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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Эта заявка заявляет приоритет по предварительным патентным заявкам США № 62/262886, подан-

ной 3 декабря 2015 г., и № 62/282888, поданной 3 декабря 2015 г., все содержание которых включено в 

данный документ посредством ссылки в полном объеме. 

Уровень техники 

Около 10% мировых потребностей в энергии и химических веществах неспецифического действия 

в настоящее время продуцируются из возобновляемого сырья в основном с применением выращенных 

сахаров. Однако все большее внимание уделяется перспективному применению непродовольственных 

ресурсов для достижения целей связанных с изменением климата. Ферментация газа предлагает путь к 

преобразованию широкого спектра недорогого промышленного сырья С1, такого как газы промышлен-

ных отходов, синтез-газ или метан, подвергнутый риформингу, в химические вещества и топливо. Пола-

гая, что это один из первых биохимических путей, которые появились на Земле, метаболический путь 

Вуда-Льюнгдаля позволяет ацетогенной Clostridia вносить эти газы С1 в ацетил-КоА. Clostridium autoeth-

anogenum, в частности, предлагает надежную и гибкую платформу для ферментации газа и применяется 

в промышленном масштабе. Ферментация газа с помощью С. autoethanogenum является высокоселектив-

ной, устойчивой к загрязняющим веществам, преодолевает рефрактивность процессов Фишера-Тропша и 

экономически оправдана даже при подаче потоков с небольшими объемами газа. 

Известно, что, хотя ацетогены способны продуцировать много полезных короткоцепочечных хими-

ческих веществ, продуцирование молекул углерода с более длинной цепью для применения в биодизель-

ном или реактивном топливе выходит за пределы метаболической способности самих ацетогенных бакте-

рий из-за АТФ-лимитирующего процесса. По данным Fast et al., несмотря на то что путь Вуда-Льюнгдаля 

является наилучшим вариантом для продуцирования ацетата и этанола, бутанольная ферментация явля-

ется АТФ-лимитирующим процессом, что обуславливает неэффективность анаэробной продукции бута-

нола по пути Вуд-Льюнгдаля. 

С. autoethanogenum изначально продуцирует ацетат, этанол, 2,3-бутандиол (2,3-BDO) и лактат. Если 

энергетические препятствия будут преодолены, синтетическая биология обещает расширить спектр про-

дуктов С. autoethanogenum. Ацетогенные бактерии широко распространены в природе и играют важную 

роль в глобальном углеродном цикле, но, как считается, живут на термодинамическом краю жизни. 

Энергетические характеристики пути Вуд-Льюнгдаля анаэробных ацетогенов только обретают свои 

очертания, но в отличие от состояний аэробного роста или гликолиза сахароферментирующих организ-

мов в пути Вуд-Льюнгдаля АТФ не продуцируется посредством субстратного фосфорилирования, и фак-

тически для активации СО2 действительно необходима одна молекула АТФ и мембранный градиент  

(WO 2013/180584). 

Генерацию АТФ посредством субстратного фосфорилирования можно применять в качестве дви-

жущей силы для синтеза продуктов, особенно в АТФ-лимитирующих системах. В частности, известно, 

что ацетогенные бактерии живут на термодинамическом краю жизни (Schuchmann, Nat. Rev. Microbiol., 

12:809-821, 2014). Таким образом, все ацетогенные микроорганизмы, выделенные до настоящего времени, 

были описаны как продуцирующие ацетат (Drake, Ацетогенные прокариоты, Прокариоты, 3-е издание,  

с. 354-420, New York, NY, Springer, 2006; Liew et al., Понимание пути фиксации СО2 Clostridium au-

tethanogenum путем целевого мутагенеза, mBio, 2016, 7:е00427-16), поскольку продуцирование ацетата 

дает микроорганизму возможность непосредственно генерировать АТФ в результате субстратного фос-

форилирования посредством Pta (фосфотрансацетилазы) (ЕС 2.3.1.8) и Ack (ацетаткиназы) (ЕС 2.7.2.1). 

Система Pta-Ack очень специфична для превращения ацетил-КоА в ацетат и не использует другие ацил-

КоА. Несмотря на то что такие механизмы, как мембранные градиенты и ферменты бифуркации элек-

тронов, связанные с ионными или протонными транслокационными системами, например комплекс Rnf 

(Schuchmann, Nat. Rev. Microbiol., 12:809-821, 2014), сохраняют АТФ в этих микроорганизмах, непосред-

ственная генерация АТФ остается крайне важной для их выживания. В результате при введении гетеро-

логичных путей, которые не позволяют генерировать АТФ, ацетат продуцируется в виде побочного про-

дукта (Schiel-Bengelsdorf, FEBS Lett, 586:2191-2198, 2012). 

Сущность изобретения 

В данном изобретении предлагается способ повышения эффективности ферментации газообразного 

С1-содержащего субстрата при получении продукта, при этом указанный способ включает 

a) впускание потока газообразного С1-содержащего субстрата в биореактор, содержащий культуру 

С1-фиксирующего микроорганизма в жидкой питательной среде; и 

b) ферментацию культуры с целью получения по меньшей мере одного продукта, 

при этом аргинин добавляют в культуру в качестве единственного источника азота; и при этом  

С1-фиксирующий микроорганизм представляет собой рекомбинантный генетически модифицированный 

микроорганизм, содержащий путь метаболизма аргинина, и где С1-фиксирующий микроорганизм пред-

ставляет собой Clostridium. 

В одном из вариантов осуществления изобретения указанный путь метаболизма аргинина включает 

в себя путь аргининдезиминазы и/или путь аргининдекарбоксилазы, при этом путь аргининдезиминазы 

включает в себя один или большее количество ферментов, выбранных из группы, состоящей из аргинин-
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дезиминазы (ЕС 3.5.3.6), орнитинкарбамоилтрансферазы (ЕС 2.1.3.3) и карбаматкиназы (ЕС 2.7.2.2), а 

путь аргининдекарбоксилазы включает в себя один или большее количество ферментов, выбранных из 

группы, состоящей из аргининдекарбоксилазы (ЕС 4.1.1.19), агматиндезиминазы (ЕС 3.5.3.12), путрес-

цинкарбамоилтрансферазы (ЕС 2.1.3.6) и карбаматкиназы (ЕС 2.7.2.2). 

В одном из вариантов осуществления изобретения указанный путь метаболизма аргинина включает 

в себя одно или более из сверхэкспрессированного эндогенного фермента, мутированного эндогенного 

фермента или экзогенного фермента. 

В одном из вариантов осуществления изобретения аргинин добавляют в культуру в количестве, 

превышающем потребности клеток культуры вплоть до 1000 раз. 

В одном из вариантов осуществления изобретения концентрация аргинина в биореакторе составля-

ет по меньшей мере 20 мг/л. 

В одном из вариантов осуществления изобретения потребность клеток культуры составляет 0,012 г 

аргинина на грамм клеточной биомассы. 

В одном из вариантов осуществления изобретения указанный продукт выбирают из группы, со-

стоящей из этанола, 2,3-бутандиола, 1,3-бутандиола, лактата, сукцината, метилэтилкетона (МЕК), бути-

рата, 2-бутанола, 1,2-пропандиола (1,2-PDO), 1-пропанола, изопропанола (IPA), ацетоина, изобутанола, 

изопрена, фарнезена, бисаболена, пинена, лимонена, ацетона, 3-гидроксибутирата, 2-

гидроксиизомасляной кислоты (2-HIBA), цитрамалата, бутадиена, полимолочной кислоты, 1-бутанола, 3-

гидроксипропионата (3-НР), бензоата, этиловых эфиров жирной кислоты, жирных кислот и изобутилена. 

В одном из вариантов осуществления изобретения аргинин катаболизируется посредством пути ме-

таболизма аргинина для продуцирования аммония, при этом С1-фиксирующий микроорганизм использу-

ет аммоний в качестве источника азота. 

В одном из вариантов осуществления изобретения указанный С1-фиксирующий микроорганизм со-

держит разрушающую мутацию в транспортере аргинина:орнитина. 

В одном из вариантов осуществления изобретения С1-фиксирующий микроорганизм содержит од-

ну или большее количество генетических модификаций в пути метаболизма аргинина, причем одна или 

большее количество генетических модификаций выбраны из группы, состоящей из (i) разрушающей му-

тации регуляторных элементов и (ii) замены сайтов связывания оператора или нативных промоторов на 

конститутивные или синтетические промоторы. 

В одном из вариантов осуществления изобретения указанная разрушающая мутация представляет 

собой нокаут репрессора аргинина argR. 

В одном из вариантов осуществления изобретения указанная замена представляет собой замену 

промотора оперона пути аргининдезиминазы на конститутивный или синтетический промотор. 

В некоторых вариантах данного изобретения аргинин добавляют в культуру в количестве, превы-

шающем потребности клеток от 2 до 1000 раз, или от 2 до 800 раз, или от 2 до 500 раз, или от 2 до 100 раз, 

или от 2 до 50 раз, или от 2 до 10 раз, или от 50 до 1000 раз, или от 50 до 800 раз, или от 50 до 600 раз, 

или от 50 до 500 раз, или от 50 до 300 раз, или от 50 до 200 раз, или от 50 до 100 раз, или от 100 до 1000 раз, 

или от 100 до 800 раз, или от 100 до 600 раз, или от 100 до 500 раз, или от 100 до 300 раз, или от 100 до 

200 раз. 

Согласно некоторым вариантам осуществления данного изобретения аргинин добавляют в культуру 

таким образом, что концентрация аргинина поддерживается на уровне по меньшей мере 20 мг/л, или по 

меньшей мере 100 мг/л, или по меньшей мере 300 мг/л, или по меньшей мере 500 мг/л, или по меньшей 

мере 1 г/л, или по меньшей мере 2 г/л, или по меньшей мере 3 г/л, или по меньшей мере 4 г/л, или по 

меньшей мере 5 г/л, или по меньшей мере 10 г/л, или по меньшей мере 20 г/л. В некоторых вариантах 

осуществления данного изобретения концентрация аргинина поддерживается на уровне от 20 мг/л до  

20 г/л, или от 100 мг/л до 20 г/л, или от 500 мг/л до 20 г/л, или от 500 мг/л до 10 г/л, или от 1 до 10 г/л, 

или от 5 до 10 г/л, или от 5 до 20 г/л. В определенном варианте осуществления данного изобретения ар-

гинин добавляют в культуру таким образом, что потребление аргинина культурой составляет по меньшей 

мере 20 мг аргинина на грамм сухого веса клеток, или по меньшей мере 100 мг аргинина на грамм сухого 

веса клеток, или по меньшей мере 1 г аргинина на грамм сухого веса клеток, или по меньшей мере 5 г 

аргинина на грамм сухого веса клеток, или по меньшей мере 10 г аргинина на грамм сухого веса клеток. 

В некоторых вариантах осуществления данного изобретения аргинин добавляют в культуру таким обра-

зом, что потребление аргинина культурой составляет от 20 мг до 20 г на грамм сухого веса клеток, или от 

100 мг до 20 г на грамм сухого веса клеток, или от 1 до 10 г на грамм сухого веса клеток. 

Потребность клеток в аргинине для синтеза биомассы может составлять от 0,012 до 24 г на грамм 

биомассы. Потребность в аргинине для синтеза биомассы может составлять по меньшей мере 0,012 г на 

грамм биомассы, или по меньшей мере 0,024 г на грамм биомассы, до 0,048 г на грамм биомассы, или по 

меньшей мере 0,120 г на грамм биомассы, или по меньшей мере 0,24 г на грамм биомассы, или по мень-

шей мере 0,48 г на грамм биомассы, или по меньшей мере 1,2 г на грамм биомассы, или по меньшей мере 

2,4 г на грамм биомассы, или по меньшей мере 4,8 г на грамм биомассы, или по меньшей мере 12 г на 

грамм биомассы. 

Как правило, аргинин добавляют в культуру С1-фиксирующего микроорганизма в качестве компо-
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нента жидкой питательной среды, которая непрерывно подается в биореактор. В других вариантах осу-

ществления данного изобретения аргинин добавляют в биореактор независимо от жидкой питательной 

среды (например, путем непрерывной подачи или дозирования). 

Время удвоения культуры увеличивается по меньшей мере на 10%, или по меньшей мере на 20%, 

или по меньшей мере на 30%, или по меньшей мере на 40%, или по меньшей мере на 50%, или по мень-

шей мере на 60%, или по меньшей мере на 70%, когда аргинин добавляют в культуру в количестве, пре-

вышающем потребности клеток микроорганизма, по сравнению с культурой, когда аргинин не добавля-

ют в культуру в количестве, превышающем потребности клеток культуры. 

С1-фиксирующий микроорганизм представляет собой ацетогенный карбоксидотрофный микроор-

ганизм. Примеры подходящих С1-фиксирующих микроорганизмов включают в себя Clostridium. В раз-

личных вариантах осуществления данного изобретения микроорганизм выбирают из группы, состоящей 

из Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium carboxidivorans, Clostridium drakei, 

Clostridium scatologenes, Clostridium aceticum, Clostridium formicoaceticum, Clostridium magnum, Clostrid-

ium ragsdalei, Clostridium coskatii. 

В конкретных вариантах осуществления данного изобретения С1-фиксирующий микроорганизм 

представляет собой Clostridium autoethanogenum или Clostridium ljungdahlii. В одном конкретном вариан-

те осуществления данного изобретения микроорганизм представляет собой Clostridium autoethanogenum. 

В конкретных вариантах осуществления данного изобретения бактерия имеет идентифицирующие ха-

рактеристики номера доступа DSM10061, DSM19630 или DSM23693. Эти бактерии депонированы в Не-

мецком ресурсном центре биологического материала (DSMZ), адрес которого DSMZ GmbH Inhoffen-

straße, 7 В, D-38124. 

В некоторых вариантах осуществления данного изобретения С1-фиксирующий микроорганизм вы-

бирают из группы, состоящей из Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium sca-

tologenes, Clostridium drakei. 

Концентрацию аргинина, добавляемого в культуру, можно повышать с целью увеличения продуци-

рования по меньшей мере одного АТФ-емкого продукта. Как правило, скорость продуцирования по 

меньшей мере одного АТФ-емкого продукта превышает по меньшей мере в 1,5 раза скорость продуциро-

вания по меньшей мере одного АТФ-емкого продукта в тех случаях, когда аргинин не добавляют в коли-

честве, превышающем потребности клеток культуры. Скорость продуцирования по меньшей мере одного 

АТФ-емкого продукта является по меньшей мере в 2 раза больше, или по меньшей мере в 3 раза больше, 

или по меньшей мере в 4 раза больше, или по меньшей мере в 5 раз больше, или по меньшей мере в 10 

раз больше. 

Как правило, АТФ-емкие продукты определяются как продукты, которые имеют непосредственную 

потребность в АТФ в метаболическом пути. Примеры АТФ-емких продуктов (продуктов, которые харак-

теризуются непосредственной потребностью АТФ для синтеза, имеющего АТФ-зависимую реакцию в 

указанном пути) включают в себя, но не ограничиваются ими, продукты, производные от терпеноидно-

го/мевалонатного пути, в том числе изопрен, фарнезин, бисаболен и лимонен, продукты, производные от 

пути жирных кислот, включая жирные кислоты, этиловые эфиры жирных кислот или молекулы, такие 

как 3-гидроксипропионат (3-НР) или изобутилен. 

Концентрацию аргинина, добавляемого в культуру, можно повышать с целью увеличения продуци-

рования по меньшей мере одного продукта, выбранного из группы продуктов, которые непосредственно 

не требуют АТФ, но также и не выдают такого же количества АТФ на ацетил-КоА, как образование аце-

тата. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения концентрацию аргинина, добавляемого 

в культуру, повышают с целью увеличения продуцирования по меньшей мере одного продукта, выбран-

ного из группы, состоящей из ацетона, IPA, 3-НВ, 2-HIBA, 1,3-BDO, 2,3-BDO, лактата, 1,2-PDO,  

1-пропанола, изобутанола, бутрирата, бутанола, цитрамалата, сукцината и MEK. 

Культура может продуцировать уменьшенное количество ацетата по сравнению с культурой, в ко-

торую аргинин не добавляют в количестве, превышающем потребности клеток. Так, культура может 

продуцировать по меньшей мере на 10% меньше ацетата, или по меньшей мере на 20% меньше ацетата, 

или по меньшей мере на 30% меньше ацетата, или по меньшей мере на 40% меньше ацетата, или по 

меньшей мере на 50% меньше ацетата, или по меньшей мере на 60% меньше ацетата, или по меньшей 

мере на 80% меньше ацетата. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения чистый ацетат 

продуцируется в количестве менее 1 г/л ацетата, менее 0,5 г/л ацетата, менее 0,1 г/л ацетата, менее  

0,05 г/л ацетата или менее 0,01 г/л ацетата. 

В конкретных вариантах осуществления данного изобретения газообразный субстрат выбирают из 

группы, состоящей из СО, Н2 и СО2. В конкретных вариантах осуществления данного изобретения арги-

нин и газообразный субстрат поглощаются культурой в соотношении по меньшей мере 2:1, или по 

меньшей мере 1:1, или по меньшей мере 1:2. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1 приведен график, демонстрирующий рост С. autoethanogenum DSM10061 в среде опреде-

ленного состава из 20 аминокислот +5 г фруктозы/л. 

На фиг. 2 приведен график, демонстрирующий данные по потреблению и продуцированию амино-
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кислот для С. autoethanogenum DSM10061, растущей на среде 20АК. Метка обозначает ОП при вводе 

проб; измерение цистеина для первых двух проб было вне диапазона калибровки. 

На фиг. 3 приведен график, демонстрирующий рост для С. autoethanogenum DSM10061 на среде 

14АК и 8АК вместе со сравнением со средой 20АК. Планка погрешностей представляет собой стандарт-

ное отклонение между дубликатами культур. 4х и 2х Означают 4-кратное и 2-кратное увеличение кон-

центрации АК по сравнению с средой 20АК соответственно. 

На фиг. 4 приведен график, демонстрирующий время удвоения tD для С. autoethanogenum 

DSM10061 для сред 14АК и 8АК по сравнению со средой 20АК. tD - время удвоения. Планка погрешно-

стей представляет собой стандартное отклонение между дубликатами культур. 4х и 2х Означают  

4-кратное и 2-кратное увеличение концентрации АК по сравнению с средой 20АК соответственно. 

На фиг. 5 приведен график, демонстрирующий данные по потреблению и продуцированию амино-

кислот для С. autoethanogenum DSM10061 в среде 14АК 4х. 4х Означает 4-кратное увеличение концен-

трации АК по сравнению со средой 20АК. Метка обозначает ОП при вводе проб. 

На фиг. 6 приведен график, демонстрирующий данные по потреблению и продуцированию амино-

кислот для С. autoethanogenum DSM10061 в среде 8АК 2х. 2х Означает 2-кратное увеличение концентра-

ции АК по сравнению со средой 20АК. Метка обозначает ОП при вводе проб. Измерение цистеина для 

первой пробы было вне диапазона калибровки. 

На фиг. 7 приведен график, демонстрирующий данные о росте для С. autoethanogenum DSM10061 в 

средах 12АК и 4АК. Планка погрешностей представляет собой стандартное отклонение между дублика-

тами культур. 

На фиг. 8 приведен график, демонстрирующий данные по потреблению и продуцированию амино-

кислот для С. autoethanogenum DSM10061 в среде 12АК. Метка обозначает ОП при вводе проб. 

На фиг. 9 приведен график, демонстрирующий данные по потреблению и продуцированию амино-

кислот для С. autoethanogenum DSM10061 в среде 4АК. Метка обозначает ОП при вводе проб. Единица 

измерения µМ не применима к пику 8,3 мин. 

На фиг. 10 приведен график, демонстрирующий данные о росте для С. autoethanogenum DSM10061 

в среде 4АК с применением BugLab. BugЕд, ln необработанных данных. Удельная скорость роста 0,34 ч-1 

соответствует tD ~2ч. 

На фиг. 11 приведен график, демонстрирующий данные о росте для С. autoethanogenum DSM10061 

в бездрожжевой среде PETC-MES с 5 г аргинина/л+5 г фруктозы/л. 

На фиг. 12 приведен график, демонстрирующий данные о продуцировании ацетата для С. autoeth-

anogenum DSM10061 в бездрожжевой среде PETC-MES с 5 г аргинина/л+5 г фруктозы/л. 

На фиг. 13 приведен график, демонстрирующий данные по потреблению и продуцированию амино-

кислот для С. autoethanogenum DSM10061 в среде с 5 г аргинина/л+5 г фруктозы/л. Метка обозначает ОП 

при вводе проб. Единица измерения µМ не применима к пику 8,3 мин. 

На фиг. 14 приведен график, демонстрирующий данные о росте для С. autoethanogenum DSM10061 

в бездрожжевой среде PETC-MES с 5 г аргинина/л+5 г фруктозы/л с использованием BugLab. BugEд, ln 

необработанных данных. Удельная скорость роста 0,21 ч-1 соответствует tD ~3 ч. 

На фиг. 15 приведен график, демонстрирующий разницу в кривой роста и показателях времени уд-

воения аргинина и дрожжевого экстракта экспериментах в биореакторе с фруктозой. 

На фиг. 16 приведен график, демонстрирующий автотрофный рост С. autoethanogenum DSM 23693 с 

 и без  добавления аргинина. 

На фиг. 17 приведен график, демонстрирующий автотрофный рост С. autoethanogenum DSM 23693 с 

 и без  добавления аргинина, а также рост аргинина только в отсутствие газа СО/СО2/Н2 . 

На фиг. 18 приведен график в логарифмическом масштабе автотрофного роста С. autoethanogenum 

DSM 23693 с  и без  добавления аргинина. 

На фиг. 19 приведен график, демонстрирующий продуцирование ацетата при автотрофном росте  

С. autoethanogenum DSM 23693 с  и без  добавления аргинина. 

На фиг. 20 представлено схематическое изображение пути аргининдекарбоксилазы. 

На фиг. 21 представлено схематическое изображение расщепления L-аргинина в пути аргининдези-

миназы. 

На фиг. 22A, 22B приведена круговая диаграмма, демонстрирующая поток углерода для продуктов. 

На фиг. 23 продемонстрированы ферменты, необходимые для потребления орнитина в Clostridium 

sticklandii. 

На фиг. 24 приведена диаграмма, демонстрирующая распределение продукции АТФ при гетеро-

трофном росте С. autoethanogenum на средах 4АК или ARG с фруктозой. 

Подробное описание изобретения 

Определения и общие сведения. 

Термин "в количестве, превышающим потребности клеток" относится к добавлению компонента к 

микроорганизму в таком количестве, которое является больше, чем количество компонента, необходи-

мое микроорганизму для синтеза биомассы. 
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Термин "АТФ-емкий" относится к метаболиту, для синтеза которого АТФ (энергия) вводится по 

меньшей мере на одной стадии пути его синтеза (например, при наличии АТФ-зависимой реакции в этом 

пути). 

Термин "удельная скорость роста" относится к скорости роста биомассы клеток на биомассу клетки 

в час. 

Термин "время удвоения" относится к времени в часах, когда биомасса клеток должна удвоиться. 

Термин "путь метаболизма аргинина" в широком смысле относится к любому пути, вовлеченному в 

метаболизм аргинина. Как правило, путь метаболизма аргинина включает в себя по меньшей мере один 

из путей: путь аргининдезиминазы и путь аргининдекарбоксилазы. 

Термин "генетическая модификация" или "генная инженерия" в широком смысле относится к ма-

нипулированию геномом или нуклеиновыми кислотами микроорганизма. Аналогично термин "генетиче-

ски сконструированный" относится к микроорганизму, содержащему манипулируемый геном или нук-

леиновые кислоты. Способы генетической модификации включают, например, экспрессию гетерологич-

ных генов, вставку или делецию гена или промотора, мутацию нуклеиновой кислоты, измененную экс-

прессию или инактивацию гена, ферментную инженерию, направленную эволюцию, основанную на зна-

ниях конструкцию, способы случайного мутагенеза, перетасовку генов и оптимизацию кодонов. 

Термин "рекомбинантный" указывает, что нуклеиновая кислота, белок или микроорганизм являют-

ся продуктом генетической модификации, инженерии или рекомбинации. Как правило, термин "реком-

бинант" относится к нуклеиновой кислоте, белку или микроорганизму, который содержит или кодирует-

ся генетическим материалом, производным от нескольких источников, таких как два или большее коли-

чество различных штаммов или видов микроорганизмов. В данном контексте термин "рекомбинант" 

также можно применять для описания микроорганизма, который включает мутантную нуклеиновую ки-

слоту или белок, включая мутированную форму эндогенной нуклеиновой кислоты или белка. 

Термин "эндогенный" относится к нуклеиновой кислоте или белку, который присутствует или экс-

прессируется в микроорганизме дикого типа или родительском микроорганизме, из которого получают 

микроорганизм по данному изобретению. Например, эндогенный ген представляет собой ген, который 

изначально присутствует в микроорганизме дикого типа или родительском микроорганизме, из которого 

получают микроорганизм по данному изобретению. В одном варианте осуществления данного изобрете-

ния экспрессия эндогенного гена может контролироваться экзогенным регуляторным элементом, таким 

как экзогенный промотор. 

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

роорганизме дикого типа или родительском микроорганизме, из которого получают микроорганизм по 

данному изобретению. В одном варианте осуществления данного изобретения экзогенный ген или фер-

мент может быть производным от гетерологичного (т.е. другого) штамма или вида и ввести или экспрес-

сировать в микроорганизме по данному изобретению. В другом варианте осуществления данного изобре-

тения экзогенный ген или фермент можно искусственным или рекомбинантным путем создать и ввести 

или экспрессировать в микроорганизм по данному изобретению. Экзогенные нуклеиновые кислоты 

можно адаптировать для интеграции в геном микроорганизма по данному изобретению или для того, 

чтобы оставаться во внехромосомном состоянии в микроорганизме по данному изобретению, например, 

в плазмиде. 

Термин "ферментативная активность" или просто "активность" в широком смысле относится к 

ферментативной активности, включая, но не ограничиваясь этим, активность фермента, количество фер-

мента или доступность фермента для катализирования реакции. Соответственно термин "возрастающая" 

активность фермента включает в себя повышение активности фермента, увеличение количества фермен-

та или увеличение доступности фермента для катализирования реакции. Аналогичным образом термин 

"снижающаяся" активность фермента включает в себя снижение активности фермента, уменьшение ко-

личества фермента или уменьшение доступности фермента для катализирования реакции. 

Термин "мутированный" относится к нуклеиновой кислоте или белку, который был модифицирован 

в микроорганизме по данному изобретению по сравнению с микроорганизмом дикого типа или роди-

тельским микроорганизмом, из которого получают микроорганизм по данному изобретению. В одном 

варианте осуществления данного изобретения мутация может представлять собой делецию, вставку или 

замещение в гене, кодирующем фермент. В другом варианте осуществления данного изобретения мута-

ция может представлять собой делецию, вставку или замещение одной или большего количества амино-

кислот в ферменте. 

В частности, "разрушающая мутация" представляет собой мутацию, которая уменьшает или устра-

няет (т.е. "разрушает") экспрессию или активность гена или фермента. Разрушающая мутация может час-

тично инактивировать, полностью инактивировать или удалять ген или фермент. Разрушающая мутация 

может представлять собой нокаутную мутацию (КО). Разрушающая мутация может представлять собой 

любую мутацию, которая уменьшает, предотвращает или блокирует биосинтез продукта, продуцируемо-

го ферментом. Разрушающая мутация может включать в себя, например, мутацию в гене, кодирующем 

фермент, мутацию в генетическом регуляторном элементе, участвующем в экспрессии гена, кодирующе-

го фермент, введение нуклеиновой кислоты, продуцирующей белок, который уменьшает или ингибирует 
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активность фермента или введение нуклеиновой кислоты (например, антисмысловой РНК, siPHK, 

CRISPR) или белка, который ингибирует экспрессию фермента. Разрушающую мутацию можно ввести 

любым способом, известным в данной области техники. 

Введение разрушающей мутации приводит к тому, что микроорганизм по данному изобретению не 

продуцирует целевой продукт или по существу не продуцирует целевой продукт или продуцирует 

уменьшенное количество целевого продукта по сравнению с родительским микроорганизмом, из которо-

го получают микроорганизм по данному изобретению. Например, микроорганизм по данному изобрете-

нию может не продуцировать целевой продукт или продуцировать целевой продукт в количестве, по 

меньшей мере на 1, 3, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 или на 95% меньшем по сравнению с родитель-

ским микроорганизмом. Например, микроорганизм по данному изобретению может продуцировать ме-

нее 0,001, 0,01, 0,10, 0,30, 0,50 или 1,0 г/л целевого продукта. 

Термин "оптимизация кодонов" относится к мутации нуклеиновой кислоты, такой как ген, для оп-

тимизации или улучшения трансляции нуклеиновой кислоты в конкретном штамме или виде. Оптимиза-

ция кодонов может привести к более быстрой скорости трансляции или более высокой точности транс-

ляции. В предпочтительном варианте осуществления данного изобретения гены по данному изобретению 

представляют собой кодон, оптимизированный для экспрессии в Clostridium, в частности, Clostridium 

autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, или Clostridium ragsdalei. В еще одном предпочтительном вари-

анте осуществления данного изобретения гены по данному изобретению представляют собой кодоны, 

оптимизированные для экспрессии в Clostridium autoethanogenum LZ1561, который депонирован в DSMZ 

под номером доступа DSM23693. 

Термин "сверхэкспрессированный" относится к увеличению экспрессии нуклеиновой кислоты или 

белка в микроорганизме по данному изобретению по сравнению с микроорганизмом дикого типа или 

родительским микроорганизмом, из которого получают микроорганизм по данному изобретению. Сверх-

экспрессия может быть достигнута с помощью любых способов, известных в данной области техники, 

включая модификацию количества копий гена, скорости транскрипции гена, скорости трансляции гена 

или скорости ферментного расщепления. 

Термин "варианты" включает в себя нуклеиновые кислоты и белки, последовательность которых 

отличается от последовательности эталонной нуклеиновой кислоты и белка, такой как последователь-

ность эталонной нуклеиновой кислоты и белка, описанная в предшествующем уровне техники или про-

иллюстрированная в данном документе примерами. Данное изобретение может быть осуществлено на 

практике с применением вариантов нуклеиновых кислот или белков, которые выполняют по существу ту 

же функцию, что и эталонная нуклеиновая кислота или белок. Например, вариант белка может выпол-

нять по существу ту же функцию или катализировать по существу ту же реакцию, что и эталонный бе-

лок. Вариант гена может кодировать тот же или по существу тот же белок, что и эталонный ген. Вари-

антный промотор может иметь по существу такую же способность стимулировать экспрессию одного 

или большего количества генов, что и эталонный промотор. 

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

вивалентными вариантами". В качестве примера функционально эквивалентные варианты нуклеиновой 

кислоты могут включать аллельные варианты, фрагменты гена, мутированные гены, полиморфизмы и 

тому подобное. Гомологичные гены других микроорганизмов также являются примерами функциональ-

но эквивалентных вариантов. К ним относятся гомологичные гены у таких видов, как Clostridium aceto-

butylicum, Clostridium beijerinckii, или Clostridium Ijungdahlii, информация о которых находится в откры-

том доступе на веб-сайтах, таких как Genbank или NCBI. Функционально эквивалентные варианты также 

включают в себя нуклеиновые кислоты, последовательность которых изменяется в результате оптимиза-

ции кодонов для конкретного микроорганизма. Функционально эквивалентный вариант нуклеиновой 

кислоты предпочтительно будет иметь по меньшей мере около 70%, около 80%, около 85%, около 90%, 

около 95%, около 98% или более идентичности последовательности нуклеиновой кислоты (процент го-

мологии) с эталонной нуклеиновой кислотой. Функционально эквивалентный вариант белка предпочти-

тельно будет иметь по меньшей мере около 70%, около 80%, около 85%, около 90%, около 95%, около 

98% или более идентичности аминокислоты (процент гомологии) с эталонным белком. Функциональную 

эквивалентность варианта нуклеиновой кислоты или белка можно оценить с помощью любого способа, 

известного в данной области техники. 

Нуклеиновые кислоты можно доставить в микроорганизм по данному изобретению с помощью лю-

бого способа, известного в данной области техники. Например, нуклеиновые кислоты можно доставить в 

виде оголенных нуклеиновых кислот или можно скомпоновать с одним или большим количеством аген-

тов, таких как липосомы. Нуклеиновые кислоты могут представлять собой ДНК, РНК, кДНК или их ком-

бинации, что является подходящим. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения могут 

применяться ингибиторы рестрикции. Дополнительные векторы могут включать в себя плазмиды, виру-

сы, бактериофаги, космиды и искусственные хромосомы. В предпочтительном варианте осуществления 

данного изобретения нуклеиновые кислоты доставляют в микроорганизм по данному изобретению с по-

мощью плазмиды. В качестве примера трансформация (включая трансдукцию или трансфекцию) может 

быть достигнута путем электропорации, ультразвуковой обработки, трансформации, опосредованной 
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полиэтиленгликолем, химической или естественной компетентности, трансформации протопластов, ин-

дукции профагов или конъюгации. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения, имею-

щих активные системы рестрикционных ферментов, может оказаться необходимым метилировать нук-

леиновую кислоту до введения нуклеиновой кислоты в микроорганизм. 

Кроме того, нуклеиновые кислоты можно сконструировать так, чтобы они содержали регуляторный 

элемент, такой как промотор, для увеличения или иного контроля экспрессии конкретной нуклеиновой 

кислоты. Промотор может быть конститутивным промотором или индуцибельным промотором. В иде-

альном варианте промотор представляет собой промотор пути Вуд-Льюнгдаля, промотор ферредоксина, 

промотор пирувата:ферредоксин-оксидоредуктазы, промотор оперона комплекса Rnf, промотор оперона 

АТФ-синтазы или промотор оперона фосфотрансанетилазы/ацетаткиназы. 

"Микроорганизм" представляет собой микроскопический организм, особенно бактерию, архею, ви-

рус или гриб. Как правило, микроорганизм по данному изобретению представляет собой бактерию. В 

данном контексте термин "микроорганизм" следует применять для обозначения "бактерии". 

"Родительский микроорганизм" представляет собой микроорганизм, применяемый для генерирова-

ния микроорганизма по данному изобретению. Родительский микроорганизм может быть природным 

микроорганизмом (т.е. микроорганизмом дикого типа) или микроорганизмом, который был ранее моди-

фицирован (т.е. мутантным или рекомбинантным микроорганизмом). Микроорганизм по данному изо-

бретению можно также модифицировать для экспрессии или сверхэкспрессии одного или большего ко-

личества ферментов, которые не были экспрессированы или сверхэкспрессированы в родительском мик-

роорганизме. Аналогичным образом микроорганизм по данному изобретению можно модифицировать 

для того, чтобы он содержал один или большее количество генов, которых не было в родительском мик-

роорганизме. Микроорганизм по данному изобретению можно также модифицировать с целью отсутст-

вия экспрессии или экспрессии более низкого уровня одного или большего количества ферментов, кото-

рые были экспрессированы в родительском микроорганизме. В одном варианте осуществления данного 

изобретения родительский микроорганизм представляет собой Clostridium autoethanogenum, Clostridium 

ljungdahlii или Clostridium ragsdalei. В предпочтительном варианте осуществления данного изобретения 

родительский микроорганизм представляет собой Clostridium autoethanogenum LZ1561, который был де-

понирован 7 июня 2010 г. в Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), 

расположенным по адресу Inhoffenstraß 7B, D-38124 Braunschwieg, Германия, 7 июня 2010 г. в соответст-

вии с условиями Будапештского договора и получил номер доступа DSM23693. 

Термин "производный от" указывает, что нуклеиновая кислота, белок или микроорганизм модифи-

цированы или адаптированы из другой (например, родительской или дикого типа) нуклеиновой кислоты, 

белка или микроорганизма с целью получения новой нуклеиновой кислоты, белка или микроорганизма. 

Такие модификации или адаптации обычно включают в себя вставку, делецию, мутацию или замещение 

нуклеиновых кислот или генов. Как правило, микроорганизм по данному изобретению является произ-

водным от родительского микроорганизма. В одном варианте осуществления данного изобретения мик-

роорганизм по данному изобретению является производным от Clostridium autoethanogenum, Clostridium 

ljungdahlii или Clostridium ragsdalei. В предпочтительном варианте осуществления данного изобретения 

микроорганизм по данному изобретению является производным от Clostridium autoethanogenum LZ1561, 

который депонирован в DSMZ под номером доступа DSM23693. 

Микроорганизм по данному изобретению можно дополнительно классифицировать на основе 

функциональных характеристик. Например, микроорганизм по данному изобретению может представ-

лять собой или может быть производным от С1-фиксирующего микроорганизма, анаэроба, ацетогена, 

этанологена, карбоксидотрофа и/или метанотрофа. В таблице ниже представлен репрезентативный пере-

чень микроорганизмов и указаны их функциональные характеристики. 
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1
 Acetobacterium woodi может продуцировать этанол из фруктозы, но не 

из газа. 
2
 Не изучено, может ли Clostridium magnum расти на СО. 

3
 Один штамм Moorella thermoacetica, Moorella sp. HUC22-1, как сооб-

щается, продуцирует этанол из газа. 
4
 Не изучено, может ли Sporomusa ovata расти на СО. 

5
 Не изучено, может ли Sporomusa silvacetica расти на СО. 

6
 Не изучено, может ли Sporomusa sphaeroides расти на СО. 

"С1" относится к молекуле с одним углеродом, например СО, СО2, СН4 или СН3ОН. "С1-оксигенат" 

относится к молекуле с одним углеродом, которая также содержит по меньшей мере один атом кислоро-

да, например СО, СО2 или СН3ОН. "Источник С1-углерода" относится к одной молекуле углерода, кото-

рая служит в качестве частичного или единственного источника углерода для микроорганизма по данно-

му изобретению. Например, источник С1-углерода может содержать один или большее количество из 

СО, СО2, СН4, СН3ОН или СН2О2. Предпочтительно источник С1-углерода содержит один или оба из СО 

и СО2. "С1-фиксирующий микроорганизм" представляет собой микроорганизм, который обладает спо-

собностью продуцировать один или большее количество продуктов из источника С1-углерода. Как пра-

вило, микроорганизм по данному изобретению представляет собой С1-фиксирующую бактерию. В пред-

почтительном варианте осуществления данного изобретения микроорганизм по данному изобретению 

является производным от С1-фиксирующего микроорганизма, указанного в таблице выше. 

"Анаэроб" представляет собой микроорганизм, который не требует кислорода для роста. Анаэроб 

может отрицательно реагировать или даже погибнуть, если кислород присутствует выше определенного 

порога. Как правило, микроорганизм по данному изобретению представляет собой анаэроб. В предпоч-

тительном варианте осуществления данного изобретения микроорганизм по данному изобретению явля-

ется производным от анаэроба, указанного в таблице выше. 

"Ацетогенами" являются облигатно анаэробные бактерии, которые используют путь Вуд-

Льюнгдаля в качестве основного механизма сохранения энергии и для синтеза ацетил-КоА и продуктов, 

производных от ацетил-КоА, таких как ацетат (Ragsdale, Biochim Biophys Acta, 1784:1873-1898, 2008). 

Ацетогены используют путь ацетил-КоА как 

(1) механизм редуктивного синтеза ацетил-КоА из СО2; 

(2) процесс сохранения энергии, связанный с акцепцией терминальнх электронов; 

(3) механизм фиксации (ассимиляции) СО2 в синтез клеточного углерода (Drake, Ацетогенные про-



040778 

- 9 - 

кариоты, в "Прокариоты", 3-е издание, стр. 354, New York, NY, 2006). 

Все природные ацетогены являются С1-фиксирующими, анаэробными, автотрофными и неметано-

трофными. Как правило, микроорганизм по данному изобретению является ацетогеном. В предпочти-

тельном варианте осуществления данного изобретения микроорганизм по данному изобретению является 

производным от ацетогена, указанного в таблице выше. 

"Этанологен" представляет собой микроорганизм, который продуцирует или способен продуциро-

вать этанол. Как правило, микроорганизм по данному изобретению является этанологеном. В предпочти-

тельном варианте осуществления данного изобретения микроорганизм по данному изобретению является 

производным от этанологена, указанного в таблице выше. 

"Автотроф" представляет собой микроорганизм, способный расти в отсутствие органического угле-

рода. Вместо него автотрофы используют неорганические источники углерода, такие как СО и/или СО2. 

Как правило, микроорганизм по данному изобретению является автотрофом. В предпочтительном вари-

анте осуществления данного изобретения микроорганизм по данному изобретению является производ-

ным от автотрофа, указанного в таблице выше. 

"Карбоксидотроф" представляет собой микроорганизм, способный использовать СО в качестве 

единственного источника углерода. Как правило, микроорганизм по данному изобретению является кар-

боксидотрофом. В предпочтительном варианте осуществления данного изобретения микроорганизм по 

данному изобретению является производным от карбоксидотрофа, указанного в таблице выше. 

"Метанотроф" представляет собой микроорганизм, способный использовать метан в качестве един-

ственного источника углерода и энергии. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения 

микроорганизм по данному изобретению является производным от метанотрофа. 

В более широком смысле микроорганизм по данному изобретению может быть производным от 

любого рода или вида, указанного в таблице выше. 

В предпочтительном варианте осуществления данного изобретения микроорганизм по данному 

изобретению является производным от группы Clostridia, содержащий вид Clostridium autoethanogenum, 

Clostridium ljungdahlii и Clostridium ragsdalei. Эти виды были впервые описаны и охарактеризованы 

Abrini, Arch. Microbiol., 161: 345-351, 1994(Clostridium autoethanogenum), Tanner, Int. J. System Bacteriol., 

43:232-236, 1993 (Clostridium ljungdahlii), и Huhnke, WO 2008/028055 (Clostridium ragsdalei). 

Эти три вида имеют много общих характеристик. В частности, все эти виды являются  

С1-фиксирующими анаэробными, ацетогенными, этанологенными и карбоксидотрофными представите-

лями рода Clostridium. Эти виды имеют сходные генотипы и фенотипы, а также пути сохранения энергии 

и ферментативного метаболизма. Более того, эти виды группируются в группу I гомологии клостриаль-

ной рРНК с ДНК 16S рРНК, которая является более чем на 99% идентичной, имеют показатель содержа-

ния ДНК G+С, составляющий 22-30 мол.%, являются грамположительными, имеют сходную морфоло-

гию и размер (логарифмический рост клеток между 0,5-0,7×3- мкм), являются мезофильными (оптималь-

но растут при 30-37°С), имеют сходные диапазоны рН 4-7,5 (с оптимальным рН 5,5-6), не содержат ци-

тохромов и сохраняют энергию посредством комплекса Rnf. Кроме того, для этих видов было доказано 

восстановление карбоновых кислот до их соответствующих спиртов (Perez, Biotechnol. Bioeng.,  

110:1066-1077, 2012). Важно отметить, что эти виды также демонстрируют сильный автотрофный рост 

на СО-содержащих газах, продуцируют этанол и ацетат (или уксусную кислоту) в качестве основных 

продуктов ферментации, а при определенных условиях продуцируют небольшие количества  

2,3-бутандиола и молочной кислоты. 
Однако эти три вида также имеют ряд отличий. Эти виды были выделены из разных источников: 

Clostridium autoethanogenum - из кишечника кролика, Clostridium ljungdahlii - из мусора двора для кур, a 

Clostridium ragsdalei - из осадка пресноводного водоема. Эти виды отличаются использованием различ-

ных сахаров (например, рамнозы, арабинозы), кислот (например, глюконата, цитрата), аминокислот (на-

пример, аргинина, гистидина) и других субстратов (например, бетаина, бутанола). Более того, эти виды 

отличаются ауксотрофией относительно некоторых витаминов (например, тиамина, биотина). Эти виды 

имеют различия в нуклеиновых и аминокислотных последовательностях генов и белков пути  

Вуда-Льюнгдаля, хотя общая организация и количество этих генов и белков оказались одинаковыми у 

всех видов Köрке, Curr. Opin. Biotechnol., 22:320-325, 2011). 

Таким образом, в целом многие характеристики Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii 

или Clostridium ragsdalei не являются специфическими для этого вида, но являются довольно общими 

характеристиками для этого кластера С1-фиксирующих, анаэробных, ацетогенных, этанологенных и 

карбоксидотрофных представителей рода Clostridium. Однако, поскольку эти виды являются по сути раз-

личными, генетическая модификация или манипуляция одним из этих видов может не иметь одинаково-

го эффекта у другого из этих видов. Например, могут наблюдаться различия в росте, функциональности 

или продуцировании продукта. 

Микроорганизм по данному изобретению также может быть производным от изолята или мутанта 

Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii или Clostridium ragsdalei, изоляты и мутанты Clostrid-

ium autoethanogenum включают в себя JA1-1 (DSM10061) (Abrini, Arch. Microbiol., 161:345-351, 1994), 
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LBS1560 (DSM19630) (WO 2009/064200) и LZ1561 (DSM23693). Изоляты и мутанты Clostridium ljung-

dahlii включают в себя АТСС 49587 (Tanner, Int. J. Syst. Bacteriol., 43:232-236, 1993), PETCT (DSM13528, 

ATCC 55383), ERI-2 (ATCC 55380) (US 5593886), C-01 (ATCC 55988) (US 6368819), O-52 (ATCC 55989) 

(US 6368819) и OTA-1 (Tirado-Acevedo, Продуцирование биоэтанола из синтез-газа с применением Clos-

tridium ljungdahlii, диссертация на соискание научной степени кандидата наук, Государственный универ-

ситет Северной Каролины, 2010). Изоляты и мутанты Clostridium ragsdalei включают в себя PI 1 (ATCC 

BAA-622, ATCC PTA-7826) (WO 2008/028055). 

"Субстрат" относится к углероду и/или источнику энергии для микроорганизма по данному изобре-

тению. Как правило, субстрат является газообразным и содержит источник С1-углерода, например СО, 

СО2 и/или СН4. Предпочтительно субстрат содержит источник С1-углерода или СО+СО2. Субстрат мо-

жет дополнительно содержать другие не углеродные компоненты, такие как Н2, N2, или электроны. 

Как правило, субстрат содержит по меньшей мере некоторое количество СО, такое как 1, 2, 5, 10, 

20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 или 100 мол.% СО. Субстрат может содержать диапазон СО, такой как 20-80, 

30-70 или 40-60 мол.% СО. Предпочтительно субстрат содержит 40-70 мол.% СО (например, газ для ста-

леплавления или доменный газ), 20-30 мол.% СО (например, газ для основной сталеплавильной печи с 

подачей кислорода) или 15-45 мол.% СО (например, синтез-газ). В некоторых вариантах осуществления 

данного изобретения субстрат может содержать относительно низкое количество СО, такое как  

1-10 или 1-20 мол.% СО. Как правило, микроорганизм по данному изобретению превращает по меньшей 

мере часть СО в субстрате в продукт. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения суб-

страт не содержит или по существу не содержит (<1 мол.%) СО. 

Субстрат может содержать некоторое количество Н2. Например, субстрат может содержать 1, 2, 5, 

10, 15, 20 или 30 мол.% Н2. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения субстрат может 

содержать относительно высокое количество Н2, например 60, 70, 80 или 90 мол.% Н2. В дополнитель-

ных вариантах осуществления данного изобретения субстрат не содержит или по существу не содержит 

(<1 мол.%) Н2. 

Субстрат может содержать некоторое количество СО2. Например, субстрат может содержать  

1-80 или 1-30 мол.% СО2. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения субстрат может 

содержать менее 20, 15, 10 или 5 мол.% СО2. В другом варианте осуществления данного изобретения 

субстрат не содержит или по существу не содержит (<1 мол.%) СО2. 

Несмотря на то что субстрат обычно является газообразным, субстрат также может быть предло-

жен в альтернативных формах. Например, субстрат может быть растворен в жидкости, насыщенной  

СО-содержащим газом, с помощью генератора микропузырьковой дисперсии. В качестве дополнитель-

ного примера субстрат может быть адсорбирован на твердой подложке. 

Субстратом и/или источником С1-углерода может быть отработанный газ, полученный в качестве 

побочного продукта промышленного процесса или полученный из какого-либо другого источника, на-

пример из автомобильных выхлопных газов или газификации биомассы. В некоторых вариантах осуще-

ствления данного изобретения промышленный процесс выбирают из группы, состоящей из производства 

изделий из черных металлов, например, сталелитейного производства, производства цветных металлов, 

процессов переработки нефти, газификации угля, производства электроэнергии, производства углерод-

ной сажи, производства аммиака, производства метанола и производства кокса. В этих вариантах осуще-

ствления данного изобретения субстрат и/или источник С1-углерода может быть отобран из промыш-

ленного процесса до его выброса в атмосферу с помощью любого удобного способа. 

Субстратом и/или источником С1-углерода может быть синтез-газ, такой как синтез-газ, получен-

ный путем газификации угля или остатков процесса нефтепереработки, газификации биомассы или лиг-

ноцеллюлозного материала, или риформинга природного газа. В другом варианте осуществления данно-

го изобретения синтез-газ может быть получен из газификации бытовых твердых отходов или промыш-

ленных твердых отходов. 

Композиция субстрата может оказать значительное влияние на эффективность и/или стоимость ре-

акции. Например, присутствие кислорода (O2) может снизить эффективность анаэробного ферментаци-

онного процесса. В зависимости от композиции субстрата, может оказаться желательным обработать, 

почистить или отфильтровать субстрат для удаления любых нежелательных примесей, таких как токси-

ны, нежелательных компонентов или пылевых частиц, и/или увеличить концентрацию желаемых компо-

нентов. 

Микроорганизм по данному изобретению может быть культивирован для продуцирования одного или 

большего количества продуктов. Например, Clostridium autoethanogenum продуцирует или может быть 

сконструирована для продуцирования этанола (WO 2007/117157), ацетата (WO 2007/117157), бутанола 

(WO 2008/115080 и WO 2012/053905), бутирата (WO 2008/115080), 2,3-бутандиола (WO 2009/151342), лак-

тата (WO 2011/112103), бутена (WO 2012/024522), бутадиена (WO 2012/024522), метилэтилкетона  

(2-бутанона) (WO 2012/024522 и WO (WO 2012/026833), ацетона (WO 2012/115527), изопропанола  

(WO 2012/115527), липидов (WO 2013/036147), 3-гидроксипропионата (3-НР) (WO 2013/180581), изопрена 

(WO 2013/180584), жирных кислот (WO 2013/191567), 2-бутанола (WO 2013/185123), 1,2-пропандиола  
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(WO 2014/0369152) и 1-пропанола (WO 2014/0369152). В дополнение к одному или большему количест-

ву целевых продуктов микроорганизм по данному изобретению может также продуцировать этанол, аце-

тат и/или 2,3-бутандиол. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения микробная био-

масса сама по себе может считаться продуктом. 

"Нативный продукт" представляет собой продукт, который продуцируется генетически немодифи-

цированным микроорганизмом. Например, этанол, ацетат и 2,3-бутандиол являются нативными продук-

тами Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii и Clostridium ragsdalei. "Ненативный продукт" 

представляет собой продукт, который продуцируется генетически модифицированным микроорганиз-

мом, но не продуцируется генетически немодифицированным микроорганизмом, из которого получен 

генетически модифицированный микроорганизм. 

"Селективность" относится к соотношению продуцирования целевого продукта к продуцированию 

всех продуктов ферментации, которые продуцируются микроорганизмом. Микроорганизм по данному 

изобретению может быть сконструирован для продуцирования продуктов с определенной селективно-

стью или с минимальной селективностью. В одном варианте осуществления данного изобретения целе-

вой продукт составляет по меньшей мере 5, 10, 15, 20, 30, 50 или 75% всех продуктов ферментации, про-

дуцируемых микроорганизмом по данному изобретению. В одном варианте осуществления данного изо-

бретения целевой продукт составляет по меньшей мере 10% всех продуктов ферментации, продуцируе-

мых микроорганизмом по данному изобретению, вследствие чего микроорганизм по данному изобрете-

нию имеет селективность для целевого продукта по меньшей мере 10%. В другом варианте осуществле-

ния данного изобретения целевой продукт составляет по меньшей мере 30% всех продуктов фермента-

ции, продуцируемых микроорганизмом по данному изобретению, вследствие чего микроорганизм по 

данному изобретению имеет селективность для целевого продукта по меньшей мере 30%. 

Термины "повышение эффективности", "повышенная эффективности" и т.п. включают в себя, но не 

ограничиваются ими, увеличение удельной скорости роста, скорости продуцирования или объема про-

дукта, объема продукта на объем потребляемого субстрата или селективности продукта. Эффективность 

можно измерить относительно характеристик родительского микроорганизма, из которого получен мик-

роорганизм по данному изобретению. 

Термины "продуктивность" или "скорость продуцирования" представляют собой объемный выход 

продукта. В непрерывных системах объемный выход продукта рассчитывается как отношение концен-

трации стационарного состояния продукта и времени отстаивания жидкости. В периодических системах 

объемный выход продукта рассчитывается как концентрация и время, необходимые для получения ука-

занной концентрации в периодической системе. Объемный выход продукта регистрировали как г/л/сут. 

Как правило, культивирование осуществляли в биореакторе. Термин "биореактор" включает в себя 

устройство для культивирования/ферментации, состоящее из одного или большего количества сосудов, 

стоек или системы трубок, например, проточный химический реактор с мешалкой (ПХМР), реактор им-

мобилизованных клеток (РИК), реактор с орошаемым слоем (РОС), барботажная колонна, газлифтный 

ферментер, статический смеситель или другой сосуд или другое устройство, подходящее для контакта 

газ-жидкость. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения биореактор может содержать 

первый реактор роста и второй реактор культивирования/ферментации. Субстрат может помещен в один 

или оба из этих реакторов. В данном контексте термины "культивирование" и "ферментация" применя-

ются взаимозаменяемо. Эти термины охватывают как фазу роста, так и фазу биосинтеза продукта в про-

цессе культивирования/ферментации. 

Как правило, культуру обычно поддерживают в водной культуральной среде, которая содержит пи-

тательные вещества, витамины и/или минералы, необходимые для роста определенного микроорганизма. 

Предпочтительно водная культуральная среда представляет собой анаэробную среду для микробного 

роста, такую как минимальная анаэробная среда для микробного роста. Подходящие среды хорошо из-

вестны в данной области техники. 

Культивирование/ферментацию желательно проводить в подходящих условиях для продуцирова-

ния целевого продукта. Как правило, культивирование/ферментацию проводят в анаэробных условиях. 

Рассматриваемые условия реакции включают в себя давление (или парциальное давление), температуру, 

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

скорость перемешивания (при применении проточного химического реактора с мешалкой), уровень ино-

кулята, максимальные концентрации газового субстрата для обеспечения того, что газ в жидкой фазе не 

становится предельным, а также максимальные концентрации продукта во избежание ингибирования 

продукта. В частности, скорость введения субстрата может контролироваться для обеспечения того, что 

концентрация газа в жидкой фазе не станет предельной, поскольку продукты могут потребляться культу-

рой в условиях предельного газа. 

Эксплуатация биореактора при повышенных показателях давления позволяет увеличить скорость 

переноса газовой массы из газовой фазы в жидкую фазу. Соответственно, как правило, предпочтительно 

осуществлять культивирование/ферментацию при показателях давления выше атмосферного. Кроме то-

го, поскольку данная скорость конверсии газа частично зависит от времени удерживания субстрата, а 

время удерживания определяет требуемый объем биореактора, применение систем под давлением может 
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значительно уменьшить объем необходимого биореактора и, следовательно, снизить капитальные затра-

ты на оборудование для культивирования/ферментации. Это, в свою очередь, означает, что время удер-

живания, определяемое как объем жидкости в биореакторе, деленное на скорость потока входного газа, 

может быть уменьшено, когда биореакторы поддерживаются при повышенном давлении, а не при атмо-

сферном давлении. 

Оптимальные условия реакции будут частично зависеть от конкретного применяемого микроорга-

низма. Однако в целом предпочтительнее управлять ферментацией при давлении выше атмосферного. 

Кроме того, поскольку данная скорость конверсии газа частично зависит от времени удерживания суб-

страта, а достижение желаемого времени удерживания, в свою очередь, определяет требуемый объем 

биореактора, применение систем под давлением может значительно уменьшить объем необходимого 

биореактора и, следовательно, снизить капитальные затраты на оборудование для ферментации. 

Целевые продукты могут быть отделены или очищены от ферментационной среды с помощью лю-

бого способа или комбинации способов, известных в данной области техники, включая, например, фрак-

ционную перегонку, испарение, испарение через полупроницаемую мембрану, отдувку газом, разделение 

фаз и экстракционную ферментацию, включая, например, экстракция жидкости жидкостью. В некоторых 

вариантах осуществления данного изобретения целевые продукты извлекают из ферментационной среды 

путем непрерывного удаления части среды из биореактора, отделения микробиологических клеток от 

среды (удобно путем фильтрации) и извлечения одного или большего количества целевых продуктов из 

среды. Спирты и/или ацетон можно извлечь, например, путем перегонки. Кислоты можно извлечь, на-

пример, путем адсорбции на активированном угле. Отдельные микробные клетки предпочтительно воз-

вращают в биореактор. Не содержащий клеток пермеат, оставшийся после удаления целевых продуктов, 

также предпочтительно возвращают в биореактор. Дополнительные питательные вещества (такие как 

витамины группы В) можно добавить в пермеат, не содержащий клеток, для пополнения среды до ее воз-

вращения в биореактор. 

Термин "кислота", "кислоты" и т.п., когда речь идет о добавлении "кислоты" в культуру или биоре-

актор в соответствии с данным изобретением, широко применяется в данном документе и включает в 

себя любые монокарбоновые и дикарбоновые кислоты. Поэтому ссылку на добавление или продуциро-

вание эквивалентных следует применять для включения ссылки на кислоту или смесь. Например, ссылку 

на термин "ацетат" следует применять, чтобы включить уксусную кислоту и наоборот. Отношение моле-

кулярной кислоты к карбоксилату в ферментационной среде зависит от рН системы. Примеры кислот 

включают в себя уксусную кислоту, пропионовую кислоту, n-масляную кислоту, n-пентановую кислоту, 

n-гексановую кислоту и бензойную кислоту. 

В настоящем изобретении предлагаются способы повышения эффективности ферментации. Авторы 

изобретения обнаружили, что добавление определенных аминокислот в количестве, превышающем по-

требности клеток к микробной культуре, оказывает существенное влияние на рост культуры. Кроме того, 

авторы изобретения указали, что это избыточное добавление аминокислот позволяет увеличить продук-

цию продуктов ферментации, особенно продуктов ферментации с высокими потребностями в энер-

гии/АТФ. 

В настоящем изобретении предлагаются способы повышения эффективности ферментации. Авторы 

изобретения обнаружили, что добавление аргинина в количестве, превышающем потребности клеток к 

микробной культуре, оказывает существенное влияние на рост культуры. Кроме того, авторы изобрете-

ния указали, что это избыточное добавление аргинина позволяет увеличить продукцию продуктов фер-

ментации, особенно продуктов ферментации с высокими потребностями в энергии/АТФ. 

Не желая быть связанными теорией, полагают, что эффект повышения скорости роста при добавле-

нии аргинина является результатом продукции АТФ при катаболизме аргинина микроорганизмом. Арги-

нин катаболизируется либо по пути аргининдезиминазы (ADI), либо по пути аргининдекарбоксилазы. 

Катаболизм аргинина посредством аргининдезиминазы происходит по следующему механизму: 

 
Катаболизм аргинина по пути ADI приводит к продуцированию аммония, СО2 и АТФ. 

Катаболизм аргинина по пути аргининдекарбоксилазы происходит по следующему механизму: 

 
Полученная в результате катаболизма аргинина продукция АТФ позволяет увеличить профиль рос-

та микроорганизма. 
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Не желая быть связанными теорией, авторы полагают, что хотя катаболизм аргинина обеспечивает 

потребности микроорганизма в АТФ для своего роста, аргинин не используется в качестве источника 

углерода микроорганизмом, скорее используемый источник углерода является углеродным компонентом 

С1-содержащего газа. 

Способы микробной ферментации С1-содержащих газообразных субстратов для получения продук-

тов, таких как этанол и ацетат, широко известны в данной области техники. Такие способы обеспечивают 

средство для продуцирования коммерчески выгодных видов топлива из газов промышленных отходов, 

содержащих источники углерода С1. Как правило, эти процессы обычно включают подачу газообразного 

субстрата, содержащего, например, СО, в биореактор, содержащий культуру по меньшей мере одного 

ацетогенного карбоксидотрофного микроорганизма в жидкой питательной среде. Газообразный субстрат 

подвергают анаэробной ферментации с целью продуцирования спиртов, кислот и их смесей. Жидкая пи-

тательная среда, применяемая в биореакторе, как правило, содержит различные питательные вещества, 

которые поддерживают рост по меньшей мере одного ацетогенного карбоксидотрофного микроорганиз-

ма и используются в метаболических путях одного или большего количества микроорганизмов для про-

дуцирования спиртов. Примеры таких питательных веществ включают в себя MgCl, CaCl, KCl, Н3РО4, 

Fe, Ni, Zn, Mn, B, W, Se и т.д. 

Также известно, что штаммы Clostridium могут быть генетически модифицированы с целью обеспе-

чения продуцирования ряда других полезных продуктов, включая сукцинат, метилэтилкетон (MEK),  

2-бутанол, пропандиол, 2-пропанол, изопропанол, изопрен, ацетоин, изобутанол, цитрамалат, бутадиен, а 

также полимолочную кислоту, ацетон, бутанол, изобутилен, 3-гидроксипропионат (3НР) и жирные ки-

слоты. 

Неожиданно авторами был обнаружен тот факт, что увеличение концентрации аргинина, добавляе-

мого в микробную культуру, повышает профиль роста микроорганизма и увеличивает количество  

АТФ-емких продуктов, которые могут продуцироваться указанной культурой. 

Один из вариантов осуществления данного изобретения включает в себя добавление в жидкую пи-

тательную среду аргинина, при этом количество аргинина, содержащегося в жидкой питательной среде, 

превышает потребности клетки С1-фиксирующего микроорганизма. Добавление аргинина в количестве, 

превышающем потребности клетки С1-фиксирующего микроорганизма, приводит к увеличению удель-

ной скорости роста микробной культуры. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения 

удельная скорость роста С1-фиксирующего микроорганизма увеличивается по меньшей мере на 10%, 

или по меньшей мере на 20%, или по меньшей мере на 30%, или по меньшей мере на 40%, или по мень-

шей мере на 50%, или по меньшей мере на 60%, или по меньшей мере на 70% по сравнению с микроор-

ганизмом без избытка аргинина. 

Потребность в аргинина клеток микроорганизма можно оценить путем определения аминокислот-

ного состава биомассы после гидролиза биомассы и анализа аминокислот. 

Было продемонстрировано, что при увеличении концентрации аргинина в жидких питательных 

средах от концентрации, эквивалентной потребности клеток, до концентрации, превышающей 1000 раз 

(или более) потребности для синтезе биомассы, время удвоения микроорганизма уменьшалось. В неко-

торых вариантах осуществления данного изобретения время удвоения культуры, получаемое при избыт-

ке аргинина, уменьшалось до 3,5 ч по сравнению с временем удвоения в 7,3 ч в культуре без избытка 

аргинина. Не желая быть связанными теорией, авторы также полагают, что увеличение концентрации 

аргинина в 2-80 раз (или более) выше потребности клеток повышает объем выхода АТФ-емких продук-

тов ферментации. В некоторых вариантах данного изобретения аргинин добавляют в культуру в количе-

стве, превышающем потребности для синтеза биомассы от 2 до 1000 раз, или от 2 до 800 раз, или от 2 до 

500 раз, или от 2 до 100 раз, или от 2 до 50 раз, или от 2 до 10 раз, или от 50 до 1000 раз, или от 50 до  

800 раз, или от 50 до 600 раз, или от 50 до 500 раз, или от 50 до 300 раз, или от 50 до 200 раз, или от 50 до 

100 раз, или от 100 до 1000 раз, или от 100 до 800 раз, или от 100 до 600 раз, или от 100 до 500 раз, или от 

100 до 300 раз, или от 100 до 200 раз. 

Что касается фактической концентрации, то среди широкого спектра вариантов осуществления 

данного изобретения представлен вариант, в котором концентрация аргинина в жидкой питательной сре-

де составляет от 20 мг/л до 20 г/л. В конкретных вариантах осуществления данного изобретения концен-

трация аргинина поддерживается на уровне по меньшей мере 20 мг/л, или по меньшей мере 100 мг/л, или 

по меньшей мере 300 мг/л, или по меньшей мере 500 мг/л, или по меньшей мере 1 г/л, или по меньшей 

мере 2 г/л, или по меньшей мере 3 г/л, или по меньшей мере 4 г/л, или по меньшей мере 5 г/л, или по 

меньшей мере 10 г/л, или по меньшей мере 20 г/л. В некоторых вариантах осуществления данного изо-

бретения концентрация аргинина поддерживается на уровне от 20 мг/л до 20 г/л, или от 100 мг/л до 20 

г/л, или от 500 мг/л до 20 г/л, или от 500 мг/л до 10 г/л, или от 1 до 10 г/л, или от 5 до 10 г/л, или от 5 до 20 

г/л. В определенном варианте осуществления данного изобретения аргинин добавляют в культуру таким 

образом, что потребление аргинина культурой составляет по меньшей мере 20 мг аргинина на грамм су-

хого веса клеток, или по меньшей мере 100 мг аргинина на грамм сухого веса клеток, или по меньшей 

мере 1 г аргинина на грамм сухого веса клеток, или по меньшей мере 5 г аргинина на грамм сухого веса 

клеток, или по меньшей мере 10 г аргинина на грамм сухого веса клеток. В некоторых вариантах осуще-



040778 

- 14 - 

ствления данного изобретения аргинин добавляют в культуру таким образом, что потребление аргинина 

культурой составляет от 20 мг до 20 г/г сухого веса клеток, или от 100 мг до 20 г/г сухого веса клеток, 

или от  

1 до 10 г/г сухого веса клеток. 

В некоторых вариантах осуществления данного изобретения по меньшей мере 0,012 г аргинина по-

требляется культурой для получения 1 г биомассы. В некоторых вариантах осуществления данного изо-

бретения потребность клеток в аргинине для синтеза биомассы составляет от 0,012 г/г биомассы до 24 г/г 

биомассы. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения потребность в аргинине для син-

теза биомассы составляет по меньшей мере 0,012 г/г биомассы, или по меньшей мере 0,024 г/г биомассы, 

до 0,048 г/г биомассы, или по меньшей мере 0,120 г/г биомассы, или по меньшей мере 0,24 г/г биомассы, 

или по меньшей мере 0,48 г/г биомассы, или по меньшей мере 1,2 г/г биомассы, или по меньшей мере  

2,4 г/г биомассы, или по меньшей мере 4,8 г/г биомассы, или по меньшей мере 12 г/г биомассы. 

В некоторых вариантах осуществления данного изобретения увеличение концентрации аргинина в 

жидкой питательной среде от 2 до 80 раз (или более) выше потребности клеток увеличивает время уд-

воения микроорганизма по меньшей мере на 10%, или по меньшей мере на 20%, или по меньшей мере на 

30%, или по меньшей мере на 40%, или по меньшей мере на 50%, или по меньшей мере на 60%, или по 

меньшей мере на 70%. 

Когда концентрацию аргинина увеличивали до концентрации, которая была выше потребности кле-

ток Clostridium autoethanogenum, продуцирование ацетата микроорганизмом снижалось. Не желая быть 

связанными теорией, авторы полагают, что способность Clostridium autoethanogenum использовать арги-

нин с целью продуцирования АТФ для роста сводит к нулю необходимость микроорганизма продуциро-

вать ацетат для усвоения АТФ при добавлении аргинина. 

Описаны все ацетогенные микроорганизмы с продуцированием ацетата (Drake, Ацетогенные про-

кариоты, в "Прокариоты", 3-е издание, с. 354-420, New York, NY, Springer, 2006), поскольку продуциро-

вание ацетата дает микроорганизму возможность напрямую генерировать АТФ в результате фосфорили-

рования субстрата посредством Pta (фосфотрансацетилаза) и Ack (фосфотрансацетилаза-ацетаткиназа). В 

частности, в промышленном масштабе нежелательно, чтобы микроорганизмы продуцировали ацетат 

(или другие органические кислоты, необходимые для реакции КоА-трансферазы) в качестве побочного 

продукта, поскольку ацетат отводит углерод от целевых продуктов и таким образом влияет на эффектив-

ность и объем продуцирования целевых продуктов. Кроме того, ацетат может быть токсичным для мик-

роорганизмов и/или может служить в качестве субстрата для роста контаминирующих микроорганизмов. 

Также присутствие ацетата затрудняет извлечение и разделение целевых продуктов и контроль условий 

ферментации в пользу продуцирования целевых продуктов. 

Добавление аргинина в количестве, превышающем клеточные потребности культуры Clostridium 

autoethanogenum, приводит к значительному уменьшению продуцирования ацетата по сравнению с куль-

турой, в которую аргинин не добавляют в количестве, превышающем потребности клеток. Кроме того, 

авторы продемонстрировали, что продуцирование ацетата увеличивается в культуре, в которой источник 

аргинина полностью истощен. В одном варианте осуществления данного изобретения добавления избыт-

ка аргинина в микробную культуру уменьшает продуцирование ацетата на 20, или 30, или 40, или 50, или 

60, или 70, или 80%. 

Авторы изобретения продемонстрировали, что аргинин стехиометрически превращается в орнитин, 

вовлекаясь в путь аргининдезиминазы как механизм катаболизма аргинина. Этот путь превращает арги-

нин в орнитин, аммоний, АТФ и СО2. Усилению роста будет способствовать поставка АТФ и аммония в 

результате расщепления аргинина. В одном варианте осуществления данного изобретения предлагается 

способ повышения устойчивости процесса ферментации, при этом аргинин добавляют в микробную 

культуру в отсутствие альтернативного источника азота. 

В данной области техники хорошо известно, что для роста микроорганизма необходим азот. Как 

правило, азот добавляют в культуру в виде аммониевой соли или гидроксида аммония. Как правило, ам-

миак получают в результате процесса Хабера, который характеризуется следующей реакцией: 

 
В настоящее время аммиак продуцируется в основном из природного газа и угля. В типичном спо-

собе продуцирования аммиака из природного газа водород поступает из природного газа, а азот получа-

ют из атмосферы. Природный газ продуцирует парниковые газы, поэтому, хотя сам аммиак не продуци-

рует парниковых газов, продуцирование аммиака происходит способствует этому. Желательным являет-

ся обнаружение и использование источников аммиака, которые являются полностью возобновляемыми. 

(http://www.agmrc.org/renewable_energy/renewable_energy/ammonia-as-a-transportation-fuel/). Стоимость 

гидроксида аммония (от 28,0 до 30,0 мас./мас.) определяется в диапазоне 9600 долларов США за 1000 кг. 

Аргинин (L-аргинин) впервые выделили из экстракта проростков люпина в 1886 г. Позднее было 

установлено, что он широко распространен в пищевых продуктах и кормах. Аргинин можно получить 

различными способами, включая гидролиз белков, химический синтез и микробиологический синтез. 

Большую часть L-аргинина получают путем прямой ферментации с использованием возобновляемых 
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источников углерода (Jn.nutrition.org/content/134/10/2854S.full). 

Выявленный путь по примеру 3 позволяет превратить 1 моль аргинина в 3 моля аммиака. Таким об-

разом, аргинин может обеспечить альтернативный источник азота для бактерий, обеспечивая наличие 

аммиака непосредственно в метаболизме, сохраняя при этом преимущества, описанные выше. Поскольку 

1 молекула аргинина может быть разбита на 3 молекулы аммиака, более низкие требуемые количества 

приведут к значительной экономии затрат в результате более дешевой стоимости аргинина (стоимость 

99% аргинина пищевой ценности составляет около ~17-18 тыс. долларов США/1000 кг, в то время как 

стоимость 30% промышленного аммиака составляет ~10-11 тыс. долларов США/1000 кг от Sigma Aldrich 

или Fisher) и обусловят упрощенное обращение. Кроме того, аргинин может быть получен устойчивым 

из биологических источников, например, путем ферментации (Т. Utagawa, J. Nutr., 2004, 134, 2854S-2857). 

Путь аргининдезиминазы осуществляется посредством трех ферментативных стадий, катализируе-

мых аргининдезиминазой (ЕС 3.5.3.6), карбомилтрансферазой (орнитинкарбомилтрансферазой, путрес-

цинкарбомилтрансферазой) (ЕС 2.1.3.3) и карбаматкиназой (ЕС 2.7.2.2). Соответствующие ферменты 

были идентифицированы в геноме С. autoethanogenum. 

В другом аспекте данного изобретения дополнительно предлагается генетически сконструированная 

С1-фиксирующая бактерия, содержащая оптимизированный путь аргининдезиминазы. В одном варианте 

осуществления данного изобретения предлагается генетически сконструированная С1-фиксирующая бак-

терия, содержащая один или большее количество ферментов, выбранных из группы, состоящей из арги-

ниндезиминазы (ЕС 3.5.3.6), карбомилтрансферазы (орнитинкарбомилтрансферазы, путресцинкарбомил-

трансферазы) (ЕС 2.1.3.3) и карбаматкиназы (ЕС 2.7.2.2), при этом каждый фермент представляет собой 

сверхэкспрессированный эндогенный фермент, мутированный эндогенный фермент или экзогенный 

фермент. В конкретных вариантах осуществления данного изобретения С1-фиксирующая бактерия пред-

ставляет собой бактерию Clostridium. В конкретных вариантах осуществления данного изобретения бак-

терия представляет собой Clostridium autoethanogenum. 

Не желая быть связанными теорией, авторы полагают, что для повышения эффективности пути, в 

частности, если наблюдается накопление промежуточных соединений, например цитрулина, любым спе-

циалистом в данной области техники соответствующие гены могут быть сверхэкспрессированы или гены 

из других источников могут быть введены и гетерологично экспрессированы с помощью способов, опи-

санных ранее (WO 2012/053905, WO 2012/115527, WO 2013/180584). 

В данном изобретении дополнительно предлагается способ продуцирования по меньшей мере одно-

го продукта из субстрата, при этом указанный способ включает в себя культивирование генетически 

сконструированной С1-фиксирующей бактерии, содержащей один или большее количество ферментов, 

выбранных из группы, состоящей из аргининдезиминазы (ЕС 3.5.3.6), карбомилтрансферазы (орнитин-

карбомилтрансферазы, путресцинкарбомилтрансферазы) (ЕС 2.1.3.3) и карбаматкиназы (ЕС 2.7.2.2), при 

этом каждый фермент представляет собой сверхэкспрессированный эндогенный фермент, мутированный 

эндогенный фермент или экзогенный фермент. 

В другом аспекте данного изобретения дополнительно предлагается генетически сконструирован-

ная С1-фиксирующая бактерия, содержащая один или большее количество ферментов, выбранных из 

группы, состоящей из орнитинрацемазы (ЕС 5.1.1.12), орнитинаминомутазы (ЕС 5.4.3.5),  

2,4-диаминопентаноатдегидрогеназы (ЕС 1.4.1.12) и 2-амино-4-оксопентаноаттиолазы. Не желая быть 

связанными теорией, авторы полагают, что любым специалистом в данной области техники соответст-

вующие гены могут быть сверхэкспрессированы или гены из других источников могут быть введены и 

гетерологично экспрессированы с помощью способов, описанных ранее (WO 2012/053905,  

WO 2012/115527 и WO 2013-180584). Организм также может быть адаптирован и сформирован для более 

эффективного использования орнитина, если он является адаптированным к аргинину для роста в дина-

мике. Это подтверждается наблюдаемым накоплением орнитина. 

Авторы идентифицировали репрессор аргинина, который контролирует экспрессию гена путем свя-

зывания с палиндромной операторной последовательностью, которая расположена примерно на 45 п.о. 

выше стартового кодона аргининдезиминазы. Добавление аргинина приводит к тому, что репрессор от-

вязывает операторную последовательность, что обеспечивает транскрипцию генов в направлении  

3'-операторной последовательности. В одном аспекте данного изобретения предлагается генетически 

сконструированная рекомбинантная бактерия, содержащая по меньшей мере один гетерологичный ген, 

при этом указанный гетерологичный ген вводят в направлении 3'-argR-связывающей операторной после-

довательности, при этом генная экспрессия по меньшей мере одного гетерологичного гена может быть 

активирована посредством добавление аргинина. 

В данном изобретении также предлагается способ продуцирования по меньшей мере одного про-

дукта, при этом указанный способ включает в себя добавление источника углерода в культуру содержа-

щей генетически сконструированную бактерию, содержащую по меньшей мере один гетерологичный 

ген, при этом указанный гетерологичный ген вводят в направлении 3'-argR-связывающей операторной 

последовательности, обеспечивая культуру аргинином и осуществляя ферментацию культуры. В некото-

рых вариантах осуществления данного изобретения по меньшей мере один гетерологичный ген является 

гетерологичным геном в пути биосинтеза указанного продукта. 
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В одном примере гетерологичные гены могут кодировать метаболический путь, для которого необ-

ходим АТФ для синтеза продукта. Например, мевалонатный путь представляет собой гетерологичный 

путь, который превращает ацетил-КоА в изопентенилдифосфат при стоимости 3 молей АТФ, равной 

стоимости моля изопентенилдифосфата. С помощью описанного способа экспрессию гетерологичного 

мевалонатного пути можно активировать добавлением аргинина, который также будет обеспечивать 

АТФ для мевалонатного пути путем расщепления аргинина посредством пути аргининдезиминазы. 

В другом аспекте аргинин может быть использован посредством пути декарбоксилирования арги-

нина. Не желая быть связанными теорией, авторы считают, что аргинин может быть декарбоксилирован 

в агматин и СО2 с помощью фермента аргининдекарбоксилазы. Агматин может быть затем превращен в 

N-карбамоил-путресцин с помощью фермента агматиндезиминазы, с получением также аммония.  

N-карбамоил-путресцин плюс фосфат может быть превращен в путресцин плюс карбамоилфосфат с по-

мощью фермента путресцинкарбамоилтрансферазы. Карбамоилфосфат плюс АДФ превращается в аммо-

ний+АТФ+СО2 с помощью карбаматкиназы по тому же механизму, что и в пути аргининдезиминазы. 

Чистый выход аммония и АТФ является таким, что и в пути аргининдезиминазы, но с двумя другими 

промежуточными продуктами (агматин и N-карбамоил-путресцин) и другим побочным продуктом (пут-

ресцин). Путресцин является побочным продуктом большей ценности, чем орнитин или аргинин, и мо-

жет быть использован в качестве исходного сырья для продуцирования различных полимеров, включая 

нейлон-4,6 (Qian et al., 2009, Biotechnol. Bioeng, 104, с. 651-662) и полиуретан. 

В другом аспекте бактерия является модифицированной для сверхэкспрессии одного или большего 

количества эндогенных генов, экспрессии еще одного мутированного эндогенного гена или гетерологичной 

экспрессии одного или большего количества экзогенных генов, кодирующих ферменты, выбранные из 

группы, состоящей из орнитинрацемазы, орнитинаминомутазы, субъединицы бета (OraE), орнитинаминому-

тазы, субъединицы альфа (OraS), 2,4-диаминопентаноатдегидрогеназы, 2,4-диаминопентаноатдегидрогеназы, 

2-амино-4-оксопентаноаттиолазы, субъединицы бета, 2-амино-4-оксопентаноаттиолазы, субъединицы 

альфа и функционально эквивалентных им вариантов. В альтернативном варианте бактерию можно моди-

фицировать с целью экспрессии одного или большего количества экзогенных генов, выбранных из группы, 

состоящей из орнитинрацемазы, орнитинаминомутазы, субъединицы бета (OraE), орнитин-аминомутазы, 

субъединицы альфа (OraS), 2,4-диаминопентаноатдегидрогеназы, 2,4-диаминопентаноатдегидрогеназы,  

2-амино-4-оксопентаноаттиолазы, субъединицы бета, и 2-амино-4-оксопентаноаттиолазы, субъединицы 

альфа. В предпочтительных вариантах осуществления данного изобретения эндогенные гены являются 

производными от Clostridium sticklandii (фиг. 23). Не желая быть связанными теорией, авторы полагают, 

что при экспрессии этих генов результаты приведут к повышению эффективности в пути аргининдези-

миназы, особенно когда в родительском штамме накопление наблюдается орнитина. В альтернативном 

варианте считается, что бактерия может быть адаптирована и сформирована для более эффективного 

использования орнитина. В некоторых вариантах осуществления данного изобретения бактерию выби-

рают для роста на аргинине. 

В другом аспекте бактерия содержит одну или большее количество генетических модификаций, ко-

торые разрушают транспортер аргинина:орнитина. В одном варианте осуществления данного изобрете-

ния генетическая модификация нарушает экспрессию CAETHG3023 и CAETHG3024 (Genbank GeneID: 

17336441 и 17336442, номера доступа к белку Genbank: YP_008700482.1 и YP_008700483.1). Предпочти-

тельно, генетическая модификация представляет собой нокаутную мутацию гена. Нокаут транспортера 

аргинина:орнитина приводит к уменьшению экспорта орнитина из бактериальной клетки и способствует 

метаболизму орнитина клеткой. Кроме того, бактерию можно модифицировать с целью экспрессии аль-

тернативного транспортера аргинина для импорта аргинина без экспорта орнитина. В альтернативных 

вариантах осуществления данного изобретения бактерию можно модифицировать с целью экспрессии 

импортера орнитина, чтобы обеспечить повторный захват экскретируемого орнитина. Каждый из этих 

подходов повысит способность бактерии метаболизировать орнитин. 

Пример 1 демонстрирует продуцирование аланина из аргинина микроорганизмом С. autoethano-

genum. В одном аспекте данного изобретения предлагается способ продуцирования одного или большего 

количества продуктов, производных от аланина, продуктов, производных от аланина, включая  

3-гидроксипропионат (3-НР) или акриловую кислоту. Акриловая кислота является важным промышлен-

ным продуктом и используется в полимерных флокулянтах, диспергаторах, покрытиях, красках, клеях и 

связующих материалах для кожи, бумаги и текстиля с оцениваемым мировым спросом, составляющим в 

2014 г. 5 млн т. 3-НР представляет собой платформу для акриловой кислоты, метилакриловой кислоты, 

акриламида или 1,3-пропандиола. 

В одном аспекте данного изобретения предлагается генетически сконструированная  

С1-фиксирующая бактерия, содержащая по меньшей мере один гетерологичный фермент, выбранный из 

группы, состоящей из ферментов для превращения аланина в малонилсемиальдегид и 3-НР, ферментов 

для превращения аланина в аланил-КоА, ферментов для превращения 3-НР в акрилил-КоА, ферментов 

для превращения аланил-КоА в акрилил-КоА и ферментов для превращения акрилил-КоА в акрилат. 

В конкретных вариантах осуществления данного изобретения С1-фиксирующий микроорганизм 

представляет собой ацетогенный карбоксидотрофный микроорганизм. Примеры подходящих  



040778 

- 17 - 

С1-фиксирующих микроорганизмов включают в себя Clostridium, Moorella, Oxobacter, Peptostreptococcus, 

Acetobacterium, Eubacterium или Butyribacterium. В различных вариантах осуществления данного изобре-

тения микроорганизм выбирают из группы микроорганизмов, указанных в табл. 4. 

Примеры 

Следующие примеры дополнительно иллюстрируют данное изобретение, но, разумеется, не долж-

ны толковаться как ограничивающие каким-либо образом сферу его применения. 

Таблица 1 

Среда PETC-MES, не содержащая экстракта дрожжей 
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Таблица 2 

Составы аминокислот с конечными концентрациями в г/л 

 
Пример 1. Идентификация предпочтительных аминокислот ацетоногенного С. autoethanogenum и 

увеличение темпов роста при добавлении аргинина. 

Этот пример демонстрирует, что аргинин, гистидин, аспартат и глутамат являются особенно пред-

почтительными по сравнению с другими аминокислотами и потребляются при более чем 80-кратных 

количествах, чем это необходимо для синтеза биомассы ацетоногенным С. autoethanogenum DSM10061, а 

добавление аргинина в определенную среду позволяет С. autoethanogenum расти с tD ~3 ч, что в 3 раза 

быстрее по сравнению со средой с добавлением дрожжевого экстракта (YE). 

Clostridium autoethanogenum DSM 10061 получали из DSMZ (Немецкая коллекция микроорганизмов 

и клеточных культур, Inhoffenstraße 7 В, 38124 Braunschweig, Германия). 

Бездрожжевую среду PETC-MES дополняли различными аминокислотными составами: 20АК, 7АК, 

8АК, 14АК, 12АК, 4АК и аргинином (табл. 2) - для определения того, являются ли какие-либо аминокис-

лоты поддерживающими рост. Растворы стерилизовали фильтрованием и делали бескислородными пу-

тем барботирования N2. 

Прежде всего среду 20АК разрабатывали на основе аминокислотной композиции биомассы Clostrid-

ium acetobutylicum (Lee et al. 2008) с конечными концентрациями аминокислот, теоретически поддержи-

вающими продуцирование 1 г DCW/л биомассы. 

Исследования роста проводили при серийном культивировании в объеме 50 мл среды в флаконах 

125 мл с сывороткой с применением азота в свободном пространстве при встряхивании (если не указано 

иначе) при 37°С. Оптическую плотность (ОП) измеряли при 600 нм с показанием ~0,5 вне анаэробной 

камеры по сравнению с полностью окисленной средой в качестве эталона. 

Органические кислоты, фруктозу и аминокислоты, анализировали с помощью ВЭЖХ. Количест-

венный анализ органических кислот, углеводов и спиртов проводили с помощью ион-эксклюзионной 

хроматографии с использованием системы HPLC Agilent 1200 и колонки Agilent Hiplex H (300×7,7 мм, 

PL1170-6830) с защитной колонкой (SecurityGuard Carbo-H, Phenomenex PN: AJO -4490). Как правило, 

содержание сахаров и спиртов контролировали с применением детектора коэффициента преломления 

(Agilent RID, G1362A), установленного на положительной полярности и температуре оптического блока 

40°С, в то время как содержание органических кислот контролировали при 210 нм (Agilent MWD, 

G1365B) и/или с применением детектора коэффициента преломления. 30 мкл образца вводили на колон-

ку с применением автоматического дозатора (Agilent HiP-ALS, G1367B) и температуру колонки поддер-

живали при 65°С с помощью термостатируемого отделения колонки (Agilent ТСС, G1316A). Аналиты 

элюировали изократически с применением 4 мМ H2SO4 при 0,6 мл/мин в течение 26 мин. Фруктозу, са-

харозу и глюкозу анализировали отдельно при температуре колонки 15°С и с применением воды высо-

кой степени чистоты (18,2 МП⋅см) в качестве подвижной фазы и элюировали изократически со скоро-

стью 0,4 мл/мин в течение 21 мин. Хроматограммы интегрировали с помощью ChemStation (Dietmair S., 

Timmins N.E., Gray P.P., Nielsen L.K., Kromer J.O., К количественной метаболомике клеток млекопитаю-

щих: разработка протокола извлечения метаболитов, Analytical biochemistry, 2010, 404:155-164). Содер-
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жание аминокислот анализировали и количественно определяли, как описано ранее (R.В. McQualter, С. 

Bellasio, L.K. Gebbie, L.A. Petrasovits, R.W. Palfreyman, M.P. Hodson, M.R. Plan, D.M. Blackman,  

S.M. Brumbley, L.K. Nielsen, Plant. Biotechnol. J., 2015). 

Несмотря на то что максимальная ОП, достигнутая на среде 20АК, была немного ниже (~20%), чем 

на дрожжевом экстракте, наблюдался одинаково быстрый рост (время удвоения tD≅9ч, скорость роста 

(µ=0,077) в начале ввода проб (фиг. 1). 

Анализ АК неожиданно продемонстрировал предпочтительное и быстрое использование средами 

АК аспартата, глутамата, серина, гистидина и треонина (фиг. 2). Запасы аргинина в среде быстро исто-

щались. Что более важно, серии и треонин потреблялись в более чем 6-кратном, а аспартат, глутамат, 

гистидин и аргинин - в более чем 20-кратном количестве, чем это необходимо для продуцирования био-

массы, что указывает на их использование для других целей, чем включение в биомассу. Примечательно, 

что накопление аланина вместо его потребления наблюдали на обеих средах во время роста. Исходя из 

этих результатов следующие среды с концентрациями выше в 2 и 4 раза были сконструированы так, что-

бы получить более минимальную среду, более быстрый рост и более высокую ОП: среда 14АК путем 

исключения шести АК не потребляла вообще или потребляла медленно, а среда 8АК путем восстановле-

ния аминокислот дополнительно. 

В среде 14АК с 4-кратным увеличением концентрации АК была достигнута более высокая макси-

мальная ОП по сравнению с ростом на дрожжевом экстракте (фиг. 3). Важно отметить, что максимальная 

ОП, достигнутая на среде 8АК, соответствует показателю среды 20АК, демонстрирующему, что более 

минимальный состав АК может поддерживать хороший рост. Увеличение концентрации АК положи-

тельно сказалось на времени удвоения: более быстрый и эквивалентно быстрый рост был достигнут на 

средах 14АК и 8АК соответственно по сравнению с дрожжевым экстрактом и средой 20АК (фиг. 4). 

Анализ АК подтвердил предыдущие результаты и еще раз подчеркнул важность АК аспартата, глу-

тамата, гистидина и аргинина (фиг. 5 и 6). Примечательно, что аргинин был наиболее предпочтительной 

аминокислотой, поскольку он истощался уже при ОП=0,24. Среди других АК, серии и треонин использо-

вались более быстро. Опять же на обеих средах наблюдалось значительное накопление аланина. Пред-

ставляет интерес тот факт, что орнитин также продуцировался. Аспартат, глутамат, гистидин и аргинин 

потреблялись в более чем 10-кратном количестве, чем это необходимо для продуцирования биомассы, 

что указывает на их использование для выработки энергии. 

Исходя из этих результатов две следующие среды были разработаны для получения более быстрого 

роста: среда 12АК путем исключения глутамина и триптофана из среды 14АК и увеличения концентра-

ций серина, треонина и цистеина в 8 раз, и среда, состоящая только из 4 идентифицированных АК: ас-

партата, глутамата, гистидина и аргинина - с 80-кратным увеличением концентраций по сравнению с 

средой 20АК (увеличение в 2 и 20 раз по сравнению со средой 14АК); среда 4АК, содержащая только  

"4 верхних АК" аспартата, глутамата, гистидина и аргинина с 80-кратным увеличением концентраций по 

сравнению со средой 20АК. 

Конструкция среды 4АК поддерживала более высокую максимальную ОП по сравнению со средой 

12АК и соответствовала максимальной ОП, полученной на дрожжевом экстракте и среде 20АК (фиг. 7). 

В обеих средах 4АК и 12АК быстрый рост - tD ~2,5 ч - измерялся до ОП ~0,3, после чего рост замедлял-

ся. Важно отметить, что достигнутое tD ~2,5 ч в 4 раза быстрее по сравнению с добавлением 1 г/л дрож-

жевого экстракта, что обычно применяется. 

Быстрый начальный рост с последующим замедлением объясняется истощением аргинина. Из дан-

ных анализа АК среды 12АК видно, что аргинин является предпочтительной АК, и полностью истощает-

ся при ОП=0,37 (фиг. 8). Эти данные также указывают на то, что аргинин сильно стимулировал рост вме-

сте с глутаматом, аспартатом и гистидином, поддерживая tD ~2,5 ч, что было измерено в диапазоне ОП 

от 0,1 до 0,3, в то время как рост замедлялся после истощения аргинина в диапазоне ОП от 0,3 до 0,37. 

Наблюдалось одновременное накопление орнитина. Опять же было обнаружено значительное накопле-

ние аланина. 

Замедление роста после истощения аргинина также проявлялось в среде 4АК (фиг. 9). Во время ка-

таболизма аргинина, кроме орнитина, было обнаружено также накопление цитруллина. В дополнение к 

накоплению аланина в первый раз небольшие количества (~0,3 мМ) накопленного лизина и валина, а 

также неизвестный пик (время удерживания 8,3 мин) продемонстрировали увеличение площадей пиков. 

Поскольку первоначальный быстрый рост был неожиданным, для расчета tD можно было исполь-

зовать только пару образцов. Таким образом, устройство мониторинга биомассы BugLab было прикреп-

лено к флакону с сывороткой на среде 4АК с целью осуществления непрерывного мониторинга увеличе-

ние биомассы до истощения аргинина в среде. Этот эксперимент подтвердил быстрый рост на 4АК до 

истощения аргинина, поскольку tD было рассчитано как ~2 ч (фиг. 10). 

Даже добавление аргинина приводило к очень хорошему росту с эквивалентно высокой максималь-

ной ОП, как на среде 4АК, так и на дрожжевом экстракте. Рост С. autoethanogenum DSM10061 в без-

дрожжевой среде PETC-MES с 5 г аргинина/л+5 г фруктозы/л приводил к быстрому начальному росту на 

ранней этапе (tD ~3 ч) с последующим более медленным ростом на втором этапе после истощения арги-
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нина (tD ~40 ч) (фиг. 11). 

Неожиданно было обнаружено, что во время начальной фазы быстрого роста образовывалось не-

большое количество ацетата. Продуцирование ацетата опять же связано с ростом во второй, более мед-

ленной фазе роста (фиг. 12). 

На фиг. 13 продемонстрировано быстрое использование аргинина. В дополнение к накоплению 

аланина, небольшие количества (~0,5 мМ) лизина и валина были получены аналогично среде 4АК. Тот 

же самый неизвестный пик (время удерживания 8,3 мин), наблюдаемый на среде 4АК, продемонстриро-

вал увеличение площади пиков после истощения аргинина. 

С целью получения более точного значения tD на среде с аргинином был проведен эксперимент 

BugLab для непрерывного мониторинга увеличения биомассы до расхода аргинина. Этот эксперимент 

подтвердил быстрый рост до расхода аргинина, поскольку значение tD было рассчитано как ~3 ч (фиг. 14). 

Более быстрый рост аргинина по сравнению с экстрактом дрожжей продемонстрирован на фиг. 15. 

Пример 2. Усиление аутотрофного роста при добавлении аргинина. 

Этот пример демонстрирует повышенную удельную скорость роста и меньшее количество проду-

цируемого ацетата для ацетогенного Clostridium autoethanogenum DSM 23693 при аутотрофном росте с 

добавлением аргинина. 

Clostridium autoethanogenum DSM 23693 (дериват Clostridium autoethanogenum DSM 10061; патент 

США 2013/0217096) был получен из DSMZ (Немецкая коллекция микроорганизмов и клеточных куль-

тур, Inhoffenstraße 7 В, 38124 Braunschweig, Германия). 

Рост осуществляли в среде PETC-MES без дрожжевого экстракта (табл. 1) с помощью стандартных 

анаэробных методов (Hungate, Meth. Microbiol., 3B:117-132, 1969; Wolfe, Adv. Microb. Physiol., 6:107-146, 

1971) и применением газовой смеси СО/СО2/Н2 (композиция: 50% СО, 20% СО2, 2% Н2, 28% N2) с давле-

нием в свободном пространстве 22 фунта на квадратный дюйм. 

Для изучения эффекта добавления аргинина к среде добавляли 5 г/л аргинина, а культуральный 

рост и продуцирование метаболитов при аутотрофном росте сравнивали с контролем без аргинина. 

Затем анализировали рост посредством измерения оптической плотности с помощью спектрофото-

метра Thermo Genesys 20. Метаболиты, такие как ацетат (уксусная кислота), этанол, 2,3-бутандиол или 

молочную кислоту, измеряли с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на 

Agilent LC с детектированием коэффициента преломления (RI) при 35°С. Образцы готовили путем раз-

бавления 400 мкл с 100 мкл раствора 5-сульфосалициловой кислоты (1% мас./об. в 1 М серной кислоте) с 

последующим 3-минутным центрифугированием при 14000 об/мин; супернатант переносили в стеклян-

ный флакон для анализа. Разделение проводили с помощью ввода 10 мкл на колонку Alltech IOA-2000 

(150 мм×6,5 мм×8 мкм) при 0,7 мл/мин и 65°С в изократических условиях с применением 5 мМ подвиж-

ной фазы серной кислоты. 

Эксперимент проводили в двух биологических повторах с трехкратными культурами (n=3) для ка-

ждого условия в объеме 40 мл среды во флаконах Шотта 1 л при 37°С с орбитальным встряхиванием 

(120 об/мин, орбитальное встряхивание). В каждом случае ацетогенный штамм С. autoethanogenum  

DSM 23693 предварительно культивировали в PETC-MES без дрожжевого экстракта до ОП 600 нм=0,3 и 

для инокуляции применяли одну предварительную культуру. 

В первом эксперименте соблюдались следующие условия: PETC-MES без дрожжевого экстрак-

та+синтез-газ, 22 фунта на квадратный дюйм (исходный показатель ОП 600 нм=0,005) и PETC-MES без 

дрожжевого экстракта+синтез-газ, 22 фунта на квадратный дюйм+5 г аргинина/л (исходный показатель 

ОП 600 нм=0,005). 

В повторном эксперименте культуру также инокулировали в среду с добавлением аргинина, но без 

добавления газа СО/СО2/Н2 (100% N2, 22 фунта на квадратный дюйм, в качестве свободного пространст-

ва). Этот эксперимент состоял из следующих трех условий: PETC-MES без дрожжевого экстрак-

та+синтез-газ, 22 фунта на квадратный дюйм (исходный показатель ОП 600 нм=0,03), PETC-MES без 

дрожжевого экстракта+синтез-газ, 22 фунта на квадратный дюйм+5 г аргинина/л (исходный показатель 

ОП 600 нм=0,003) и PETC-MES без дрожжевого экстракта+5 г аргинина/л (исходный показатель  

ОП 600 нм=0,03). Среду, содержащую аргинин, инокулировали до более низкой исходной плотности, 

чем среда без аргинина, чтобы отразить неожиданно повышенную удельную скорость роста с аргинином, 

наблюдаемую в первом эксперименте. 

В обоих экспериментах культуры с аргинином росли неожиданно быстро (4 удвоения менее чем за 15 ч, 

что соответствовало удвоению времени tD=3,5 ч и удельной скорости роста µ=0,198) до ОП 600 нм≈0,8, 

тогда как рост контроля был намного медленнее с удвоением времени tD=7,3 ч и удельной скоростью 

роста µ=0,095 (фиг. 16, 17). Следовательно, добавление аргинина уменьшало время удвоения и увеличи-

вало удельную скорость роста культуры при аутотрофном росте более чем на 50%. 

Лог-преобразованный график автотрофного роста С. autoethanogenum наглядно демонстрирует 

уменьшение времени удвоения в результате добавления аргинина (фиг. 18). Рассчитанное время удвое-

ния составляло tD=7,3 ч±0,2 для аутотрофного роста без добавления аргинина и tD=3,5 ч±0,2 с добавле-

нием аргинина, что на 52% меньше. 
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Как с аргинином, так и без него культура достигла той же конечной плотности при аутотрофном 

росте, что указывает на то, что аргинин не использовался в качестве источника углерода, а только увели-

чивал удельную скорость роста (фиг. 16, 17). Это было также подтверждено в культуре, в которую не 

поставлялся газ; в культурах, дополненных аргинином, но без газовой смеси СО/СО2/Н2, не наблюдали 

роста в течение 48 ч (фиг. 17). Это подтверждает гипотезу о том, что аргинин не используется в качестве 

источника углерода в этих условиях, а скорее СО/СО2 используется в качестве источника углерода, а 

АТФ обеспечивается в результате метаболизма аргинина. 

Автотрофный рост ацетогенов обычно связан с образованием ацетата (уксусной кислоты), посколь-

ку образование ацетата генерирует АТФ посредством субстратного фосфорилирования в реакции ацетат-

киназы, которая необходима для роста. Как было установлено на сегодняшний день, все выделенные 

ацетогены продуцируют ацетат. Однако образование ацетата нежелательно с точки зрения процесса, по-

скольку он отводит углерод от целевых продуктов и, как известно, является токсичным для микроорга-

низмов уже при низких концентрациях, составляющих несколько процентов (J. Ballongue, E. Masion,  

J. Amine, H. Petitdemange, R. Gay, Appl. Microbiol. Biotechnol., 1987, 26, 568-573; G. Wang, D.I. Wang, 

Appl. Environ. Microbiol., 1984, 47, 294-8). В среде роста, дополненной 5 г аргинина/л, неожиданно не 

наблюдали никакого продуцирования ацетата до момента наступления паузы в росте при ОП 600 нм≈0,8 

и только на этом этапе ацетат продуцировался (фиг. 19). 
Результаты этого набора экспериментов подтверждают, что С. autoethanogenum может использовать 

аргинин с целью продуцирования АТФ для роста, и поэтому не имеет потребности продуцировать ацетат 

при добавлении аргинина. 

Пример 3. Идентификация и оптимизация путей использования аргинина. 

Этот пример демонстрирует, как аргинин обеспечивает дополнительный АТФ для клетки и может 

поступать в центральный метаболизм ацетогенов. 

Как показано в примере 1, аргинин стехиометрически превращается в орнитин. Также в некоторые 

моменты времени наблюдали накопление цитруллинов. Не желая быть связанными теорией, авторы по-

лагают, что это наблюдение подразумевает путь аргининдезиминазы в качестве существующего меха-

низма. 

Этот путь превращает аргинин в орнитин, аммоний, АТФ и СО2. Усилению роста будет способст-

вовать поставка АТФ и аммония в результате расщепления аргинина. Эта поставка АТФ также устраняет 

необходимость продуцирования ацетатов ацетогенами. 

 
Путь аргининдезиминазы осуществляется посредством трех ферментативных стадий, катализируе-

мых аргининдезиминазой (ЕС 3.5.3.6), орнитинкарбомилтрансферазой, (путресцинкарбомилтрансфера-

зой) (ЕС 2.1.3.3) и карбаматкиназой (ЕС 2.7.2.2). В геноме С. autoethanogenum идентифицированы соот-

ветствующие ферменты (включая два гена транспортера аргинина/орнитина/фермента), орнитинкарбо-

милтрансфераза, причем карбаматкиназа присутствует во множестве копий (табл. 3). Ферменты, способ-

ные катализировать одни и те же реакции, также присутствуют в других организмах, включая многие 

ацтогены, включая С. ljungdahlii, С. scatologenes, С. drakei, а также Acetonema longum (табл. 4). Этот путь 

также присутствует в C. stricklandii или E.coli. 

Таблица 3 

Идентифицированные гены/ферменты пути аргининдезиминазы в С. autoethanogenum 
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Таблица 4 

Идентифицированные гены/ферменты пути дезиминазы в других организмах 
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Для повышения эффективности пути, в частности, если наблюдается накопление промежуточных 

продуктов в виде цитрулинов, соответствующие гены могут быть сверхэкспрессированы или гены из 

других источников могут быть введены и гетерологично экспрессированы любым специалистом в дан-

ной области техники с помощью способов, описанных ранее (US 2013/344547, US 2013/330809,  

US 2013/323820, US 2013/224838, US 2013/224839, US 2011/256600, US 2011/236941). 

Сам орнитин может быть далее преобразован в аланин, который, как было продемонстрировано, 

накапливается также, как и в примере 1. Это превращение также генерирует дополнительные восстано-

вительные эквиваленты НАДФ (Н), а также другую молекулу аммиака и ключевой строительный блок 

ацетил-КоА из КоА. 

Как проиллюстрировано на фиг. 23, превращение орнитина в аланин и ацетил-КоА происходит с 

помощью ферментативных стадий с участием орнитинрацемазы (ЕС 5.1.1.12), орнитинаминомутазы  

(ЕС 5.4.3.5), 2,4-диаминопентаноатдегидрогеназы (ЕС 1.4.1.12) и 2-амино-4-оксопентаноаттиолазы  

(ЕС 2.3.1.В10). Соответствующие ферменты описаны, например, из Clostridium sticklandii или образцов 

природной среды, при этом гомологи были идентифицированы в С. autoethanogenum (табл. 5). 
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Таблица 5 

Идентифицированные гены/ферменты орнитина к пути превращения аланина 

и ацетил-КоА из С. sticklandii или образцов природной среды и гомологи С. 

autoethanogenum 

 
Для повышения эффективности пути, в частности, если наблюдается накопление орнитина, любым 

специалистом в данной области техники соответствующие гены С. autoethanogenum могут быть сверх-

экспрессированы или гены из С. sticklandii или образцов природной среды по табл. 5 могут быть введены 

и гетерологично экспрессированы с помощью способов, описанных ранее (WO 2012/053905,  

WO 2012/115527, WO 2013/180584). Организм также может быть адаптирован и сформирован для более 

эффективного использования орнитина, если он является адаптированным к аргинину для роста в дина-

мике. 

Для получения метаболического потока в путь также может потребоваться нокаут транспортера  

аргинина:орнитина (CAETHG3023-24), чтобы предупредить выход орнитина из клетки. Такие нокауты 

могут осуществляться любым специалистом в данной области техники с помощью способов, описанных 

ранее (WO 2012/053905, WO 2012/115527 и WO 2013/180584). Также может понадобиться добавление 

альтернативного транспортера аргинина. Альтернативным подходом к нокауту транспортера аргини-

на:орнитина может быть введение импортера орнитина, следовательно, орнитин может быть метаболи-

зирован дополнительно. 

Идентифицированные пути были также смоделированы в реконструкции масштабной модели гено-

ма, чтобы продемонстрировать эффект метаболизма и подтвердить идентифицированные пути. 

Реконструкцию метаболизма в масштабной модели генома для С. autoethanogenum создавали на ос-

нове опубликованных способов (L.-E. Quek, L.K. Nielsen, Genome Inform., 2008, 21, 89-100;  

С.G. de Oliveira Dal'Molin, L.-E. Quek, R.W. Palfreyman, S.M. Brumbley, L.K. Nielsen, Plant Physiol., 2010, 

152, 579-89; С. Licona-Cassani, E. Marcellin, L.-E. Quek, S. Jacob, L.K. Nielsen, Antonie Van Leeuwenhoek, 

2012, 102, 493-502.). Ядро масштабной модели генома реконструировали с применением аннотационного 

магистрального конвейера модели SEED (С.S. Henry, M. DeJongh, A.A. Best, P.M. Frybarger, В. Linsay, 

R.L. Stevens, Nat. Biotechnol., 2010, 28, 977-82). Реконструкция сохранила все атрибуты реакции от моде-

ли SEED, включая уникальные реакции, составные идентификаторы и обратимость реакций. Модель за-

полняли гэпами вручную в Excel (Microsoft Corporation) для упрощения аннотирования и комментирова-

ния, в частности, центральный метаболизм и определенные выше пути использования аргинина специ-

ально отбирали в ручном режиме. Из этой ген-ориентированной базы данных генерировали репрезента-

тивную 2D-ориентированную реакцию SBML (System Biology Markup Language, http://www.sbml.org) с по-

мощью приложения Java (Oracle Corporation). Реконструкцию и анализ на основе ограничений выполняли с 

помощью инструментария COBRA (http://opencobra.sourceforge.net/) (J. Schellenberger, R. Que, R.M. T. Fleming, 

I. Thiele, J.D. Orth, A.M. Feist, D.С. Zielinski, A. Bordbar, N.E. Lewis, S. Rahmanian, J. Kang, D.R. Hyduke,  

В.O. Palsson, Nat. Protoc., 2011, 6, 1290-307). Набор сценариев для моделирования на основе ограничений 

выполняли в среде MATLAB. Анализ баланса метаболического потока (Orth et al., 2010) применяли для 

расчета основных питательных веществ для роста, а анализ скрытой оценки проводили для исследования 

положительного эффекта аминокислот (АК) на Clostridium autoethanogenum и определения того, какие 

АК оказывают наибольшее влияние на продуцирование АТФ. Анализ баланса метаболического потока 

(АБП) применяли для расчета основных питательных веществ для роста (Fan et al., 2014; Song et al., 2008); 

анализировали эффекты добавления АК синтез целевого продукта (Licona-Cassani et al., 2012) и в сочета-

нии с анализом (Hillier и Lieberman, 2010) скрытой цены определяли субстраты, оказывающие наиболь-

шее влияние на продуцирование ATO (Teusink et al., 2006). 
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Обычный анализ скрытой цены может быть некорректным с АК. Если анализ скрытой цены прово-

дится в условиях автотрофии (т.е. при нулевом поглощении), он покажет альтернативные издержки син-

теза АК, т.е. ресурсы, которые могут быть высвобождены, если данная АК была добавлена в среду. Са-

мый дорогой синтез АК не обязательно является лучшим субстратом для продуцирования АТФ. Напри-

мер, может быть недоступным какой-либо путь расщепления. 

Чтобы преодолеть эту проблему, был выполнен анализ коррекции скрытой цены. Для каждой из  

20 АК был доступен максимальный поток 1,4 ммоль/г DCW/ч при максимизации объема получения био-

массы. Этот поток представляет собой наблюдаемую максимальную удельную скорость поглощения 

фруктозы микроорганизмом С. autoethanogenum DSM 10061 во время предварительных экспериментов 

по изучению роста на стандартной среде PETC-MES (включая дрожжевой экстракт (YE)) и фруктозу. АК 

с отсутствием пути расщепеления не могут использовать максимально допустимый поток и, следова-

тельно, будут иметь нулевую скрытую цену. Анализ скрытой цены выявил девять АК: глутамин, гисти-

дин (HIS), цистеин (CYS), треонин, аспартат (ASP), аргинин (ARG), глицин, серии и глутамат (GLU) - из 

обычных 20, которые С. autoethanogenum должен предпочесть, поскольку они приводят к более быстро-

му росту. 

Прогнозирование АК на основе модели было подтверждено на среде 20АК для восьми из девяти 

ожидаемых АК (фиг. 2) за исключением лишь глицина. Примечательно, что поглощение ASP, GLU, HIS 

и ARG на единицу биомассы было более чем в 20 раз выше, чем необходимо для синтеза биомассы. По-

глощение АК на грамм биомассы сравнивали с ожидаемой концентрацией в биомассе (потребность кле-

ток) на основе измерений, проведенных в Clostridium acetobutylcium (Lee et al., 2008). 

Неожиданно было обнаружено, что на дополнительно разработанной среде 12АК поглощение ASP, 

GLU, HIS и ARG было более чем в 120 раз выше, чем требуется для синтеза биомассы, и что указанные 

аминокислоты могут значительно ускорить рост. Это указывает на потенциальное участие ASP, GLU, 

HIS и ARG в генерации энергии. Представляет интерес тот факт, что одновременно с потреблением ар-

гинина в фазе быстрого роста было обнаружено накопление орнитина (фиг. 8), указывающее на потенци-

альное участие пути аргининдезиминазы (ADI) в обеспечении клеток дополнительным АТФ. Следует 

отметить, что показатель первоначально наблюдаемого быстрого роста (tD=2,5±0,1 ч) очень близок к 

рассчетному росту с 20 АК (tD=2,9 ч). 

Представляет интерес тот факт, что более низкое продуцирование ацетата на единицу биомассы на-

блюдали в средах, содержащих ASP, GLU, HIS и ARG (среда 4АК) (8,2±0,2 ммоль/г DCW), и в среде, 

содержащей только аргинин (среда ARG) (6,7±0,7 ммоль/г DCW), в которой аргинин находился в избыт-

ке по сравнению со средой с дрожжевым экстрактом (36,6 ммоль/г DCW). Продуцирование ацетата 

сильно увеличивалось после истощения аргинина (46,5±11,2 и 34,5±9,3 ммоль/г DCW для среды 4АК и 

среды ARG соответственно), демонстрируя, что возможность катаболизировать аргинин сильно снижает 

необходимость продуцировать ацетат ацетогеном. 

Гетеротрофные культуры С. autoethanogenum, выращенные на среде 12АК, накапливали орнитин 

одновременно с потреблением аргинина (фиг. 8). То же самое наблюдали в экспериментах в биоректоре 

со средой 4АК, и средой, содержащей только аргинин, с высокой долей (около 60%) потребленного уг-

лерода, выделяемого в виде орнитина (фиг. 22A, 22B). Кроме того, обнаруживали значительный угле-

родный поток к СО2, а также заметное накопление цитруллина. Другие менее значительные побочные 

продукты включали ацетат, аланин и этанол. В целом значительные углеродные потоки к орнитину, СО2, 

и цитруллину указывают на то, что аргинин катаболизировался по пути ADI, объясняя его эффект, уси-

ливающий рост, поставкой АТФ (фиг. 21). Кроме того, полное стехиометрическое превращение аргинина 

в орнитин, СО2, и цитруллин предполагает, что аргинин метаболизировался строго для выработки энер-

гии, а не для синтеза биомассы. Это согласуется с результатом, демонстрирующим отсутствие роста и 

наблюдаемым при добавлении только аргинина к бездрожжевым средам PETC-MES, содержащим фла-

коны Шотта под давлением газа N2 

Вовлечение пути ADI в содействие более быстрому росту прогнозировалось при первичном моде-

лировании в силиконе на среде 4АК и на среде, содержащей только аргинин. Расчетная общая удельная 

скорость продуцирования АТФ (qATФ; ммоль АТФ/г DCW/ч) была примерно в 6 раз выше в последних 

условиях (SIM 4 и 5) по сравнению с расчетами для фруктозы (SIM 1) в качестве единственного источника 

углерода (табл. 6). То же самое наблюдалось, когда модель была ограничена экспериментально опреде-

ляемым поглощением субстрата и скоростью секреции продукта (исключая цитруллин и СО2) в экспери-

ментах в биореакторе на среде 4АК (SIM 6 и 9) и на среде, содержащей только аргинин (SIM 12 и 15), с 

показателем qАТФ примерно в 3-4 раза выше по сравнению с расчетным показателем исключительно для 

среды с фруктозой. Наблюдаемый более быстрый рост (tD ~3-4 ч) на средах с АК по сравнению с рас-

четным ростом на средах без добавления АК (tD ~14 ч) можно объяснить значительно более высоким 

уровнем продуцирования энергии в результате субстратного фосфорилирования при катаболизме арги-

нина (карбаматкиназный путь ADI) и косвенно генерацией протонной движущей силы в результате про-

дуцирования и выведения NH4
+
. Последнее также полезно для снижения стоимости биопроцесс благода-

ря уменьшенной надобности нейтрализовывать рН при добавлении NH4OH. 
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Таблица 6 

Модельный расчет для прогнозируемой удельной скорости роста, скорости продуциро-

вания АТФ и продуктов при гетеротрофном росте с добавлением аргинина и без добав-

ления аргинина 

 

 
Быстрый рост и низкий синтез ацетата, реализуемый при добавлении аргинина, имеет значение для 

индустрии биотехнологий, поскольку уменьшение потока углерода в нежелательный побочный продукт 

ацетата и получение дополнительного АТФ из альтернативных путей имеет важное значение для расши-

рения спектра продуктов ацетогенов. 

Масштабные модели генома могут применяться для оценки внутриклеточных метаболических по-

токов и расчета углеродных, окислительно-восстановительных и энергетических балансов путем ограни-

чения модели экспериментально измеренными данными (Bordbar et al., 2014; Dash et al., 2016; O'Brien et 

al., 2015). Использовали масштабную модель метаболизма генома С. autoethanogenum, аналогичную той, 

которая описана Marcellin (Низкоуглеродное топливо и химические вещества из отработанных газов - 

Системный подход к пониманию энергетического метаболизма в модели ацетоногена, Green Chem, 

2016). Анализ масштабной модели генома авторы выполняли для гетеротрофных экспериментов на среде 

АК и на среде, содержащей только аргинин, путем осуществления аналитических расчетов баланса пото-

ка, как описано выше. Модель дополнительно была ограничена удельной скоростью поглощения суб-

страта и скоростью секреции продукта (исключая цитруллин и СО2), а также показателем tD для клеток. 

Максимизацию рассеяния АТФ (т.е. неучтенные затраты АТФ, см. ниже) применяли в качестве целевой 

функции для выполнения АБП (при этом не учитывались затраты на поддержание энергии). 

Быстрый рост на среде 4АК и среде ARG обеспечивался примерно в 3-4 раза большим показателем 

qATФ (29,3±5,5 и 19,9±1,0 ммоль АТФ/г DCW/ч для среды 4АК и среды ARG соответственно (SIM 6 и 9; и 

SIM 12 и 15 в табл. 6), по сравнению с показателем 6,8 ммоль АТФ/г DCW/ч, рассчитанным для роста 

исключительно на фруктозе (SIM 1). Авторы считают, что более быстрый рост, наблюдаемый на среде 

4АК по сравнению со средой ARG, объясняется в 2 раза большим удельным потоком благодаря  

АТФ-продуцирующей ацетаткиназной реакции (фиг. 24). Однако на обеих средах ~53% АТФ продуциро-

валось посредством пути ADI (фиг. 24), что свидетельсвует о том, что катаболизм аргинина полностью 
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реорганизовал энергетический обмен. Представляет интерес тот факт, что хотя потребление аргинина бла-

гоприятствует многим бактериям (Abdelal, 1979; Adamberg et al., 2006; Lahtvee et al., 2011; Mehmeti et al., 

2011), его вклад в продуцирование энергии является вариабельным. 

Проанализирован также прогнозируемый профиль оптимального потока при гетеротрофном росте 

на фруктозе и АК. При ограничении модели экспериментально измеренными показателями скорости по-

глощения субстрата и неучтенными затратами АТФ, рассчитанными ранее, и максимизацией для выхода 

биомассы, эти расчеты прогнозировали более быстрый рост (среда 4АК tD=1,4±0,2 ч, SIM 7 и 10; среда 

ARG tD=2,2±0,1 ч, SIM 13 и 16) по сравнению с показателями, которые были получены в эксперименте 

(tD=2,8±0,1 ч и tD=3,7±0,0 ч соответственно). Кроме того, в моделях орнитин, продуцируемый во время 

катаболизма аргинина, катаболизировался в GLU, демонстрируя, что дальнейшее метаболизирование 

орнитина посредством описанного выше орнитинового пути является возможным. Прогнозируемый бо-

лее быстрый рост, таким образом, происходит в результате катаболизма GLU до пирувата посредством 

метиласпартатного пути (как отмечено выше) и его дальнейшего превращения в ацетил-КоА и ацетат, 

что приводит к уменьшению Fd и АТФ. 

Пример 4. Рост на среде с аргинином в качестве единственного источника азота. 

Этот пример демонстрирует замещение аммония в качестве источника азота на аргинин. 

Азот является важным питательным веществом для бактерий, а аммоний обычно используется в 

ферментативных реакциях, а также в качестве источника азота в составах сред для ацетогенов, известных 

из литературных данных (M. Köpke, С. Held, S. Hujer, H. Liesegang, A. Wiezer, A. Wollherr, A. Ehrenreich, 

W. Liebl, G. Gottschalk, P. Durre, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 2010, 107, 13087-92; J. Mock, Y. Zheng,  

A.P. Mueller, S. Ly, L. Tran, S. Segovia, S. Nagaraju, M. Köpke, Р. Dürren, R.K. Thauer, J. Bacteriol, 2015, 

197, 2965-2980; H. Richter, M.E. Martin, L.T. Angenent, Energies, 2013, 6, 3987-4000; J.L. Cotter, M.S. 

Chinn, А.М. Grunden, Bioprocess Biosyst. Eng., 2009, 32, 369-80; M. Straub, M. Demler, D. Weuster-Botz,  

Р. Dürre, J. Biotechnol., 2014.). Тем не менее продуцирование аммония зависит от обильных поставок 

энергии, преимущественно природного газа или сжиженных нефтяных газов (СНГ) посредством процес-

са Хабер-Бош (www.essentialchemicalindustry.org/chemicals/ammoinia.html) и, следовательно, аммоний не 

является устойчивым источником. Кроме того, ионы аммония влияют на рН при ферментации. 

Выявленный путь по примеру 3 позволяет превратить 1 моль аргинина в 3 моля аммиака. Таким об-

разом, аргинин может обеспечить альтернативный источник азота для бактерий, обеспечивая наличие 

аммиака непосредственно в метаболизме, сохраняя при этом преимущества, описанные выше. Поскольку 

1 молекула аргинина может быть разбита на 3 молекулы аммиака, более низкие требуемые количества 

приведут к значительной экономии затрат в результате более дешевой стоимости аргинина (стоимость 

99% аргинина пищевой ценности составляет около ~17-18 тыс. долларов США/1000 кг, в то время как 

стоимость 30% промышленного аммиака составляет ~10-11 тыс. долларов США/1000 кг от Sigma Aldrich 

или Fisher) и обусловят упрощенную обработку. Кроме того, аргинин может быть получен устойчивым из 

биологических источников, например, путем ферментации (Т. Utagawa, J. Nutr., 2004, 134, 2854S-2857). 

Чтобы продемонстрировать, что аргинин можно использовать в качестве единственного источника 

азота для ацетогена Clostridium autoethanogenum DSM 23693, организм выращивали на бездрожжевой 

среде PETC-MES, не применяя 1 г/л хлорида аммония (NH4Cl) с 0,33 г/л несинтетического моногидро-

хлорида L-аргинина (Sigma Aldrich; A6969). 

Пример 5. Добавление аргинина приводит к увеличению продуцирования не встречающихся в при-

роде продуктов из гетерологичных путей, в частности путей потребления АТФ. 

Этот пример демонстрирует, что добавление аргинина увеличивает продуцирование не встречаю-

щихся в природе из гетерологичных путей. 

Продуцирование нескольких не встречающихся в природе было продемонстрировано в ацетогенах 

из газа (WO 2012053905, WO 2012115527, WO 2013180584, WO 2013185123, WO 2013191567). Как пра-

вило, некоторый уровень ацетата наблюдается в качестве побочного продукта, поскольку организм вы-

рабатывает АТФ в результате субстратного фосфорилирования посредством ацетаткиназной реакции. 

Это, в частности, случай для путей, которым необходим АТФ, например, но не ограничиваясь ими, пути 

продуцирования изопрена или других терпеноидов (мевалонатный путь) или пути продуцирования про-

дуктов, производных от жирной кислоты, таких как биодизель (посредством биосинтеза жирных кислот). 

Однако это также относится к другим путям ферментации, которые непосредственно не требуют АТФ, 

но также не дают такого же количества АТФ на ацетил-КоА, как образование ацетата, например, но не 

ограничиваясь ими, пути продуцирования изопропанола, ацетона, бутанола (посредством пути ABE). 

Продуцирование изопропанола из газа моделировали с применением анализа баланса потока (АБП) 

в масштабной моделью генома С. autoethanogenum (как описано в примере 3). К модели добавляли гете-

рологичные пути (табл. 3) и моделирование на максимальный теоретический выход проводили с добав-

лением аргинина и без добавления аргинина (табл. 4). 
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Таблица 7 

Гетерологичные пути 

 

 
Таблица 8 

АБП-анализ максимальных теоретических объемов проду-

цирования целевых продутов изопрена или изопропанола 

из СО и СО2/Н2 с добавлением аргинина и без добавления 

аргинина в ммоль/г DW/ч 
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Моделирование продемонстрировало, что добавление аргинина может значительно увеличить мак-

симальные теоретические объемы продуцирования целевых соединений изопропанола и изопрена как на 

СО, так и на СО2/Н2. Максимальное продуцирование изопропанола из СО можно значительно увеличить 

более чем на 20% с 5,06 ммоль/г DW/ч до 6,42 ммоль/г DW/ч даже с небольшим количеством поглоще-

ния аргинина (2 мМ, 0,34 г/л). Для АТФ, использующего мевалонатный путь для продуцирования изо-

прена из СО, максимальное продуцирование может быть увеличено еще более значительно - более чем 

на 30%: с 1,97 до 2,58 ммоль/г DW/ч. Указанный эффект является еще более выраженным при продуци-

ровании из СО2/Н2, когда максимальное продуцирование изопропанола может быть увеличено более чем 

на 25%: с 5,0 до 6,36 ммоль/г DW/ч, а продуцирование изопрена - на 45%: с 1,26 до 1,83 ммоль/г DW/ч. 

Это наглядно демонстрирует, что аргинин можно использовать для увеличения продуцирования не 

встречающихся в природе целевых молекул. 

Моделирование также показывает, что при совместном использовании 2 мМ аргинина продуциро-

вание даже увеличивается с меньшим поглощением СО, демонстрируя, что добавление аргинина повы-

шает эффективность углерода для получения целевой молекулы. 

Пример 6. Использование репрессора аргинина в качестве генетического переключателя для стиму-

ляции экспрессии гетерологичных путей. 

Этот пример демонстрирует, что аргинин можно использовать в качестве генетического переклю-

чателя для стимуляции экспрессии гетерологичных путей. 

Обнаружено, что все гены в идентифицированном пути аргининдезиминазы по примеру 3 сгруппи-

рованы вместе, а также обнаружен репрессор аргинина ArgR. Операторные последовательности (после-

довательности ДНК, с которыми связывается белок argR, чтобы предотвратить транскрипцию гена) были 

идентифицированы в ряде микроорганизмов, включая Е.coli (Tian et al., 1992, J. Mol. Biol., 226, p. 387-397), 

при этом сайт связывания, как правило, сохраняется на бактериальных линиях (Makarova et al., 2001, Ge-

nome Biol., 2, p. 1-8). 

Репрессор аргинина контролирует экспрессию гена путем связывания с палиндромной операторной 

последовательностью, которая расположена примерно на 45 п.о. выше стартового кодона аргининдези-

миназы. Добавление аргинина приводит к тому, что репрессор отвязывает операторную последователь-

ность, что обеспечивает транскрипцию генов в направлении 3'-операторной последовательности. В при-

мере возможного применения гетерологичная экспрессия гена может быть активирована путем добавле-

нием аргинина. Гетерологичная экспрессия гена будет подавляться белком argR, если операторная по-

следовательность, связывающая argR, добавляется в "левый" участок оперона гетерологичных генов. 

Таким образом, экспрессию гена можно активировать добавлением аргинина. 

В одном примере гетерологичные гены могут кодировать метаболический путь, для которого необ-

ходим АТФ для синтеза продукта. Например, мевалонатный путь представляет собой гетерологичный 

путь, который превращает ацетил-КоА в изопентенилдифосфат при стоимости 3 молей АТФ, равной 

стоимости моля изопентенилдифосфата. С помощью описанного способа экспрессию гетерологичного 

мевалонатного пути можно активировать добавлением аргинина, который также будет обеспечивать 

АТФ для мевалонатного пути путем расщепления аргинина посредством пути аргининдезиминазы. 

Пример 7. Оптимизация эффективности совместного использования аргинина с газообразными суб-

стратами СО, и/или Н2, и/или СО2. 

Для достижения эффективного совместного использования аргинина с газообразными субстратами 

СО, и/или Н2, и/или СО2 может потребоваться устранение регуляции. Это может быть достигнуто путем 
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нокаута описанного выше репрессора аргинина ArgR для устранения репрессии генов пути аргининде-

зиминазы. Такие нокауты могут быть осуществлены любым специалистом в данной области техники с 

помощью способов, описанных ранее (WO 2012053905, WO 2012115527, WO 2013180584). Однако уда-

ление репрессора аргинина не даст возможности активировать экспрессию гетерологичного гена путем 

добавления аргинина, как описано выше. Альтернативным методом было бы удаление вышеописанных 

оператор-связывающих последовательностей в "левом" участке оперона пути аргининдезиминазы или 

замена "левого" участка оперона пути аргининдезиминазы, включая операторную последовательность и 

промоторную последовательность, на конститутивный или синтетический промотор. Такие модифика-

ции могут быть осуществлены любым специалистом в данной области техники с помощью способов, 

описанных ранее (WO 2012053905, WO 2012115527, WO 2013180584). Подходящими конститутивными 

и синтетическими промоторами являются, но не ограничиваются ими, промотор ферредоксина Pfdx, 

промотор ацетаткиназы Ppta, или Ptet, или PIPL12, которые были описаны ранее (US 20160160223; Naga-

raju et al., Редактирование генома Clostridium autoethanogenum с применением CRISPR/Cas9, Biotechnol. 

Biofuels., 2016, 9:219). 

Аналогично промоторные области генов, ответственных за использование СО, и/или Н2, и/или СО2, 

такие как кластер Вуд-Льюнгдала или оперон Hyt (Brown et al., Сравнение одномолекулярного секвени-

рования и гибридных подходов для конечной обработки генома Clostridium autethanogenum и анализ сис-

тем CRISPR в промышленно значимых, Clostridia. Biotechnology for Biofuels, 2014, 7:40), могут быть за-

менены конститутивными и синтетическими промоторами или соответствующими регуляторами с по-

мощью нокаута или нокдауна. Специалисты в данной области техники смогут идентифицировать такие 

регуляторы из данных транскриптомики, как описано в примере 10. 

Пример 8. Альтернативный путь использования аргинина и продуцирование путресцина. 

Этот пример демонстрирует альтернативный путь использования аргинина, в результате которого 

может продуцироваться путресцин как побочный продукт. 

Другим возможным путем использования аргинина является декарбоксилирование аргинина вместо 

дезаминирования: аргинин может быть декарбоксилирован в агматин и СО2 с помощью фермента арги-

ниндекарбоксилазы. Агматин может быть затем превращен в N-карбамоил-путресцин с помощью фер-

мента агматиндезиминазы, с получением также аммония. N-карбамоил-путресцин плюс фосфат может 

быть превращен в путресцин плюс карбамоилфосфат с помощью фермента путресцинкарбамоилтранс-

феразы. Карбамоилфосфат плюс АДФ превращается в аммоний+АТФ+СО2 с помощью карбаматкиназы 

по тому же механизму, что и в пути аргининдезиминазы. Чистый выход аммония и АТФ является таким, 

что и в пути аргининдезиминазы, но с двумя другими промежуточными продуктами (агматин и N-карбамоил-

путресцин вместо цитруллина) и другим побочным продуктом (путресцин вместо орнитина). 

Путресцин является побочным продуктом большей ценности, чем орнитин или аргинин, и может 

быть использован в качестве исходного сырья при продуцировании различных полимеров, включая ней-

лон-4,6 (Qian et al., 2009, Biotechnol. Bioeng., 104, p. 651-662) и полиуретан (Dahiyat et al., 1993, J. Bioma-

ter. Sci. Polym., ed, 4, p. 529-543). 

Таблица 9 

 
Пример 9. Продуцирование аланина и превращение в 3-НР или акриловую кислоту посредством ге-

терологичных путей. 

Этот пример демонстрирует превращение аланина в 3-гидроксипропионат или акриловую кислоту. 

Продуцирование аланина из аргинина микрорганизмом С. autoethanogenum было продемонстриро-

вано в примере 1. Алании может быть в дальнейшем превращен в высокоценные продукты  

3-гидроксипропионата (3-НР) или акриловую кислоту. 

Превращение аланина в акрилат было показано в Clostridium propionicum (R.K. Dalai, M. Akedo, 

C.L. Cooney, A.J. Sinskey (1980), Микробный путь продуцирования акриловой кислоты, Biosources Dig 

2:89-97). Конверсия может происходить через малонил-семиальдегид и 3-НР или через аланил-КоА. Как 

3-НР, так и аланил-КоА могут быть превращены в акрилил-КоА и далее в акрилат. Выделенные ге-

ны/ферменты С. propionicum могут быть введены и гетерологично экспрессированы любым специали-

стом в данной области с помощью способов, описанных ранее, с целью продуцирования  

3-гидроксипропионата или ацилата (WO 2012053905, WO 2012115527, WO 2013180584). 
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Пример 10. Транскриптометрический анализ. 

Транскриптометрический анализ биореакторных культур биологического дубликата С. autoethano-

genum, растущих гетеротрофно на среде 4АК; см. табл. 2) осуществляли с помощью секвенирования 

РНК. Во время сбалансированной фазы роста и поглощения всех 4АК приблизительно 35 мл культуры 

0,3 г DCW/л собирали, гранулировали (5000×г в течение 3 мин при 4°С) и ресуспендировали в 5 мл 

RNAlater (Qiagen). Образец хранили при 4°С в течение ночи, центрифугировали (4000×г в течение 10 мин 

при 4°С) и осадок хранили при -80°С до дальнейшей обработки. Замороженные гранулы оттаивали, экст-

рагировали общую РНК, а библиотеки мРНК подготавливали, как описано в Marcellin et al., 2013, Секве-

нирование выполняли с помощью секвенсера, Illumina Hiseq-2000. 

Профили экспрессии генов на среде 4АК сравнивали с опубликованными ранее данными РНК-секв. 

того же штамма С. autoethanogenum (DSM 10061), выращенного гетеротрофно на стандартной среде 

PETC-MES (включая YE) (Marcellin et al., 2016). Последовательные считывания данных обоих гетеро-

трофных условий усекали во избежание ошибок считывания, а затем выравнивали/сведили к геному с 

использованием TopHat2 с (Kim et al., 2013) двумя несоответствиями, разрешенными для выравнивания 

считывания. Численность транскриптов оценивали с помощью функции FPKM от Cufflinks, применяя 

нормировку верхних квартилей. CuffDiff применяли для оценки дифференциально выраженных транс-

криптов, a Cuffhorm применяли для нормализации данных, q-значение ниже 0,05 (с применением уровня 

ложноположительных результатов; Benjamini и Hochberg, 1995) применяли для определения достовер-

ных изменений экспрессии генов. 

Транскриптометрический анализ с применением РНК-секвенирования (РНК-секв.) проводили для 

дальнейшего получения подтверждающих данных вовлечения пути ADI на уровне экспрессии генов. С 

этой целью отбирали биореакторные культуры биологического дубликата С. Autoethanogenum, растущие 

гетеротрофно на среде 4АК, во время фазы сбалансированного роста. Этот набор данных РНК-секв. 

сравнивали с ранее опубликованным набором данных (Marcellin et al., 2016) того же штамма С. autoeth-

anogenum (DSM 10061), выращенного гетеротрофно (фруктоза) на стандартной YE-содержащей среде 

PETC-MES. 

Транскриптометрический анализ доказал роль пути ADI, поскольку все гены пути ADI характери-

зовались более чем 500-кратной повышенной регуляцией (q-значения <0,001), в случаях когда клетки 

выращивались на среде PETC-MES, дополненно 4АК по сравнению с YE. Кроме того, наблюдали более 

чем 380-кратное повышение регуляции (q-значения <0,001) предполагаемых антипортерных генов арги-

нина-орнитина (CAETHG_3023 и _3024). Данные, полученные авторами из четырех генов, ассоцииро-

ванных с расщеплением цитруллина в карбамоилфосфат и орнитин в С. autoethanogenum, демонстриру-

ют, что орнитинкарбамоилтрансфераза (CAETHG_3022) является белком, катализирующим поток  

(645-кратное повышение регуляции, q<0,001) при катаболизме ARG в С. autoethanogenum, поскольку его 

изоферменты характеризовались либо пониженной регуляцией (CAETHG_0449 и _0591), либо не проде-

монстрировали изменений (CAETHG_2082) между сравниваемыми условиями. Аналогичным образом из 

пяти генов, ассоциированных с расщеплением карбамоилфосфата в СО2, карбаматкиназа CAETHG_3025, 

повидимому, представляет собой белок, катализирующий поток (623-кратное повышение регуляции,  

q<0,001), поскольку ее значение FPKM в 1000 раз выше, чем значения FPKM для ее изоферментов. 

Пример 11. Оптимизация эффективности включения аргинина в центральный метаболизм. 

Транскриптометрический анализ выявил гены, которые в нативном метаболизме определяют поток 

использования аргинина и включения в центральный метаболизм в виде орнитинкарбамоилтрансферазы 

(CAETHG_3022) и карбаматкиназы (CAETHG_3025). Для повышения эффективности эти гены можно 

сверхэкспрессировать с помощью сильных или индуцибельных промоторов, например, но не ограничи-

ваясь ими, промотор ферредоксина Pfdx, промотор ацетаткиназы Ppta, или Ptet, или PIPL12, которые бы-

ли описаны ранее (US 20160160223; Nagaraju et al., Редактирование генома Clostridium autoethanogenum с 

применением CRISPR/Cas9, Biotechnol Biofuels., 2016, 9:219). 

Все ссылки, включая публикации, заявки на патенты и патенты, приведенные в данном описании, 

включены в данный документ посредством ссылки в той же степени, как если бы каждая ссылка была 

индивидуально и конкретно указана для включения посредством ссылки и была изложена в данном опи-

сании во всей своей полноте. Ссылка на любой предшествующий уровень техники в этом описании не 

является и не должна рассматриваться как подтверждение того, что предшествующий уровень техники 

является частью известных общедоступных знаний в области науки в любой стране. 

В контексте описания данного изобретения (особенно в контексте последующей формулы изобре-

тения) термины в единственном числе относятся как к единственному, так и множественному числу, ес-

ли не указано иное или явно противоречит контексту. Термины "состоящий", "имеющий", "включаю-

щий" и "содержащий" следует толковать как неограничивающие (т.е. означающие "включающий, но не 

ограничиваясь этим"), если не указано иное. Приведение диапазонов значений в данном описании пред-

назначено исключительно с целью упростить ссылку по отдельности на каждое значение внутри диапа-

зона, если не указано иное, и каждое отдельное значение включено в данное описание, как если бы оно 

было представлено отдельно. 
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Все описанные в данном документе способы могут быть осуществлены в любом подходящем по-

рядке, если не указано иное или это явно не противоречит контексту. Любые примеры или приведение в 

качестве примера (например, "такой как") в данном документе предназначены исключительно для луч-

шего объяснения изобретения и не накладывают ограничений на объем данного изобретения, если в 

формуле изобретения не заявлено иное. Никакую формулировку в данном описании не следует понимать 

в качестве указывающей на какой-либо отсутствующий в формуле изобретения элемент, как на элемент, 

существенный для практического применения изобретения. 

В данном документе описаны предпочтительные варианты осуществления настоящего изобретения. 

Вариации этих предпочтительных вариантов осуществления изобретения могут стать очевидными для 

специалистов в данной области техники после прочтения вышеприведенного описания. Авторы предпо-

лагают, что квалифицированные специалисты при необходимости будут применять варианты реализации 

данного изобретения, отличающиеся от конкретных вариантов, описанных в данном документе. Соот-

ветственно это изобретение включает все модификации и эквиваленты предмета, указанного в формуле 

изобретения, прилагаемой к настоящему документу, в соответствии с применяемым законодательством. 

Более того, любая комбинация описанных выше элементов во всех возможных вариантах входит в объем 

данного изобретения, если в данном документе не указано иное или это явно не противоречит контексту. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ повышения эффективности ферментации газообразного С1-содержащего субстрата при 

получении продукта, 

при этом указанный способ включает 

a) впускание потока газообразного С1-содержащего субстрата в биореактор, содержащий культуру 

С1-фиксирующего микроорганизма в жидкой питательной среде; и 

b) ферментацию культуры с целью получения по меньшей мере одного продукта, 

при этом аргинин добавляют в культуру в качестве единственного источника азота, и 

при этом С1-фиксирующий микроорганизм представляет собой рекомбинантный генетически мо-

дифицированный микроорганизм, содержащий путь метаболизма аргинина, и где С1-фиксирующий мик-

роорганизм представляет собой Clostridium. 

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что указанный путь метаболизма аргинина включает в себя 

путь аргининдезиминазы и/или путь аргининдекарбоксилазы, при этом путь аргининдезиминазы вклю-

чает в себя один или большее количество ферментов, выбранных из группы, состоящей из аргининдези-

миназы (ЕС 3.5.3.6), орнитинкарбамоилтрансферазы (ЕС 2.1.3.3) и карбаматкиназы (ЕС 2.7.2.2), а путь 

аргининдекарбоксилазы включает в себя один или большее количество ферментов, выбранных из груп-

пы, состоящей из аргининдекарбоксилазы (ЕС 4.1.1.19), агматиндезиминазы (ЕС 3.5.3.12), путресцин-

карбамоилтрансферазы (ЕС 2.1.3.6) и карбаматкиназы (ЕС 2.7.2.2). 

3. Способ по п.2, где указанный путь метаболизма аргинина включает в себя одно или более из 

сверхэкспрессированного эндогенного фермента, мутированного эндогенного фермента или экзогенного 

фермента. 

4. Способ по п.1, отличающийся тем, что аргинин добавляют в культуру в количестве, превышаю-

щем потребности клеток культуры вплоть до 1000 раз. 

5. Способ по п.1, отличающийся тем, что концентрация аргинина в биореакторе составляет по 

меньшей мере 20 мг/л. 

6. Способ по п.1, отличающийся тем, что потребность клеток культуры составляет 0,012 г аргинина 

на грамм клеточной биомассы. 

7. Способ по п.1, отличающийся тем, что указанный продукт выбирают из группы, состоящей из эта-

нола, 2,3-бутандиола, 1,3-бутандиола, лактата, сукцината, метилэтилкетона (MEK), бутирата, 2-бутанола, 

1,2-пропандиола (1,2-PDO), 1-пропанола, изопропанола (IPA), ацетоина, изобутанола, изопрена, фарне-

зена, бисаболена, пинена, лимонена, ацетона, 3-гидроксибутирата, 2-гидроксиизомасляной кислоты  

(2-HIBA), цитрамалата, бутадиена, полимолочной кислоты, 1-бутанола, 3-гидроксипропионата (3-НР), 

бензоата, этиловых эфиров жирной кислоты, жирных кислот и изобутилена. 

8. Способ по п.1, где аргинин катаболизируется посредством пути метаболизма аргинина для про-

дуцирования аммония, при этом С1-фиксирующий микроорганизм использует аммоний в качестве ис-

точника азота. 

9. Способ по п.1, отличающаяся тем, что указанный С1-фиксирующий микроорганизм содержит 

разрушающую мутацию в транспортере аргинина:орнитина. 

10. Способ по п.1, где С1-фиксирующий микроорганизм содержит одну или большее количество 

генетических модификаций в пути метаболизма аргинина, причем одна или большее количество генети-

ческих модификаций выбраны из группы, состоящей из (i) разрушающей мутации регуляторных элемен-

тов и (ii) замены сайтов связывания оператора или нативных промоторов на конститутивные или синте-

тические промоторы. 

11. Способ по п.10, отличающийся тем, что указанная разрушающая мутация представляет собой 
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нокаут репрессора аргинина argR. 

12. Способ по п.10, отличающийся тем, что указанная замена представляет собой замену промотора 

оперона пути аргининдезиминазы на конститутивный или синтетический промотор. 
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