента для стадии солюбилизации

Для повышения эффективности процесса солюбилизации и снижения стоимости в каче‑
стве солюбилизирующего агента была использована коммерческая композиция, выпускающая‑
ся в промышленности под маркой «Пемос», в рекомендованной производителем концентрации 
1 % и 1,5 %. А также для разрушения клеточных мембран и удаления липидных и белковых 
примесей водный раствор гипохлорита натрия в концентрациях 5, 10 % в пересчете на актив‑
ный хлор. Для экспериментов использовали биомассу с содержанием П3ГБ 72 % (глицерин).

Замена ДДС-Na на коммерческую композицию «Пемос» оказала положительное влияние 
на полноту извлечения П3ГБ, выход полимера увеличился в среднем на 10–15 %, также про‑
изошло повышение чистоты готового продукта. Использование гипохлорита натрия привело 
к  увеличению выхода П3ГБ, однако негативно сказалось на  молекулярной массе, снижение 
составило от 20 до 50 %. Также произошло увеличение полидисперсности, а это нежелательно 
для дальнейшей переработки полимера в изделия.

На основании проведенных исследований предложена технология выделения и очистки 
ПГА в условиях пилотного производства. На рис. 2 представлена аппаратурная схема процесса.

Сконцентрированная биомасса (500 г/л) после ферментации подается в аппарат с мешал‑
кой 1. В этот аппарат заливается вода в соотношении из расчета на одну часть абсолютно сухой 

Рис.  2. Аппаратурная схема процесса двухстадийной экстракции ПГА (1  – ​аппарат с  мешалкой; 2  – ​
центрифуга проточная; 3 – ​сублимационная сушилка; 4 – ​ультрацентробежная мельница; 5 – ​экстрактор; 
6 – ​фильтры; 7 – ​осадитель)

Fig. 2. Hardware diagram of the two-stage PHA extraction process (1  – ​apparatus with a stirrer; 2  – ​flow 
centrifuge; 3 – ​freeze dryer; 4 – ​ultracentrifugal mill; 5 – ​extractor; 6 – ​filters; 7 – ​precipitator)
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биомассы 10 частей воды, и засыпается порошок «Пемос» в количестве, чтобы получился 1,5 % 
раствор. Обработку ведут при 80 0С в течение 3 часов при постоянном перемешивании. Далее 
полученный концентрат декантируется на центрифуге 2 и возвращается в аппарат 1, где проис‑
ходит его промывка водой, далее вода отделяется центрифугированием. Операция повторяется 
до полного обесцвечивания промывной воды. Влажный концентрат полимера высушивается 
в сублимационной сушилке 3 и в таком виде может храниться длительное время. Для получе‑
ния высокоочищенного полимера полученный концентрат подвергается размолу в ультрацен‑
тробежной мельнице 4 и загружается в экстрактор 5. Экстракцию проводят дихлорметаном, 
количество дихлорметана рассчитывают таким образом, чтобы концентрация полимера в экс‑
тракте не превышала 4 %, экстракцию проводят двукратно равными порциями дихлорметана. 
Экстракты фильтруют и объединяют в осадителе 7. В осадитель добавляют этиловый спирт 
для осаждения полимера. Полимер отфильтровывают и сушат в сушильном шкафу при 50 0С, 
смесь растворителей направляется на установку регенерации, где разделяется на дихлорметан 
и этиловый спирт, которые возвращаются в процесс.

Обсуждение

В  настоящее время вопросы извлечения ПГА из  биомассы бактерий весьма актуальны, 
имеется большое количество работ по этой тематике, в которых предложены различные под‑
ходы, от  поиска растворителей до  использования сверхкритической флюидной экстракции. 
Однако не все эти подходы оправданы с точки зрения стоимости и безопасности, а также от‑
работаны в лабораторных масштабах с навесками от 1 до 100 г. Небольшое количество работ, 
связанных с масштабированием процессов экстракции, указывают на снижение эффективно‑
сти лабораторных методов [14].

Наилучшим растворителем для ПГА является хлороформ, затем следует дихлорметан. 
И ввиду того, что дихлорметан менее токсичен, то его и выбрали в качестве основного рас‑
творителя. Детергенты весьма перспективны для процессов очистки ПГА и наилучшим детер‑
гентом признан ДДС-Na [15]. Полученный концентрат может содержать до 95 % ПГА и может 
использоваться в таком виде для технических целей, однако для применения в медицине не‑
обходим высокоочищенный полимер. Второй проблемой является использование высоких кон‑
центраций детергентов, что значительно удорожает процесс и приводит к потерям ПГА за счет 
его частичной солюбилизации [16]. Учитывая тот факт, что процесс солюбилизации направлен 

Таблица 2. Результаты двухстадийной экстракции П3ГБ с  использованием порошка «Пемос» 
и гипохлорита натрия

Table 2. Results of two-stage extraction of P3HB using Pemos powder and sodium hypochlorite

Наименование агента 
и концентрация

Выход П3ГБ, % 
от а.с.б.

Чистота 
П3ГБ, %

Затраты в руб/кг 
П3ГБ Mв кДа ПД

Раствор «Пемос» 1 % 89,3±3,2 98,4±1,3 32,3 430 3,5
Раствор «Пемос» 1,5 % 94,8±3,3 99,7±0,3 31,3 415 3,6
Раствор гипохлорита натрия 5 % 85,1±4,7 96,2±1,7 54,1 301 4,8
Раствор гипохлорита натрия 10 % 88,3±4,1 98,1±1,7 106,8 223 5,3
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на удаление липидных и белковых составляющих бактериальной клетки, целесообразно ис‑
пользовать не один детергент, а композицию. Такие композиции разработаны в промышленно‑
сти и применяются в виде порошков для стирки, что и натолкнуло нас на мысль использовать 
стиральный порошок «Пемос».

Размеры частиц в  процессах экстракции имеют большое значение, поэтому предвари‑
тельная механическая обработка биомассы является необходимым этапом, как и последующая 
сушка [17], однако оба этих процесса весьма энергозатратны. Поэтому мы предлагаем процесс 
солюбилизации проводить сразу после процесса ферментации, так как детергенты должны 
взаимодействовать с отдельными клетками [18], а с агломератами взаимодействие весьма огра‑
ниченно. Таким образом, солюбилизацию целесообразней сделать финальной стадией фермен‑
тации, а не первой стадией выделения.

Заключение

Исследован процесс извлечения и очистки ПГА в условиях масштабирования. Установлено, 
что в условиях масштабирования большое значение имеет размер частиц биомассы, предвари‑
тельный размол приводит к увеличению выхода полимера в среднем на 10 %. Чтобы сократить 
расходы на измельчение, предложено процедуру солюбилизации проводить сразу после фермен‑
тации, чтобы избежать агломерации клеток при высушивании. В качестве солюбилизирующего 
агента предложено использовать коммерческий порошок «Пемос», в результате чего удалось по‑
высить выход полимера до 95 %, а чистоту готового более 99,5 % и значительно снизить расхо‑
ды на стадии солюбилизации до 31 руб/кг П3ГБ. По результатам представленных исследований 
предложена технология выделения и очистки ПГА, разработана аппаратурная схема процесса.
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