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(57) В изобретении предложены генетически сконструированные микроорганизмы Вуда-Льюнгдаля,
содержащие один или более нарушенных генов для стратегического отвода потока углерода
от несущественных или нежелательных продуктов к интересующим продуктам. Стратегии
экспрессии согласно настоящему изобретению позволяют получать полезные виды топлива и
химические вещества из газообразных субстратов, например, монооксида углерода, диоксида
углерода и/или водорода.
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Перекрестная ссылка на родственную заявку 

Данная заявка испрашивает приоритет согласно предварительной заявке на патент США  

№ 62/565000, поданной 28 сентября 2017 г., которая полностью включена в настоящий документ посред-

ством ссылки. 

Уровень техники 

Уже давно обнаружено, что каталитические процессы, например, процесс Фишера-Тропша, можно 

использовать для преобразования газов, содержащих диоксид углерода (CO2), монооксид углерода (СО) 

и/или водород (H2), например, отходящий промышленный газ или синтез-газ, в разнообразные топлива и 

химические вещества. Однако в последнее время ферментация газа стала альтернативной платформой 

для биологической фиксации таких газов. В частности, продемонстрировано, что С1-фиксирующие мик-

роорганизмы преобразуют газы, содержащие СО2, СО и/или Н2, в такие продукты, как этанол и 2,3-

бутандиол. Однако эффективное производство таких продуктов может быть ограничено медленным рос-

том микроорганизмов, ограниченным поглощением газа, чувствительностью к токсинам или утечкой 

углеродных субстратов в нежелательные побочные продукты. Соответственно, остается потребность в 

рекомбинантных микроорганизмах с улучшенными характеристиками. 

Описание фигур 

Фигура представляет собой диаграмму, на которой показаны основные пути продукции и ключевые 

метаболические узлы (обозначены прямоугольниками) у микроорганизмов Вуда-Льюнгдаля. Улучшение 

потока углерода через эти узлы, например, путем нарушения экспрессии определенных генов, улучшает 

выработку продуктов, получаемых на следующих стадиях. 

Описание изобретения 

В настоящем изобретении предложены не встречающиеся в природе микроорганизмы, содержащие 

по меньшей мере один нарушенный ген. В микроорганизмах согласно настоящему изобретению поток 

углерода стратегически отводят от несущественных или нежелательных продуктов к продуктам, пред-

ставляющим интерес. В некоторых вариантах реализации эти нарушенные гены отводят поток углерода 

от несущественных или нежелательных метаболических узлов через целевые метаболические узлы для 

улучшенной выработки продуктов, располагающихся на следующих стадиях после этих целевых мета-

болических узлов. 

Микроорганизмы согласно настоящему изобретению происходят от родительских бактерий, на-

пример, 

 
В предпочтительном варианте реализации родительская бактерия представляет собой 

  
В особенно предпочтительном варианте реализации родительская бактерия представляет собой 

 
В одном варианте реализации изобретение относится к не встречающейся в природе бактерии Вуда-

Льюнгдаля, содержащей гетерологичную тиолазу и мутацию, приводящую к нарушениям, в одном или 

более генах, кодирующих, например, одну или более из НАД-зависимой электрон-бифуркационной 

[FeFe]-гидрогеназы, глутаматсинтазы, цитрамалатсинтазы, ацетолактатдекарбоксилазы, лактатдегидро-

геназы, ацетаткиназы, фосфаттрансацетилазы и альдегиддегидрогеназы, причем указанная не встречаю-

щаяся в природе бактерия характеризуется усиленным потоком углерода через ацетоацетил-КоА по 

сравнению с родительской бактерией. В частности, снижена или устранена экспрессия одного или более 

генов по сравнению с родительской бактерией. 

В таком варианте реализации не встречающаяся в природе бактерия может продуцировать продукт, 

например, ацетон, изопропанол, 3-гидроксиизовалерил-КоА, 3-гидроксиизовалерат, изобутилен, изопен-

тенилпирофосфат, диметилаллилпирофосфат, изопрен, фарнезен, 3-гидроксибутирил-КоА, кротонил-

КоА, 3-гидроксибутират, 3-гидроксибутирилальдегид, 1,3-бутандиол, 2-гидроксиизобутирил-КоА, 2-

гидроксиизобутират, бутирил-КоА, бутират, бутанол, капроат, гексанол, октаноат, октанол, 1,3-

гександиол, 2-бутен-1-ол, изовалерил-КоА, изовалерат или изоамиловый спирт. 

Например, если родительской бактерией является Clostridium autoethanogenum, (a) НАД-зависимую 

электрон-бифуркационную [FeFeJ-гидрогеназу можно выбрать из группы, состоящей из CAETHG_1576, 

CAETHG_1578, CAETHG_3569, CAETHG_3570 и CAETHG_3571, (b); глутаматсинтазу можно выбрать 
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из группы, состоящей из CAETHG_0477, CAETHG_1580, CAETHG_3850 и CAETHG_3851, (с) цитрама-

латсинтаза может представлять собой CAETHG_2751, (d) ацетолактатдекарбоксилаза может представ-

лять собой CAETHG_2932, (е) лактатдегидрогеназа может представлять собой CAETHG_1147, (f) аце-

таткиназа может представлять собой CAETHG_3359, (g) фосфаттрансацетилаза может представлять со-

бой CAETHG_3358 или (h) альдегиддегидрогеназу можно выбрать из группы, состоящей из 

CAETHG_1819, CAETHG_3287 и CAETHG_1830. 

В еще одном варианте реализации изобретение относится к не встречающейся в природе бактерии 

Вуда-Льюнгдаля, содержащей мутацию, приводящую к нарушениям, в одном или более генах, причем 

указанная не встречающаяся в природе бактерия характеризуется усиленным потоком углерода через 

хоризмат по сравнению с родительской бактерией. 

Указанные один или более генов кодируют, например, один или более из пуриннуклеозидфосфори-

лазы, лактатпермеазы, цистатионин-гамма-лиазы, аденинфосфорибозилтрансферазы, 5'-нуклеотидазы/3'-

нуклеотидазы/экзополифосфатазы, механочувствительного канала с малой проводимостью, аргининде-

зиминазы, апофермента LL-диаминопимелатаминотрансферазы и фосфопентомутазы. В частности, сни-

жена или устранена экспрессия одного или более генов по сравнению с родительской бактерией. 

В таком варианте реализации не встречающаяся в природе бактерия может продуцировать такой 

продукт, как хоризмат, пара-гидроксибензойная кислота, салицилат, 2-аминобензоат, дигидроксибензоат, 

4-гидроксициклогексанкарбоновая кислота и их соли и ионы. 

Например, если родительская бактерия представляет собой Clostridium autoethanogenum, указанные 

один или более генов могут кодировать один или более из CAETHG_0160, CAETHG_0248, 

CAETHG_0498, CAETHG_1270, CAETHG_1371, CAETHG_2107, CAETHG_3021, CAETHG_3510 и 

CAETHG_3924; если родительской бактерией является Clostridium ljungdahlii, указанные один или более 

генов могут кодировать один или более из CLJU_c20750, CLJU_c21610, CLJU_c24380, CLJU_c33720, 

CLJU_c34740, CLJU_c42810, CLJU_c09270, CLJU_c14280 и CLJU_c18150; а если родительской бактери-

ей является Clostridium ragsdalei, указанные один или более генов могут кодировать один или более из 

CLRAG_19250, CLRAG_31200, CLRAG_25120, CLRAG_24560, CLRAG_14800, CLRAG_25620, 

CLRAG_09600 или CLRAG_00520. 

В настоящем изобретении также предложен способ получения продуктов путем культивирования 

микроорганизма согласно настоящему изобретению в присутствии субстрата, например, газообразного 

субстрата, содержащего один или более СО, CO2 и/или H2. 

Подразумевается, что термин "не встречающийся в природе" при применении в отношении микро-

организма означает, что указанный микроорганизм несет по меньшей мере одну генетическую модифи-

кацию, не встречающуюся в природном штамме указанных видов, в том числе в штаммах дикого типа 

указанных видов микроорганизмов. Микроорганизмы, не встречающиеся в природе, обычно разрабаты-

вают в лаборатории или исследовательском центре. 

Термины "генетическая модификация", "генетическое изменение" или "генная инженерия" в широ-

ком смысле относятся к манипулированию геномом или нуклеиновыми кислотами микроорганизма ру-

ками человека. Аналогичным образом, термины "генетически модифицированный", "генетически изме-

ненный" или "генно-инженерный" относятся к микроорганизму, содержащему такие генетические моди-

фикации, генетические изменения или генно-инженерные элементы. Эти термины можно использовать 

для дифференциации полученного в лаборатории микроорганизма от микроорганизма, встречающегося в 

природе. Способы генетической модификации включают, например, экспрессию гетерологичного гена, 

вставку или делецию гена или промотора, мутацию нуклеиновой кислоты, экспрессию или инактивацию 

измененного гена, ферментную инженерию, направленную эволюцию, проектирование на основе базы 

знаний, методики случайного мутагенеза, генную перетасовку и оптимизацию кодонов. 

"Рекомбинантный" означает, что нуклеиновая кислота, белок или микроорганизм является продук-

том генетической модификации, инженерии или рекомбинации. В общем случае термин "рекомбинант-

ный" относится к нуклеиновой кислоте, белку или микроорганизму, который содержит или кодируется 

генетическим материалом, полученным из нескольких источников, например, двух или более разных 

штаммов или видов микроорганизмов. 

"Дикий тип" относится к типичной форме организма, штамма, гена или характеристики в том виде, 

как они встречаются в природе, в отличие от мутантных или вариантных форм. 

"Эндогенный" относится к нуклеиновой кислоте или белку, который присутствует или подвергается 

экспрессии в микроорганизме дикого типа или родительском микроорганизме, от которого происходит 

микроорганизм согласно настоящему изобретению. Например, эндогенный ген представляет собой ген, 

нативно присутствующий в микроорганизме дикого типа или родительском микроорганизме, от которого 

происходит микроорганизм согласно настоящему изобретению. В одном варианте реализации экспрес-

сию эндогенного гена можно контролировать с помощью экзогенного регуляторного элемента, напри-

мер, экзогенного промотора. 

"Экзогенный" относится к нуклеиновой кислоте или белку, происхождение которого не связано с 

микроорганизмом согласно настоящему изобретению. Например, экзогенный ген или фермент можно 

создать искусственно или рекомбинантно и ввести в микроорганизм согласно настоящему изобретению 
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или экспрессировать в нем. Экзогенный ген или фермент также можно выделить из гетерологичного 

микроорганизма и ввести в микроорганизм согласно настоящему изобретению или экспрессировать в 

нем. Экзогенные нуклеиновые кислоты можно адаптировать для интеграции в геном микроорганизма 

согласно настоящему изобретению или нахождения вне хромосомы микроорганизма согласно настояще-

му изобретению, например, в плазмиде. "Гетерологичный" относится к нуклеиновой кислоте или белку, 

полученным из другого штамма или вида и введенным в микроорганизм согласно настоящему изобрете-

нию или экспрессируемым в нем. 

Термины "полинуклеотид", "нуклеотид", "нуклеотидная последовательность", "нуклеиновая кисло-

та" и "олигонуклеотид" используются взаимозаменяемо. Они относятся к полимерной форме нуклеоти-

дов любой длины, как дезоксирибонуклеотидов, так и рибонуклеотидов либо их аналогов. Полинуклео-

тиды могут иметь любую трехмерную структуру и могут любую функцию, известную или неизвестную. 

Ниже приведены неограничивающие примеры полинуклеотидов: кодирующие или некодирующие об-

ласти гена или фрагмента гена, локусы (локус), определенные при анализе сцепления, экзоны, интроны, 

матричная РНК (мРНК), транспортная РНК, рибосомальная РНК, короткая интерферирующая РНК 

(киРНК), короткая шпилечная РНК (кшРНК), микро-РНК (миРНК), рибозимы, кДНК, рекомбинантные 

полинуклеотиды, разветвленные полинуклеотиды, плазмиды, векторы, выделенная ДНК с любой после-

довательностью, выделенная РНК с любой последовательностью, нуклеотидные зонды и праймеры. По-

линуклеотид может содержать один или более из модифицированных нуклеотидов, например, метилиро-

ванных нуклеотидов или аналогов нуклеотидов. Модификации нуклеотидной структуры (при их нали-

чии) можно внедрить до или после сборки полимера. Нуклеотидную последовательность можно преры-

вать ненуклеотидными компонентами. Полинуклеотид можно дополнительно модифицировать после 

полимеризации, например, путем конъюгирования с метящим компонентом. 

В настоящем документе термин "экспрессия" относится к процессу, посредством которого поли-

нуклеотид транскрибируется с ДНК-матрицы (например, в мРНК или другой РНК-транскрипт) и/или 

процессу, посредством которого транскрибированная мРНК впоследствии транслируется в пептиды, по-

липептиды, или белки. Транскрипты и закодированные полипептиды можно в совокупности называть 

"генными продуктами". 

Термины "полипептид", "пептид" и "белок" используются в настоящем документе взаимозаменяемо 

для обозначения аминокислотных полимеров любой длины. Полимер может быть линейным или раз-

ветвленным, он может содержать модифицированные аминокислоты, и он может прерываться соедине-

ниями, не являющимися аминокислотами. Эти термины также включают модифицированный аминокис-

лотный полимер; например, образование дисульфидной связи, гликозилирование, липидирование, ацети-

лирование, фосфорилирование или любые другие манипуляции, например, конъюгирование с метящим 

компонентом. В настоящем документе термин "аминокислота" включает природные и/или не встречаю-

щиеся в природе или синтетические аминокислоты, в том числе глицин и D- или L-оптические изомеры, 

а также аналоги аминокислот и пептидомиметики. 

"Ферментативная активность" или просто "активность" в широком смысле относится к фермента-

тивной активности, включая активность фермента, количество фермента или доступность фермента, не-

обходимого для катализа реакции, но не ограничиваясь ими. Соответственно, "увеличение" фермента-

тивной активности включает увеличение активности фермента, увеличение количества фермента или 

повышение доступности фермента, необходимого для катализа реакции. Аналогичным образом, "умень-

шение" ферментативной активности включает в себя уменьшение активности фермента, уменьшение 

количества фермента или уменьшение доступности фермента, необходимого для катализа реакции. 

"Мутированный" относится к нуклеиновой кислоте или белку, модифицированным в микроорга-

низме согласно настоящему изобретению по сравнению с микроорганизмом дикого типа или родитель-

ским микроорганизмом, от которого происходит микроорганизм согласно настоящему изобретению. В 

одном варианте реализации мутация может представлять собой делецию, инсерцию или замену в гене, 

кодирующем фермент. В еще одном варианте реализации мутация может представлять собой делецию, 

инсерцию или замену одной или более аминокислот в ферменте. 

"Нарушенный ген" относится к гену, модифицированному некоторым образом с целью снижения 

или исключения экспрессии гена, регуляторной активности гена или активности кодируемого белка или 

фермента. Нарушение может частично инактивировать, полностью инактивировать или удалить ген или 

фермент. Нарушение может представлять собой мутацию, вызывающую нокаут (KO), которая полностью 

устраняет экспрессию или активность гена, белка или фермента. Нарушение также может представлять 

собой нокдаун, снижающий, но не полностью устраняющий экспрессию или активность гена, белка или 

фермента. Нарушение может представлять собой любую модификацию, которая снижает, предотвращает 

или блокирует биосинтез продукта, полученного с помощью фермента. Нарушение может включать, на-

пример, мутации в гене, кодирующем белок или фермент, мутации в генетическом регуляторном элемен-

те, участвующем в экспрессии гена, кодирующего фермент, введение нуклеиновой кислоты, продуци-

рующей белок, который снижает или ингибирует активность фермента, или введение нуклеиновой ки-

слоты (например, антисмысловой РНК, RNAi, TALEN, киРНК, CRISPR или CRISPRi) или белка, ингиби-

рующих экспрессию белка или фермента. Нарушение можно внедрить с использованием любого спосо-
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ба, известного в данной области техники. Для целей настоящего изобретения нарушения выполняются в 

лаборатории, а не происходят естественным путем. 

"Оптимизация кодонов" относится к мутации нуклеиновой кислоты, например, гена, с целью опти-

мизированной или улучшенной трансляции нуклеиновой кислоты в конкретном штамме или видах мик-

роорганизмов. Оптимизация кодонов может привести к увеличению скорости трансляции или повыше-

нию точности трансляции. В предпочтительном варианте реализации гены согласно настоящему изобре-

тению подвергают оптимизации кодонов для экспрессии в Clostridium, в частности, Clostridium autoeth-

anogenum, Clostridium ljungdahlii или Clostridium ragsdalei. В дополнительном предпочтительном вариан-

те реализации гены согласно настоящему изобретению подвергают оптимизации кодонов для экспрессии 

в Clostridium autoethanogenum LZ1561, депонированном в DSMZ под регистрационным номером 

DSM23693. 

"Сверхэкспрессируемый" относится к увеличению экспрессии нуклеиновой кислоты или белка в 

микроорганизме согласно настоящему изобретению по сравнению с микроорганизмом дикого типа или 

родительским микроорганизмом, от которого происходит микроорганизм согласно настоящему изобре-

тению. Сверхэкспрессии можно достичь любыми способами, известными в данной области техники, 

включая изменение количества копий гена, скорости транскрипции гена, скорости трансляции гена или 

скорости разрушения фермента. 

Термин "варианты" включает нуклеиновые кислоты и белки, последовательность которых отлича-

ется от последовательности эталонной нуклеиновой кислоты и белка, например, последовательности 

эталонной нуклеиновой кислоты и белка, описанных в литературе или приведенных в качестве примера в 

настоящем документе. Настоящее изобретение можно осуществить с использованием вариантных нук-

леиновых кислот или белков, выполняющих по существу ту же функцию, что и эталонная нуклеиновая 

кислота или белок. Например, вариантный белок может выполнять по существу ту же функцию или ка-

тализировать по существу ту же реакцию, что и эталонный белок. Вариантный ген может кодировать тот 

же или по существу тот же белок, что и эталонный ген. Вариантный промотор может обладать практиче-

ски такой же способностью стимулировать экспрессию одного или более генов, что и эталонный промо-

тор. 

Такие нуклеиновые кислоты или белки в настоящем документе могут называться "функционально 

эквивалентными вариантами". Например, функционально эквивалентные варианты нуклеиновой кислоты 

могут включать аллельные варианты, фрагменты гена, мутированные гены, полиморфизмы и т.п. Гомо-

логичные гены других микроорганизмов также являются примерами функционально эквивалентных ва-

риантов. К ним относятся гомологичные гены у таких видов, как Clostridium acetobutylicum, Clostridium 

beijerinckii или Clostridium ljungdahlii, подробная информация о которых общедоступна на таких веб-

сайтах, как Genbank или NCBI. Функционально эквивалентные варианты также включают нуклеиновые 

кислоты, последовательность которых изменена в результате оптимизации кодонов для конкретного 

микроорганизма. Функционально эквивалентный вариант нуклеиновой кислоты предпочтительно обла-

дает по меньшей мере приблизительно 70%, приблизительно 80%, приблизительно 85%, приблизительно 

90%, приблизительно 95%, приблизительно 98% или большей идентичностью нуклеотидной последова-

тельности (процентом гомологии) по отношению к эталонной нуклеиновой кислоте. Функционально эк-

вивалентный вариант белка предпочтительно обладает по меньшей мере приблизительно 70%, приблизи-

тельно 80%, приблизительно 85%, приблизительно 90%, приблизительно 95%, приблизительно 98% или 

большей идентичностью аминокислотной последовательности (процентом гомологии) по отношению к 

эталонному белку. Функциональную эквивалентность вариантной нуклеиновой кислоты или белка мож-

но оценить с использованием любого способа, известного в данной области техники. 

"Комплементарность" относится к способности нуклеиновой кислоты образовывать водород-

ную(ые) связь(и) с другой последовательностью нуклеиновой кислоты по традиционному типу Уотсона-

Крика либо по другим нетрадиционным типам. Процент комплементарности указывает процент остатков 

в молекуле нуклеиновой кислоты, которые могут образовывать водородные связи (например, спаривание 

оснований по Уотсону-Крику) со второй последовательностью нуклеиновой кислоты (например, 5, 6, 7, 

8, 9, 10 из 10 означает 50, 60, 70, 80, 90 и 100% комплементарность). "Совершенно комплементарный" 

означает, что все смежные остатки нуклеотидной последовательности образуют водородную связь с та-

ким же количеством смежных остатков во второй нуклеотидной последовательности. "По существу ком-

плементарный" в настоящем документе относится к степени комплементарности, составляющей по 

меньшей мере 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 98, 99 или 100% в области из 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50 или более нуклеотидов, или относится к двум нуклеино-

вым кислотам, гибридизующимся в жестких условиях. 

"Гибридизация" относится к реакции, при которой один или более полинуклеотидов образуют ком-

плекс, который стабилизируется посредством водородных связей между основаниями нуклеотидных ос-

татков. Водородная связь может образоваться посредством спаривания оснований по Уотсону-Крику, 

хугстиновского связывания или любым другим способом, специфичным по отношению к последова-

тельности. Комплекс может содержать две цепи, образующие двуцепочечную структуру, три или более 

цепей, образующих многоцепочечный комплекс, одну самогибридизирующуюся цепь или любую их 
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комбинацию. Реакция гибридизации может представлять собой этап в более обширном процессе, напри-

мер, при инициации ПЦР или расщеплении полинуклеотида ферментом. Последовательность, способная 

гибридизоваться с данной последовательностью, называется "комплементарной цепью" данной последо-

вательности. 

Нуклеиновые кислоты можно доставить в микроорганизм согласно настоящему изобретению с ис-

пользованием любого способа, известного в данной области техники. Например, нуклеиновые кислоты 

можно доставить в виде нуклеиновых кислот без оболочки или включить в состав с одним или более 

агентами, например, липосомами. Нуклеиновые кислоты могут представлять собой ДНК, РНК, кДНК 

или их комбинации, в зависимости от ситуации. В определенных вариантах реализации можно использо-

вать ингибиторы рестрикции. Дополнительные векторы могут включать плазмиды, вирусы, бактериофа-

ги, космиды и искусственные хромосомы. В предпочтительном варианте реализации нуклеиновые ки-

слоты доставляют в микроорганизм согласно настоящему изобретению с помощью плазмиды. В качестве 

примера, трансформацию (включая трансдукцию или трансфекцию) можно осуществить посредством 

электропорации, обработки ультразвуком, трансформации, опосредованной полиэтиленгликолем, хими-

ческой или природной компетентности, трансформации протопласта, индукции профага или конъюга-

ции. В некоторых вариантах реализации, где присутствуют активные системы ферментов рестрикции, 

перед введением нуклеиновой кислоты в микроорганизм может быть необходимо метилировать нуклеи-

новую кислоту. 

Кроме того, можно сконструировать нуклеиновые кислоты, содержащие регуляторный элемент, на-

пример, промотор, для усиления или иного контроля экспрессии конкретной нуклеиновой кислоты. 

Промотор может являться конститутивным промотором или индуцибельным промотором. В идеале про-

мотор представляет собой промотор пути Вуда-Льюнгдаля, промотор ферредоксина, промотор пиру-

ват:ферредоксиноксидоредуктазы, промотор оперона комплекса Rnf, промотор оперона АТФ-синтазы 

или промотор оперона фосфотрансацетилазы/ацетаткиназы. 

"Микроорганизм" представляет собой микроскопический организм, в частности, бактерию, архею, 

вирус или грибок. Микроорганизм согласно настоящему изобретению, как правило, представляет собой 

бактерию. В контексте данного изобретения следует считать, что термин "микроорганизм" охватывает 

термин "бактерия". 

"Родительский микроорганизм" представляет собой микроорганизм, используемый для получения 

микроорганизма согласно настоящему изобретению. Родительский микроорганизм может являться при-

родным микроорганизмом (т.е. микроорганизмом дикого типа) или предварительно модифицированным 

микроорганизмом (т.е. мутантным или рекомбинантным микроорганизмом). Микроорганизм согласно 

настоящему изобретению можно модифицировать с целью экспрессии или сверхэкспрессии одного или 

более ферментов, не экспрессируемых или сверхэкспрессируемых в родительском микроорганизме. Ана-

логичным образом, микроорганизм согласно настоящему изобретению можно модифицировать так, что-

бы он содержал один или более генов, не содержащихся в родительском микроорганизме. Микроорга-

низм согласно настоящему изобретению также можно модифицировать так, чтобы он не экспрессировал 

один или более ферментов, экспрессируемых в родительском микроорганизме, или экспрессировал их в 

меньшем количестве. В одном варианте реализации родительский микроорганизм представляет собой 

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

анте реализации родительским микроорганизмом является Clostridium autoethanogenum LZ1561, депони-

рованный 7 июня 2010 г. в Немецком банке микроорганизмов и клеточных культур (Deutsche Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ), расположенном по адресу: Иноффенштрассе 7B, D-

38124 Брауншвейг, Германия, в соответствии с условиями Будапештского договора и с присвоением 

учетного номера DSM23693. Этот штамм описан в международной заявке на патент № 

PCT/NZ2011/000144, опубликованной как WO 2012/015317. 

Термин "происходящий от" означает, что нуклеиновая кислота, белок или микроорганизм модифи-

цирована или адаптирована по сравнению с другой (например, родительской или дикого типа) нуклеино-

вой кислоты, белка или микроорганизма с целью получения новой нуклеиновой кислоты, белка или мик-

роорганизма. Такие модификации или адаптации обычно включают инсерцию, делецию, мутацию или 

замену нуклеиновых кислот или генов. Как правило, микроорганизм согласно настоящему изобретению 

происходит от родительского микроорганизма. В одном варианте реализации микроорганизм согласно 

настоящему изобретению происходит от Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii или Clostrid-

ium ragsdalei. В предпочтительном варианте реализации микроорганизм согласно настоящему изобрете-

нию происходит от Clostridium autoethanogenum LZ1561, депонированного в DSMZ под учетным номе-

ром DSM23693. 

Микроорганизм согласно настоящему изобретению можно дополнительно классифицировать на 

основе функциональных характеристик. Например, микроорганизм согласно настоящему изобретению 

может представлять собой или может происходить от С1-фиксирующего микроорганизма, анаэроба, аце-

тогена, этанологена, карбоксидотрофа и/или метанотрофа. В табл. 1 приведен типичный перечень мик-

роорганизмов и указаны их функциональные характеристики. 
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Таблица 1 

 
1
 Acetobacterium woodi может продуцировать этанол из фруктозы, но не из газа. 

2
 Способность Clostridium magnum к росту на СО не исследовали. 

3
 Согласно сообщениям, один штамм Moorella thermoacetica, Moorella sp.  

HUC22-1, продуцирует этанол из газа. 
4
 Способность Sporomusa ovata к росту на СО не исследовали. 

5
 Способность Sporomusa silvacetica к росту на СО не исследовали. 

6
 Способность Sporomusa sphaeroides к росту на СО не исследовали. 

"Путь Вуда-Льюнгдаля" относится к пути углеродной фиксации Вуда-Льюнгдаля, описанному, на-

пример, в статье Ragsdale, Biochim Biophys Acta, 1784: 1873-1898, 2008. "Микроорганизм Вуда-

Льюнгдаля", как и ожидалось, относится к микроорганизму, содержащему путь Вуда-Льюнгдаля. Мик-

роорганизм согласно настоящему изобретению представляет собой микроорганизм Вуда-Льюнгдаля, 

обычно бактерию Вуда-Льюнгдаля. Как правило, микроорганизм согласно настоящему изобретению со-

держит нативный путь Вуда-Льюнгдаля. В настоящем документе путь Вуда-Льюнгдаля может представ-

лять собой нативный, немодифицированный путь Вуда-Льюнгдаля или путь Вуда-Льюнгдаля с некото-

рой степенью генетической модификации (например, сверхэкспрессией, гетерологичной экспрессией, 

нокаутом и т.д.), при условии, что он может преобразовывать СО, CO2 и/или H2 в ацетил-КоА. 

"С1" относится к молекуле, содержащей один атом углерода, например, СО, СО2, CH4 или CH3OH. 

"С1-оксигенат" относится к молекуле, содержащей один атом углерода, которая также содержит по 

меньшей мере один атом кислорода, например, СО, CO2 или CH3OH. "Источник С1-углерода" относится 

к молекуле, содержащей один атом углерода, которая является частичным или единственным источни-

ком углерода для микроорганизма согласно настоящему изобретению. Например, источник С1-углерода 

может содержать одно или более соединений, выбранных из СО, CO2, CH4, CH3OH или СН2О2. Источник 

С1-углерода предпочтительно содержит одно или более соединений, выбранных из СО и СО2. "С1-

фиксирующий микроорганизм" представляет собой микроорганизм, способный продуцировать один или 

более продуктов из источника С1-углерода. Как правило, микроорганизм согласно настоящему изобре-

тению представляет собой С1-фиксирующую бактерию. В предпочтительном варианте реализации мик-

роорганизм согласно настоящему изобретению получают из С1-фиксирующего микроорганизма, приве-

денного в табл. 1. 

"Анаэроб" представляет собой микроорганизм, не требующий кислорода для роста. Анаэроб может 

отрицательно реагировать или даже гибнуть в присутствии кислорода выше определенного порогового 

значения. Однако некоторые анаэробы способны переносить низкие уровни кислорода (например, 

0,000001-5% кислорода). Как правило, микроорганизм согласно настоящему изобретению представляет 
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собой анаэроб. В предпочтительном варианте реализации микроорганизм согласно настоящему изобре-

тению происходит от анаэроба, приведенного в табл. 1. 

"Ацетоген" представляет собой микроорганизм, продуцирующий или способный продуцировать 

ацетат (или уксусную кислоту) в качестве продукта анаэробного дыхания. Как правило, ацетогены пред-

ставляют собой облигатно-анаэробные бактерии, использующие путь Вуда-Льюнгдаля в качестве основ-

ного механизма сохранения энергии и синтеза ацетил-КоА и продуктов, полученных из ацетил-КоА, на-

пример, ацетата (Ragsdale, Biochim Biophys Acta, 1784: 1873- 1898, 2008). Ацетогены используют путь 

ацетил-КоА в качестве (1) механизма для восстановительного синтеза ацетил-КоА из CO2, (2) терми-

нального электрон-акцепторного энергосберегающего процесса, (3) механизма фиксации (ассимиляции) 

CO2 при синтезе клеточного углерода (Drake, Acetogenic Prokaryotes, In: The Prokaryotes, 3
rd

 edition, p. 

354, New York, NY, 2006). Bce встречающиеся в природе ацетогены являются С1-фиксирующими, ана-

эробными, автотрофными и неметанотрофными организмами. Как правило, микроорганизм согласно 

настоящему изобретению представляет собой ацетоген. В предпочтительном варианте реализации мик-

роорганизм согласно настоящему изобретению происходит от ацетогена, приведенного в табл. 1. 

"Этанологен" представляет собой микроорганизм, продуцирующий или способный продуцировать 

этанол. Как правило, микроорганизм согласно настоящему изобретению представляет собой этанологен. 

В предпочтительном варианте реализации микроорганизм согласно настоящему изобретению происхо-

дит от этанологена, приведенного в табл. 1. 

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

рода. Вместо этого автотрофы используют неорганические источники углерода, например, СО и/или 

СО2. Как правило, микроорганизм согласно настоящему изобретению представляет собой автотроф. В 

предпочтительном варианте реализации микроорганизм согласно настоящему изобретению происходит 

от автотрофа, приведенного в табл. 1. 

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

единственного источника углерода и энергии. Как правило, микроорганизм согласно настоящему изо-

бретению представляет собой карбоксидотроф. В предпочтительном варианте реализации микроорга-

низм согласно настоящему изобретению происходит от карбоксидотрофа, приведенного в табл. 1. 

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

ственного источника углерода и энергии. В определенных вариантах реализации микроорганизм соглас-

но настоящему изобретению представляет собой метанотроф или происходит от метанотрофа. В других 

вариантах реализации микроорганизм согласно настоящему изобретению не является метанотрофом или 

не происходит от метанотрофа. 

В более широком смысле микроорганизм согласно настоящему изобретению может происходить от 

микроорганизма любого рода или вида, приведенного в табл. 1. Например, микроорганизм может быть 

членом рода, выбранного из группы, состоящей из Acetobacterium, Alkalibaculum, Blautia, 

Butyribacterium, Clostridium, Eubacterium, Moorella, Oxobacter, Sporomusa и Thermoanaerobacter. В частно-

сти, микроорганизм может происходить от родительской бактерии, выбранной из группы, состоящей из: 

 
В предпочтительном варианте реализации микроорганизм согласно настоящему изобретению полу-

чают из кластера клостридий, включающего виды Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii и 

Clostridium ragsdalei.Такие виды были впервые описаны и исследованы в работах Abrini, Arch Microbiol, 

161: 345-351, 1994 (Clostridium autoethanogenum), Tanner, Int J System Bacteriol, 43: 232-236, 1993 (Clos-

tridium ljungdahlii) и Huhnke, WO 2008/028055 (Clostridium ragsdalei). 

Указанные три вида характеризуются значительным сходством. В частности, все эти виды являются 

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

лями рода Clostridium. Такие виды обладают аналогичными генотипами и фенотипами, способами со-

хранения энергии и ферментативным метаболизмом. Кроме того, эти виды объединены в кластер в I 

группе гомологии клостридиальной рРНК, причем их ДНК 16S рРНК идентична более чем на 99%, со-

держание G+С в ДНК составляет около 22-30 мол.%, они грамположительны, характеризуются анало-

гичной морфологией и размером(размер логарифмически растущих клеток находится в интервале между 

0,5-0,7×3-5 мкм), являются мезофильными (оптимальный рост наблюдается при температуре 30-37°С), 

характеризуются аналогичными диапазонами pH приблизительно 4-7,5 (при оптимальном значении pH 
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приблизительно 5,5-6), не содержат цитохромов и сохраняют энергию посредством комплекса Rnf. Кро-

ме того, показано, что у этих видов происходит восстановление карбоновых кислот с образованием соот-

ветствующих спиртов (Perez, Biotechnol Bioeng, 110:1066-1077, 2012). Важно отметить, что все такие 

виды также демонстрируют сильный автотрофный рост на СО-содержащих газах, продуцируют этанол и 

ацетат (или уксусную кислоту) в качестве основных продуктов ферментации и при определенных усло-

виях образуют небольшие количества 2,3-бутандиола и молочной кислоты. 

Однако указанные три вида также обладают целым рядом различий. Эти виды были выделены из 

разных источников: Clostridium autoethanogenum - из кишечника кролика, Clostridium ljungdahlii - из от-

ходов птицеферм и Clostridium ragsdalei - из осадочных отложений пресных водоемов. Эти виды отлича-

ются по утилизации различных углеводов (например, рамнозы, арабинозы), кислот (например, глюкона-

та, цитрата), аминокислот (например, аргинина, гистидина) и других субстратов (например, бетаина, бу-

танола). Кроме того, эти виды отличаются по ауксотрофии к определенным витаминам (например, тиа-

мину, биотину). Указанные виды отличаются по нуклеотидным и аминокислотным последовательностям 

генов и белков пути Вуда-Льюнгдаля, хотя обнаружено, что общая организация и количество таких генов 

и белков одинаковы у всех видов (Köpke, Curr Opin Biotechnol, 22: 320-325, 2011). 

Таким образом, в заключение можно отметить, что многие из характеристик Clostridium autoethano-

genum, Clostridium ljungdahlii или Clostridium ragsdalei не являются специфическими для этого вида, но 

представляют собой достаточно общие характеристики для такого кластера С1-фиксирующих, анаэроб-

ных, ацетогенных, этанологенных и карбоксидотрофных представителей рода Clostridium. Однако по-

скольку в действительности эти виды отличаются, генетическая модификация или манипулирование од-

ним из этих видов может не оказывать идентичного эффекта при использовании другого из этих видов. 

Например, могут наблюдаться различия в росте, производительности или продуцировании продукта. 

Микроорганизм согласно настоящему изобретению также может происходить от изолята или му-

танта Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii или Clostridium ragsdalei. Изоляты и мутанты 

Clostridium autoethanogenum включают JA1-1 (DSM10061) (Abrini, Arch Microbiol, 161: 345-351, 1994), 

LBS1560 (DSM19630) (WO 2009/064200) и LZ1561 (DSM23693) (WO 2012/015317).Изоляты и мутанты 

Clostridium ljungdahlii включают ATCC 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), 0-52 

(ATCC 55989) (US 6368819) и ОТА-1 (Tirado-Acevedo, Production of bioethanol from synthesis gas using 

Clostridium ljungdahlii, PhD thesis, North Carolina State University, 2010).Изоляты и мутанты Clostridium 

ragsdalei включают PI 1 (ATCC BAA-622, ATCC PTA-7826) (WO 2008/028055). 

"Субстрат" относится к источнику углерода и/или энергии для микроорганизма согласно настояще-

му изобретению. Обычно субстрат является газообразным и содержит источник С1-углерода, например, 

СО, CO2 и/или CH4. Субстрат предпочтительно содержит источник С1-углерода в виде СО или СО+CO2. 

Субстрат может дополнительно содержать другие неуглеродные компоненты, например, H2, N2 или элек-

троны. 

В целом, субстрат содержит по меньшей мере некоторое количество СО, например, приблизительно 

1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 или 100 мол.% СО. Субстрат может содержать СО в диапазоне, 

например, приблизительно 20-80, 30-70 или 40-60 мол.% СО. Предпочтительно, субстрат содержит при-

близительно 40-70 мол.% СО (например, газ сталелитейных заводов или доменный газ), приблизительно 

20-30 мол.% СО (например, газ конвертерной печи) или приблизительно 15-45 мол.% СО (например, 

синтез-газ). В некоторых вариантах реализации субстрат может содержать относительно низкое количе-

ство СО, например, приблизительно 1-10 или 1-20 мол.% СО. Микроорганизм согласно настоящему изо-

бретению обычно преобразует по меньшей мере часть СО в субстрате в продукт. В некоторых вариантах 

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

Субстрат может содержать некоторое количество H2. Например, субстрат может содержать прибли-

зительно 1, 2, 5, 10, 15, 20 или 30 мол.% H2. В некоторых вариантах реализации субстрат может содер-

жать относительно высокое количество H2, например, приблизительно 60, 70, 80 или 90 мол.% H2. В до-

полнительных вариантах реализации субстрат не содержит или по существу не содержит (<1 мол.%) Н2. 

Субстрат может содержать некоторое количество CO2. Например, субстрат может содержать при-

близительно 1-80 или 1-30 мол.% CO2. В некоторых вариантах реализации субстрат может содержать 

менее чем приблизительно 20, 15, 10 или 5 мол.% CO2. В еще одном варианте реализации субстрат не 

содержит или практически не содержит (<1 мол.%) СО2. 

Хотя обычно субстрат является газообразным, он также может быть представлен в альтернативных 

формах. Например, субстрат можно растворить в жидкости, насыщенной СО-содержащим газом, с по-

мощью генератора дисперсии микропузырьков. В качестве дополнительного примера, субстрат можно 

адсорбировать на твердой подложке. 

Субстрат и/или источник С1-углерода может представлять собой отработанный газ, полученный в 

виде побочного продукта промышленного процесса или из какого-либо другого источника, например, из 

выхлопных газов автомобилей или при газификации биомассы. В определенных вариантах реализации 

промышленный процесс выбран из группы, состоящей из: черной металлургии, например, сталелитейно-

го производства, цветной металлургии, нефтепереработки, газификации угля, производства электроэнер-



044153 

- 9 - 

гии, производства чистого углерода, производства аммиака, производства метанола и производства кок-

са. Согласно таким вариантам реализации субстрат и/или источник С1-углерода можно собрать в ходе 

промышленного процесса перед его выбросом в атмосферу с применением любого удобного способа. 

Субстрат и/или источник С1-углерода может представлять собой синтез-газ, например, синтез-газ, 

полученный при газификации угля или из остатков нефтепереработки, газификации биомассы или лиг-

ноцеллюлозного материала или при риформинге природного газа. В еще одном варианте реализации 

синтез-газ можно получить в результате газификации твердых бытовых отходов или твердых промыш-

ленных отходов. 

Состав субстрата может оказывать значительное влияние на эффективность и/или стоимость реак-

ции. Например, присутствие кислорода (O2) может понизить эффективность процесса анаэробной фер-

ментации. В зависимости от состава субстрата может быть желательной обработка, очистка или фильт-

рование субстрата для удаления нежелательных примесей, например, токсинов, нежелательных компо-

нентов или частиц пыли, и/или для увеличения концентрации желательных компонентов. 

В некоторых вариантах реализации ферментацию выполняют в отсутствие углеводных субстратов, 

например, сахара, крахмала, лигнина, целлюлозы или гемицеллюлозы. 

Микроорганизм согласно настоящему изобретению можно культивировать для получения одного 

или нескольких продуктов. Так, например, микроорганизм согласно настоящему изобретению может 

продуцировать или может быть генетически сконструирован для продукции 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 и WO 2016/094334), лактата (WO 2011/112103), бутена (WO 

2012/024522), бутадиена (WO 2012/024522), метилэтилкетона (2-бутанона) (WO 2012/024522 и WO 

2013/185123), этилена (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 (WO 

2014/0369152), 1-пропанола (WO 2014/0369152), продуктов, полученных из хоризмата (WO 

2016/191625), 3-гидроксибутирата (WO 2017/066498) и 1,3-бутандиола (WO 2017/0066498). В дополне-

ние к одному или более целевых продуктов микроорганизм согласно настоящему изобретению также 

может продуцировать этанол, ацетат и/или 2,3-бутандиол. В определенных вариантах реализации саму 

микробную биомассу можно рассматривать как продукт. 

"Нативный продукт" представляет собой продукт, вырабатываемый генетически немодифициро-

ванным микроорганизмом. Например, этанол, ацетат и 2,3-бутандиол являются нативными продуктами 

Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii и Clostridium ragsdalei. "Ненативный продукт" пред-

ставляет собой продукт, продуцируемый генетически модифицированным микроорганизмом, но не про-

дуцируемый генетически немодифицированным микроорганизмом, от которого происходит генетически 

модифицированный микроорганизм. 

В настоящем документе ссылка на кислоту (например, уксусную кислоту или 2-

гидроксиизомасляную кислоту) также должна включать соответствующую соль (например, ацетат или 2-

гидроксиизобутират). 

"Селективность" относится к отношению выработки целевого продукта к выработке всех продуктов 

ферментации, продуцируемых микроорганизмом. Микроорганизм согласно настоящему изобретению 

можно сконструировать для получения продуктов с определенной селективностью или с минимальной 

селективностью. В одном варианте реализации целевой продукт составляет по меньшей мере приблизи-

тельно 5, 10, 15, 20, 30, 50 или 75% всех продуктов ферментации, продуцируемых микроорганизмом со-

гласно настоящему изобретению. В одном варианте реализации целевой продукт составляет по меньшей 

мере 10% от всех продуктов ферментации, продуцируемых микроорганизмом согласно настоящему изо-

бретению, так что микроорганизм согласно настоящему изобретению обладает по меньшей мере 10% 

селективностью по отношению к целевому продукту. В еще одном варианте реализации целевой продукт 

составляет по меньшей мере 30% от всех продуктов ферментации, продуцируемых микроорганизмом 

согласно настоящему изобретению, так что микроорганизм согласно настоящему изобретению обладает 

по меньшей мере 30% селективностью по отношению к целевому продукту. 

"Повышение эффективности", "повышенная эффективность" и т.п. термины включают увеличение 

скорости роста, скорости или объема получения, объема продукта на объем потребляемого субстрата или 

селективности продукта, но не ограничиваются ими. Эффективность можно измерить относительно про-

изводительности родительского микроорганизма, от которого происходит микроорганизм согласно на-

стоящему изобретению. 

Как правило, культивирование выполняют в биореакторе. Термин "биореактор" включает устройст-

во для культивирования/ферментации, состоящее из одного или более сосудов, колонн или трубопровод-

ных обвязок, например, реактор непрерывного действия с механическим перемешиванием (CSTR), реак-

тор на основе иммобилизованных клеток (ICR), реактор с орошаемым слоем (TBR), барботажную колон-

ну, газлифтный ферментер, статический смеситель или другой сосуд или другое устройство, подходящее 

для приведения газа в контакт с жидкостью. В некоторых вариантах реализации биореактор может со-

держать первый реактор для роста и второй реактор для культивирования/ферментации. Субстрат можно 
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вводить в один или оба из таких реакторов. В настоящем документе термины "культивирование" и "фер-

ментация" используют взаимозаменяемо. Указанные термины включают как фазу роста, так и фазу био-

синтеза продукта в процессе культивирования/ферментации. 

Культивирование обычно поддерживают в водной культуральной среде, содержащей питательные 

вещества, витамины и/или минералы, достаточные для обеспечения роста микроорганизма. Водная куль-

туральная среда предпочтительно представляет собой среду для роста анаэробных микроорганизмов, 

например, минимальную среду для роста анаэробных микроорганизмов. Подходящие среды хорошо из-

вестны в данной области техники. 

Для получения целевого продукта культивирование/ферментацию желательно выполнять в соответ-

ствующих условиях. Как правило, культивирование/ферментацию выполняют в анаэробных условиях. 

Условия реакции, которые следует учитывать, включают давление (или парциальное давление), темпера-

туру, скорость потока газа, скорость потока жидкости, pH среды, редокс-потенциал среды, скорость пе-

ремешивания (при использовании реактора непрерывного действия с механическим перемешиванием), 

уровень инокулята, максимальные концентрации газообразного субстрата, чтобы содержание газа в жид-

кой фазе не стало лимитирующим, и максимальные концентрации продукта во избежание ингибирования 

продукции. В частности, можно контролировать скорость введения субстрата для обеспечения того, что 

концентрация газа в жидкой фазе не станет лимитирующим фактором, поскольку в условиях лимитиро-

вания по газу культура может потреблять продукты. 

Эксплуатация биореактора при повышенных давлениях позволяет повысить скорость массоперено-

са газа из газовой фазы в жидкую фазу. Соответственно, обычно предпочтительно выполнять выращива-

ние/ферментацию при давлении, превышающем атмосферное давление. Кроме того, поскольку данная 

скорость преобразования газа отчасти зависит от времени удерживания субстрата, а время удерживания 

определяет требуемый объем биореактора, то применение систем под давлением может значительно 

уменьшить требуемый объем биореактора и, следовательно, капитальные затраты на оборудование для 

культивирования/ферментации. Это, в свою очередь, означает, что поддержание биореакторов при по-

вышенном давлении, а не при атмосферном давлении, может уменьшить время удерживания, определяе-

мое как объем жидкости в биореакторе, разделенный на скорость входящего потока газа. Оптимальные 

условия реакции частично зависят от конкретного используемого микроорганизма. Однако в общем слу-

чае предпочтительно выполнять ферментацию при давлении, превышающем атмосферное давление. 

Кроме того, поскольку данная скорость преобразования газа отчасти зависит от времени удерживания 

субстрата, а достижение требуемого времени удерживания, в свою очередь, определяет требуемый объем 

биореактора, то применение систем под давлением может значительно уменьшить требуемый объем 

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

В некоторых вариантах реализации ферментацию выполняют в отсутствие света или в присутствии 

некоторого количества света, недостаточного для удовлетворения энергетических потребностей фото-

синтезирующих микроорганизмов. В некоторых вариантах реализации микроорганизм согласно настоя-

щему изобретению представляет собой нефотосинтезирующий микроорганизм. 

Целевые продукты можно выделять или очищать от ферментационной среды любым способом или 

комбинацией способов, известных в данной области техники, включая, например, фракционную пере-

гонку, выпаривание, испарение через полупроницаемую мембрану, отдувку газом, разделение фаз и экс-

тракционную ферментацию, включая, например, жидкость-жидкостную экстракцию. В некоторых вари-

антах реализации целевые продукты выделяют из ферментационной среды путем непрерывного частич-

ного удаления среды из биореактора, отделения клеток микроорганизмов от среды (обычно фильтрова-

нием) и выделения одного или более целевых продуктов из среды. Спирты и/или ацетон можно выде-

лять, например, перегонкой. Кислоты можно выделять, например, адсорбцией на активированном дре-

весном угле. Отделенные клетки микроорганизмов предпочтительно возвращают в биореактор. Фильт-

рат, не содержащий клеток, остающийся после удаления целевых продуктов, также предпочтительно 

возвращают в биореактор. В фильтрат, не содержащий клеток, можно добавлять дополнительные пита-

тельные вещества (такие как витамины В) для пополнения среды перед ее возвратом в биореактор. 

Микроорганизм согласно настоящему изобретению содержит по меньшей мере один нарушенный 

ген. В некоторых вариантах реализации микроорганизм согласно настоящему изобретению содержит 

более одного нарушенного гена, например, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 

30, 35, 40, 45, 50, 75, 100 или 200 нарушенных генов. Например, нарушенный ген можно выбрать из 

табл.2. Хотя для С. autoethanogenum, С. ljungdahlii и С. ragsdalei приведены типичные учетные номера, 

специалист в данной области техники может идентифицировать гомологи в других микроорганизмах 

Вуда-Льюнгдаля. 
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Таблица 2 
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Авторы изобретения также определили ключевые пути и узлы метаболизма у микроорганизмов Ву-

да-Льюнгдаля (фигура). В настоящем изобретении дополнительно предложены микроорганизмы с нару-

шенными генами для стратегического отвода потока углерода от ненужных или нежелательных узлов 

метаболизма через целевые узлы метаболизма. Такие штаммы позволили улучшить продукцию продук-

тов, получаемых на стадиях, следующих после этих целевых узлов метаболизма. 

Наконец, в настоящем изобретении предложены способы получения продуктов путем культивиро-

вания микроорганизма согласно настоящему изобретению в присутствии субстрата, например, газооб-

разного субстрата, содержащего один или более из СО, СО2 и/или Н2. Возможные комбинации нарушен-

ных генов для оптимизации продукции конкретных продуктов описаны в примерах 2-19. 

Как описано в других разделах настоящей заявки, такие продукты могут включать нативные или 

ненативные продукты микроорганизмов Вуд-Льюнгдаля. Например, такие продукты включают ацетил-

КоА, этанол, ацетат, бутанол, бутират, бутирил-КоА, 2,3-бутандиол, лактат, бутен, бутадиен, метилэтил-

кетон, этилен, ацетон, изопропанол, липиды, 3-гидроксипропионат (3-НР), изопрен, фарнезен, жирные 
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кислоты (этиловые эфиры жирных кислот, бутиловые эфиры жирных кислот), 2-бутанол, 1,2-

пропандиол, 1-пропанол, продукты-производные хоризмата, 3-гидроксибутират, 1,3-бутандиол, С6-С8-

спирты (гексанол, гептанол, октанол), капроат, октаноат, изопентенилпирофосфат (IPP), диметилаллил-

пирофосфат (DMAPP), ацетоацетил-КоА, 3-гидроксибутират-КоА (3-НВ-КоА), малонил-КоА, пируват, 

дегидрошикимат, хоризмат, пара-гидроксибензойную кислоту, салицилат, 2-аминобензоат, 2,3-

дигидроксибензоат, 2-гидроксициклогексанкарбоновую кислоту, цитрамалат, кетобутират, ацетолактат, 

ацетоин, валин, лейцин и изолейцин, но не ограничиваются ими. 

Примеры 

Следующие примеры дополнительно иллюстрируют данное изобретение, но, разумеется, никоим 

образом не должны рассматриваться как ограничивающие его сущность. 

Пример 1. 

В этом примере описано метаболическое моделирование в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля. 

Использовали модель метаболизма Clostridium autoethanogenum в масштабе генома, подобную мо-

дели, описанной в работе Marcellin, Green Chem, 18: 3020-3028, 2016. Эту модель использовали для мо-

делирования проектирования, конструирования, роста in silico и скрининга штаммов с мутациями, вызы-

вающими нарушение генов, с целью прогностического выявления штаммов, которые будут характеризо-

ваться повышенным выходом нативных соединений. Кроме того, построили новые модели в масштабе 

генома для ряда штаммов, продуцирующих ненативные соединения. Для этого к структуре модели Clos-

tridium autoethanogenum дикого типа добавили гетерологичные гены и метаболические реакции, пред-

ставляющие включение пути получения ненативного соединения. Хотя модель, использованная для экс-

периментальной работы, описанной в настоящем документе, основана на Clostridium autoethanogenum, 

можно ожидать, что полученные результаты будут применимы и к другим микроорганизмам Вуда-

Льюнгдаля, учитывая сходство в их метаболизме. 

Для каждого штамма для продукции химического соединения выполнили конструирование in silico 

миллионов мутантных штаммов, содержащих различные комбинации мутаций, вызывающих нарушение 

генов. Булевы ассоциации ген-белок-реакция использовали для определения инактивированных метабо-

лических реакций при нарушении гена (Thiele, Nature Protocols, 5: 93-121, 2010). Проектирование, конст-

руирование и скрининг мутантных штаммов выполняли с использованием cameo версии 0.11.2 (Sonnen-

schein, Biosustain/Cameo: 0.11.0, doi: doi:10.5281/zenodo.835730, 2017) и эволюционных алгоритмов, реа-

лизованных с помощью inspyred версии 1.0.1. 

Рост этих мутантных штаммов моделировали с использованием двух методов компьютерного мо-

делирования на основе ограничений: анализа баланса потока (FBA) и линейной минимизации метаболи-

ческой коррекции (LMOMA). Эти методы моделирования роста использовали для выявления двух веро-

ятных метаболических фенотипов после генетического нарушения (Maia, Proceedings of the Genetic and 

Evolutionary Computation Conference Companion on - GECCO '17, New York, New York, ACM Press, 1661-

1668, 2017). Экспериментальный профиль метаболического потока конструировали и использовали в 

качестве эталонного состояния для LMOMA-моделирования. Моделирование роста выполняли с исполь-

зованием программных сценариев cobrapy версии 0.8.2 (Ebrahim., COBRApy: COnstraints-Based Recon-

struction and Analysis for Python, BMC Syst Biol, 7: 74, 2013), optlang версии 1.2.3 ((Jensen, Optlang: An 

Algebraic Modeling Language for Mathematical Optimization," The Journal of Open Source Software, 2, 

doi:10.21105/joss.00139, 2017) в качестве интерфейса поиска решений и Gurobi Optimizer версии 7.0.2 в 

качестве средства поиска решений оптимизации. 

Скорости роста и основные метаболические потоки, в том числе продуктов ферментации, регистри-

ровали и использовали для скрининга штаммов. Для каждого моделирования штамма рассчитывали вза-

имосвязанный выход биомассы-продукта (BPCY) и молярный выход углерода. Эти значения выхода ис-

пользовали для определения балльного показателя соответствия. 

Кроме того, выполняли анализ изменчивости потока (FVA) с целью определить, требуется ли му-

тантному штамму продукция соединения, представляющего интерес, для роста (конструирование штам-

мов, сопряженных с ростом). Если минимальный поток соединения, представляющего интерес, был 

больше нуля во время роста, штамм классифицировали как сопряженный с ростом. Эти конструкции 

штаммов, сопряженных с ростом, должны обеспечивать повышенную стабильность ферментации при 

непрерывной ферментации. Этот минимальный поток преобразовывали в выход углерода (минимальный 

выход FVA) и использовали для сравнения уровня сопряжения с ростом между штаммами. 
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Пример 2. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции ацетата в микроорганизмах Вуда-

Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 1. 

Ацетат является нативным продуктом микроорганизмов Вуда-Льюнгдаля. 
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Пример 3. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции этанола в микроорганизмах Ву-

да-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 1. 

Этанол является нативным продуктом микроорганизмов Вуда-Льюнгдаля. 
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Пример 4. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции ацетона в микроорганизмах Ву-

да-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 1. 

Продукция ацетона в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, например, в WO 2012/115527. Для мо-

делирования продукции ацетона использовали следующий путь: 2,0 ацетил-КоА→КоА+ацетоацетил-

КоА; ацетат+ацетоацетил-КоА→ацетил-КоА+ацетоацетат; ацетоацетат→CO2+ацетон; аце-

тон→ацетоннар. 
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Пример 5. 

В этом примере описаны нарушения для улучшения продукции изопропанола в микроорганизмах 

Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 

1. Продукция изопропанола в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, например, в WO 2012/115527. 

Для моделирования продукции изопропанола в настоящем документе использовали следующий путь: 2,0 

ацетил-КоА→КоА+ацетоацетил-КоА; ацетат+ацетоацетил-КоА→ацетил-КоА+ацетоацетат; 

ацетоацетат→CO2+ацетон; изопропанол→изопропанолнар. 
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Пример 6. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции лактата в микроорганизмах Вуда-

Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 1. 

Лактат является нативным продуктом микроорганизмов Вуд-Льюнгдаля. 
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Пример 7. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции 1,3-бутандиола в микроорганиз-

мах Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в 

примере 1. 

Получение 1,3-бутандиола в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описано, например, в WO 

2017/0066498. Для моделирования продукции 1,3-бутандиола в настоящем документе использовали сле-

дующий путь: 2,0 ацетил-КоА→КоА+ацетоацетил-КоА; НАДФН+Н++ацетоацетил-КоА→НАДФ+(R)-3-

гидроксибутирил-КоА; фосфат+(R)-3-гидроксибутирил-КоА→КоА+(R)-3-гидроксибутирилфосфат; 

АДФ+(R)-3-гидроксибутирилфосфат→АТФ+(R)-3-гидроксибутират; (R)-3-гидроксибутират+восста-

новленный ферредоксин→окисленный ферредоксин+(R)-3-гидроксибутиральдегид; НАДФН+Н++(R)-3-

гидроксибутиральдегид→НАДФ+13BDO; НАДН+Н++(R)-3-гидроксибутиральдегид→НАД+13BDO; 

13BDO→13BDO_нар. 
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Пример 8. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции 2,3-бутандиола в микроорганиз-

мах Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в 

примере 1. 2,3-бутандиол является нативным продуктом по меньшей мере некоторых микроорганизмов 

Вуда-Льюнгдаля. 
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Пример 9. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции 2-бутанола в микроорганизмах 

Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 

1. Продукция 2-бутанола в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, например, в WO 2013/185123. 

Для моделирования продукции 2-бутанола в настоящем документе использовали следующий путь: 

НАДН+Н++(R)-ацетоин→НАД+мезо-2,3-бутандиол; мезо-2,3-бутандиол→Н2О+МЕК; 

МЕК+НАДФН+Н+→2-бутанол+НАДФ; 2-бутанол→2-бутанол_нар. 
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Пример 10. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции 2-гидроксиизомасляной кислоты 

в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, 

как описано в примере 1. Продукция 2-гидроксиизомасляной кислоты в микроорганизмах Вуда-

Льюнгдаля описана, например, в WO 2017/0066498. 

Для моделирования продукции 2-гидроксиизомасляной кислоты в строках 1-40 ниже использовали 

следующий путь: 2,0 ацетил-КоА→КоА+ацетоацетил-КоА; НАДН+Н++ацетоацетил-КоА→НАД+(S)-3-

гидроксибутирил-КоА; (S)-3-гидроксибутирил-КоА→2HIB-КоА; 2HIB-КоА+Н2О→2hib+КоА; 

2hib→2hib_нар. 

Для моделирования продукции 2-гидроксиизомасляной кислоты в строках 41-93 ниже использовали 

следующий путь: 2,0 ацетил-КоА→КоА+ацетоацетил-КоА; НАДН+Н++ацетоацетил-КоА→НАД+(S)-3-

гидроксибутирил-КоА; (S)-3-гидроксибутирил-КоА→2HIB-КоА; 2HIB-

КоА+АДФ+фосфат→2hib+АТФ+КоА; 2hib→2hib_нар. 

Для моделирования продукции 2-гидроксиизомасляной кислоты в строках 94-103 ниже использова-

ли следующий путь: 2,0 ацетил-КоА→КоА+ацетоацетил-КоА; НАДН+Н++ацетоацетил-КоА→НАД+(S)-

3-гидроксибутирил-КоА; (S)-3-гидроксибутирил-КоА→2HIB-КоА; 2HIB-КоА+ацетат→2hib+ацетил-

КоА; 2hib→2hib_нар. 
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Пример 11. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции 3-гидроксибутирата в микроор-

ганизмах Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано 

в примере 1. Продукция 3-гидроксибутирата в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, например, в 

WO 2017/066498. Для моделирования продукции 3-гидроксибутирата а настоящем документе использо-

вали следующий путь: 3-гидроксибутират→3-гидроксибутират_нар.; ацетат+ацетоацетил-КоА→ацетил-

КоА+ацетоацетат; НАДН+Н++ацетоацетат→НАД+3-гидроксибутират; 2,0 ацетил-

КоА→КоА+ацетоацетил-КоА. 
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Пример 12. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции метилэтилкетона (MEK), т.е. 2-

бутанона, в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию вы-

полняли, как описано в примере 1. Продукция MEK в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, на-

пример, в WO 2012/024522 и WO 2013/185123. Для моделирования продукции метилэтилкетона в на-

стоящем документе использовали следующий путь: НАДН+Н++(R)-ацетоин→НАД+мезо-2,3-бутандиол; 

мезо-2,3-бутандиол→Н2О+MEK; Н++MEK→Н+нар.+MEK_нар. 
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Пример 13. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции ацетолактата в микроорганизмах 

Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 

1. Ацетолактат является нативным продуктом по меньшей мере некоторых микроорганизмов Вуда-

Льюнгдаля. 

 



044153 

- 182 - 

 



044153 

- 183 - 

 



044153 

- 184 - 

 



044153 

- 185 - 

 



044153 

- 186 - 

 
Пример 14. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции изопрена в микроорганизмах Ву-

да-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 1. 

Продукция изопрена в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, например, в WO 2013/180584. Для 

моделирования продукции изопрена в настоящем документе использовали следующий путь: 2,0 ацетил-

КоА→КоА+ацетоацетил-КоА; 2,0 НАДН+2,0 Н++(S)-3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА→2,0 

НАД+КоА+(R)-мевалонат; АТФ+(R)-мевалонат→АДФ+(R)-5-фосфомевалонат; АТФ+(R)-5-

фосфомевалонат→АДФ+R)-5-дифосфомевалонат; АТФ+(R)-5-дифосфомевалонат→АДФ+фос-

фат+CO2+изопентенилдифосфат; изопентенилдифосфат→DMAPP; DMAPP→PPi+изопрен; Н2О+ацетил-

КоА+ацетоацетил-КоА→КоА+(S)-3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА; изопрен→изопреннар. Эти нару-

шения также можно применять для улучшения продукции IPP/DMAPP и/или продуктов, получаемых на 

следующих этапах после IPP/DMAPP, например, фарнезена и других терпеноидов. 
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Пример 15. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции адипиновой кислоты в микроор-

ганизмах Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано 

в примере 1. Продукция адипиновой кислоты в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, например, в 

WO 2017/0066498. Для моделирования продукции адипиновой кислоты использовали следующий путь: 

АТФ+КоА+сукцинат→АДФ+фосфат+сукцинил-КоА; НАД+КоА+2-оксоглутарат→НАДН+СО2+сук-

цинил-КоА; ацетил-КоА+сукцинил-КоА→КоА+3-оксоадипил-КоА; НАДН+Н++3-оксоадипил-

КоА→НАД+3-гидроксиадипил-КоА; 3-гидроксиадипил-КоА→2,3-дегидроадипил-КоА; НАДН+Н++2,3-

дегидроадипил-КоА→НАД+адипил-КоА; фосфат+адипил-КоА→КоА+адипил-Р; АДФ+адипил-

Р→АТФ+адипат; адипат→адипатнар. 
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Пример 16. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции 2-аминобензоата в микроорга-

низмах Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в 

примере 1. Продукция 2-аминобензоата в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, например, в WO 
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2016/191625. Для моделирования продукции 2-аминобензоата в настоящем документе использовали сле-

дующий путь: NH3+хоризмат⇒ Н2О+пируват+Н++2-аминобензоат. 
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Пример 17. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции салицилата в микроорганизмах 

Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 

1. Продукция салицилата в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, например, в WO 2016/191625. 

Для моделирования продукции салицилата в настоящем документе использовали следующий путь: хо-

ризмат→изохоризмат; изохоризмат→салицилат+пируват. 
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Пример 18. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции хоризмата в микроорганизмах 

Вуда-Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 

1. Продукция хоризмата в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, например, в WO 2016/191625. 

Хоризмат является нативным продуктом по меньшей мере некоторых микроорганизмов Вуда-

Льюнгдаля. Можно ожидать, что эти же нарушения также увеличат поток через дегидрошикимат - мета-

болический узел, расположенный непосредственно на предыдущей стадии перед хоризматом. 
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Пример 19. 

В данном примере описаны нарушения для улучшения продукции фарнезена в микроорганизмах Вуда-

Льюнгдаля. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 1. 

Продукция фарнезена в микроорганизмах Вуда-Льюнгдаля описана, например, в WO 2013/180584. Для 

моделирования продукции фарнезена в настоящем документе использовали следующий путь: 2,0 ацетил-

КоА→КоА+ацетоацетил-КоА; Н2О+ацетил-КоА+ацетоацетил-КоА→КоА+(S)-3-гидрокси-3-

метилглутарил-КоА; 2,0 НАДН+2,0 Н++(S)-3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА→2,0 НАД+КоА+(R)-

мевалонат; АТФ+(R)-мевалонат→АДФ+(R)-5-фосфомевалонат; АТФ+(R)-5-

дифосфомевалонат→АДФ+фосфат+СО2+изопентенилдифосфат; АТФ+(R)-5-

дифосфомевалонат→АДФ+фосфат+СО2+изопентенилдифосфат; изопентенилдифосфат→DMAPP; 2,0 

изопентенилдифосфат+DMAPP→PPi+транс,транс-фарнезилдифосфат; транс,транс-

фарнезилдифосфат→фарнезен+PPi; фарнезен→фарнезеннар. 
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Пример 20. 

В данном примере описаны мишени нарушения генов, общие для разных путей продукции. Опти-

мизации выполняли с использованием эволюционного алгоритма на 444 путях. Каждую конструкцию 

штамма оценивали на основании достигнутого выхода (конструирование, не сопряженное с ростом) и 

выхода, сопряженного с продукцией биомассы (конструирование, сопряженное с ростом). Каждому гену 

присваивали ранг на основе частоты его появления в конструкциях штаммов. Для нарушения в оптими-

зированных штаммах часто выявляли 19 генов. 
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Пример 21. 

В данном примере описаны мишени нарушения генов для увеличения продукции целевого соеди-

нения во время автотрофного роста. Эта стратегия включает устранение или уменьшение продукции 

других побочных продуктов ферментации, что делает целевое соединение необходимым побочным про-

дуктом роста. Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 1. 

Данные моделирования демонстрируют, что эта стратегия подходит для целевых соединений, про-

дукция которых приводит к минимальной АТФ-нагрузке. Эта стратегия не очень подходит для продук-

тов со значительной АТФ-нагрузкой во время автотрофного роста. Это связано с тем, что данная страте-

гия снижает выход клеточного АТФ за счет устранения фосфорилирования на субстратном уровне, ката-

лизируемого ацетаткиназой. 

В частности, можно улучшить продукцию таких продуктов, как ацетон, изопропанол, 1,3-

бутандиол, 3-гидроксибутират, 2-гидроксиизобутират, 3-гидроксиизовалерат и адипиновая кислота, пу-

тем введения мутации, приводящей к нарушениям, в гены, кодирующие ацетаткиназу и/или фосфат-

трансацетилазу и, необязательно, дополнительного введения мутации, приводящей к нарушениям, в один 

или более генов, кодирующих ацетолактатдекарбоксилазу, лактатдегидрогеназу, альдегиддегидрогеназу 

или цитрамалатсинтазу. 

Каждую модель оценивали с использованием анализа изменчивости потока, определяя минимально 

необходимый поток к целевому соединению во время нормального роста. Затем предложенный набор 

генных мутаций, приводящих к нарушениям, применяли к каждой модели. Повторно выполняли анализ 

изменчивости потока для выявления наличия какого-либо сопряжения между продукцией соединения и 

ростом. Моделирование выполняли с использованием cobrapy версии 0.13.4. 
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Пример 22. 

В данном примере описано увеличение продукции целевого соединения во время автотрофного ро-

ста на газовых смесях с низкой долей СО за счет снижения требуемой совместной продукции ацетата. 

Эксперименты по метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 1. 

Стратегия включает регулировку равновесия окислительно-восстановительных кофакторов м обес-

печения избытка НАДФН. Для поддержания окислительно-восстановительного гомеостаза клетка долж-

на синтезировать продукты, путь продукции которых требует НАДФН. Поскольку продукция ацетата не 

соответствует этим требованиям, клетка должна продуцировать другие продукты для достижения мак-

симальных скоростей роста. 

Данные моделирования демонстрируют, что эта стратегия подходит для целевых соединений с 

АТФ-нагрузкой, требующей совместной продукции ацетата. Эта стратегия также подходит для штаммов, 

продуцирующих этанол в качестве основного продукта. Предполагается, что данная стратегия будет ра-

ботать на газах с низким содержанием СО, где клетка может использовать гидрогеназу для восстановле-

ния ферредоксина и НАД(Ф)+. В некоторых случаях максимально возможный выход целевого соедине-

ния будет снижаться, так как данная стратегия снижает эффективность энергетического метаболизма 

клетки. 

В частности, продукцию таких продуктов, как этанол, ацетон, изопропанол, 1,3-бутандиол, 2-

бутанол, 2-гидроксиизобутират, 3-гидроксиизовалерат, адипиновая кислота, метилэтилкетон, изопрен, 

салицилат, хоризмат и фарнезен, можно улучшить путем введения мутаций, приводящих к нарушениям, 

в ген, кодирующий НАД-зависимую электрон-бифуркационную [FeFe]-гидрогеназу (например, Hyd), и 

необязательного дополнительного введения мутаций, приводящих к нарушениям, в один или более ге-

нов, кодирующих глутаматсинтазу, цитрамалатсинтазу, ацетолактатдекарбоксилазу или лактатдегидро-

геназу. 

Каждую модель оценивали с использованием анализа изменчивости потока, определяя минимально 

необходимый поток к ацетату при высокой скорости роста. Затем предложенный набор генных мутаций, 

приводящих к нарушениям, применяли к каждой модели. НАД-зависимую гидрогеназу (Hyd) удаляли из 

стехиометрической матрицы с целью представления нокаута этого фермента. Поток через реакцию глу-

таматсинтазы снижали на 30% с целью представления нарушения этого фермента. Повторно выполняли 

анализ изменчивости потока, определяя минимальные требования к продукции ацетата для достижения 

максимального роста. Моделирование выполняли с использованием cobrapy версии 0.13.4. 

 
Пример 23. 

В данном примере описано увеличение потока через ацетоацетил-КоА - центральный метаболиче-

ский узел. Увеличение потока через этот узел позволит увеличить продукцию продуктов, находящихся 

на следующих стадиях, например, ацетона, изопропилового спирта, 3-гидроксиизовалерил-КоА, 3-

гидроксиизовалерата, изобутилена, изопентенилпирофосфата (IPP), диметилаллилпирофосфата 
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(DMAPP), изопрена, терпеноидов, например, фарнезена, 3-гидроксибутирил-КоА, кротонил-КоА, 3-

гидроксибутирата, 3-гидроксибутирилальдегида, 1,3-бутандиола, 2-гидроксиизобутирил-КоА, 2-

гидроксиизобутирата, бутирил-КоА, бутирата, бутанола, капроата, гексанола, октаноата, октанола, 1,3-

гександиола, 2-бутен-1-ола, изовалерил-КоА, изовалерата или изоамилового спирта. Эксперименты по 

метаболическому моделированию выполняли, как описано в примере 1. 

Большинство микроорганизмов Вуда-Льюнгдаля не способны к естественному преобразованию 

ацетил-КоА в ацетоацетил-КоА, так что на этом этапе может потребоваться введение гетерологичного 

фермента, например, тиолазы (т.е. ацетил-КоА-ацетилтрансферазы) (EC 2.3.1.9). Тиолаза может пред-

ставлять собой, например, Th1A из Clostridium acetobutylicum (WP_010966157.1), PhaA из Cupriavidus 

necator (WP013956452.1), BktB из Cupriavidus necator (WP011615089.1), AtoB из Escherichia coli 

(NP_416728.1) или аналогичный фермент. 

В частности, можно улучшить поток через ацетоацетили-КоА путем введения мутаций, приводя-

щих к нарушениям, в один или более генов, кодирующих один или более, два или более, три или более, 

четыре или более, или пять или более из НАД-зависимой электрон-бифуркационной [FeFe]-гидрогеназы 

(например, Hyd), глутаматсинтазы, цитрамалатсинтазы, ацетолактатдекарбоксилазы, лактатдегидрогена-

зы, ацетаткиназы, фосфаттрансацетилазы или альдегиддегидрогеназы. 

 
Все источники, в том числе публикации, патентные заявки и патенты, приведенные в настоящем 

документе, включены в настоящий документ посредством ссылок в той же степени, как если бы каждый 

источник был отдельно и конкретно указан для включения посредством ссылки и изложен в настоящем 

документе в полном объеме. Упоминание любого известного уровня техники в настоящей заявке не яв-

ляется и не должно рассматриваться как признание того, что известный уровень техники образует часть 

широко известных общих знаний в рассматриваемой области в какой-либо стране. 

Следует считать, что применение форм единственного числа и аналогичных обозначений в контек-

сте описания настоящего изобретения (особенно в контексте нижеприведенной формулы изобретения) 

включает как единственное, так и множественное число, если в настоящем документе не указано иное 

или это не противоречит контексту явным образом. Термины "состоящий из", "имеющий", "включаю-

щий" и "содержащий" следует рассматривать как неограничивающие термины (т.е. означающие "в том 

числе, но не ограничиваясь"), если не указано иное. Термин "состоящий по существу из" ограничивает 

сущность композиции, процесса или способа указанными материалами или этапами или материалами 

или этапами, не оказывающими существенного влияния на основные и новые характеристики компози-

ции, процесса или способа. Использование альтернативы (например, "или") следует понимать как озна-

чающее одну альтернативу, обе альтернативы либо любую комбинацию альтернатив. В настоящем доку-

менте термин "приблизительно" означает ±20% указанного диапазона, значения или структуры, если не 

указано иное. 

Перечисление в настоящем документе диапазонов значений предназначено исключительно для ис-

пользования в качестве сокращенного способа упоминания каждого отдельного значения, попадающего 

в такой диапазон, если в настоящем документе не указано иное, при этом каждое отдельное значение 

включено в настоящий документ, как если бы оно было отдельно приведено в настоящем документе. 

Например, следует понимать, что любой диапазон концентраций, процентный диапазон, диапазон соот-

ношений, диапазон целых чисел, диапазон размеров или диапазон толщины включает значение любого 

целого числа в указанном диапазоне и, при необходимости, его доли (например, одну десятую и одну 

сотую целого числа), если не указано иное. 

Все способы, описанные в данном документе, можно выполнять в любом подходящем порядке, ес-

ли в настоящем документе не указано иное или иное явно не противоречит контексту. Использование 

всевозможных примеров или типичных формулировок (например, "такой, как"), приведенных в настоя-

щем документе, предназначено исключительно для лучшего освещения настоящего изобретения и не 

налагает ограничения на сущность настоящего изобретения, если не заявлено иное. Ни одно выражение, 

приведенное в настоящей заявке, не следует понимать как указание на какой-либо элемент, не содержа-

щийся в формуле изобретения, как необходимый для практической реализации настоящего изобретения. 

В настоящем документе описаны предпочтительные варианты реализации настоящего изобретения. 

Вариации таких предпочтительных вариантов реализации могут стать очевидными для специалистов в 
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данной области техники после прочтения приведенного выше описания. Авторы настоящего изобретения 

ожидают, что квалифицированные специалисты в соответствующих случаях будут использовать такие 

варианты, при этом авторы настоящего изобретения предполагают, что оно будет реализовано на прак-

тике иначе, чем конкретно описано в настоящем документе. Соответственно, настоящее изобретение 

включает все модификации и эквиваленты предмета изобретения, приведенные в прилагаемой формуле 

изобретения, как это установлено действующим законодательством. Кроме того, любая комбинация опи-

санных выше элементов во всех возможных вариациях включена в настоящее изобретение, если в на-

стоящем документе не указано иное или иное явно не противоречит контексту. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Не встречающаяся в природе бактерия Вуда-Льюнгдаля, представляющая собой бактерию Clos-

tridium autoethanogenum, содержащую гетерологичную тиолазу и мутацию, приводящую к нарушениям, в 

одном или более генах, кодирующих одну или более из НАД-зависимой электрон-бифуркационной 

[FeFe]-гидрогеназы, глутаматсинтазы, цитрамалатсинтазы, ацетолактатдекарбоксилазы, лактатдегидро-

геназы, ацетаткиназы, фосфаттрансацетилазы и альдегиддегидрогеназы, причем указанная не встречаю-

щаяся в природе бактерия характеризуется улучшенным потоком углерода через ацетоацетил-КоА по 

сравнению с бактерией дикого типа. 

2. Не встречающаяся в природе бактерия по п.1, продуцирующая продукт, выбранный из группы, 

состоящей из ацетона, изопропанола, 3-гидроксиизовалерил-КоА, 3-гидроксиизовалерата, изобутилена, 

изопентенилпирофосфата, диметилаллилпирофосфата, изопрена, фарнезена, 3-гидроксибутирил-КоА, 

кротонил-КоА, 3-гидроксибутирата, 3-гидроксибутирилальдегида, 1,3-бутандиола, 2-

гидроксиизобутирил-КоА, 2-гидроксиизобутирата, бутирил-КоА, бутирата, бутанола, капроата, гексано-

ла, октаноата, октанола, 1,3-гександиола, 2-бутен-1-ола, изовалерил-КоА, изовалерата или изоамилового 

спирта. 

3. Не встречающаяся в природе бактерия по п.1, отличающаяся тем, что: 

(a) НАД-зависимая электрон-бифуркационная [FeFe]-гидрогеназа выбрана из группы, состоящей из 

CAETHG_1576, CAETHG_1578, CAETHG_3569, CAETHG_3570 и CAETHG_3571, 

(b) глутаматсинтаза выбрана из группы, состоящей из CAETHG_0477, CAETHG_1580, 

CAETHG_3850 и CAETHG_3851, 

(c) цитрамалатсинтаза представляет собой CAETHG_2751, 

(d) ацетолактатдекарбоксилаза представляет собой CAETHG_2932, 

(e) лактатдегидрогеназа представляет собой CAETHG_1147, 

(f) ацетаткиназа представляет собой CAETHG_3359, 

(g) фосфаттрансацетилаза представляет собой CAETHG_3358 или 

(h) альдегиддегидрогеназа выбрана из группы, состоящей из CAETHG_1819, CAETHG_3287 и 

CAETHG_1830. 

4. Способ получения продукта путем культивирования не встречающейся в природе бактерии по п.1 

в присутствии газообразного субстрата, который содержит СО и/или CO2 и может содержать H2. 

5. Способ по п.4, отличающийся тем, что продукт выбран из группы, состоящей из ацетона, изопро-

панола, 3-гидроксиизовалерил-КоА, 3-гидроксиизовалерата, изобутилена, изопентенилпирофосфата, ди-

метилаллилпирофосфата, изопрена, фарнезена, 3-гидроксибутирил-КоА, кротонил-КоА, 3-

гидроксибутирата, 3-гидроксибутирилальдегида, 1,3-бутандиола, 2-гидроксиизобутирил-КоА, 2-

гидроксиизобутирата, бутирил-КоА, бутирата, бутанола, капроата, гексанола, октаноата, октанола, 1,3-

гексанола, 2-бутен-1-ола, изовалерил-КоА, изовалерата или изоамилового спирта. 
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