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(57) Изобретение относится к рекомбинантной, карбоксидотрофной бактерии Clostridium,
которая экспрессирует одну или более пируват:ферредоксин-оксидоредуктазу (ЕС 1.2.7.1),
ацетолактатсинтазу (ЕС 2.2.1.6) и ацетолактат декарбоксилазу (ЕС 4.1.1.5). В изобретении
дополнительно предложен способ получения продукта ферментации путем ферментации
рекомбинантной бактерии в присутствии газообразного субстрата, содержащего CO, для получения
одного или более из этанола, бутанола, изопропанола, изобутанола, высших спиртов, бутандиола,
2,3-бутандиола, сукцината, изопреноидов, жирных кислот, биополимеров и их смесей.
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Настоящая заявка заявляет приоритет заявки на патент США 62/089053, поданной 8 декабря 2014 

года, и заявки на патент США 62/168969, поданной 1 июня 2015 года, все содержание которых включено 

в данный документ посредством ссылки. 

Уровень техники 

Карбоксидотрофные микроорганизмы могут быть сконструированы для получения продуктов, та-

ких как топливо и химические продукты, путем ферментации газообразного субстрата. Усилия по повы-

шению концентрации продукта и использования субстрата исторически были сфокусированы на выборе 

штамма и оптимизации условий ферментации (Abubackar, Bioresour Technol, 114: 518-522, 2012). Однако 

метаболизм природных микроорганизмов не эволюционировал для достижения коммерческих целей с 

высокими выходами, скоростями и титрами, так что некоторые коммерческие цели не могут быть дос-

тигнуты путем простого отбора штаммов и оптимизации условий ферментации. Соответственно, остает-

ся потребность в улучшенных микроорганизмах и способах получения полезных продуктов, таких как 

топливо и химических продуктов. 

Сущность изобретения 

Изобретение обеспечивает рекомбинантную карбоксидотрофную бактерию Clostridium, содержа-

щую один или более ферментов, выбранных из группы, состоящей из пируват:ферредоксин-

оксидоредуктазы (ЕС 1.2.7.1), ацетолактатсинтазы (ЕС 2.2.1.6) и ацетолактат декарбоксилазы (ЕС 

4.1.1.5), причем каждый фермент представляет собой сверхэкспрессированный эндогенный фермент, 

мутантный эндогенный фермент или экзогенный фермент. Рекомбинантная бактерия может экспресси-

ровать один, два или все три из этих ферментов. 

Рекомбинантная бактерия может быть получена из любого микроорганизма Clostridium. В одном 

варианте реализации изобретения рекомбинантная бактерия является полученной от С. autoethanogenum, 

С. ljungdahlii или С. ragsdalei. В предпочтительном варианте реализации изобретения, рекомбинантная 

бактерия получена из С. autoethanogenum, хранящейся под номером доступа DSMZ DSM23693 (С. au-

toethanogenum LZ1561). 

Изобретение также относится к способу получения продукта ферментации, включающему фермен-

тацию рекомбинантной бактерии в присутствии газообразного субстрата, содержащего CO, для получе-

ния одного или более из этанола, бутанола, изопропанола, изобутанола, высших спиртов, бутандиола, 

2,3-бутандиола, сукцината, изопреноидов, жирных кислот, биополимеров и их смесей. 

Краткое описание графических материалов 

Фиг. 1 представляет собой карту потока пути биосинтеза этанола, в которой подробно измеряется 

активность фермента и поток через карбоксидотрофный микроорганизм для образования этанола через 

ацетил-КоА, что позволяет идентифицировать реакции, ограничивающие скорость реакции. Толщина 

стрелок пропорциональна активности конкретной реакции пути. 

Фиг. 2 представляет собой карту пути, детализирующую измеренную активность фермента и поток 

через карбоксидотрофный микроорганизм для образования 2,3-бутандиола через пируват, что позволяет 

идентифицировать реакции с ограничением скорости. 

Фиг. 3 представляет собой диаграмму, демонстрирующую путь 2,3-бутандиола и соответствующий 

путь биосинтеза аминокислот с разветвленной цепью. Пируват превращается в α-ацетолактат, промежу-

точное звено как для путей биосинтеза аминокислот 2,3-бутандиола, так и для биосинтеза аминокислот с 

разветвленной цепью. Эксперименты проводились для сверхэкспрессии PFOR, alsS и alsD. 

Фиг. 4 представляет собой схематическое изображение плазмиды pMTL 83159. Плазмида содержит 

ген репликации (ColE1) грамотрицательного происхождения, ген репликации (repH) грамположительно-

го происхождения, ген переноса traJ, ген catP, кодирующий устойчивость к хлорамфениколу/тиамфе-

николу, сайт множественного клонирования, расположенный в lacZ альфа кодирующей последователь-

ности и промотора гена ферредоксина (Pfdx). 

Фиг. 5 представляет собой набор графиков, демонстрирующих профили роста и метаболитов (био-

масса, 2,3-бутандиол (BDO), уксусная кислота и этанол) в зависимости от времени пяти штаммов, выра-

щенных в бутылках Schott. 

Фиг. 6 представляет собой набор графиков, демонстрирующих профиль метаболита (верхние гра-

фики) и профиль газа (нижние графики) объединенного сверхэкспрессирующего штамма экспрессии 

PFOR, alsS и alsD и контрольный штамм плазмиды при поглощении СО 4 моль/л/день в течение 20 дней. 

Фиг. 7 представляет собой набор графиков, демонстрирующих профили метаболита и газа сверх-

экспрессирующей культуры при поглощении CO 8 моль/л/день в течение 11 дней. 

Фиг. 8 представляет собой набор графиков, демонстрирующих биомассу и продуцирование бутан-

диолов культурами, экспрессирующими A. hydrophila alsD (открытые квадраты), L. lactis alsD (закрашен-

ные квадраты) и контроль пустой плазмиды (треугольники). Значения представляют собой среднее зна-

чение трех повторений, а столбцы ошибок представляют одно стандартное отклонение. 

Подробное описание изобретения 

Ферментационный путь представляет собой каскад биохимических реакций (путей реакций), по-

средством которых субстрат, предпочтительно газообразный субстрат, превращается в продукт фермен-

тации. Путь реакций обычно включает в себя ферменты, которые катализируют или увеличивают ско-
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рость реакции пути. 

"Поток" относится к потоку метаболитов через одну или более реакций в ферментационном пути. 

Поток через отдельные реакции путей имеет верхний и нижний пределы. Таким образом, поток может 

быть изменен путем регулирования условий или факторов, которые влияют на ферментативную актив-

ность. Регулирование потока через одну реакцию пути может изменить общий поток ферментационного 

пути. Поток может быть измерен в соответствии с любым способом, известным в данной области техни-

ки. В качестве примера, поток может быть измерен с использованием анализа баланса потока (FBA) 

(Gianchandani, Systems Biol Medicine, 2: 372-382, 2010). Поток через этот путь также может быть измерен 

с помощью уровня метаболитов и продуктов (метаболомика) (Patti, Nat Rev Molec Cell Biol, 13: 263-269, 

2012) и/или экспериментов с такими метками, как С13 (флюксомика) (Niittylae, Methods Mol Biol, 553: 

355-372, 2009; Tang, Mass Spectrom Rev, 28: 362-375, 2009). 

Эффективность ферментационного пути может быть увеличена путем увеличения потока реакции 

через путь. Повышенный поток приводит к одному или более из: увеличения скорости роста микроорга-

низмов, выполняющих ферментацию, увеличения скорости роста и/или скорости образования продукта 

при повышенных концентрациях продукта, увеличения концентрации продукта ферментации в фермен-

тационном бульоне, увеличения объема полученного продукта ферментации на каждый потребляемый 

объем субстрата, увеличения скорости производства или уровня производства продукта ферментации. 

Предпочтительно, повышенная эффективность приводит к увеличению скорости производства продукта 

ферментации. 

Один из способов определения реакций ограничения скорости (узких мест) - это измерение актив-

ности ферментов для всех реакций, участвующих в пути ферментации от субстрата к продукту. Это 

можно сделать, анализируя ферментативную активность реакций в клетках, растущих в условиях про-

цесса, чтобы идентифицировать реакции с самыми низкими скоростями. Затем они могут быть отрегули-

рованы таким образом, чтобы не ограничивать скорость, тем самым увеличивая поток по всей системе. 

Ферментативная активность может быть измерена любым способом, известным в данной области техни-

ки, таким как способы, описанные в Huang, J Bacteriol, 194: 3689-3699, 2012. 

Авторы изобретения проанализировали активность ферментов, участвующих в ферментационных 

путях, и обнаружили, что некоторые пути реакции проявляют существенно более низкую ферментатив-

ную активность, чем другие реакции на том же пути. Рекомбинантные микроорганизмы и способы, опи-

санные в данном документе, особенно полезны для путей, где выход продукта в родительском микроор-

ганизме может не иметь выхода продукта, чтобы быть жизнеспособной коммерческой мишенью. 

Примеры путей ферментации, которые поддаются анализу активности ферментов, включают путь 

Вуд-Льюнгдаля, пути ферментации для получения этанола, 2,3-бутандиола или его предшественника, 

такого как ацетил-КоА и пируват, и пути биосинтеза кофакторов тетрагидрофолата и кобаламина (В12), 

которые могут потребоваться в ферментационных путях. Путь Вуд-Льюнгдаля состоит из ряда реакций, 

катализируемых ферментами, как описано на фиг. 1 и фиг. 2. Шаги, следующие за путем Вуд-Льюнгдаля, 

которые приводят к получению желаемых продуктов ферментации, также считаются частью пути фер-

ментации. 

В конкретном варианте реализации изобретения, путь ферментации приводит к получению продук-

та ферментации, выбранного из группы, состоящей из этанола, бутанола, изопропанола, изобутанола, 

высших спиртов, бутандиола, 2,3-бутандиола, сукцината, изопреноидов, жирных кислот, биополимеров, 

и их смеси. 

Изобретение обеспечивает рекомбинантную карбоксидотрофную бактерию Clostridium, содержа-

щую один или более ферментов, выбранных из группы, состоящей из пируват:ферредоксин-

оксидоредуктазы (ЕС 1.2.7.1), ацетолактатсинтазы (ЕС 2.2.1.6) и ацетолактат декарбоксилазы (ЕС 

4.1.1.5), причем каждый фермент представляет собой сверхэкспрессированный эндогенный фермент, 

мутантный эндогенный фермент или экзогенный фермент. 

"Родительский микроорганизм" представляет собой микроорганизм, используемый для получения 

рекомбинантного микроорганизма по изобретению. Родительский микроорганизм может быть таким, 

который встречается в природе (т.е. микроорганизм дикого типа) или таким, который был ранее моди-

фицирован (т.е. рекомбинантный микроорганизм). Рекомбинантные микроорганизмы по изобретению 

могут быть модифицированы для экспрессии или сверхэкспрессии одного или более ферментов, которые 

были или не были экспрессированы или сверхэкспрессированы в родительском микроорганизме, или 

могут быть модифицированы, чтобы продемонстрировать повышенную доступность одного или более 

кофакторов. В одном варианте реализации изобретения, родительский организм может быть С. autoeth-

anogenum, С. ljungdahlii или С. ragsdalei. В особенно предпочтительном варианте реализации изобрете-

ния, родительский организм представляет собой С. autoethanogenum LZ1561, который храниться под но-

мером доступа DSMZ DSM23693. 

"Рекомбинантный микроорганизм" представляет собой микроорганизм, который подвергся генети-

ческой модификации по сравнению с родительским микроорганизмом. Генетическая модификация 

включает, например, вставку, делецию или замещение нуклеиновых кислот. 

В целом, термин "полученный от" означает, что нуклеиновая кислота, белок или микроорганизм 



035950 

- 3 - 

модифицируют или адаптируют из другой (т. е. родительской или дикого типа) нуклеиновой кислоты, 

белка или микроорганизма, соответственно, с тем, чтобы создать новый рекомбинантный микроорга-

низм. 

Способы генетической модификации родительского микроорганизма включают молекулярные ме-

тоды, такие как экспрессия гетерологичных генов, вставка или делеция генома, измененная экспрессия 

генов или инактивация генов или способы ферментной инженерии. Такие методы описаны, например, в 

Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Har-

bor, NY, 2001; Pleiss, Curr Opin Biotechnol, 22: 611-617, 2011; Park, Protein Engineering and Design, CRC 

Press, 2010. Экспрессирующие конструкты/векторы могут содержать, например, один или более промо-

торов или сайтов связывания рибосом. Нуклеиновые кислоты и сконструированные/векторные последо-

вательности, описанные в данном документе, могут также содержать стандартные линкерные нуклеоти-

ды, такие как те, которые необходимы для сайтов связывания рибосом и/или сайтов рестрикции. 

Нуклеиновые кислоты и конструкты нуклеиновой кислоты, включающие экспрессионные конст-

рукты/векторы по изобретению, могут быть сконструированы с использованием любого способа, извест-

ного в данной области техники. Например, можно использовать химический синтез или рекомбинантные 

методы. Такие методы описаны, например, в Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 

Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. По существу, отдельные гены и регулятор-

ные элементы могут быть функционально связаны друг с другом, так что гены могут быть экспрессиро-

ваны с образованием желаемых белков. Подходящие векторы будут оценены специалистами в данной 

области техники. Однако, в качестве примера, могут быть пригодны следующие векторы: векторы 

pMTL80000, pIMP1, pJIR750 и другие плазмиды. 

Нуклеиновые кислоты могут быть доставлены в микроорганизм с использованием любого способа, 

известного в данной области техники. Например, нуклеиновые кислоты могут доставляться в микроор-

ганизм в виде голых нуклеиновых кислот или могут быть объединены с одним или несколькими агента-

ми (например, липосомами) для облегчения процесса трансформации в микроорганизм. Нуклеиновые 

кислоты могут быть ДНК, РНК, кДНК или их комбинацией, как это необходимо. Ингибиторы рестрик-

ции могут использоваться в некоторых вариантах реализации изобретения (Murray, Microbiol Molec Biol 

Rev, 64: 412-434, 2000). Дополнительные векторы включают в себя плазмиды, вирусы (включая бакте-

риофаг), космиды и искусственные хромосомы. В предпочтительном варианте реализации изобретения, 

нуклеиновые кислоты доставляют в микроорганизм с использованием плазмиды. Только в качестве при-

мера, трансформация (включая трансдукцию или трансфекцию) может быть достигнута путем электро-

порации, ультразвуковой обработки, опосредованной полиэтиленгликолем трансформации, химической 

или природной компетентности, трансформации протопластов, индукции профага или конъюгации. Под-

ходящие способы трансформации описаны, например, в Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Man-

ual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. 

Сообщалось об использовании электропорации для ряда карбоксидотрофных ацетогенов, включая 

С. ljungdahlii (Koepke, PNAS, 107: 13087-13092, 2010; WO/2012/053905), С. autoethanogenum (WO/2012/ 

053905), С. aceticum (Schiel-Bengelsdorf, Synthetic Biol, 15: 2191-2198, 2012) и A. woodii (Stratz, Appl Envi-

ron Microbiol, 60: 1033-1037, 1994). Сообщалось также об использовании электропорации у Clostridia, 

включая С. acetobutylicum (Mermelstein, Biotechnol, 10: 190-195, 1992) и С. cellulolyticum (Jennert, Micro-

biol, 146: 3071-3080, 2000). Кроме того, продемонстрирована индукция профага для карбоксидотрофных 

ацетогенов, включая С. scatologenes (Parthasarathy, Development of a Genetic Modification System in Clos-

tridium scatologenes ATCC 25775 for Generation of Mutants, Masters Project, University of Western Kentucky, 

2010), и описано конъюгирование для многих Clostridia, включая С. difficile (Herbert, FEMS Microbiol 

Lett, 229: 103-110, 2003) и С. acetobuylicum (Williams, J Gen Microbiol, 136: 819-826, 1990). Аналогичные 

способы могут быть использованы для карбоксидотрофных ацетогенов. 

Изобретение обеспечивает рекомбинантную карбоксидотрофную бактерию Clostridium, адаптиро-

ванную для проявления повышенного потока пути ферментации относительно родительского микроор-

ганизма. В одном конкретном варианте реализации изобретения, родительский микроорганизм выбран из 

группы карбоксидотрофных Clostridia, включающей С. autoethanogenum, С. ljungdahlii, С. ragsdalei, С. 

carboxidivorans, С. drakei, С. scatologenes, С. aceticum, С. formicoaceticum и С. magnum. 

Рекомбинантная бактерия может быть получена из группы карбоксидотрофных Clostridia, содер-

жащей виды С. autoethanogenum, С. ljungdahlii, С. ragsdalei и родственные изоляты. К ним относятся, но 

не ограничиваются ими, штаммы С. autoethanogenum JAI-1T (DSM10061) (Abrini, Arch Microbiol, 161: 

345-351, 1994), С. autoethanogenum LBS1560 (DSM19630) (WO 2009/064200), С autoethanogenum LZ1561 

(DSM23693), С ljungdahlii PETCT (DSM13528 = ATCC 55383) (Tanner, Int J Syst Bacteriol, 43: 232-236, 

1993), С ljungdahlii ERI-2 (ATCC 55380) (патент США 5593886), С. ljungdahlii C-01 (ATCC 55988) (патент 

США 6368819), С. ljungdahlii 0-52 (ATCC 55989) (патент США 6368819), С. ragsdalei P11T (ATCC BAA-

622) (WO 2008/028055), родственные изоляты, такие как "С. coskatii" (публикация США 2011/0229947), 

или мутированные штаммы, такие как С. ljungdahlii OTA-1 (Tirado-Acevedo, Production of Bioethanol from 

Synthesis Gas Using Clostridium ljungdahlii, PhD thesis, North Carolina State University, 2010). Эти штаммы 

образуют субкластер в кластере I Clostridial pPHK, а их ген 16S рРНК более чем на 99% идентичен с та-
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ким же низком содержанием GC около 30%. Однако эксперименты по реассоциации ДНК и ДНК и фин-

герпринтингу ДНК показали, что эти штаммы принадлежат к различным видам (WO 2008/028055). 

Штаммы этого кластера определяются общими характеристиками, имеют одинаковый генотип и фено-

тип, и все они имеют одинаковый режим сохранения энергии и ферментативного метаболизма. Штаммы 

этого кластера лишены цитохромов и сохраняют энергию через комплекс Rnf. 

Все виды вышеуказанного кластера имеют сходную морфологию и размер (логарифмически расту-

щие клетки между 0,5-0,7×3-5 мкм), мезофильные (оптимальная температура роста между 30 до 37°С) и 

строго анаэробные (Abrini, Arch Microbiol, 161: 345-351, 1994; Tanner, Int J Syst Bacteriol, 43: 232-236, 

1993 и WO 2008/028055). Более того, все они разделяют одни и те же основные филогенетические черты, 

такие как, тот же диапазон рН (рН 4-7,5, с оптимальным начальным рН 5,5-6), интенсивный автотрофный 

рост на CO-содержащих газах с аналогичными скоростями роста, и аналогичный метаболический про-

филь с этанолом и уксусной кислотой в качестве основных конечных продуктов ферментации, и неболь-

шие количества 2,3-бутандиола и молочной кислоты, образующихся при определенных условиях (Abrini, 

Arch Microbiol, 161: 345-351, 1994; Köpke, Curr Opin Biotechnol, 22: 320-325, 2011; Tanner, Int J Syst Bacte-

riol, 43: 232-236, 1993 и WO 2008/028055). Продукция индола наблюдалось у всех трех видов. Однако 

виды различаются в использовании субстратов различных сахаров (например, рамнозы, арабинозы), ки-

слот (например, глюконата, цитрата), аминокислот (например, аргинина, гистидина) или других субстра-

тов (например, бетаина, бутанола). Кроме того, некоторые из видов оказались ауксотрофными для неко-

торых витаминов (например, тиамина, биотина), в то время как другие не были. Было установлено, что 

организация и количество генов пути Вуд-Льюнгдаля, ответственных за поглощение газа, одинаково у 

всех видов, несмотря на различия в нуклеиновых и аминокислотных последовательностях (Köpke, Curr 

Opin Biotechnol, 22: 320-325, 2011). Кроме того, восстановление карбоновых кислот в соответствующие 

спирты было показано у ряда этих микроорганизмов (Perez, Biotechnol Bioeng, 110: 1066-1077, 2012). Та-

ким образом, эти признаки не специфичны для одного организма, такого как С. autoethanogenum или С. 

ljungdahlii, а скорее являются общими чертами для карбоксидотрофных, этанолсинтезирующих 

Clostridia, и можно ожидать, что механизмы работают аналогичным образом в отношении этих штаммов, 

хотя могут быть различия в продуктивности. 

В одном варианте реализации изобретения, родительский микроорганизм представляет собой С. au-

toethanogenum, С. ljungdahlii или С. ragsdalei. Предпочтительно, родительским микроорганизмом являет-

ся С. autoethanogenum дикого типа или С. autoethanogenum, который хранится под номером доступа 

DSMZ DSM10061 или DSM23693 (С. autoethanogenum LZ1561). В одном варианте реализации изобрете-

ния, рекомбинантная бактерия является полученной от С. autoethanogenum, С. ljungdahlii или С. ragsdalei. 

Предпочтительно, рекомбинантную бактерию получают из С. autoethanogenum дикого типа или С. au-

toethanogenum, которая хранится под номером доступа DSMZ DSM23693 (С. autoethanogenum LZ1561). 

Ферменты и гены по изобретению могут быть сверхэкспрессированными эндогенными ферментами 

и генами, мутантными эндогенными ферментами и генами или экзогенными ферментами и генами. 

Термин "эндогенный" относится к нуклеиновой кислоте или белку, который присутствует в дикой 

или родительской бактерии, из которой получена рекомбинантная бактерия по изобретению. В одном 

варианте реализации изобретения, экспрессия эндогенного гена может контролироваться экзогенным 

регуляторным элементом, таким как экзогенный промотор. 

Термин "экзогенный" относится к нуклеиновой кислоте или белку, который не присутствует в бак-

терии дикого типа или родительской, из которой получена рекомбинантная бактерия по изобретению. В 

одном варианте реализации изобретения, экзогенный ген или фермент может быть получен из гетероло-

гичного штамма или вида и введен в или экспрессирован в рекомбинантной бактерии. В другом варианте 

реализации изобретения, экзогенный ген или фермент может быть искусственно или рекомбинантно соз-

дан. Экзогенные нуклеиновые кислоты могут быть адаптированы для интегрирования в геном бактерии 

или для сохранения во внехромосомном состоянии в бактерии, например, в плазмиде. 

"Ферментативная активность" в широком смысле относится к ферментативной активности, вклю-

чая, но не ограничиваясь ими, активность фермента, количество фермента или доступность фермента, 

катализирующего реакцию. Соответственно, "увеличивающаяся" активность фермента включает в себя 

увеличение активности фермента, увеличение количества фермента или увеличение доступности фер-

мента, катализирующего реакцию. 

Гены и ферменты по изобретению могут быть разработаны или сконструированы с использованием 

любого способа, известного в данной области техники, включая, например, направленную эволюцию, 

основанную на знаниях конструкцию, способы случайного мутагенеза, перетасовку генов, оптимизацию 

кодонов, использование сайт-специфичных библиотек, и использование библиотек оценки сайта. 

"Мутированный" относится к нуклеиновой кислоте или белку, которые были модифицированы в 

рекомбинантной бактерии по изобретению по сравнению с бактерией дикого типа или родительской бак-

терией, из которой получена рекомбинантная бактерия по изобретению. В одном варианте реализации 

изобретения, мутацией может быть делеция, инсерция или замена в гене, кодирующем фермент. В дру-

гом варианте реализации изобретения, мутацией может быть делеция, инсерция или замена одной или 

нескольких аминокислот в ферменте. 
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"Оптимизация кодона" относится к мутации нуклеиновой кислоты, такой как ген, для оптимизации 

или улучшения трансляции нуклеиновой кислоты в конкретном штамме или виде. Оптимизация кодона 

может привести к более быстрой трансляции или более высокой точности трансляции. В предпочтитель-

ном варианте реализации изобретения, гены, кодирующие ферменты по изобретению, представляют со-

бой кодон, оптимизированный для экспрессии в Clostridium, в частности С. autoethanogenum, С. ljung-

dahlii и/или С. ragsdalei. В другом предпочтительном варианте реализации изобретения, гены, кодирую-

щие ферменты по изобретению, представляют собой кодон, оптимизированный для экспрессии в С. au-

toethanogenum LZ1561. 

"Сверхэкспрессированный" относится к любому усилению экспрессии нуклеиновой кислоты или 

белка в рекомбинантной бактерии по изобретению по сравнению с бактерией дикого типа или родитель-

ской бактерией, из которой получена рекомбинантная бактерия по изобретению. Повышенная экспрессия 

может быть достигнута любыми способами, известными в данной области техники, включая модифика-

цию числа копий гена, скорости транскрипции гена, скорости трансляции гена или скорости деградации 

фермента. 

"Сверхэкспрессированный эндогенный фермент" относится к эндогенному ферменту, который при-

сутствует в более высоких уровнях в рекомбинантной бактерии по изобретению по сравнению с бактери-

ей дикого типа или родительской бактерией, из которой получена рекомбинантная бактерия по изобре-

тению. Сверхэкспрессированный эндогенный фермент также может кодироваться эндогенным геном, 

который может быть модифицирован, например, для контроля с помощью сильного или конститутивного 

промотора. Аналогично, "сверхэкспрессированный эндогенный ген" относится к эндогенному гену, ко-

торый присутствует или транскрибирован с более высокими степенями или уровнями в рекомбинантной 

бактерии по изобретению по сравнению с бактерией дикого типа или родительской бактерией, из кото-

рой получена рекомбинантная бактерия по изобретению. 

"Мутированный эндогенный фермент" относится к эндогенному ферменту, который мутирован или 

модифицирован в рекомбинантной бактерии по изобретению по сравнению с бактерией дикого типа или 

родительской бактерией, из которой получена рекомбинантная бактерия по изобретению. Аналогично, 

"мутированный эндогенный ген" относится к эндогенному гену, который мутирован или модифицирован 

в рекомбинантной бактерии по изобретению, по сравнению с бактерией дикого типа или родительской 

бактерией, из которой получена рекомбинантная бактерия по изобретению. 

"Экзогенный фермент" относится к ферменту, который отсутствует в бактерии дикого типа или ро-

дительской бактерии, из которой получена рекомбинантная бактерия по изобретению. Аналогично, "эк-

зогенный ген" относится к гену, который отсутствует в бактерии дикого типа или родительской бакте-

рии, из которой получена рекомбинантная бактерия по изобретению. Как правило, экзогенный фермент 

или ген получают из гетерологичного штамма или вида и вводят в или экспрессируют в рекомбинантной 

бактерии. 

Изобретение может быть осуществлено на практике с использованием вариантных нуклеиновых 

кислот или белков, последовательность которых отлична от последовательностей, специально проиллю-

стрированных в данном документе, при условии, что они выполняют по существу одну и ту же функцию. 

Для последовательностей нуклеиновых кислот, которые кодируют белок или пептид, это означает, что 

кодируемый белок или пептид имеет по существу одну и ту же функцию. Для последовательностей нук-

леиновых кислот, которые представляют собой промоторные последовательности, вариантная последо-

вательность будет обладать сходной способностью промотировать экспрессию одного или более генов. 

Такие нуклеиновые кислоты или белки могут упоминаться в данном документе как "функционально эк-

вивалентные варианты". В качестве примера, функционально эквивалентные варианты нуклеиновой ки-

слоты включают аллельные варианты, фрагменты гена, гены, которые содержат мутации (делецию, ин-

серцию, нуклеотидные замены и т.п.) и/или полиморфизмы и т.п. Гомологичные гены из других микро-

организмов также можно рассматривать как примеры функционально эквивалентных вариантов после-

довательностей, специально иллюстрируемых в данном документе. К ним относятся гомологичные гены 

у таких видов, как С. acetobutylicum, С. beijerinckii или С. ljungdahlii, подробности которых доступны на 

веб-сайтах, таких как Genbank или NCBI. Функционально эквивалентные варианты включают также нук-

леиновые кислоты, последовательность которых изменяется в результате оптимизации кодонов для кон-

кретного организма. Функционально эквивалентный вариант нуклеиновой кислоты будет предпочти-

тельно иметь по меньшей мере приблизительно 70 %, приблизительно 80 %, приблизительно 85 %, при-

близительно 90 %, приблизительно 95 %, приблизительно 98 % или более идентичности последователь-

ности нуклеиновой кислоты с указанной нуклеиновой кислотой. Функционально эквивалентный вариант 

белка предпочтительно будет иметь по меньшей мере приблизительно 70 %, приблизительно 80 %, при-

близительно 85 %, приблизительно 90 %, приблизительно 95 %, приблизительно 98 % или более амино-

кислотной идентичности с указанным белком. Такие варианты включают фрагмент белка или пептида, 

причем фрагмент содержит усеченную форму белка или пептида, где делеции могут быть от 1 до 5, от 10 

до 15, от 20 до 25 аминокислот и могут длиться от остатка 1 до 25 на любом конце полипептида и причем 

делеции могут быть любой длины в пределах участка или могут быть во внутреннем местоположении. 

Функциональная эквивалентность варианта нуклеиновой кислоты или белка может быть оценена с ис-
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пользованием любого метода, известного в данной области техники. Однако, в качестве примера, анали-

зы для проверки активности некоторых ферментов описаны в Huang, J Bacteriol, 194: 3689-3699, 2012. 

В некоторых вариантах реализации изобретения, имеющих активные системы рестрикционных 

ферментов, может оказаться необходимым метилировать нуклеиновую кислоту перед введением нук-

леиновой кислоты в микроорганизм. 

Как правило, метилирование осуществляют с использованием челночного микроорганизма, пред-

почтительно с рестрикционным отрицательным челночным микроорганизмом, таким как E.coli, В. subtil-

lis или L. lactis, что облегчает метилирование последовательностей нуклеиновых кислот, которые состав-

ляют экспрессионный конструкт/вектор. Метилирующий конструкт/вектор содержит последователь-

ность нуклеиновой кислоты, кодирующую метилтрансферазу. После того как экспрессионный конст-

рукт/вектор и метилирующий конструкт/вектор вводят в челночный микроорганизм, индуцируется ген 

метилтрансферазы, присутствующий в метилирующем конструкте/векторе. Индукция может происхо-

дить с помощью любой подходящей промоторной системой, хотя в одном конкретном варианте реализа-

ции изобретения метилирующий конструкт/вектор содержит индуцибельный lac-промотор и индуциру-

ется добавлением лактозы или ее аналога, более предпочтительно изопропил-β-D-тиогалактозида 

(ИПТГ). Другие подходящие промоторы включают систему ara, tet или Т7. В другом варианте реализа-

ции изобретения, метилирующий конструкт/вектор промотор является конститутивным промотором. 

В конкретном варианте реализации изобретения, метилирующий конструкт/вектор имеет начало 

репликации, характерное для идентификации челночного микроорганизма, так что любые гены, присут-

ствующие в метилирующем конструкте/векторе, экспрессируются в челночном микроорганизме. Пред-

почтительно, экспрессирующий конструкт/вектор имеет начало репликации, специфичное для иденти-

фикации целевого микроорганизма, так что любые гены, присутствующие в экспрессирующем конструк-

те/векторе, экспрессируются в целевом микроорганизме. 

Экспрессия фермента метилтрансферазы приводит к метилированию генов, присутствующих в экс-

прессирующем конструкте/векторе. Экспрессирующий конструкт/вектор затем можно выделить из чел-

ночного микроорганизма в соответствии с любым способом, известным в данной области техники. В 

одном варианте реализации изобретения, оба конструкта/вектора одновременно изолированы. Экспрес-

сирующий конструкт/вектор можно вводить в целевой микроорганизм с использованием любого спосо-

ба, известного в данной области техники. Поскольку экспрессирующий конструкт/вектор метилирован, 

последовательности нуклеиновых кислот, присутствующие в экспрессирующем конструкте/векторе, мо-

гут быть включены в целевой микроорганизм и успешно экспрессированы. 

Ген метилтрансферазы может быть введен в челночный микроорганизм и сверхэкспрессирован. Та-

ким образом, в одном варианте реализации изобретения, полученный фермент метилтрансферазы может 

быть собран с использованием известных способов и использован in vitro для метилирования экспресси-

онной плазмиды. Затем экспрессирующий конструкт/вектор можно ввести в целевой микроорганизм для 

экспрессии. В другом варианте реализации изобретения, ген метилтрансферазы вводится в геном чел-

ночного микроорганизма с последующим введением экспрессирующего конструкта/вектора в челночный 

микроорганизм, выделением одного или более конструктов/векторов из челночного микроорганизма и 

последующим введением экспрессирующего конструкта/вектора в целевой микроорганизм. 

Экспрессионный конструкт/вектор и метилирующий конструкт/вектор могут быть объединены для 

обеспечения композиции. Такая композиция особенно полезна при обходе механизмов рестрикционного 

барьера для получения рекомбинантных микроорганизмов по изобретению. В одном конкретном вариан-

те реализации изобретения, экспрессионный конструкт/вектор и/или метилирующий конструкт/вектор 

представляют собой плазмиды. Может быть использован ряд подходящих метилтрансфераз, включая, 

например, фаг В. subtilis ФТ1-метилтрансферазы или метилтрансферазы, описанный в WO 2012/053905. 

Аналогично, для создания метилирующего конструкта/вектора можно использовать ряд конструк-

тов/векторов, адаптированных для обеспечения экспрессии гена метилтрансферазы. 

В качестве примера, в одном варианте реализации изобретения, рекомбинантный микроорганизм по 

изобретению может быть получен способом, включающим (а) введение в челночный микроорганизм (i) 

экспрессирующего конструкта/вектора, содержащего нуклеиновую кислоту, как описано в данном доку-

менте и (ii) метилирующего конструкта/вектора, содержащего ген метилтрансферазы; и (b) экспрессию 

гена метилтрансферазы; выделение одного или более конструктов/векторов из челночного микроорга-

низма; и введение одного или более конструкта/вектора в целевой микроорганизм. В одном варианте 

реализации изобретения, ген метилтрансферазы стадии (b) экспрессируется конститутивно. В другом 

варианте реализации изобретения, индуцируется экспрессия гена метилтрансферазы стадии (b). 

Рекомбинантная бактерия по изобретению содержит одну или более пируват:ферредоксин-

оксидоредуктазу, ацетолактатсинтазу и ацетолактат декарбоксилазу. 

Пируват:ферредоксин-оксидоредуктаза (PFOR или POR) (ЕС 1.2.7.1) представляет собой фермент, 

принадлежащий к семейству оксидоредуктаз, который катализирует перенос электронов с одной молеку-

лы (восстановитель или донор электронов) на другую (окислитель или акцептор электронов). В частно-

сти, пируват:ферредоксин-оксидоредуктаза катализирует взаимопревращение пирувата и ацетил-КоА: 

пирувата + КоА + 2 окисленных ферредоксин-ацетил-КоА + СО2 + 2 восстановленных ферредоксина + 
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2Н
+
. Превращение ацетил-КоА в пируват связывает путь Вуд-Льюнгдаля автотрофной фиксации СО(2) с 

циклом восстановления трикарбоновых кислот, который в автотрофных анаэробах является стадией био-

синтеза всех клеточных макромолекул (Furdi, J Biol Chem, 15: 28494-28499, 2000). Пируват:ферредоксин-

оксидоредуктаза также может быть известна как пируват: ферредоксин-2-оксидоредуктаза (КоА-

ацетилирование), пируват-оксидоредуктаза, пируват-синтаза, пируватсинтетаза или пировино-

ферредоксин-оксидоредуктаза. 

Фермент пируват:ферредоксин-оксидоредуктаза по изобретению может представлять собой сверх-

экспрессированный эндогенный фермент, мутантный эндогенный фермент или экзогенный фермент. 

Аналогично, фермент пируват:ферредоксин-оксидоредуктаза по изобретению может быть кодирован с 

помощью гена эндогенной пируватферредоксин-оксидоредуктазы, который был сконструирован для 

сверхэкспрессии, может быть кодирован мутированным геном эндогенной пируват:ферредоксин-

оксидоредуктазы или может быть кодирован геном экзогенной пируват:ферредоксин-оксидоредуктазы. В 

предпочтительном варианте реализации изобретения, фермент пируват:ферредоксин-оксидоредуктаза 

является сверхэкспрессированной эндогенной пируват:ферредоксин-оксидоредуктазой, такой как сверх-

экспрессированная эндогенная пируват:ферредоксин-оксидоредуктаза С. autoethanogenum, С. ljungdahlii 

или С. ragsdalei. Ферменты пируват:ферредоксин-оксидоредуктазы часто нестабильны в присутствии 

кислорода. В предпочтительном варианте реализации изобретения, фермент пируват:ферредоксин-

оксидоредуктаза является кислородостойким или демонстрирует по меньшей мере некоторую степень 

кислородной нечувствительности. В другом предпочтительном варианте реализации изобретения, фер-

мент пируват:ферредоксин-оксидоредуктаза представляет собой экзогенную пируват:ферредоксин-

оксидоредуктазу Desulfovibrio africanus или фермент, полученный из нее. Экспрессия пиру-

ват:ферредоксин-оксидоредуктазы D. africanus была продемонстрирована у Е. coli (Pieulle, J Bacteriol, 

179: 5684-5692, 1997), но не в микроорганизме Clostridium. 

Ацетолактатсинтаза (Als) (EC 2.2.1.6) представляет собой фермент, который катализирует первую 

стадию синтеза аминокислот с разветвленной цепью, таких как валин, лейцин и изолейцин. В частности, 

ацетолактатсинтаза представляет собой транскетолазу, которая имеет как катаболические, так и анаболи-

ческие формы, и катализирует превращение двух молекул пирувата в молекулу ацетолактата и диоксид 

углерода: 2 CH3COCOO
-
 ↔ CH3COCOHCH3COO

-
 + CO2. Ацетолактатсинтазу также можно назвать син-

тазой ацетогидроксикислоты. 

Фермент ацетолактатсинтаза по изобретению может представлять собой сверхэкспрессированный 

эндогенный фермент, мутантный эндогенный фермент или экзогенный фермент. Аналогично, фермент 

ацетолактатсинтаза по изобретению может быть кодирован геном эндогенной ацетолактатсинтазы, кото-

рый был сконструирован для сверхэкспрессии, может быть кодирован мутированным эндогенным геном 

ацетолактатсинтазы или может быть кодирован геном экзогенной ацетолактатсинтазы. Ацетолактатсин-

таза может быть анаболической или катаболической. В предпочтительном варианте реализации изобре-

тения, фермент ацетолактатсинтаза является сверхэкспрессируемой эндогенной ацетолактатсинтазой, 

такой как сверхэкспрессированная эндогенная ацетолактатсинтаза С. autoethanogenum, С. ljungdahlii или 

С. ragsdalei. В частности, фермент ацетолактатсинтаза может быть сверхэкспрессированной эндогенной 

ILvB, ILvB ORF2059, IlvB ORF2336, IlvC, IlvN, IlvBN или AlsS ацетолактатсинтазой. В предпочтитель-

ном варианте реализации изобретения фермент ацетолактатсинтаза является мутированной эндогенной 

ацетолактатсинтазой, такой как мутированная ацетолактатсинтаза, полученная из любой эндогенной аце-

толактатсинтазы С. autoethanogenum, С. ljungdahlii или С. ragsdalei. В частности, мутированная эндоген-

ная ацетолактатсинтаза может быть нечувствительной к обратной связи IlvN ацетилактат-синтазой. В 

предпочтительном варианте реализации изобретения, фермент ацетолактатсинтаза представляет собой 

экзогенную ацетолактатсинтазу, такую как ацетолактатсинтазу Bacillus subtilis, в частности, нечувстви-

тельную к обратной связи Bsillilis AlsS ацетолактат-синтазу. Экспрессирование В. subtilis AlsS было по-

казано в Synechococcus elongatus sp. штамм PCC 7942 (Oliver, Metabol Eng, 22: 76-82, 2014), но не в мик-

роорганизме Clostridium. 

Ацетолактат декарбоксилаза (ЕС 4.1.1.5) представляет собой фермент, принадлежащий к семейству 

лиаз, в частности карбоксилиаз, которые расщепляют углерод-углеродные связи. Ацетолактат декарбок-

силаза катализирует реакцию (S)-2-гидрокси-2-метил-3-оксобутаноата на (R) -2-ацетоин и СО2: (S)-2-

гидрокси-2-метил-3-оксобутаноат (R)-2-ацетоин + СО2. Ацетолактат декарбоксилаза также может быть 

известна, как альфа-ацетолактатдекарбоксилаза или (S)-2-гидрокси-2-метил-3-оксобутаноат карбокси-

лиаза. 

Фермент ацетолактат декарбоксилаза по изобретению может представлять собой сверхэкспрессиро-

ванный эндогенный фермент, мутантный эндогенный фермент или экзогенный фермент. Аналогично, 

фермент ацетолактат декарбоксилаза по изобретению может быть кодирован эндогенным геном ацето-

лактат декарбоксилазы, который был сконструирован для сверхэкспрессии, может быть кодирован мути-

рованным геном эндогенной ацетолактат декарбоксилазы или может быть кодирован геном экзогенной 

ацетолактат декарбоксилазы. В предпочтительном варианте реализации изобретения, фермент ацетолак-

тат декарбоксилаза является сверхэкспрессированной эндогенной ацетолактат декарбоксилазой, такой 

как сверхэкспрессированная эндогенная ацетолактат декарбоксилаза С. autoethanogenum, С. ljungdahlii 
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или С. ragsdalei. Сверхэкспрессированная эндогенная ацетолактат декарбоксилаза может представлять 

собой BudA ацетолактат декарбоксилазу или AlsD ацетолактат декарбоксилазу. В предпочтительном 

варианте реализации изобретения, фермент ацетолактат декарбоксилаза представляет собой экзогенную 

ацетолактат декарбоксилазу, такую как ацетолактат декарбоксилаза Aeromonas hydrophila или ацетолак-

тат декарбоксилаза Leuconostoc lactis. Экспрессирование В. subtilis AlsD было показано в Synechococcus 

elongatus sp. штамм PCC 7942 (Oliver, Metabol Eng, 22: 76-82, 2014), но не в микроорганизме Clostridium. 

Ферменты пируват:ферредоксин-оксидоредуктаза, ацетолактатсинтаза и ацетолактат дегидрогеназа 

могут содержать или могут быть получены из любой аминокислотной последовательности в следующей 

таблице. Аналогично, гены, кодирующие ферменты пируват:ферредоксин-оксидоредуктазу, ацетолактат-

синтазу и ацетолактат дегидрогеназу, могут содержать или могут быть получены из любой последова-

тельности нуклеиновых кислот в следующей таблице. Более того, любой из ферментов или генов может 

быть вариантами последовательностей в следующей таблице. Например, ферменты или гены могут 

иметь около 80%, около 90%, около 95% или около 99% идентичности последовательности с последова-

тельностями в следующей таблице. 
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Рекомбинантная бактерия по изобретению может также содержать любую комбинацию пируват: 

ферредоксин-оксидоредуктазы, ацетолактатсинтазы и ацетолактат декарбоксилазы. Бактерия может со-

держать пируват:ферредоксин-оксидоредуктазу и ацетолактатсинтазу, но не ацетолактат декарбоксилазу. 

Бактерия может содержать пируват:ферредоксин-оксидоредуктазу и ацетолактат декарбоксилазу, но не 

ацетолактатсинтазу. Бактерия может содержать ацетолактатсинтазу и ацетолактат декарбоксилазу, но не 

пируват:ферредоксин-оксидоредуктазу. Наконец, бактерия может содержать каждую из пируват: ферре-

доксин-оксидоредуктазы, ацетолактатсинтазы и ацетолактат декарбоксилазы. 

Рекомбинантная бактерия по изобретению может дополнительно экспрессировать или быть сконст-

руирована для экспрессии или сверхэкспрессии одной или более алкогольдегидрогеназы (ЕС 1.1.1.1), 

альдегиддегидрогеназы (ацилированние) (ЕС 1.2.1.10), формиатдегидрогеназы (ЕС 1.2.1.2), формил-

ТГФ-синтетазы (ЕС 6.3.2.17), метилен-ТГФ-дегидрогеназа/формил-ТГФ-циклогидролазы (ЕС: 6.3.4.3), 

метилен-ТГФ-редуктазы (ЕС 1.1, 1.58), СО дегидрогеназы/ацетил-КоА-синтазы (ЕС 2.3.1.169), альдегид 

ферредоксин-оксидоредуктазы (ЕС 1.2.7.5), фосфотрансацетилазы (ЕС 2.3.1.8), ацетат киназы (ЕС 

2.7.2.1), дегидрогеназы СО (ЕС 1.2.99.2), гидрогеназы (ЕС 1.12.7.2), пируват:формиат лиазы (ЕС 

2.3.1.54), 2,3-бутандиолдегидрогеназы (ЕС 1.1.1.4), первичной:вторичной алкогольдегидрогеназы (ЕС 

1.1.1.1), формиатдегидрогеназы (ЕС 1.2.1.2), формил-ТГФ синтетазы (ЕС 6.3.2.17), метилен-ТГФ-

дегидрогеназы/формил-ТГФ-циклогидролазы (ЕС:6.3.4.3), метилен-ТГФ-редуктазы (ЕС 1.1,1.58), СО 

дегидрогеназы/ацетил-КоА-синтазы (ЕС 2.3.1.169), СО дегидрогеназы (ЕС 1.2.99.2) и гидрогеназы (ЕС 

1.12.7.2). 

"Кофактор фермента" или просто "кофактор" представляет собой небелковое соединение, которое 

связывается с ферментом для облегчения биологической функции фермента и, таким образом, для ката-

лиза реакции. Неограничивающие примеры кофакторов включают НАД
+
, НАДФ

+
, кобаламин, тетрагид-

рофолат и ферредоксин. "Никотинамидадениндинуклеотид" (НАДН) относится к НАД
+
 (окисленная 

форма), НАДН
+
Н

+
 (восстановленная форма) или к окислительно-восстановительной паре НАД

+
 и 

НАДН
+
Н

+
. "Никотинамидадениндинуклеотидфосфат" (НАДФН) относится либо к НАДФ

+
 (окисленная 

форма), НАДФН
+
Н

+
 (восстановленная форма), либо к окислительно-восстановительной паре НАДФ

+
 и 

НАДФН
+
Н

+
. Увеличение общей доступности кофактора может увеличить скорость реакции пути. Факто-

ры, которые могут влиять на продукцию кофактора, включают экспрессию генов биосинтеза кофактора, 
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которые могут быть изменены для достижения повышенной доступности кофактора. Другие факторы, 

известные специалисту в данной области техники, могут также использоваться для достижения повы-

шенной доступности кофактора. Отсутствие кофакторов может иметь ограничивающие скорость эффек-

ты на пути реакции. Способы определения доступности кофакторов известны в данной области техники. 

Рекомбинантная бактерия по изобретению может дополнительно экспрессировать или быть сконст-

руирована для экспрессии или сверхэкспрессии фермента, участвующего в биосинтезе кофактора. В кон-

кретном варианте реализации изобретения, кофактор включает тетрагидрофолат. Ферменты, участвую-

щие в биосинтезе тетрагидрофолата, подробно описаны ниже. Соответственно, в конкретном варианте 

реализации изобретения, рекомбинантный микроорганизм проявляет повышенную экспрессию ГТФ-

циклогидролазы I (ЕС 3.5.4.16), щелочной фосфатазы (ЕС 3.1.3.1), дигидронеоптерин-альдолазы (ЕС 

4.1.2.25), 2-амино-4-6-гидроксиметилдигидроптеридиндифосфокиназы (ЕС 2.7.6.3), дигидроптеродат-

синтазы (2.5.1.15), дигидроптероатсинтазы (ЕС 2.5.1.15), дигидрофолатсинтазы (ЕС 6.3.2.12), фолилпо-

лиглутаматсинтазы (6.3.2.17), дигидрофолатредуктазы (ЕС 1.5.1.3), тимидилатсинтазы (ЕС 2.1.1.45), ди-

гидромонаптеринредуктазы (ЕС 1.5.1.-). В конкретном варианте реализации изобретения, кофактор со-

держит кобаламин (В12). Ферменты, участвующие в биосинтезе кобаламина, подробно описаны ниже. 

Соответственно, в конкретном варианте реализации изобретения, рекомбинантный микроорганизм про-

являет повышенную экспрессию 5-аминолевулинатсинтазы (ЕС 2.3.1.37), 5-аминолевулинат:пируват 

аминотрансферазы (ЕС 2.6.1.43), аденозилкобинамидкиназы/аденозилкобинамид-фосфатгуанилилтранс-

феразы (ЕС 2.7.1.156/2.7.7.62), аденозилкобинамид-ГДФ рибазолтрансферазы (ЕС 2.7.8.26), аденозилко-

бинамид-фосфатсинтазы (ЕС 6.3.1.10), синтазы аденозилкомовой кислоты (ЕС 6.3.5.10), альфа-

рибазолфосфатазы (ЕС 3.1.3.73), cob(I)аланин-аденозилтрансферазы (ЕС 2.5.1.17), cob(II)уриновой ки-

слоты a,c-диамидредуктазы (ЕС 1.16.8.1), гидролазы кобальта-прекоррина 5А (ЕС 3.7.1.12), кобальт-

прекоррин-5В (С1) -метилтрансферазы (ЕС 2.1.1.195), кобальт-прекоррин-7 (С15) -метилтрансферазы 

(ЕС 2.1.1.196), кобальтохелатазы CobN (ЕС 6.6.1.2), кобириновой кислоты a,c-диамидсинтазы (ЕС 

6.3.5.9/6.3.5.11), ферритина (ЕС 1.16.3.1), глютамат-1-полуальдегида 2,1-аминомутазы (ЕС 5.4.3.8), глу-

тамил-тРНК-редуктазы (ЕС 1.2.1.70), глутамил-тРНК синтетазы (ЕС 6.1.1.17), гидроксиметилбилансин-

тазы (ЕС 2.5.1.61), никотинат-нуклеотид-диметилбензимидазол фосфорибозилтрансферазы (ЕС 2.4.2.21), 

кислородзависимой копропорфириноген-III оксидазы (ЕС 1.3.99.22), порфобилиногенсинтазы (ЕС 

4.2.1.24), прекоррин-2 дегидрогеназы/сирогидрохлорин феррохелатазы (ЕС 1.3.1.76/4.99.1.4), прекоррин-

2/кобальт-фактор-2 С20-метилтрансферазы (ЕС 2.1.1.130/2.1.1.151), прекоррин-3B синтазы (ЕС 

1.14.13.83), прекоррин-3B С17-метилтрансферазы (ЕС 2.1.1.131), прекоррин-4 С11-метилтрансферазы 

(ЕС 2.1.1.133), прекоррин-6X редуктазы (ЕС 1.3.1.54), прекоррин-6Y С5,15-метилтрансферазы (ЕС 

2.1.1.132), прекоррин-8W декарбоксилазы (ЕС 1.-.-.-), прекоррин-8Х метилмутазы (ЕС 5.4.1.2), сирогид-

рохлорин кобальтохелатазы (ЕС 4.99.1.3), треонин-фосфат декарбоксилаза (ЕС 4.1.1.81), уропорфирино-

ген декарбоксилазы (ЕС 4.1.1.37), уропорфириноген III метилтрансфераза/синтазы (ЕС 2.1.1.107/ 

4.2.1.75). Не желая связывать себя теорией, полагают, что увеличение доступности кофактора достигает-

ся за счет избыточной экспрессии ферментов или генов, участвующих в пути биосинтеза указанного ко-

фактора. В результате, реакции, зависящие от этого кофактора, уже не ограничиваются. 

Изобретение также относится к способам получения одного или более продуктов путем фермента-

ции субстрата, содержащего СО. Предпочтительно, продукт представляет собой один или более из эта-

нола, бутанола, изопропанола, изобутанола, высших спиртов, бутандиола, 2,3-бутандиола, сукцината, 

изопреноидов, жирных кислот, биополимеров и их смесей. 

В одном варианте реализации изобретения, субстрат, содержащий CO, представляет собой газооб-

разный субстрат, содержащий СО. В одном варианте реализации изобретения, субстрат обычно содер-

жит основную часть CO, такую как от около 20 до около 100% CO по объему, от 20 до 70% CO по объе-

му, от 30 до 60% CO по объему или из 40-55% CO по объему. В конкретных вариантах реализации изо-

бретения, подложка содержит около 25%, около 30%, около 35%, около 40%, около 45%, около 50% CO, 

около 55% CO или около 60% CO по объему. 

Хотя нет необходимости для субстрата содержать какой-либо водород, присутствие водорода не 

должно быть вредным для образования продукта в соответствии со способами по изобретению. В кон-

кретных вариантах реализации изобретения, присутствие водорода приводит к повышению общей эф-

фективности производства спирта. Например, в конкретных вариантах реализации изобретения, субстрат 

может содержать прим. 2:1 или 1:1 или 1:2 соотношения H2:СО. В одном варианте реализации изобрете-

ния, субстрат содержит около 30% или менее H2 по объему, 20% или менее Н2 по объему, около 15% или 

менее Н2 по объему или около 10% или менее Н2 по объему. В других вариантах реализации изобрете-

ния, поток субстрата содержит низкие концентрации Н2, например, менее чем 5%, менее чем 4%, менее 

чем 3%, менее чем 2% или менее чем 1% Н2. В других вариантах реализации изобретения, поток суб-

страта по существу не содержит водорода. Субстрат может также содержать некоторое количество СО2, 

например, от около 1 до 80% СО2 по объему или от около 1% до около 30% СО2 по объему. В одном ва-

рианте реализации изобретения, субстрат содержит менее чем или равен около 20% СО2 по объему. В 

конкретных вариантах реализации изобретения, субстрат содержит менее чем или равен около 15% СО2 

по объему, менее чем или равен около 10% СО2 по объему, менее чем или равен около 5% СО2 по объему 
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или, по существу, не содержит СО2. 

Варианты реализации изобретения описаны в терминах доставки и ферментации "газообразного 

субстрата, содержащего СО". Однако следует понимать, что газообразный субстрат может быть пред-

ставлен в альтернативных формах. Например, газообразный субстрат, содержащий CO, можно предоста-

вить растворенным в жидкости. По существу, жидкость насыщена газом, содержащим монооксид угле-

рода, и затем эту жидкость добавляют в биореактор. Это может быть достигнуто с использованием стан-

дартной методологии. В качестве примера, можно использовать генератор микропузырьковой дисперсии 

(Hensirisak, Appl Biochem Biotechnol, 101: 211-227, 2002). В качестве дополнительного примера, газооб-

разный субстрат, содержащий CO, может адсорбироваться на твердом носителе. Такие альтернативные 

способы охватываются термином "субстрат, содержащий СО" и тому подобное. 

Газообразный субстрат может быть СО-содержащим отходящим газом, полученным в качестве по-

бочного продукта промышленного процесса или из какого-либо другого источника, такого как автомо-

бильные выхлопные газы или газификация биомассы. В некоторых вариантах реализации изобретения, 

промышленный процесс выбирают из группы, состоящей из производства изделий из черных металлов, 

таких как сталелитейное производство, производство цветных изделий, процессы переработки нефти, 

газификация угля, производство электроэнергии, производство чистого углерода, производство аммиака, 

производство метанола и производство кокса. В этих вариантах реализации изобретения, СО-

содержащий газ может быть захвачен из промышленного процесса до его выброса в атмосферу любым 

удобным способом. CO может быть компонентом сингаза (газ, содержащий монооксид углерода и водо-

род). CO, получаемый из промышленных процессов, обычно сжигается для производства СО2, и поэтому 

изобретение имеет особую полезность для снижения выбросов парниковых газов СО2 и в производстве 

биотоплива. В зависимости от состава газообразного СО-субстрата может быть также желательно обра-

ботать его для удаления любых нежелательных примесей, таких как частицы пыли, перед их введением в 

ферментацию. Например, газообразный субстрат может быть отфильтрован или промыт с использовани-

ем известных способов. 

Как правило, ферментацию проводят в биореакторе. Термин "биореактор" включает в себя фермен-

тационное устройство, состоящее из одного или более сосудов и/или вышек или трубопроводов, таких 

как непрерывный реактор с мешалкой (CSTR), реактор с иммобилизированными клетками (ICR), реактор 

с орошаемым слоем (TBR), барботажная колонна, газлифтный ферментер, статический смеситель или 

другой сосуд или другое устройство, подходящее для газожидкостного контакта. В некоторых вариантах 

реализации изобретения, биореактор может содержать первый реактор роста и второй ферментационный 

реактор. Как таковое, когда речь идет о добавлении субстрата в биореактор или реакции ферментации, 

следует понимать, что оно включает добавление к любому из этих реакторов или к обоим из них, если 

это необходимо. Используемые в данном документе, термины "ферментация", "процесс ферментации", 

"реакция ферментации" и тому подобное охватывают фазу роста и биосинтеза продукта процесса фер-

ментации. 

В некоторых вариантах реализации изобретения, культура бактерии по изобретению поддерживает-

ся в водной культуральной среде, которая содержит питательные вещества, витамины и/или минералы, 

достаточные для обеспечения роста микроорганизма. Предпочтительно, водная культуральная среда яв-

ляется минимальной анаэробной средой для микробиологического роста. Подходящие среды известны в 

данной области техники и описаны, например, в патенте США 5173429, патенте США 5593886 и WO 

2002/008438. 

Ферментацию целесообразно проводить в соответствующих условиях ферментации для получения 

продукта ферментации. Условия реакции, которые следует учитывать, включают давление, температуру, 

расход газа, скорость потока жидкости, pH среды, окислительно-восстановительный потенциал среды, 

скорость перемешивания (при использовании непрерывного реактора с мешалкой), уровень инокулиро-

ванного материала, максимальные концентрации газового субстрата для обеспечения того, чтобы CO в 

жидкой фазе не становился ограничивающим, и максимальные концентрации продукта, чтобы избежать 

ингибирования продукта. 

Кроме того, часто желательно увеличить концентрацию CO потока субстрата (или парциального 

давления CO в газообразном субстрате) и, таким образом, повысить эффективность реакций фермента-

ции, в которых CO является субстратом. Работа при повышенных давлениях позволяет значительно уве-

личить скорость переноса CO из газовой фазы в жидкую фазу, где она может быть поглощена микроор-

ганизмом в качестве источника углерода для осуществления ферментации. Это, в свою очередь, означа-

ет, что время удерживания (определяемое как объем жидкости в биореакторе, деленный на скорость по-

тока входного газа) может быть уменьшено, если биореакторы поддерживаются при повышенном давле-

нии, а не при атмосферном давлении. Оптимальные условия реакции будут частично зависеть от кон-

кретного используемого микроорганизма по изобретению. Однако, как правило, предпочтительно, чтобы 

ферментацию проводили при давлении выше атмосферного. Кроме того, поскольку заданная скорость 

конверсии CO частично зависит от времени удержания субстрата и достижение требуемого времени 

удерживания, в свою очередь, диктует требуемый объем биореактора, использование систем под давле-

нием может значительно уменьшить объем требуемого биореактора, и, следовательно, денежные затраты 
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на оборудование для ферментации. В соответствии с примерами, приведенными в патенте США 

5593886, объем реактора может быть уменьшен в линейной пропорции к увеличению рабочего давления 

реактора, то есть биореакторы, работающие при давлении 10 атмосфер, должны составлять лишь одну 

десятую объема тех, которые работают при давлении в 1 атмосферу. 

В качестве примера, были описаны преимущества проведения ферментации газ-этанол при повы-

шенных давлениях. Например, в WO 2002/008438 описаны ферментации газ-этанол, проводимые при 

давлениях 30 фунтов/кв.дюйм изб. давления и 75 фунтов/кв.дюйм изб. давления, что дает производи-

тельность этанола 150 г/л/день и 369 г/л/день соответственно. Однако, в примерах ферментации, прово-

димых с использованием аналогичных сред и композиций входного газа при атмосферном давлении, бы-

ло обнаружено, что продукция между 10 и 20 раз меньше этанола на литр в день. 

Также желательно, чтобы скорость введения СО-содержащего газообразного субстрата контроли-

ровалась для обеспечения того, чтобы концентрация CO в жидкой фазе не становилась ограничивающей, 

поскольку продукты могут потребляться культурой в условиях ограниченного СО. 

Состав газовых потоков, используемых для подачи в реакции ферментации, может оказать сущест-

венное влияние на эффективность и/или стоимость реакции. Например, O2 может снизить эффективность 

анаэробного процесса ферментации. Обработка нежелательных или ненужных газов на стадиях фермен-

тации до или после ферментации может увеличить нагрузку на такие стадии. Например, когда газовый 

поток сжимается перед поступлением в биореактор, ненужную энергию можно использовать для сжатия 

газов, которые не нужны в процессе ферментации. Соответственно, может оказаться желательным обра-

батывать потоки субстрата, в частности потоки субстрата, полученные из промышленных источников, 

для удаления нежелательных компонентов и увеличения концентрации желаемых компонентов. 

Примеры 

Следующие примеры дополнительно иллюстрируют изобретение, но разумеется их не следует тол-

ковать как ограничение его объема. 

Пример 1. 

Этот пример описывает анализ путей ферментации карбоксидотрофных бактерий, таких как С. au-

toethanogenum, С. ljungdahlii или С. ragsdalei, для узких мест в производстве этанола и 2,3-бутандиола. 

Для определения их активности анализировали стадии фермента оксидоредуктазы пути Вуд-

Льюнгдаля и пути ферментации этанола и 2,3-бутандиола. Реакции оксидоредуктазы являются особенно 

подходящими, поскольку они связаны с одним или более кофакторами, восстановление или окисление 

которых можно измерить. С этой целью также можно использовать синтетический окислительно-

восстановительный краситель, такой как метилвиологен или бензилвиологен. Ферменты в этих путях 

участвуют в аутотрофном росте, включая поглощение и использование газов CO, СО2 и H2, а также обра-

зование продукта. 

Анализ ферментов и их активность подробно описаны на фиг. 1. Все анализы проводили с исполь-

зованием синтетического окислительно-восстановительного красителя в качестве контроля, метилвиоло-

гена (MV), или бензилвиологена (BV). Затем тестировали кофакторы ферредоксин (Fd), НАДН и 

НАДФН или их комбинацию. Ферментные анализы проводили с использованием неочищенных экстрак-

тов из ферментации, растущей автотрофно на CO и водороде. 

Ферментации с С. autoethanogenum проводили в 1,5 л биореакторах при 37°С с использованием СО-

содержащего сталелитейного газа в качестве единственной энергии и источника углерода. Ферментные 

среды содержали, на литр, MgCl, CaCl2 (0,5 мМ), KCl (2 мМ), Н3РО4 (5 мМ), Fe (100 мкМ), Ni, Zn (5 

мкМ), Mn, В, W, Мо, и Se (2 мкМ). Среду переносили в биореактор и автоклавировали при 121°С в тече-

ние 45 мин. После автоклавирования в среду добавляли тиамин, пантотенат (0,05 мг) и биотин (0,02 мг) и 

восстанавливали с 3 мМ цистеин-HCl. Для достижения анаэробных условий, реакционный сосуд барбо-

тировали азотом через фильтр 0,2 мкм. Перед инокуляцией газ переключали на CO-содержащий газ ста-

лелитейного завода, непрерывно подаваемый в реактор. Состав исходного газа был 2 % Н2, 42 % CO, 20 

% CO2 и 36 % N2. Величину pH культуры поддерживали между 5 и 5,2. 

Во время сбора клеток (биомасса 3,9 г клеток/л ферментационного бульона) расход газа составлял 5 

моль CO л
-1
⋅день

-1
 и 10 миллимолей Н2 л

-1
⋅день

-1
 при этом получали следующие метаболиты: 14 г ацетата 

л
-1
⋅день

-1
 и 19,5 г этанола л

-1
⋅день

-1
. РН культуры доводили до pH 6 с помощью K2CO3, и реактор охлаж-

дали на бане со льдом и водой. Приблизительно 1,2 л культуры собирали на льду. Культуру делили меж-

ду двумя 1-литровыми центрифужными бутылками (эта и все последующие стадии проводились в ана-

эробной камере для обеспечения бескислородных условий, чтобы избежать инактивации ферментов) и 

клетки осаждались при 5000 об/мин в течение 10 мин. Надосадок декантировали и удаляли остаточную 

жидкость. Каждый осадок ресуспендировали приблизительно в 30 мл 50 мМ KPO4, pH 7,0, с 10 мМ DTT. 

Ресуспендирования переносили на предварительно взвешенные пробирки 50 мл-Falcon и клетки отгоня-

ли с максимальной скоростью (5000 г) в течение 15 мин. Пробирки удаляли из анаэробной камеры и сра-

зу замораживали на жидком N2 перед анализом. 

Клетки собирали из непрерывного реактора в бескислородных условиях. Они были разрушены тре-

мя продавливаниями через французский пресс. Не разрушенные клетки и клеточный мусор удаляли цен-
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трифугированием при 20000×g и 4°С в течение 30 мин. Надосадок использовали для анализа ферментов. 

За исключением указанных случаев, все анализы проводили при 37°С в 1,5-мл анаэробных кюветах, за-

крытых резиновой пробкой, заполненной 0,8 мл реакционной смеси и 0,7 мл N2 или Н2 или CO при 

1,2×10
5
 Па. Ферменты анализировали, как описано ниже, или описано Huang, J Bacteriol, 194: 3689-3699, 

2012. После начала реакции с ферментом, восстановление НАД(Ф)
+
 или НАД

+ 
контролировали спектро-

фотометрически при 340 нм (ε = 6,2 мМ
-1
⋅см

-1
) или при 380 нм (ε = 1,2 мМ

-1
⋅см

-1
), восстановление ферре-

доксина С. pasteurianum при 430 нм (ε∆-red≈13,1 мМ
-1
⋅см

-1
), восстановление метилвиологена при 578 нм 

(ε = 9,8 мМ
-1
⋅см

-1
) и восстановление бензилвиологена при 578 нм (ε = 8,6 мМ

-1
⋅см

-1
). 

СО-дегидрогеназу измеряли, используя аналитическую смесь, которая содержала 100 мМ Трис/HCl 

(pH 7,5), 2 мМ DTT и около 30 мкМ ферредоксина и/или 1 мМ НАД
+
 или 1 мМ НАДФ

+
. Газовая фаза 

представляла собой 100% СО. 

Активность гидрогеназы измеряли, используя аналитическую смесь 100 мМ Трис/HCl (pH 7,5) или 

100 мМ фосфата калия, 2 мМ DTT и 25 мкМ ферредоксина и/или 1 мМ НАДФ
+
 и/или 10 мМ метилвиоло-

гена. Газовая фаза представляла собой 100% Н2. 

Форматно-водородную активность лиазы для восстановления СО2 с Н2 до формиата измеряли с по-

мощью аналитической смеси, содержащей 100 мМ фосфата калия, 2 мМ DTT и 30 мМ [
14

С] K2CO3 (24000 

dpm/µмоль). Газовая фаза представляла собой 100% Н2. Бутылки сыворотки непрерывно встряхивали со 

скоростью 200 об/мин, чтобы обеспечить уравновешивание газовой фазы с жидкой фазой. После начала 

реакции с ферментом, 100 мкл жидких образцов отбирали каждые 1,5 мин и добавляли в микробиологи-

ческую пробирку емкостью 1,5 мл, содержащую 100 мкл 150 мМ уксусной кислоты, для прекращения 

реакции подкислением. 200 мкл смеси затем инкубировали при 40°С в течение 10 мин при встряхивании 

при 1400 об/мин в термомиксере, чтобы удалить весь 
14

СО2, оставляя образовавшийся 
14

С-формиат. За-

тем 100 мкл смеси добавляли к 5 мл сцинтилляционной жидкости Quicksave A (Zinsser Analytic, Франк-

фурт, Германия) и анализировали на радиоактивность 
14

С на жидком сцинтилляционном счетчике Beck-

man LS6500 (Фуллертон, Калифорния). 

Измерение формиатдегидрогеназы проводили в аналитических смесях, содержащих 100 мМ 

Трис/HCl (pH 7,5) или 100 мМ фосфата калия, 2 мМ DTT, 20 мМ формиата и, где указано 25 мкМ ферре-

доксина, 1 мМ НАДФ
+
, 1 мМ НАД

+ 
и/или 10 мМ метилвиологена. Газовая фаза представляла собой 100% 

N2. 

Метилен-H4F-дегидрогеназу измеряли, используя аналитическую смесь, содержащую 100 мМ 

MOPS/KOH (pH 6,5), 50 мМ 2-меркаптоэтанола, 0,4 мМ тетрагидрофолата, 10 мМ формальдегида и 0,5 

мМ НАДФ
+
 или 0,5 мМ НАД

+
. Газовая фаза представляла собой 100% N2. 

Метилен-H4F-редуктазу анализировали в следующих условиях. Аналитические смеси содержали 

100 мМ Трис/HCl (pH 7,5), 20 мМ аскорбата, 10 мкМ ФАД. 20 мМ бензилвиологена и 1 мМ метил-H4F. 

Перед началом реакции с ферментом, бензилвиологен восстанавливали до ∆А555, равным 0,3 с дитиони-

том натрия. 

Альдегид:ферредоксин-оксидоредуктазу анализировали, используя смесь, содержащую 100 мМ 

Трис/HCl (pH 7,5), 2 мМ DTT, 1,1 мМ ацетальдегида и около 25 мкМ ферредоксина. Газовая фаза пред-

ставляла собой 100 % N2. 

КоА-ацетилирование ацетальдегид дегидрогеназы измеряли, используя смесь, содержащую 100 мМ 

Трис/HCl (pH 7,5), 2 мМ DTT, 1,1 мМ ацетальдегида, 1 мМ кофермента А и 1 мМ НАДФ
+
 или 1 мМ 

НАД
+
. Газовая фаза представляла собой 100% N2. 

Алкоголь и бутандиол дегидрогеназу измеряли в анализе с использованием 100 мМ фосфата калия 

(pH 6), 2 мМ DTT, 1,1 мМ ацетальдегида или ацетоина, соответственно, и 1 мМ НАДФН или 1 мМ 

НАДН. Газовая фаза представляла собой 100% N2. 

Ферредоксин очищали из С. pasteurianum, как описано Schönheit, FEBS Lett, 89: 219-222, 1978. 

Все анализы оксидоредуктазы на пути этанола и 2,3-бутандиола карбоксидотрофной бактерии С. 

autoethanogenum были проанализированы и успешно обнаружены, за исключением метилен-ТГФ-

редуктазы, которая, по мнению авторов изобретения, требует еще неизвестного места связывания 

(Köpke, PNAS USA, 107: 13087-13092, 2010; Poehlein, PLoS One, 7: e33439, 2012). Активность этого фер-

мента ранее не могла быть обнаружена в других организмах. Результаты приведены на фиг. 1 и фиг. 2. 

Эти данные были использованы для анализа и определения узких мест в этих путях, которые обычно 

возникают во время процесса ферментации. 

Пример 2. 

Этот пример демонстрирует усиление потока через ферментационный путь. 

Общие способы, описанные в примере 3 PCT/US 2014/041188, также могут быть использованы для 

введения гена пируват: ферредоксин-оксидоредуктазы, ацетолактатсинтазы и/или ацетолактат декарбок-

силазы в рекомбинантный микроорганизм Clostridium по изобретению. 

Пример 3. 

Этот пример идентифицирует превращение ацетил-КоА в пируват с помощью пиру-

ват:ферредоксин-оксидоредуктазы в качестве узкого места в производстве 2,3-бутандиола. 
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Как видно из Фиг. 2 узким местом для получения 2,3-бутандиола является реакция ацетил-КоА на 

пируват, катализируемый пируват:ферредоксин-оксидоредуктазой. В то время как все другие измерен-

ные реакции проявляли по меньшей мере активность 1,1 ед./мг, эта реакция с ограничением скорости 

проявляла ферментативную активность только 0,11 ед./мг (10%) в присутствии ферредоксина. Это на 90 

% меньше, чем все другие реакции на пути. Чтобы хоть как-то преодолеть это узкое место и увеличить 

выход продукта от ферментации, эндогенный фермент пируват: ферредоксин-оксидоредуктаза может 

быть сверхэкспрессирован или может быть введен и экспрессирован экзогенный фермент пиру-

ват:ферредоксин-оксидоредуктазу. 

Пример 4. 

Этот пример демонстрирует усиление потока через путь продукции 2,3-бутандиола с помощью уда-

ления узких мест. 

Реакция, катализирующая превращение ацетил-КоА в пируват, изображенная на фиг. 2, является 

стадией, ограничивающей скорость образования 2,3-бутандиола в С. autoethanogenum, С. ljungdahlii или 

С. ragsdalei. 

Это может быть преодолено сверхэкспрессией гена, кодирующего пируват:ферредоксин-

оксидоредуктазу в С. autoethanogenum. 

Ген является оптимизированным кодоном для минимизации проблем с экспрессией и предназначен 

для снижения гомологии с нативным геном для предотвращения нежелательных событий интеграции. 

Ген фланкирован сайтами рестриктазы, Xbal (3'-конец) и NheI (5'-конец) для субклонирования в 

pMTL83155. Синтезированный конструкт и pMTL83155 расщепляют с Xbal и NheI (Fermentas), и ген 

PFOR лигируют в pMTL83155 с ДНК-лигазой Т4 (Fermentas). Лигирующую смесь используют для 

трансформации Е. coliTOP10 (Invitrogen, LifeTechnologies), а колонии, содержащие желаемую плазмиду, 

идентифицируют с помощью плазмиды miniprep (Zymo Research) и рестрикционного расщепления (Fer-

mentas). Желаемая плазмида метилируется и трансформируется в С. autoethanogenum. Успешные транс-

форманты идентифицируют по устойчивости к тиамфениколу и анализу ПЦР с праймерами repHF и 

CatR, которые будут давать продукт с 1584 парами, когда присутствует плазмида. 

Трансформанты, идентифицированные как содержащие желаемую плазмиду, выращивают в сыво-

роточных флаконах, содержащих среду РЕТС-MES, в присутствии фабричного газа, и их продуцирова-

ние метаболитов, измеренное методом ВЭЖХ, сравнивают с продуцированием родительского микроор-

ганизма, не содержащего плазмиду. Активность пируват:ферредоксин-оксидоредуктазы в трансформи-

рованном штамме также измеряется в неочищенных экстрактах, для подтверждения, что наблюдаемое 

узкое место в родительском штамме сглажено. Сверхэкспрессия пируват:ферредоксин-оксидоредуктазы 

увеличивает общую активность в клетке, сглаживает узкое место на пути и ведет к увеличению потока 

через пируват и увеличению продукции 2,3-бутандиола. 

Пример 5. 

Этот пример демонстрирует увеличение потока от пирувата к 2-гидрокси-2-метил-3-кетобутират 

(ацетолактат) посредством сверхэкспрессии нативной катаболической ацетолактатсинтазы. 

Нативный катаболический ацетолактатсинтазный ген (alsS) С. autoethanogenum клонируют в сайты 

NdeI и NheI pMTL83155 (WO 2013/185123) для получения сверхэкспрессирующей плазмиды, экспресси-

рующей alsS под контролем промоторного участка оперона фосфотрансацетилаза-ацетаткиназы. 

Сверхэкспрессирующая плазмида может быть аналогичным образом получена с использованием 

катаболической ацетолактатсинтазы из другого микроорганизма, нативной анаболической ацетолактат-

синтазы или анаболической ацетолактатсинтазы из другого микроорганизма. 

Использование катаболической ацетолактатсинтазы из другого микроорганизма или анаболической 

ацетолактатсинтазы из другого микроорганизма может иметь более высокое сродство к пирувату и более 

быструю кинетику реакции. Анаболическая ацетолактатсинтаза из другого микроорганизма может быть 

ферментом, который идентифицирован как нечувствительный к ингибированию обратной связи. Малая 

субъединица анаболического ацетолактатсинтазного мутанта, который нечувствителен к ингибированию 

обратной связи, также может быть сверхэкспрессирована. 

Плазмиду сверхэкспрессии вводят в С. autoethanogenum. Это приводит к штамму С. autoethano-

genum, адаптированному для увеличения потока от пирувата до ацетолактата. 

Пример 6. 

Этот пример описывает метаболический инженерный подход к сверхэкспрессии пиру-

ват:ферредоксин-оксидоредуктазы, ацетолактатсинтазы и/или ацетолактат декарбоксилазы. 

Для увеличения продукции 2,3-бутандиола пул пирувата, молекулы предшественника 2,3-

бутандиола, был увеличен. Первой мишенью был ген PFOR, который кодирует фермент PFOR, который 

катализирует превращение ацетил-КоА в пируват. В геноме С. autoethanogenum есть две копии гена 

PFOR. Известно, что ген PFOR (CAETHG 0928) конститутивно экспрессируется на высоком уровне, то-

гда как другой ген (CAETHG 3029) активируется только в конце роста в периодической культуре (Köpke, 

Appl Environ Microbiol, 77: 5467-5475, 2011). Таким образом, высоко экспрессированный ген PFOR был 

выбран для сверхэкспрессии. 

Предполагается, что ацетолактатсинтаза, связывающая две молекулы пирувата с образованием α-
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ацетолактата, существует в трех формах, кодируемых тремя различными генами у С. autoethanogenum и в 

близкородственных микроорганизмах (Köpke, PNAS USA, 107: 13087-13092, 2010; Köpke, Appl Environ 

Microbiol, 77: 5467-5475, 2011): одна катаболическая ацетолактатсинтаза и две формы анаболической 

ацетолактатсинтазы. 

Предполагается, что ген alsS (CAETHG 1740) кодирует катаболическую ацетолактатсинтазу и уча-

ствует в образовании 2,3-бутандиола. Предполагается, что два гена ilvBN (CAETHG 0406) и ilvH 

(CAETHG 0124) кодируют анаболические ацетолактатсинтазы, которые, вероятно, будут участвовать в 

образовании аминокислот с разветвленной цепью. 

α-ацетолактат декарбоксилируют до ацетоина посредством активности ацетолактат декарбоксила-

зы, кодируемой геном alsD (CAETHG 2932). Было обнаружено, что в других микроорганизмах уровни 

транскриптов гена alsD и активность ферментов регулируются концентрацией аминокислот с разветв-

ленной цепью, присутствующих в клетке. Пока неизвестно, вызывает ли аминокислота с разветвленной 

цепью в С. autoethanogenum какое-либо ингибирование обратной транскрипции гена alsD или активность 

соответствующего фермента. 

Стадия восстановления из ацетоина до 2,3-бутандиола под действием 2,3-бутандиолдегидрогеназы 

(ЕС 1.1.1.4) не является ступенью, ограничивающей скорость. Это было продемонстрировано в периоди-

ческих и непрерывных культурах С. autoethanogenum путем добавления ацетоина к ферментационным 

средам. В периодических культурах добавляли до 40 г/л ацетоина и он количественно превращался в 2,3-

бутандиол через 24 ч инкубации. Фактически, предполагаемый ген 2,3-бутандиолдегидрогеназы был 

экспрессирован конститутивно во время роста и в стационарной фазе в периодической культуре (Köpke, 

Appl Environ Microbiol, 77: 5467-5475, 2011). Кроме того, было показано, что С. autoethanogenum содер-

жит строго НАДФН-зависимую первично-вторичную алкогольдегидрогеназу, которая также гидрирует 

ацетоин и другие кетоны до 2,3-бутандиола и других вторичных спиртов (Köpke, Catalyst Rev, 27: 7-12, 

2014). 

Три нативных гена, PFOR, alsS и alsD, были сверхэкспрессированы индивидуально и в комбинации 

alsS-alsD и в комбинации всех трех генов. Чтобы ввести гены в С. autoethanogenum, гены были клониро-

ваны в рекомбинантную плазмиду, которая несет ген устойчивости к антибиотикам в качестве селектив-

ного маркера. По этой причине контрольный штамм для этого набора экспериментов переносил плазми-

ду с геном устойчивости к антибиотику, но без какой-либо активной инсерции гена 2,3-бутандиола, по-

этому он мог подвергаться воздействию стресса антибиотика и сравнен с характеристиками сверхэкс-

прессирующих штаммов. Важным аспектом сверхэкспрессии является выбор промотора для регуляции 

экспрессии вставленных генов. В этом исследовании был выбран промотор гена ферредоксина (Pfdx), так 

как он известен как один из самых сильных промоторов в Clostridia. Кроме того, чтобы избежать гомоло-

гичной рекомбинации между нативным геном в геноме и геном, присутствующим в плазмиде, последо-

вательность ДНК добавленных генов была изменена в соответствии с патентованном процессом оптими-

зации (GeneOptimizer) ДНК-синтезирующей компании (GeneArt). 

Четыре гетерологичных гена также были нацелены. Показано, что ген PFOR, выделенный из Desul-

fovibrio africanus, продуцирует фермент PFOR, который является высокостабильным в присутствии ки-

слорода, который может быть выгодным при коммерческом анаэробном брожении (Pieulle, J Bacteriol, 

179: 5684-5692, 1997). Также тестировали ген alsS, выделенный из Bacillus substilis, и два гетерологичных 

гена alsD, выделенных из Leuconostoc lactis и из Aeromonas hydrophila. Ген alsS, выделенный из Bacillus 

substilis, был использован для конструирования пути 2,3-бутандиола в ряде гетерологичных хозяев (Ng, 

Microb Cell Factories, 11: 68, 2012; Oliver, PNAS, 110: 1249-1254, 2013). Показано, что alsD, выделенный 

из Aeromonas hydrophila, обладает самой высокой ферментативной активностью среди нескольких дру-

гих гетерологичных alsD, выделенных из других микроорганизмов в недавнем исследовании (Oliver, 

PNAS, 110: 1249-1254, 2013). Эти свойства делают эти гены идеальными кандидатами для генетических 

манипуляционных экспериментов. 

Пример 7. 

Этот пример описывает клонирование, конъюгацию и характеристику штаммов, сверхэкспресси-

рующих пируват:ферредоксин-оксидоредуктазу, ацетолактатсинтазу и/или ацетолактат декарбоксилазу. 

В этом исследовании использовался штамм С. autoethanogenum LZ1561 (DSM23693). В качестве 

инструмента для генетической манипуляции использовались два штамма-донора Е. coli; для клонирова-

ния плазмиды использовали штамм ТОР 10 (Invitrogen), а штамм СА434 использовали для конъюгации с 

С. autoethanogenum. 

Для избыточной экспрессии генов PFOR, alsS и alsD была выбрана челночная плазмида Clostridium-

E.coli серии pMTL83159 (4600 пар оснований) (Heap, J Microbiol Meth, 78: 79-85, 2009). Плазмида была 

сконструирована так, чтобы содержать грамположительный репликон, грамотрицательный репликон, ген 

traJ, устойчивый к антибиотику ген, множественные сайты клонирования, расположенные в кодирующей 

последовательности lacZ альфа, и промотор гена ферредоксина (Pfdx). Грамположительный репликон (ген 

repH) происходит от плазмиды С. butylicum рСВ102. Для клонирования плазмиды в Е. coli грамотрица-

тельный репликон ColE1 выбирали из-за большого количества копий продуцируемых плазмид. Ген traJ 

или ген переноса позволяет переносить генетический материал между клеткой-донором и клеткой-
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реципиентом. Ген catP, кодирующий устойчивость к хлорамфениколу/тиамфениколу, был маркером вы-

бора. 

Три гена, PFOR, alsS и alsD, были синтезированы ДНК-синтезирующей компанией (GeneArt). Что-

бы клонировать их в плазмиду pMTL83159, пару последовательностей распознавания рестрикционных 

ферментов и последовательности сайта связывания рибосомы добавляли к каждой последовательности 

гена и синтезировали вместе с этим геном. Исходные плазмиды, несущие ген, сначала трансформировали 

в штамм E.coli TOP 10. Для извлечения плазмид использовали плазмидный набор ZYPPY miniprep 

(Zymo Research). Для переноса целевого гена из его исходной плазмиды на плазмиду pMTL83159 обе 

плазмиды разрезали с той же парой рестрикционных ферментов. Расщепленную ДНК разделяли с помо-

щью гель-электрофореза на 0,6% агарозном геле, который работал при 75 вольтах в течение одного часа. 

После извлечения из геля плазмиды pMTL83159 (вектор) и последовательности ДНК (вставки) каждого 

гена их лигировали вместе с использованием ДНК-лигазы Т4 (Invitrogen). Лигированные плазмиды затем 

трансформировали в культуру Е. coli Top10. Для обеспечения уверенности в том, что извлеченные плаз-

миды содержат вставку, 1 мкл плазмиды расщепляли подходящими рестрикционными ферментами, а 

расщепленную плазмиду затем разделяли гель-электрофорезом на 0,8% агарозном геле. 

Плазмиды трансформировали в клетки-доноры Е. coli CA434 и затем конъюгировали с С. autoeth-

anogenum. Для подтверждения присутствия целевой плазмиды в трансформантах С. autoethanogenum, 

ПЦР проводили, используя образцы, взятые из культур в бутылях сыворотки. 

Первоначальную характеристику всех штаммов сверхэкспрессии генов и разрушения генов сначала 

проводили в бутылках 1л-Schott для скрининга того, какой штамм продуцировал самую высокую кон-

центрацию 2,3-бутандиола. Эти штаммы затем дополнительно тестировались в непрерывных культурах 

CSTR, что позволяет точно контролировать параметры ферментации, чтобы можно было рассчитать се-

лективность метаболитов и биомассы. 

Цели сверхэкспрессионных экспериментов заключались в сверхэкспрессии трех природных генов в 

пути 2,3-бутандиола индивидуально и в комбинациях двух и трех генов. 

 
В экспериментах с бутылками Schott контролировали ОП, концентрации метаболитов в средах, pH 

сред и давление в свободном пространстве в течение восьми дней, анализируя ежедневные образцы. В 

этот момент не наблюдалось никакого дальнейшего роста или значительной метаболической активности, 

pH всех культур упал до между 3,8 и 4 и не было измерено никакого дальнейшего потребления газа. 

Графическое представление профилей роста и метаболитов в зависимости от времени пяти штаммов по-

казано на фиг. 5. В течение первых двух дней инкубации все пять штаммов с наличием данных по бу-

тылкам Schott быстро росли. После этого скорость роста значительно снизилась, а затем прекратилась на 

4-й день. Максимальные значения оптической плотности были приблизительно 0,75. Аналогично био-

массе, концентрации уксусной кислоты резко возрастали в течение первых двух дней во всех культурах. 

Между 3-м днем и 4-м днем контрольная плазмида и alsS сверхэкспрессирующий штамм, по-видимому, 

остановил всю метаболическую активность, поскольку никаких дальнейших изменений концентраций 

метаболитов не наблюдалось. Остальные три штамма демонстрировали активность до конца экспери-

ментов. 

Превращение ацетата в этанол (активность AOR) все еще можно было наблюдать у трех штаммов 

после замедления роста. Наиболее заметное падение содержания ацетата наблюдалось в сверхэкспресси-

рующем штамме alsD, и в результате этот штамм достиг наивысшей концентрации этанола, составляю-

щей около 7 г/л. Два штамма, alsD и комбинированные alsS-alsD сверхэкспрессионные штаммы, проду-

цировали более высокие количества 2,3-бутандиола, чем другие штаммы, продуцируя большую часть его 

в течение фазы активного роста. После этого во время стационарной фазы с 4-го дня они продолжали 

производить 2,3-бутандиол медленными темпами до конца эксперимента на 8-й день. Сверхэкспресси-

онный PFOR штамм был другим штаммом, который продуцировал 2,3-бутандиол до более высокой кон-

центрации, чем штамм контрольный плазмиды. В отличие от первых двух штаммов, сверхэкспрессион-

ный PFOR штамм начал производить большую часть 2,3-бутандиола в начале стационарной фазы. Ско-

рость производства была близка к скоростям двух других штаммов во время стационарной фазы. 

Сверхэкспрессия только гена alsS, по-видимому, не увеличивала количество 2,3-бутандиола. Эти 

результаты показывают, что наблюдаемое увеличение количества 2,3-бутандиола связано в первую оче-
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редь со сверхэкспрессией гена alsD. Сверхэкспрессия генов alsS и alsD привела к несколько более высо-

кой концентрации 2,3-бутандиола, чем только избыточная экспрессия одного гена alsD. Положительный 

дополнительный эффект alsS может быть возможен. Сверхэкспрессия гена PFOR, по-видимому, способ-

ствовала более высокому продуцированию 2,3-бутандиола в течение стационарной фазы, где не наблю-

далось никакого роста. Из-за всех этих положительных результатов и того факта, что никакого отрица-

тельного эффекта не наблюдалось в этих штаммах, сверхэкспрессирующий штамм, несущий все три ге-

на, был дополнительно испытан в непрерывной культуре в CSTR. 

Чтобы исследовать весь потенциал микроба с использованием СО-содержащего газового субстрата, 

сверхэкспрессирующий штамм, несущий все три нативных гена и контрольный штамм плазмиды, был 

дополнительно охарактеризован на непрерывных культурах на основе CSTR. pH среды контролировали в 

течение всей ферментации, добавляя основание (5 М раствор NH4OH) для компенсации образования ки-

слоты и пополнения уровней азота в средах. Субстрат непрерывно подавали барботированием СО-

содержащей газовой смеси через перемешиваемый ферментационный бульон. Газовый состав свежего 

входящего газа и использованного выходящего газа контролировался ежечасно с помощью газовой хро-

матографии. На основании различий в составе газа между втекающими и вытекающими газами, скоро-

стью потока поступающего газа и объемом жидкости в процессе ферментации; рассчитывали использо-

вание газа и скорость синтеза продукта во время отбора проб. Значения выражены в моль/л/день. 

ОП и концентрацию метаболитов измеряли три раза в день, и скорость разбавления и удельную 

скорость роста измеряли и подсчитывали ежедневно для определения продуктивности каждого метабо-

лита. Селективность продукта для каждого метаболита рассчитывалась с использованием потребления 

CO, продукции CO2 и продуктивности метаболитов. Для определения того, зависит ли селективность 

продукта от объемной производительности, были установлены скорости поглощения CO 4 моль/л/день и 

8 моль/л/день. При поглощении CO 4 моль/л/день скорость разбавления системы поддерживалась на 

уровне 1 д
-1

 и удельной скорости роста при 0,5 д
-1

. При более высоком поглощении CO 8 моль/л/день и, 

соответственно, более высоких скоростях образования метаболитов, скорость разбавления культуры по-

вышалась до 1,7 д
-1

, чтобы снизить концентрации метаболитов до того же диапазона, что и в эксперимен-

тах с 4 моль/л/день. Удельная скорость роста также была увеличена до 0,75 д
-1

. 

Метаболит и профиль газа комбинированного сверхэкспрессионного штамма PFOR, alsS и alsD и 

контрольного штамма плазмиды контролировали при поглощении CO 4 моль/л/день в течение 20 дней 

(фиг. 6). Хотя приготовление инокулята каждого штамма проходило через несколько циклов субкульти-

вирования флакона сыворотки в регулярные промежутки времени, в культурах CSTR наблюдалась не-

обычная, почти идентичная длинная лаг-фаза в пять дней. Примерно в день 5,5 обе культуры CSTR нача-

ли нормальный экспоненциальный рост (в течение нескольких часов друг от друга). 

Несмотря на длительную лаг-фазу в обеих культурах и колебания в характере роста сверхэкспрес-

сирующего штамма между днями 8 и 10, обе культуры поддерживались при стабильном поглощении газа 

4 моль/л/день в течение 10 дней. При скорости разбавления 1 д
-1

 и удельной скорости роста 0,5 д
-1

 требу-

ется около шести дней для замены 95% бактериальной нагрузки в ферментерах. При постоянном погло-

щении газа, измеренного в течение этого периода, для анализа были использованы самые последние зна-

чения. Окончательные результаты показали, что сверхэкспрессирующий штамм последовательно проду-

цировал более высокие уровни 2,3-бутандиола по сравнению с контрольным штаммом плазмиды. 

Профили метаболита и газовые профили сверхэкспрессиирующей культуры контролировались при 

поглощении CO 8 моль/л/день в течение 11 дней (фиг. 7). Культуру инокулировали из культуры погло-

щения 4 моль/л/день СО. В этой культуре не наблюдалась лаг-фаза, и при экспоненциальном росте при-

менялись соответствующий удельный расход CO и скорость разбавления, чтобы поддерживать культуру 

в оптимальных условиях выращивания. Поэтому стабильное продуцирование уксусной кислоты было 

достигнуто после третьего дня инкубации, в то время как другие метаболиты продолжали накапливаться. 

Мишень поглощения CO удваивалась с 4 моль/л/день до 8 моль/л/день. 

Чтобы избежать ингибирования продукта, общая скорость разбавления культуры была увеличена с 

1 д
-1

 до 1,7 д
-1

 и удельный темп роста был увеличен пропорционально. Концентрации метаболита мед-

ленно увеличивались и достигали стабильного уровня производства через семь дней. Как поглощение 

водорода, так и поглощение CO, поддерживались стабильным образом в течение шести дней, указывая 

на то, что ферментация сверхэкспрессирующего штамма потенциально может стабильно работать в те-

чение продолжительных периодов времени. 

Среди жидких продуктов этанол был получен с самой высокой скоростью, за которой следовал аце-

тат. Конкретная стратегия подачи CO была направлена на поддержание определенного соотношения аце-

тата и этанола, что позволяет ферментации стабильно происходить в течение длительного периода вре-

мени. Штамм LZ1561 и контрольная плазмида демонстрировали аналогичные профили 2,3-бутандиола и 

биомассы. Коэффициенты скорости продукции 2,3-бутандиола и биомассы в этих культурах составляли 

между 1,26 до 1,47. Однако, в сверхэкспрессирующем штамме это отношение составляло 2,45 при по-

глощении CO 4 моль/л/день и 2,24 при 8 моль/л/день поглощения CO культуры. 
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Селективность продукта для 2,3-бутандиола, биомассы, этанола и ацетата для сверхэкспрессии, 

контроля и штаммов LZ1561 была измерена при поглощении газа 4 моль/л/день и 8 моль/л/день. С опти-

мизированными параметрами ферментации более чем 50% углерода было направлено на образование 

этанола. Полученные данные показывают, что селективность 2,3-бутандиола в отношении сверхэкспрес-

сирующего штамма увеличивалась от 15% в среднем в LZ1561 и в культурах контрольной плазмиды до 

22,5%. Повышенная селективность 2,3-бутандиола в отношении сверхэкспрессирующего штамма, по-

видимому, поддерживалась при различных скоростях поглощения СО. Повышение селективности 2,3-

бутандиола способствует снижению селективности в отношении этанола при 4 моль/л/день или умень-

шению селективности ацетата при 8 моль/л/день. Точный вклад этанола и ацетата не могут быть отделе-

ны, так как на их селективность легко влияют специфические подачи газа, которые, в свою очередь, лег-

ко зависят от небольших различий между параметрами работы. Например, pH, положение рабочего коле-

са, расположение зонда и другие могут повлиять на эти результаты. 

Пример 8. 

Этот пример демонстрирует экспрессию экзогенной ацетолактат декарбоксилазы для увеличения 

потока к 2,3-бутандиолу. 

Ацетолактат декарбоксилазные гены из A. hydrophila и L. lactis синтезировали с кодонами, выбран-

ными для экспрессии в С. autoethanogenum (GeneArt) и клонировали в pMTL83159, как описано выше. 

Полученные плазмиды и pMTL83159 в качестве контроля, трансформировали в С. autoethanogenum 

штамм LZ1561, как описано выше. 

Штаммы выращивали в 1-литровых бутылках Schott, содержащих 40 мл среды PETC-MES, без 

дрожжевого экстракта, и объем воздушной камеры заменяли 1,5 бар (избыточное давление) синтетиче-

ского фабричного газа (50% CO, 29% N2, 18% СО2 и 3% Н2) в качестве источника углерода и энергии. 

Для поддержания плазмиды добавляли 15 мг л
-1

 тиамфеникола. Биомасса и концентрация метаболитов 

регистрировались за счет роста культур. 

Экспрессия любой экзогенной ацетолактат декарбоксилазы приводила к увеличению продуцирова-

ния 2,3-бутандиола во время роста на синтетическом фабричном газе по сравнению со штаммом, несу-

щим пустую плазмиду в качестве контроля. Экспрессия alsD из A. hydrophila и L. lactis привела к проду-

цированию соответственно 2,3±0,08 и 1,6±0,16 г л
-1

 2,3-бутандиола по сравнению с продуцированием 

0,3±0,12 г л
-1

 путём пустой-плазмиды-контрольного-штамма (фиг. 8). 

Все ссылки, включая публикации, заявки на патенты и патенты, цитируемые в данном документе, 

включены в данное описание посредством ссылки в той же степени, как если бы каждая ссылка была 

индивидуально и конкретно указана для включения посредством ссылки и была полностью изложена в 

данном документе. Ссылка на любой предшествующий уровень техники в этом описании не является и 

не должна восприниматься как подтверждение того, что этот уровень техники является частью общих 

знаний в области науки в любой стране. 

Использование терминов в единственном числе и аналогичных референтов в контексте описания 

изобретения (особенно в контексте нижеследующей формулы изобретения) следует толковать как охва-

тывающее единственное и множественное число, если иное не указано в данном документе или явно 

противоречит контексту. Термины "содержащий", "имеющий", "включающий" и "содержащий" должны 

толковаться как открытые термины (т. е. означать "включая, но не ограничиваясь ими"), если не указано 

иное. 

Перечисление диапазонов величин в данном документе предназначено только для использования в 

качестве краткого способа для индивидуальной ссылки на каждое отдельное значение, попадающее в 

диапазон, если не указано иное в данном документе, и каждое отдельное значение включено в специфи-

кацию, как если бы оно было индивидуально описано в данном документе. Все описанные в данном до-

кументе способы могут быть выполнены в любом подходящем порядке, если не указано иное или это 
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явно противоречит контексту. Использование любых и всех примеров или иллюстративного языка (на-

пример, "таких как"), предусмотренных в данном документе, предназначено только для лучшего освеще-

ния изобретения и не представляет собой ограничение объема изобретения, если не заявлено иное. Ника-

кой язык в описании не должен толковаться как указывающий на любой незаявленный элемент как су-

щественный для практики изобретения. 

Предпочтительные варианты реализации данного изобретения описаны в данном документе, вклю-

чая лучший способ, известный изобретателям для осуществления изобретения. Варианты этих предпоч-

тительных вариантов реализации изобретения могут стать очевидными для специалистов в данной об-

ласти техники после прочтения вышеприведенного описания. Изобретатели ожидают, что квалифициро-

ванные специалисты используют такие вариации, когда это необходимо, и изобретатели намереваются 

применять изобретение иначе, чем конкретно описано в данном документе. Соответственно, это изобре-

тение включает все модификации и эквиваленты предмета, приведенного в формуле изобретения, прила-

гаемой к данному документу, как это допускается применимым законодательством. Кроме того, любая 

комбинация вышеописанных элементов во всех возможных его вариантах охватывает изобретение, если 

не указано иное в данном документе или это явно не противоречит контексту. 

Перечень последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Рекомбинантная, карбоксидотрофная бактерия Clostridium, содержащая один или более фермен-

тов, выбранных из группы, состоящей из пируват:ферредоксин-оксидоредуктазы (ЕС 1.2.7.1), ацетолак-

татсинтазы (ЕС 2.2.1.6) и ацетолактат декарбоксилазы (ЕС 4.1.1.5), причем каждый фермент представля-

ет собой сверхэкспрессируемый эндогенный фермент или экзогенный фермент, при этом бактерия полу-

чена из Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii или Clostridium ragsdalei, и при этом бактерия 

продуцирует 2,3-бутандиол и ацетат. 

2. Бактерия по п.1, содержащая пируват:ферредоксин-оксидоредуктазу и ацетолактатсинтазу. 

3. Бактерия по п.1, содержащая пируват:ферредоксин-оксидоредуктазу и ацетолактат декарбоксила-

зу. 

4. Бактерия по п.1, содержащая ацетолактатсинтазу и ацетолактат декарбоксилазу. 

5. Бактерия по п.1, содержащая пируват:ферредоксин-оксидоредуктазу, ацетолактатсинтазу и аце-

толактат декарбоксилазу. 

6. Бактерия по п.1, отличающаяся тем, что фермент представляет собой сверхэкспрессируемую эн-

догенную пируват:ферредоксин-оксидоредуктазу. 

7. Бактерия по п.1, отличающаяся тем, что фермент представляет собой экзогенную пируват:фер-

редоксин-оксидоредуктазу Desulfovibrio africanus. 

8. Бактерия по п.1, отличающаяся тем, что фермент представляет собой сверхэкспрессируемую эн-

догенную IlvB ацетолактатсинтазу, имеющую последовательность SEQ ID NO: 8, сверхэкспрессируемую 

эндогенную IlvB ацетолактатсинтазу, имеющую последовательность SEQ ID NO: 10, сверхэкспресси-

руемую эндогенную IlvN ацетолактатсинтазу или сверхэкспрессируемую эндогенную AlsS ацетолактат-

синтазу. 

9. Бактерия по п.1, отличающаяся тем, что фермент представляет собой экзогенную ацетолактат-

синтазу Bacillus subtilis. 

10. Бактерия по п.1, отличающаяся тем, что фермент является сверхэкспрессируемой эндогенной 

AlsD ацетолактат декарбоксилазой или сверхэкспрессируемой эндогенной BudA ацетолактат декарбок-

силазой. 

11. Бактерия по п.1, отличающаяся тем, что фермент представляет собой экзогенную ацетолактат 

декарбоксилазу Aeromonas hydrophila. 

12. Бактерия по п.1, отличающаяся тем, что фермент представляет собой экзогенную ацетолактат 

декарбоксилазу Leuconostoc lactis. 

13. Бактерия по п.1, отличающаяся тем, что бактерия получена из Clostridium autoethanogenum. 

14. Бактерия по п.1, отличающаяся тем, что бактерия получена из Clostridium autoethanogenum, со-

храненной под номером доступа DSMZ DSM23693. 

15. Способ получения 2,3-бутандиола, включающий ферментацию бактерии по п.1 в присутствии 

газообразного субстрата, содержащего СО. 

16. Способ по п.15, отличающийся тем, что бактерия дополнительно продуцирует этанол, бутанол, 

изопропанол, изобутанол, высшие спирты, бутандиол, сукцинат, изопреноиды, жирные кислоты и/или их 

смеси. 
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