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Использование искусственных метанокисляющих сообществ является перспективным направле-
нием для повышения эффективности процесса культивирования метанотрофных микроорганиз-
мов. Неметанотрофные бактерии-спутники в составе ассоциаций способны использовать ингиби-
рующие рост продукты метаболизма и лизиса основной доминантной культуры. Проведенное ис-
следование позволило выявить положительное влияние Brevibacillus brevis на накопление биомассы
в ходе совместного культивирования с метанотрофами родов Methylosinus и Methylocystis, а также бо-
лее позднее наступление стационарной фазы метанокисляющих бактерий в ассоциации с Brevibacil-
lus brevis, Cupriavidus necator и Azospirillum lipoferum. При культивировании парных ассоциаций,
включающих Azospirillum lipoferum или Brevibacillus brevis выявлено увеличение скорости роста ото-
бранных метанотрофных культур в присутствии ингибирующих концентраций метанола. Установлено
повышение доли белка в биомассе парных сообществ, в которых присутствовал Cupriavidus necator в ка-
честве спутника. Показано отрицательное воздействие актиномицета Nocardia farcinica на скорость
роста синтетических метанотрофных сообществ. Культивирование метанокисляющих микроорга-
низмов с подобранными неметанотрофными бактериями в рамках синтетического сообщества поз-
воляет интенсифицировать процесс роста целевой культуры и также потенциально повысить про-
дуктивность культивирования.
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ВВЕДЕНИЕ

Применение кормовых добавок, полученных
из белка одноклеточных прокариотических мик-
роорганизмов (SCP), может внести существен-
ный вклад в решение проблемы дефицита белко-
вых веществ в кормах для аквакультур, птиц и
млекопитающих [1, 2]. Производство SCP пер-
спективно экономически, независимо от клима-
тических изменений и требует минимальных зе-
мельных ресурсов [1]. Культивирование бактерий
зачастую отличается значительной скоростью ро-
ста, высоким выходом и содержанием белка в
биомассе (40–80% белка от сухого веса) в сравне-
нии с грибами (20–60%) и дрожжами (до 55%), а
также является более технологически простым от-
носительно выращивания микроводорослей [3]. К
перспективным источникам для получения SCP

относят метанотрофные микроорганизмы и мета-
нотрофные сообщества на их основе [4].

Метанотрофы характеризуются способностью
использовать в качестве единственного источни-
ка углерода метан, который окисляется до метанола
[5]. Специфическим ферментом метанотрофных ор-
ганизмов, отвечающим за данный процесс, являет-
ся метанмонооксигеназа, которая присутствует
в этих микроорганизмах в формах растворимо-
го (sMMO) и мембраносвязанного (нерастворимо-
го) фермента (pMMO) [6, 7]. В дальнейшем метабо-
лическом пути метанол окисляется до формаль-
дегида, который в результате анаболизма может
усваиваться, включаясь в сериновый или рибуло-
зомонофосфатный цикл, либо подвергаться даль-
нейшему окислению до формиата и CO2 [8, 9].

Биомасса некоторых метанотрофных микро-
организмов обладает высоким содержанием ви-
тамина B12 и оптимальным аминокислотным про-
филем, аналогичным по составу рыбной и соевой
муке [10]. Установлено, что применение кормовой

Список сокращений: SCP (Single Cell Protein) – белок одно-
клеточных организмов.
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добавки на основе метанотрофных микроорганиз-
мов способно стимулировать рост различных аква-
культур (рыбы, креветки), птиц и млекопитаю-
щих [11–13] Таким образом, метанотрофы способ-
ны использовать доступное и недорогое сырье,
снижать уровень парниковых выбросов в атмо-
сферу и при этом производить продукт с добав-
ленной стоимостью, тем самым способствуя пе-
реходу к экономике “замкнутого цикла” [14].

Особый интерес для научных исследований с
практической направленностью вызывает изуче-
ние метанотрофных сообществ, которые могут
быть как естественного (выделенные и обогащен-
ные из природных сред), так и искусственного
происхождения (cконструированные на основе
известных штаммов) [15, 16]. В целом, метано-
трофные сообщества характеризуются наличием
в своем составе одного или нескольких метано-
кисляющих микроорганизмов, а также ряда не-
метанотрофных автотрофных или гетеротрофных
микроорганизмов-спутников [17–19]. Организ-
мы в составе сообщества могут вступать в мутуа-
листические, симбиотические или антагонисти-
ческие взаимоотношения, а также сосущество-
вать без значимого влияния друг на друга [20].
При этом состав, количественное соотношение
культур и продуктивность сообщества может из-
меняться с течением времени под воздействием
различных факторов, таких как аэрация, pH, тем-
пература, накопление продуктов жизнедеятель-
ности микроорганизмов, количество макро- и
микроэлементов [21–24].

Установлено, что в результате окисления мета-
на доминантными метанотрофными культурами
в ростовой среде могут накапливаться метанол,
формальдегид и формиат, которые приводят к са-
моинтоксикации бактерий и формированию не-
благоприятных условий роста [25]. Специфиче-
ские гетеротрофные спутники способны участво-
вать в процессах соокисления данных метаболитов,
что помогает уменьшать их ингибирующее воз-
действие при накоплении в культуральной жид-
кости и способствует повышению стабильности
процесса [26, 27]. Так, в ходе культивирования
обогащенного метанокисляющего сообщества на
метане в ростовой среде было обнаружено от 2 до
76 мкг/л формальдегида, от 11 до 45 мкг/л ацетата
и до 28 мкг/л цитрата, в то время как метанол,
формиат и бутират были детектированы в следо-
вых количествах [28]. Исследования показали,
что выращивание бактерий Methylomonas в ассо-
циации с Cupriavidus taiwanensis и Methylosarcina fi-
brata совместно с Staphylococcus aureus приводит к
интенсификации роста метанотрофной культуры
[27]. Более того, неметанотрофные микроорга-
низмы выделяют в окружающую среду соедине-
ния, стимулирующие рост доминантной метано-
трофной культуры. Сообщалось о значимом увели-
чении потребления метана культурой Methylobacter

luteus в присутствии Bacillus pumilus, Bacillus simplex,
Exiguobacterium undae и Stenotrophomonas maltophilia
благодаря синтезу гетеротрофами летучих орга-
нических соединений [29]. Другим примером та-
кого взаимодействия может являться выработка
не окисляющими метан бактериями вида Rhizobi-
um кобаламина, который в дальнейшем потреб-
ляется метанокисляющими бактериями [30]. Так-
же установлено существование устойчивой сим-
биотической ассоциации, состоящей из бактерий
р. Methylosinus и азотофиксатора р. Bradyrhizobium
[31]. В то же время ассоциации метанотрофов и ав-
тотрофных микроорганизмов способствуют увели-
чению эффективности усваивания углеродсодер-
жащего субстрата при использовании природно-
го газа в процессе культивировании сообщества,
что подтверждается успешным ростом метан- и
водородокисляющего сообщества, включающего
Methyloparacoccus murrelli и Cupriavidus necator [32].
Сообщается о возможности получения SCP со
значимой долей белковых веществ (до 73%) из бо-
гатого сульфидами биогаза смешанной культурой
метан- и сульфатокисляющих бактерий [33].

С другой стороны, микроорганизмы, состав-
ляющие бактериальное сообщество, могут прояв-
лять антагонизм по отношению друг к другу за
счет выработки бактериальных токсинов и анти-
биотиков [34]. В основном данное явление возни-
кает из-за конкуренции за питательные компо-
ненты среды, а слишком большое видовое разно-
образие способно усилить конкурентное влияние
в рамках сообщества [35].

Установлено, что по сравнению с культивиро-
ванием чистых метанотрофных культур, примене-
ние метанотрофных сообществ может характеризо-
ваться большей стабильностью и продуктивностью
[17, 36, 37]. Примером успешного использования
смешанного метанотрофного сообщества для про-
изводства SCP может являться коммерческий пре-
парат Bacterial Meal (FeedKind®), получаемый при
культивировании метанотрофного штамма Methy-
lococcus capsulatus вместе в гетеротрофными неме-
танотрофами Cupriavidus sp., Aneurinibacillus dani-
cus, а также Brevibacillus agri [38, 39].

Несмотря на растущий спрос рынка кормовых
добавок на белок одноклеточных организмов, по-
лучаемый из метанотрофных сообществ, существу-
ющие исследования ограничены в отношении ана-
лиза влияния того или иного микроорганизма-
спутника на рост и продуктивность метанотроф-
ных ассоциаций.

Целью данного исследования являлось опре-
деление влияния неметанотрофных микроорганиз-
мов на рост метанокисляющей ассоциации в при-
сутствии метана в качестве единственного источни-
ка органического углерода. Отдельный акцент был
сделан на выявлении способности спутников ис-
пользовать продукты лизиса метанотрофных бакте-
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рий. Планировалось проведение исследования ве-
ществ, образующихся в результате окисления ме-
тана и оказывающих ингибирующее воздействие
на рост культуры (на примере метанола), а также
оценка перспективы промышленного получения
белка одноклеточных организмов на метане в
присутствии неметанотрофных бактерий в соста-
ве сконструированного сообщества.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Отбор проб

Пробы почв были отобраны из прикорневой
зоны сосны на морском берегу (координаты:
43.154681, 40.331367) и грота, расположенного в рай-
оне оз. Рица (координаты: 43.478496, 40.548453).

Получение обогащенных 
метанотрофных сообществ

С целью получения метанотрофных сооб-
ществ, обогащенных по основным метаболиче-
ски связанным микроорганизмам, образцы почв
инокулировали в жидкую минеральную среду
DNMS с калий-фосфатным буфером (рН 6.8)1 [40].
Процесс проводили в течение 90 сут в колбах Эр-
ленмейера объемом 1 л c герметично завинчиваю-
щейся крышкой и разъемом для ввода газовой
смеси при температуре 35–37°C при постоянном
перемешивании со скоростью 160 об/мин на
шейкере Shaker S-3.10M (ELMI, Латвия). С целью
предотвращения роста неметанотрофных культур
на гомологах метана, содержащихся в природном
газе, и их побочном окислении метанмоноокси-
геназой, в качестве единственного источника уг-
лерода использовали чистый метан, подаваемый
в составе газовоздушной смеси [41]. Содержание
метана в смеси составляло 30%, а обновление га-
зовоздушной среды осуществляли каждые 48 ч. Оба
метанотрофных сообщества, полученные из раз-
личных природных сред, при достижении оптиче-
ской плотности суспензии при 600 нм (ОП600) >0.3
(около 108 клеток/мл) пересевали, перенося аликво-
ту (5 об. %) в свежую среду того же состава.

Дальнейший этап обогащения основными
культурами заключался в непрерывном культи-
вировании в ферментере объемом 5 л на среде
NMS в течение 14 сут. При достижении стабиль-
ных параметров при скорости протока 0.2 ч–1, а
также неизменных со временем результатов мик-
роскопии сообщества отбирали для дальнейших
исследований.

1 Для приготовления сред использованы соли и органические
вещества различных производителей. Состав сред приведен в
соответствующих статьях, на которые даны ссылки.

Выделение чистых метанотрофных 
и неметанотрофных культур

Чистые метанотрофные и неметанотрофные
микроорганизмы выделяли методом серийных
разведений высевом на твердые агаризованные
среды NMS, LB, R2A и Эшби [42–44]. Чашки с
твердой средой инкубировали в эксикаторе при
35–37°C как в присутствии 30% метана в газовоз-
душной среде, так и без него в течение 3–5 сут в
зависимости от среды.

Идентификация метанотрофных 
и неметанотрофных штаммов

Идентификацию чистых метанотрофных и не-
метанотрофных штаммов проводили с использо-
ванием оборудования центра коллективного поль-
зования ФИЦ “Биотехнологии” РАН. Для проведе-
ния полимеразной цепной реакции и дальнейшего
секвенирования ПЦР-фрагментов гена 16S рРНК
для исследуемого образца были использованы
универсальные праймерные системы, позволяю-
щие детектировать как бактерии (11f-1492r), так и
археи (8fa-1492r) [45, 46]. Объем амплификацион-
ной смеси составлял 50 мкл и имел следующий
состав: 1× буфер ДНК полимеразы BioTaq (17 мМ
(NH4)2SO4, 67 мМ трис-HCl, рН 8.8, 2 мМ MgCl2);
по 12.5 нмоль каждого из dNTP, 50 нг ДНК-матри-
цы; по 5 пмоль соответствующих праймеров и 3 ед.
ДНК полимеразы BioTaq (“Диалат ЛТД”, Рос-
сия). Анализ продуктов ПЦР проводили при по-
мощи электрофореза в 2%-ном геле агарозы при
напряженности электрического поля 6 В/см. Вы-
деление и очистку продуктов ПЦР проводили из
легкоплавкой агарозы с применением набора ре-
активов Wizard PCR Preps (Promega, США), соглас-
но рекомендациям производителя. Секвенирова-
ние полученных ПЦР-фрагментов генов, кодирую-
щих 16S рРНК, проводили по методу Сэнгера с
помощью набора реактивов Big Dye Terminator v.3.1
(Applied Biosystems, Inc., США) на генетическом
анализаторе ABI PRIZM 3730 (Applied Biosystems).

В ходе проведения первичного анализа нук-
леотидных последовательностей генов 16S рРНК
изучаемых микроорганизмов полученные после-
довательности были сгруппированы в операци-
онные таксономические единицы (OTU) на ос-
нове гомологии на уровне видов (с идентично-
стью от 97%). Таксономическая идентификацию
проводили при помощи базы данных последова-
тельностей рРНК SILVA и классификатора SINA.
Программный пакет BLAST (https://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) применяли для поиска
ближайших последовательностей генов 16S рРНК
в GenBank с настройками по умолчанию.
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Получение чистых метанотрофных культур 
и устойчивых парных ассоциаций 
“метанотроф-неметанотроф”

Чистые метанотрофные, а также совмещенные
попарно по принципу “метанотроф-неметано-
троф” культуры высевали и поддерживали в кол-
бах со стерильной минеральной средой NMS с ка-
лий-фосфатным буфером (рН 6.8). С целью по-
лучения стабильной метанотрофной ассоциации
культивирование проводили в течение пяти пере-
севов. Каждый пассаж занимал пять сут. Обнов-
ление метановоздушной среды осуществляли каж-
дые 24 ч. По окончании процесса культуральную
жидкость исследовали при помощи светопольной
микроскопии на микроскопе Микромед 1 (2-20 inf.)
(“Микромед”, Россия) для анализа морфологии
клеток и оценки разнообразия сообществ. В даль-
нейшем использовали только те парные сообще-
ства, которые по результатам проведенных пасса-
жей сохранили исходную структуру “метанотроф-
неметанотроф” без вымывания микроорганизма-
спутника.

Культивирование парных ассоциаций 
“метанотроф-неметанотроф”

Чистые метанотрофные культуры, а также пар-
ные метанокисляющие сообщества с целью срав-
нения роста и продуктивности культивировали в
12-луночных планшетах. В лунку планшета вно-
сили 0.3 мл клеточной суспензии, полученной из
колб, содержащих чистые метанотрофные бакте-
рии или устойчивые ассоциации, с добавлением
2.7 мл стерильной минеральной среды NMS.
Планшеты помещали в эксикатор, в который за-
качивали метан (30% об.). Газовоздушную среду в
эксикаторе обновляли каждые 24 ч. Культивиро-
вание проводили в течение 12, 24, 48, 72, 96 и 120 ч в
3-х повторностях с определением оптической
плотности в начале процесса для дальнейшего
нормирования результатов.

Оценка влияния неметанотрофных бактерий 
на рост метанотрофного сообщества

По окончании культивирования измеряли оп-
тическую плотность при 600 нм (ОП600) суспен-
зии в лунках культуральных планшетов на спек-
трофотометре СФ-2000 (ОКБ “Спектр”, Россия).
Из-за доминирования метанотрофного микроорга-
низма в сообществе, а также на основании больше-
го коэффициента поглощения для метанотроф-
ных бактерий (ввиду их меньшего размера по
сравнению со спутниками) сравнение оптиче-
ских плотностей для разных парных ассоциаций
считали правомерным. Проводили сопоставле-
ние значений оптической плотности для чистых и
парных культур при одинаковом времени культи-
вирования, из чего делался вывод о позитивном,

негативном или нейтральном влиянии неметано-
трофного спутника на рост доминантного метан-
тотрофа.

Определение доли метанотрофной 
и неметанотрофной культуры в процессе 

культивирования сообщества
Соотношение метанотрофного и неметано-

трофного микроорганизмов, а также общее число
клеток подсчитывали по фотографиям фиксиро-
ванных и окрашенных фуксином препаратов, по-
лученных с использованием микроскопа Микро-
мед 1 (2–20 inf.) (“Микромед”). Благодаря мор-
фологической различимости культур по форме и
размеру клеток, составляющих сообщества, осу-
ществляли подсчет соотношения метанотрофной и
неметанотрофной культуры по окончании культи-
вирования для каждой лунки планшетов.

Оценка содержания белков 
в бактериальной биомассе

Содержание истинного и сырого протеина в
биомассе определяли методом Лоури на спектро-
фотометре СФ-2000 (ОКБ “Спектр”) при 750 нм
и методом Кьельдаля соответственно [47, 48]. С
этой целью суспензию из колб, отобранную на
этапе последнего пересева перед этапом поста-
новки эксперимента по культивированию пар-
ных ассоциаций, центрифугировали при 12000 g в
течение 10 мин. В осажденной биомассе опреде-
ляли долю сухих веществ и белка в соответствии с
методиками. По полученным данным сравнивали
содержание белка в биомассе чистой и смешан-
ной метанотрофной культуры.

Оценка стабильности роста 
чистых метанотрофных культур 

и метанотрофных сообществ
Для оценки вклада неметанотрофных культур

в стабильность метанокисляющего сообщества при
воздействии ингибирующих веществ была опреде-
лена ингибирующая концентрация метанола в сре-
де. Эксперимент проводили идентично культиви-
рованию в 12-луночном культуральном планшете
(Nunc, Дания), но с добавлением метанола в сре-
ду в концентрации 2 мл/л, достаточной для подав-
ления роста метанотрофных культур (было опреде-
лено ранее для исследуемых микроорганизмов).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Состав обогащенных метанотрофных сообществ

Анализ последовательности на основе гена 16S
рРНК позволил идентифицировать в составе обо-
гащенных сообществ два метанотрофа: Methylo-
cystis parvus, а также представителя р. Methylosinus
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(по одному из каждого сообщества) и 7 гетеро-
трофных бактерий (представители классов Alp-
haproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteo-
bacteria, Bacillales и Actinomycetes) (табл. 1). Шесть
из этих семи гетеротрофных штаммов были выде-
лены в чистом виде (табл. 1). Среди бактерий,

идентифицированных в составе сообщества, не
удалось выделить Stenotrophomonas maltophilia.

Получение устойчивых парных ассоциаций 
“метанотроф-неметанотроф”

В результате выделения устойчивых парных
ассоциаций были получены бинарные культуры
для каждого метантотрофа только с четырьмя
идентфицированными микроорганизмами: B. bre-
vis, A. lipoferum, C. necator и N. farcinica. Бактерии
Leifsonia sp. и Cohnella sp. оказались неспособны
образовывать устойчивые консорциумы с выбран-
ными метанотрофами и отсутствовали в культу-
ральной жидкости после 3 и 4 пассажа соответ-
ственно.

Влияние неметанотрофа на рост 
метанокисляющего микроорганизма

Полученная кривая роста (рис. 1) демонстри-
рует, что по сравнению с чистыми метанотроф-
ными культурами консорциумы р. Methylocystis и
р. Methylosinus c B. brevis и C. necator способствуют
более интенсивному увеличению оптической
плотности на всем временном диапазоне культи-
вирования. В случае ассоциации с A. lipoferum
преобладание над чистой культурой проявилось
только в стационарную фазу роста (рис. 1).

Значимое влияние на рост сообщества с M. parvus
оказала бактерия B. brevis, (рис. 2), при этом рост
C. necator в ассоциации с M. parvus не отличался от
роста чистого метанокисляющего микроорганиз-

Таблица 1. Бактериальные неметанотрофные штаммы, идентифицированные в сообществе 
Table 1. Bacterial non-methanotrophic strains identified in the community

Примечание: а Не изолирован. 
b Ближайшие родственники и сходства основаны на последовательностях генов 16S рРНК. 
Note: а Not isolated. 
b Closest relatives and similarities are based on 16S rRNA gene sequences.

Наиме-нование Класс Ближайший родственникb

(номер доступа GenBank)
Сходство,

%

М1 Alphaproteobacteria Methylosinus sp. (M95664.1) 98

М2 Alphaproteobacteria Methylocystis parvus (AF150805.1) 99

С1 Bacillales Brevibacillus brevis (KM191287.1) 100

С2 Alphaproteobacteria Azospirillum lipoferum (KP192771.1) 98

С3 Betaproteobacteria Cupriavidus necator (KY010325.1) 100

С4 Actinomycetes Leifsonia sp. (JQ806438.1) 99

С5 Bacillales Cohnella sp. (OP288081.1) 97

С6 Actinomycetes Nocardia farcinica (KC113169.1) 99

С7а Gammaproteobacteria Stenotrophomonas maltophilia (JQ897943.1) 97

Рис. 1. Влияние неметанотрофов на рост метано-
трофной культуры p. Methylosinus.
Fig. 1. Effect of non-methanotrophs on the growth of a
methanotrophic culture of Methylosinus sp.
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p. Methylosinus
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ма, а различия с ассоциацией с A. lipoferum отме-
чаются только на заключительных часах культи-
вирования (рис. 2). Отдельно выделяется заметное
снижение роста обеих метанотрофных ассоциаций
в присутствии культуры актиномицетов N. farcini-

ca (рис. 1, 2). Стоит отметить, что на заключитель-

ном этапе периодического культивирования (96 и
120 ч ведения процесса) метанокисляющие мик-
роорганизмы в составе парных ассоциаций (за
исключением пары Methylosinus sp. – Nocardia far-

cinica) продолжали свой рост. При этом в лунках с
чистыми метанотрофными культурами наступле-
ние стационарной фазы было зафиксировано уже
на 72–96 часу процесса.

Изменение количества микроорганизмов-

спутников в составе ассоциаций

Количественное соотношение метанотрофов и
неметанотрофных спутников в сообществе про-
демонстрировало единую тенденцию по увеличе-
нию численности гетеротрофных культур в конце
экспоненциальной и в стационарной фазе роста
метанотрофного сообщества (рис. 3, 4). Тем не
менее для различных парных сочетаний культур
анализируемое соотношение изменялось неоди-
наково и в значительной мере зависело от немета-
нотрофного микроорганизма (рис 3, 4). Значитель-
ный рост доли неметанотрофов B. brevis, C. necator и
A. lipoferum наблюдался только на 96 и 120 часы
культивирования, но не превышал в итоге 15%
для обоих анализируемых метанотрофов. При
этом количественное соотношение к метано-
трофной культуре при культивировании актино-
мицетов Nocardia farcinica изменялось в течение
всего времени инкубирования в пользу микроор-
ганизма-спутника и достигало 18 и 25% соответ-
ственно для анализируемых парных ассоциаций в
конце процесса.

Рис. 2. Влияние неметанотрофов на рост метано-
трофной культуры Methylocystis parvus.

Fig. 2. Effect of non-methanotrophs on the growth of the
methanotrophic culture of Methylocystis parvus.
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Рис. 3. Доля неметанотрофов при росте в ассоциации
с культурой p. Methylosinus.

Fig. 3. Proportion of non-methanotrophs during growth in
association with Methylosinus sp.
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Рис. 4. Доля неметанотрофов при росте в ассоциации
с культурой Methylocystis parvus.

Fig. 4. Proportion of non-methanotrophs during growth in
association with Methylocystis parvus.
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Определение содержания белка 
в бактериальной биомассе

При анализе состава микробной биомассы чи-
стых метанотрофных культур и парных сообществ
наибольшее содержание белка было достигнуто при
культивировании метанотрофов совместно с
C. necator (табл. 2). Создание парных сообществ с
данным спутником позволило увеличить долю
белков на 7–10%. В сочетании с остальными ис-
следуемыми культурами состав биомассы по доле
белковых веществ значимо не отличается от ре-
зультатов по получению чистых культур. Доля ис-
тинного белка в бактериях р. Methylosinus и M. par-
vus составляла 48.19 ± 2.78% и 46.45 ± 2.46% соот-
ветственно. Разница между истинным и сырым
протеином составляла от 10 до 15% для всех ана-
лизируемых образцов бактериальной биомассы.

Стабильность роста сообществ в присутствии 
метанола как ингибирующего агента

Анализ кривых роста чистых метанотрофных
культур в присутствии 2 мл/л метанола в мине-
ральной среде продемонстрировал значительное
угнетение доминантных метанокисляющих мик-
роорганизмов по сравнению с культивированием
на метане. Был обнаружен рост устойчивости скон-
струированных сообществ с A. lipoferum (в значи-
тельной степени) и B. brevis (незначительно) по
сравнению с чистыми метанотрофными культу-
рами. С другой стороны, наличие таких гетеро-
трофов как C. necator и N. farcinica в процессе
культивирования не способствовало повышению
устойчивости ассоциации при анализируемой
концентрации метанола и, как в случае инкуби-
рования чистых метанотрофов, к 120 ч ведения
периодического процесса значимого роста опти-

ческой плотности культуральной жидкости не на-
блюдали (рис. 5, 6).

В ходе исследования была установлена значи-
мая интенсификация роста метанотрофных куль-
тур р. Methylosinus и M. parvus в присутствии бак-
терий B. brevis. При этом увеличение оптической
плотности, а следовательно повышение концен-
трации клеток в суспензии не объясняется только
ростом доли микроорганизма-спутника в составе
ассоциации, о чем также свидетельствует подсчет
клеток методом микроскопии. На данный мо-
мент существуют упоминания о тесной связи мета-
нотрофа Methylococcus capsulatus c Brevibacillus brevis в
составе метанокисляющего сообщества, в котором
данная термотеолерантная бактерия рассматрива-
ется как необходимый компонент для устойчиво-
го процесса культивирования [49]. Исходя из
этого утверждения, можно предположить, что
бактерии р. Brevibacillus играют важную роль в
поддержании активного роста и для исследуемых в
нашей работе ассоциаций. Данное явление может
быть объяснено установленной способностью
р. Brevibacillus расти на широком спектре субстра-
тов, таких как формальдегид, соли органических
кислот (в том числе ацетат) и аминокислоты [49–
51]. Также упоминается о способности этих мик-
роорганизмов разрушать большинство органиче-
ских соединений и даже ДНК, которая появляет-
ся в культуральной жидкости в ходе лизиса кле-
ток основной метанотрофной культуры [50].

Таким образом, стабильный рост B. brevis в со-
ставе метанотрофной ассоциации обусловлен по-
ступлением двух источников углеродного суб-
страта в питательную среду: за счет возможного
выделения метанотрофами продуктов окисления
метана (в случае формальдегида), и в результате
потребления продуктов лизиса биомассы. Второй

Таблица 2. Содержание белка в чистых культурах и парных сообществах 
Table 2. Protein content in pure cultures and binary communities

Метанотрофная культура Микроорганизм-спутник Доля истинного протеина 
(по Лоури), %

Доля сырого протеина 
(по Кьельдалю), %

Methylosinus sp.

– 48.19 ± 2.78 59.60 ± 2.16

Brevibacillus brevis 47.58 ± 2.68 58.44 ± 0.77

Cupriavidus necator 57.93 ± 1.37 69.0 ± 1.91

Azospirillum lipoferum 48.36 ± 0.40 59.48 ± 3.01

Nocardia farcinica 49.09 ± 1.29 60.30 ± 2.04

Methylocystis parvus

– 46.45 ± 2.46 58.73 ± 0.70

Brevibacillus brevis 45.01 ± 1.76 56.95 ± 2.19

Cupriavidus necator 52.48 ± 1.59 63.66 ± 2.53

Azospirillum lipoferum 43.88 ± 1.19 51.37 ± 0.67

Nocardia farcinica 42.29 ± 1.24 53.50 ± 1.71
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вариант также подтверждается увеличением доли
гетеротрофных бактерий на заключительной (ста-
ционарной) фазе роста периодической культуры,
для которой литические процессы протекают с
наибольшей интенсивностью. В обоих случаях,
бактерии р. Brevibacillus снижают содержание в
среде продуктов, имеющих ингибирующее воз-
действие на рост метанотрофной культуры.

Несколько иной вклад в рост метанотрофного
сообщества наблюдается в случае A. lipoferum.
Значительное увеличение оптической плотности
в сравнении с ростом чистой культуры наблюда-
ется только на заключительном этапе культиви-
рования. Тем не менее, стабильность содержания
данного микроорганизма в течение всего времени
периодического процесса свидетельствует о спо-
собности культуры потреблять метаболиты и про-
дукты, образующиеся в результате разрушения
мертвых метанотрофных клеток. Этот вывод согла-
суется с данными о способности бактерий р. Azospi-
rillum расти на солях различных органических
кислот (ацетат, лактат, малат, фумарат и сукци-
нат), а также продуктах окисления метана, таких
как метанол, формиат и формальдегид [49, 50]. О
возможности потреблять метанол в качестве един-
ственного источника углерода также свидетель-
ствуют результаты культивирования парного ме-
танотрофного сообщества в присутствии 2 мл/л
метанола. Таким образом, из рассматриваемых

спутников только A. lipoferum способен в значи-
тельной мере снижать ингибирующее влияние
метанола в процессе культивирования смешан-
ных метанотрофных сообществ.

Установлено, что Cupriavidus necator способен
расти на средах, содержащих широкий спектр ор-
ганических кислот и ароматических соединений
[53]. Отдельно стоит выделить высокую актив-
ность формиатдегидрогеназы у данного микроор-
ганизма, что позволяет эффективно усваивать
формиат, который может высвобождаться из ме-
танотрофных клеток в ходе литических процес-
сов [54]. Однако, однозначно определить поло-
жительный вклад C. necator в рост метанотрофной
культуры нельзя из-за различного эффекта на куль-
туры р. Methylosinus и р. Methylocystis. Также способ-
ность C. necator к хемолитоавтотрофии затрудняет
принципиальную оценку необходимости метано-
трофной культуры для его возможного роста [55].
Полученные данные позволяют сделать вывод,
что парные ассоциации метанотрофов с C. necator
являются устойчивыми по видовому соотноше-
нию и не приводят к антагонистическим отноше-
ниям. Взаимосвязи исследуемых микроорганизмов
в сообществе могут быть рассмотрены в дальней-
ших исследованиях на основании таких критериев,
как скорость окисления метана метанотрофной
культурой, активность метанмонооксигеназы, а
также определение роли C. necator в процессах по-

Рис. 5. Влияние неметанотрофов на рост метано-
трофной культуры p. Methylosinus в присутствии
2 мл/л метанола.
Fig. 5. Effect of non-methanotrophs on the growth of a
methanotrophic culture Methylosinus sp. in the presence of
2 mL/L methanol.
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Рис. 6. Влияние неметанотрофов на рост метано-
трофной культуры Methylocystis parvus в присутствии
2 мл/л метанола.
Fig. 6. Effect of non-methanotrophs on the growth of a
methanotrophic culture Methylocystis parvus in the pres-
ence of 2 mL/L methanol.
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требления веществ, выделяемых метанотрофны-
ми бактериями в ходе окисления C1-соединений,
а также высвобождающихся из клеток в процес-
сах лизиса.

Увеличение содержания белковых веществ в
биомассе наблюдалось при совместном культиви-
ровании метанотрофов с C. necator. Данный факт
объясняется тем, что этот микроорганизм спосо-
бен к миксотрофии и, следовательно, способен
не зависеть только от роста и метаболизма доми-
нантного метанотрофа. С учетом установленного
высокого значения белка, который способен на-
капливать C. necator, применение данной культуры
в условиях нестабильного процесса культивирова-
ния сохранять интенсивность роста метанокисляю-
щего сообщества на повышенном уровне [56].

Присутствие актиномицета N. farcinica в ассо-
циации подавляет рост метанотрофного микро-
организма. На данный момент неизвестны причи-
ны обнаруженных антагонистических отношений,
вероятно, они связаны с выделением N. farcinica в
культуральную среду антибиотических соедине-
ний, подавляющих рост метанотрофных микро-
организмов. Учитывая наибольшую долю данно-
го спутника из всех рассмотренных в данном иссле-
довании, а также способность N. farcinica расти на
различных субстратах, включающих в том числе
формальдегид и формиат, можно сделать вывод,
что данный организм способствует разрушению
клеток доминантной метанотрофной культуры и
использует высвободившиеся соединения для
собственного роста.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Симбиотические связи между метанотрофны-

ми бактериями и неметанотрофными спутника-
ми, существующими в рамках одного сообщества,
могут применяться для создания синтетических ме-
танокисляющих ассоциаций с целью интенсифи-
кации роста целевой культуры с дальнейшим по-
лучением различных биологически активных со-
единений.

Культивирование в периодических условиях
парных ассоциаций метанотрофов р. Methylosinus
и р. Methylocystis с рядом неметанотрофных бакте-
рий-спутников продемонстрировало как поло-
жительный, так и отрицательный вклад в ско-
рость роста доминантной культуры. Наибольший
вклад в интенсификацию роста обоих метанотро-
фов наблюдали при использовании B. brevis в ка-
честве микроорганизма-спутника. Также уста-
новлено, что наличие таких бактерий как B. brevis,
C. necator и A. lipoferum позволяет продлить лога-
рифмическую фазу роста метанотрофов.

Вероятно, положительный вклад спутников
обусловлен их способностью потреблять продук-
ты, образующиеся в результате процессов мета-

болизма и лизиса метанокисляющих бактерий,
тем самым уменьшая концентрацию в среде таких
ингибирующих рост соединений, как метанол и
формальдегид.

На примере добавления метанола в процессе
периодического культивирования было установ-
лено значительное снижение его ингибирующего
воздействия на сообщество при наличии в нем
бактерий B. brevis и A. lipoferum благодаря способ-
ности этих микроорганизмов потреблять метанол
или же участвовать в процессах соокисления.

Не наблюдали значимой разницы в содержа-
нии белка в биомассе, полученной в результате
использования чистых культур и парных ассоци-
аций за исключением применения C. necator. Для
парных ассоциаций с C. necator увеличение содер-
жания белка в получаемой биомассе составило 7–
10%, что объясняется высоким содержанием бел-
ковых веществ в самом неметанотрофном микро-
организме.

Установлено отрицательное влияние актино-
мицета Nocardia farcinica на рост культур р. Methy-
losinus и р. Methylocystis, что может быть объяснено
выделением данной культурой в среду антибио-
тических веществ.

Таким образом, использование синтетических
метанотрофных ассоциаций с добавлением в ка-
честве неметанотрофных спутников бактерий
Brevibacillus brevis, Cupriavidus necator и Azospirillum
lipoferum способствует более эффективному и
устойчивому ведению культивирования и может
применяться также для непрерывных процессов.
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Abstract–The usage of synthetic methane-consuming communities is a promising direction for increasing ef-
ficacy of cultivation of methanotrophical bacteria. Non-methanotrophic satellites as a part of bacterial asso-
ciations are able to utilize metabolic and lysis products that inhibit growth of dominant bacterial culture. This
research allowed to determine positive effect of Brevibacillus brevis on biomass accumulation during co-cul-
tivation with methanotrophic genus Methylosinus sp. and Methylocystis sp. It was also revealed that stationary
phase occurs later for methane-consuming bacteria in association with Brevibacillus brevis, Cupriavidus neca-
tor and Azospirillum lipoferum. During cultivation of binary associates including Azospirillum lipoferum and
Brevibacillus brevis increase in bacterial growth rate was found for selected methanotrophical bacteria in the
presence of inhibitory methanol concentration. An increase in the proportion of protein was found in the bio-
mass of binary associates with Cupriavidus necator as a satellite. It was shown that the actinobacteria Nocardia
farcinica has a negative impact on growth rate of synthetic methane-consuming communities. Cultivation of
methanotrophs with selected non-methanotrophic bacteria in synthetic microbial communities allows to in-
tensify the growth of desired bacterial culture and potentially enhance cultivation productivity.

Keywords: methanotrophic microorganisms, SCP, satellite microorganisms, synthetic communities


