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Полигидроксибутират (ПГБ) – термопластичный, биоразлагаемый и биосовместимый полимер, 
потенциальные сферы применения которого включают биомедицину, пищевую и косметическую 
промышленность, упаковку и сельское хозяйство. Накопление ПГБ широко распространено среди 
микроорганизмов, к продуцентам ПГБ относятся представители родов Cupriavidus (Ralstonia), 
Pseudomonas, Bacillus, Allochromatium, Aeromonas и др. и в том числе многие метилотрофы 
(Methylorubrum, Methyloligella) на различных источниках углерода и энергии (Волова, Шишацкая, 
2011; Порошина с соавт., 2014; Доронина с соавт., 2015). Известно, что представители рода Delftia 
также способны к синтезу ПГБ (Tsuge et al., 2004; Сhеn et al., 2012). 

Большой научно-практический интерес представляет синтез биодеградабельных и 
биосовместимых пластиков из дешевого непищевого сырья и отходов агрокомплексов и различных 
производств, в том числе биодизеля, побочным продуктом которого является глицерин в высоких 
концентрациях в смеси с С1-субстратами. Глицерин перспективен в качестве субстрата для биосинтеза 
биопластиков и поиск микроорганизмов-продуцентов биополимеров на этом субстрате весьма 
актуален. 

Цель данной работы – определение молекулярной массы образцов ПГБ при культивировании 
штамма Delftia sp. Lp-1 на минеральной среде с глицерином и молекулярно-генетический анализ 
фрагмента гена рhаС. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Культивирование и анализ ПГБ. Из клубеньков люпина Lupinus polyphyllus L. на среде с 

метанолом нами выделен новый штамм Delftia sp. Lp-1 (ВКМ В-3039), являющийся фитосимбионтом 
и обладающий широким спектром механизмов стимуляции роста различных растений (Агафонова с 
соавт., 2017). Изолят является факультативным метилотрофом, способен расти на ряде С1-, 
полиуглеродных субстратах и глицерине. Штамм Delftia sp. Lp-1 выращивали на простой минеральной 
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среде «К» (г/л: КН2 РО4 – 2.0; (NН4)2 SО4 – 2.0; МgSО4 · 7Н2 О – 0.025; NaCl – 0.5; FеSО4 · 7Н2 О – 0.002; 
Н2 Одист. – 1 л) в колбах Эрленмейера объемом 750 мл с 200 мл среды и 0.2 % глицерина при 29 ºС на 
роторной качалке (180 об/мин) в течение 3–5 сут. рН среды в процессе культивирования поддерживали 
добавлением 10 % NаОН. Содержание биомассы определяли, измеряя оптическую плотность ОП600 
в 0.5 см кювете на спектрофотометре Specol 221 (Германия) и пересчитывали на вес сухой биомассы 
по калибровочной кривой. Выделение ПГБ из биомассы проводили как описано ранее (Ежов с соавт., 
2013). Молекулярную массу (Мм) полимеров определяли вискозиметрическим методом, измеряя 
вязкость раствора ПГБ в хлороформе при 30 °С (Мышкина с соавт., 2010). 

Выделение и анализ ДНК. ДНК выделяли с использованием набора ZR Fungal/Bacterial DNA 
MiniPrep (“Zymo Research”, США) в соответствии с рекомендациями фирмы – производителя. 
Фрагмент гена рhаС (550 п.н.), кодирующего полигидроксибутират синтазу, амплифицировали, 
используя праймеры, согласно ранее описанному протоколу (Замахаева с соавт., 2016). Продукты 
реакции разделяли методом электрофореза в 1 %-ном агарозном геле. Выделение и очистку 
фрагментов ДНК из легкоплавкой агарозы проводили на колонках с использованием набора Zymoclean 
Gel DNA Recovery Kit (“Zymo Research”, США), согласно инструкции фирмы-производителя. 
Секвенирование ПЦР-фрагментов проводили с помощью набора реактивов CEQ Dye Terminator Cycle 
Sequencing kit (“Beckman Coulter”, США) на анализаторе СЕQ2000 XL (“Beckman Coulter”, США). 

Молекулярно-генетический анализ. Предварительный скрининг сходства 
последовательностей гена рhаС проводили по базе данных GeneBank [NCBI] с помощью пакета 
программ BLAST [http://ncbi.nlm.nih.gov]. Обработку и перевод нуклеотидных последовательностей 
гена рhаС в аминокислотные проводили с использованием Gene Runner, версия 3.05 [Hastings Software, 
Inc.]. Последовательность белка РhаС выравнивали c последовательностями референтных штаммов 
ближайших прокариот с помощью программы CLUSTAL W (Thompson et al., 1997). Филогенетический 
анализ выполнен при помощи программы МЕGА5 (Tamura et al., 2011). Филограммы строили методами 
“neighbor-joining” и “maximum-likelihood” (Saitou, Nei, 1987). Статистическую достоверность 
ветвления оценивали с помощью “bootstrap – анализа” 1000 альтернативных филограмм. 

 
Рис. 1. Внешний вид образцов пленок ПГБ из биомассы штамма Delftia sp. Lp-1 на глицерине. 

Показано, что при росте Delftia sp. Lp-1 на глицерине синтезировался биополимер с высокой 
молекулярной массой (Мм) от 1500–4000 кДа (рис. 1), что превышает Мм полимера у Methylorubrum 
extorquens (ранее Methylobacterium extorquens) – одного из известных метилотрофных продуцентов 
полигидроксибутировалерата (ПГБВ) из метанола-сырца (Ежов с соавт., 2010; Порошина с соавт., 
2014). Выход ПГБ от массы сухих клеток штамма Delftia sp. Lp-1 составил 12–15 %. Полимер с Мм 
4000кДа обладал высокой эластичностью и прочностью. Известно, что ПГБ с Мм от 1000 до 10000 кДа 
является перспективным для использования в медицине (кардиохирургия, противоспаечные и шовные 
материалы, основа для доставки лекарственных препаратов, восстановление костной ткани и при 
конструировании эндопротезов) (Волова с соавт., 2014; Галузина с соавт. 2015; Насонова с соавт., 
2015). 
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По данным секвенирования фрагмента гена рhаС ПГБ-синтазы, штамм Delftia sp. Lp-1 имел 96–
99 % идентичности аминокислотных последовательностей с таковыми у представителей рода Delftia 
(рис. 2). Показано, что ПГБ – синтаза нашего штамма отнесена к ПГБ-синтазам I класса и наиболее 
близка таковым у различных штаммов вида D. acidovorans (98.4–99 %). Интересно отметить, что ПГБ – 
синтазы представителей рода Delftia образуют отдельную ветвь (рис. 2) среди представителей других 
родов, имеющим фермент I класса. 

 
Рис. 2. Филогенетическое положение штамма Delftia sp. Lp-1 на основе сравнения аминокислотных 
последовательностей белка РhаС среди представителей порядка Burkholderiales с ПГБ-синтазами I 
класса. Шкала соответствует 5 аминокислотным заменам на каждые 100 аминокислот 
(эволюционное расстояние). Использован метод “maximum-likelihood” 

Таким образом, впервые для Delftia sp. Lp-1 показана способность синтезировать ПГБ с высокой 
молекулярной массой, и очевидна перспективность этого штамма в качестве продуцента 
биоразлагаемого и биосовместимого пластика из недорогого побочного продукта промышленности – 
глицерина. 
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