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Ацетогены – это анаэробные грамположительные бактерии, способные к росту на газовых субстра-
тах – СО2, СО, Н2. Отличительной особенностью этих бактерий служит биохимический путь вос-
становления СО2 до ацетил СоА, называемый ацетил-СоА восстановительный путь или путь Вуда–
Люнгдала (Wood Ljungdahl Pathway, WLP). Это единственный путь фиксации СО2, сопряженный с
запасанием энергии. Вследствие эффективной нефотосинтетической фиксации двуокиси углерода
ацетогены могут служить платформой для получения биотоплива и химикатов в будущей экономи-
ке, основанной на возобновляемой энергии и ресурсах. Недостатком ацетогенов, растущих на газо-
вых субстратах, является низкая энергетическая обеспеченность и ограниченность синтезируемых
конечных метаболитов, главным образом, уксусной кислоты и этанола, и в небольших количествах
бутанола и масляной кислоты. Ацетогены обладают способностью к гетеротрофному росту на мно-
гих субстратах – сахарах, лактате, спиртах. Перспективным направлением увеличения энергообес-
печенности процессов является миксотрофия – одновременное использование разных субстратов
ацетогенами. Как для успешного сопряжения различных метаболических путей, так и для расшире-
ния репертуара синтезируемых соединений необходимо использование методов метаболической
инженерии. В последние годы генетические инструменты для преобразования геномов ацетогенов
существенно усовершенствованы. Данный обзор рассматривает современное состояние биохимии,
энергетики, генетики ацетогенов и их биотехнологический потенциал.
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ВВЕДЕНИЕ
Ацетогены – это анаэробные грамположитель-

ные бактерии, главным образом, филы Firmicutes,
представленные более чем 20 родами (Darke et al.,
2008, 2013). Ацетогены растут автотрофно на газо-
вых субстратах (СО2, СО, Н2), и при этом основ-
ным продуктом метаболизма оказывается уксус-
ная кислота (ацетат), что и послужило основани-
ем для их названия. Значительная и наиболее
изученная часть ацетогенов относится к роду
Clostridia (Latif et al., 2014). Фиксацию двуокиси
углерода ацетогены осуществляют через ацетил-
СоА восстановительный путь, который также на-
зывается путем Вуда–Люнгдала (Wood–Ljungdahl
Pathway или сокращенно WLP) (Rogsdale, Pierce,
2008). Отличительной чертой ацетогенов являет-
ся то, что фиксация СО2 у них сочетается с накоп-
лением энергии, что и позволяет им осуществ-
лять литотрофный рост.

Большинство ацетогенов способны к гетеро-
трофному росту на разнообразных субстратах (са-
хара, спирты, лактат). Уникальная способность к
фиксации СО2 и метаболическая гибкость способ-
ствовали широкому распространению ацетогенов
в природе. Они широко представлены во многих
анаэробных экологических нишах, таких как
донные отложения морей и пресных водоемов,
метаногенные сообщества, горячие источники
и т.д. По некоторым оценкам, ацетогены ежегод-
но фиксируют до 10 млрд т СО2 (Rogsdale, 2008).
Среди ацетогенов встречаются как мезофилы, так
и термофилы (Basen, Müller, 2017). В последние
годы показано, что способностью к фиксации
СО2 обладают и некоторые археи (Rogsdale, 2008;
He et al., 2016). Большая часть фундаментальных
исследований и попыток практического приме-
нения выполнена на ограниченном числе пред-
ставителей ацетогенов, главным образом, это
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Clostridium ljungdahlii, C. autoethanogenum, Acetobacteri-
um woodii, Moorella thermoacetica, Sporomusa ovata.

ПУТЬ ВУДА–ЛЮНГДАЛА (WLP)
Используя путь Вуда–Люнгдала ацетогены

способны синтезировать ацетил-СоА из двух мо-
лекул СО2, используя в качестве восстановителя
молекулярный водород. На сегодня известно
6 различных биохимических путей биологиче-
ской фиксации СО2 (Fast et al., 2012), но только
ацетогены способны одновременно с фиксацией
СО2 накапливать энергию. В отличие от других
путей фиксации СО2, WLP – линейный путь, со-
стоящий из двух ветвей – метильной и карбо-
нильной (рис. 1). В метильной ветви СО2 восста-
навливается до формиата с помощью фермента
формиатдегидрогеназы. В качестве восстанови-
теля в этой реакции используется NADPH. Далее
формильная группа связывается с тетрагидрофо-
латом с образованием формилтетрагидрофолата.
Эта реакция требует гидролиза 1 молекулы ATФ.
Далее через ряд последовательных реакций фор-
мильная группа восстанавливается до метильной
(метилтетрагидрофолат). Метильная группа с
метилтетрагидрофолата переносится на специ-
альный белок-переносчик, содержащий железо-
серные кластеры и кобаламин (Corrinoid Iron
Sulfur Protein – FeSP) (Rogsdale, 2008). В карбо-
нильной ветви молекула СО2 восстанавливается до
СО с помощью фермента карбонмонооксид дегид-
рогеназы ацетил-СоА синтетазы (CoDH/Acs). Это
ключевой фермент всего WLP пути. Далее
CoDH/Acs катализирует реакцию синтеза ацетил-
СоА из метильной группы, доставляемой
белком CFeSP, CO и коэнзима А. На самом деле
CoDH/Acs – два фермента, работающих в доста-
точно прочном комплексе. Карбонмонооксид де-
гидрогеназа (CoDH) может функционировать как
независимый фермент в форме гомодимера. CoDH
может взаимодействовать с гидрогеназой для со-
пряжения окисления СО и образования водорода
(Burton et al., 2018). Восстановление СО2 до СО со-
пряжено с окислением ферредоксина (рис. 1).

Большинство ацетогенов превращает ацетил-
СоА в ацетилфосфат с высвобождением кофер-
мента СоА. Далее ацетаткиназа синтезирует ук-
сусную кислоту с генерацией 1 моля АТФ. Таким
образом, на уровне субстратного фосфолириро-
вания, путь WLP оказывается нейтральным: 1 мо-
лекула АТФ образуется и 1 молекула расходуется.
Вместе с тем, суммарная реакция образования ук-
сусной кислоты из 4 молекул водорода и 2 моле-
кул СО2 термодинамически выгодна и осуществ-
ляется с выделением энергии (уравнение 1):

(1)
–

2 2 3 2
0

4Н 2СО СН СОО Н 2Н О

95 кДж моль.G

++ → + +
Δ = −

Ацетогены способны в ходе ацетогенеза использо-
вать часть этой энергии путем создания мембран-
ного ионного градиента и синтеза АТФ мембранно-
связанными АТФазами (Schuchman, Müller, 2014).

КОНВЕРСИЯ ЭНЕРГИИ АЦЕТОГЕНАМИ
Для создания ионного градиента ацетогены

обычно используют протоны, но некоторые виды
используют ионы Na+. Для синтеза АТФ бактерии
обладают либо Н+-зависимыми, либо Na+-зави-
симыми мембранными АТФазами. Транслока-
ция ионов через мембрану осуществляется мем-
бранно-связанными комплексами, движущей силой
работы которых является окисление Fd. У ацето-
генов обнаружено два типа таких комплексов, на-
зываемых Rnf и Ech (Schuchman, Müller, 2014).
Оба комплекса – многосубъединичные образо-
вания, обязательной частью которых являются
субъединицы, обеспечивающие локализацию ком-
плексов в мембране. Субъединица, катализирующая
окисление восстановленного ферредоксина, субъ-
единица, обеспечивающая транслокацию ионов и
субъединица, катализирующая сопряженную с
окислением Fd восстановительную реакцию (см.
рис. 2). В случае Rnf происходит восстановление
NAD+ в NADH, а в случае Ech восстановление
протонов до водорода. Была предложена классифи-
кация ацетогенов на основании наличия у них Rnf-
или Ech-комплексов (Schuchman, Müller, 2014).

Кластеры Ruf способны транслоцировать как
ионы Na+ (A. woodii) , так и Н+ (C. ljungdahlii). Как
правило, Rnf- и Ech-комплексы содержат 8–9
субъединиц, и гены, ответственные за их синтез,
образуют кластеры. Часто геномы бактерии содер-
жат более одного кластера EcH и Rnf (Schoelmerich,
Müller, 2020), тем не менее, делеция Rnf-генов у
A. woodii полностью прекращает рост на H2 + CO2
(Westphal et al., 2018), что доказывает, что в дан-
ном случае это единственная функционирующая
система. Геномный анализ 25 различных ацетоге-
нов показал, что 19 из них содержат гены Rnf-
комплексов, 9 Ech-комплексов, а 4 содержат как
Rnf, так и Ech. Среди последних Sporomusa ovata и
Clostridium scotologenes (Schoelmerich, Müller, 2020).

Недавно найдена анаэробная бактерия кишеч-
ника Pseudobutyrivibrio ruminis, у которой имеются
функционально активные Ruf- и Ech-комплексы
и Na+- и H+-зависимые АТФазы (Schoelmerich et al.,
2020). Один из первых описанных ацетогенов,
Clostridium aceticum, также способен к Na+-зави-
симому росту и, вместе с тем, может использовать
H+-градиент для получения энергии (Mayer,
Weuster-Botz, 2017).

Следует отметить, что детальное эксперимен-
тальное исследование функционирования Rnf- и
Ech-комплексов осуществлено на небольшом
числе примеров: Rnf-комплекс A. woodii (Hess et al.,
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2013) и C. ljungdahlii (Tremblay et al., 2012) и Ech-
комплекс Thermoanaerobacter kivui (Schoelmerich,
Müller, 2019b). Движущей силой работы как Rnf-, так
и Ech-комплексов является окисление восстанов-
ленного ферредоксина (Fdred). Ферредоксины –

древние белки, содержащие простетические группы
в виде железосерных комплексов (FeS, Fe2S2 и
Fe4S4). Стандартный окислительно-восстанови-

тельный потенциал пары Fdred/Fdox  = ~470–0
'E

Рис. 1. Восстановление СО2 до ацетата – путь Вуда–Люнгдаля (WLP). THF – тетрагидрофолиевая кислота [H] – вос-
становительные эквиваленты; CoFeSP – белок, переносчик метильной группы; CODH/ACS – карбонилдегидрогена-
за – СоА синтетаза.
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500 мВ, т.е. восстановление ферредоксина – очень
энергозатратная реакция. Для восстановления
ферредоксина ацетогены используют специфи-
ческий процесс, названный электронной бифур-
кацией.

ЭЛЕКТРОННАЯ БИФУРКАЦИЯ

Электронная бифуркация – окислительно-
восстановительный процесс, при котором окис-

ление одного донора приводит к восстановлению
двух акцепторов, причем одна из реакций восста-
новления идет с выделением энергии (экзергони-
ческая реакция), а вторая – с поглощением энер-
гии (эндергоническая реакция). Экзергоническая
реакция обеспечивает энергией эндергоническую,
делая процесс термодинамически разрешенным
(рис. 3).

Процесс электронной бифуркации постулиро-
вал Петер Митчел в 1975 г. для объяснения процес-

Рис. 2. а – Структура Ech-комплекса в мембране Thermoanaerobacter kivui. б – Схема консервации энергии у ацетогенов
через осмохимический механизм: h – Na+- или Н+-зависимые мембранные АТР-азы; Ruf- и Ech-комплексы, обеспе-
чивающие экспорт протонов и ионов Na; Fdred – восстановленный ферредоксин, обеспечивающий функционирова-
ние Ruf- и Ech-комплексов.
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Рис. 3. а – Флавин-зависимая бифуркация (пояснение в тексте); б – механизм окисления флавинов, связанный с би-
фуркацией. Q – флавинохинон; QS – флавиносемихинон (радикал); QH – гидрохинон. Флавинохинон окисляется в
гидрохинон, акцептируя пару электронов от донора. QH отдает 1 электрон низкой энергии в экзергоническую ветвь и
превращается в короткоживущий радикал QS. Флавиносемихинон отдает 1 электрон высокой энергии в эндергони-
ческую ветвь, вновь возвращаясь в исходное состояние Q.
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са аэробного дыхания в митохондриях (Mitchell,
1975, 1976). В плане нашего рассмотрения анаэ-
робных ацетогенов, нас будет интересовать вари-
ант электронной бифуркации, открытой в 2008 г.
(Herrmann et al., 2008) и названной флавин-зави-
симой электронной бифуркацией (Flavin based
electronic bifurcation, FBEB). Этот процесс обес-
печивает в анаэробных микроорганизмах био-
синтез восстановленного ферредоксина (Fdred) –

электронного переносчика с очень низким отри-

цательным потенциалом (  = ~450–500 мВ).

Особенностями строения всех FBEB-ком-
плексов является обязательное наличие флавина
(FMN или FAD), который участвует в бифурка-
ции электронов и субъединиц, осуществляющих
окисление и восстановление субстратов. В каче-
стве восстановленного продукта в эндерогенной
реакции во всех комплексах выступает Fdred, в ка-

честве доноров электронов используется молеку-
лярный водород, формиат, NADH (см. рис. 3).

Все FBEB-комплексы – растворимые цито-
плазматические образования. В настоящее время
описано 12 комплексов 4 типов (Buckel, Thauer,
2018a, 2018b). Явление FBEB широко распростра-
нено у прокариот. Анализ 4588 геномов выявил
наличие хотя бы одного гомолога для 12 извест-
ных типов FBEB-комплексов в 681 случаях. Об-
наружено 512 видов бактерий и 169 видов архей,
имеющих такие гены. Ни в одном случае эти гены
не были обнаружены у эукариот (Poudel et al., 2018).

В настоящее время установлено, что бифурка-
ция, т.е. разделение пары электронов на электрон
с высокой и низкой энергией, осуществляется на
молекулах флавинов (Lubner et al., 2017; Buckel,
Thauer, 2018b; Peters et al., 2018). Флавины могут
находиться в трех состояниях окисленности (см.
рис. 3б): в виде флавохинонов (Q), флавосемихи-
нонов (SQ) и флавогидрохинонов (HQ). Флавосе-
михинон представляет собой радикал со свободным
электроном, который может иметь энергию выше,
чем электрон в паре, передаваемый донором.
Схематично можно представить события следую-
щим образом: 1) cначала происходит двухэлек-
тронное восстановление флавохинона (Q) в фла-
вогидрохинон (QH); 2) затем QH теряет один элек-
трон, который транспортируется в каталитический
центр и восстанавливает акцептор в экзергониче-
ской реакции; 3) образуется нестабильный QS ра-
дикал, который мгновенно передает электрон в
эндергоническую ветвь и регенерирует исходное
Q состояние (рис. 3).

Существует небольшое число хорошо охарак-
теризованных комплексов, для которых известна
пространственная структура. Именно на этих при-
мерах выяснен молекулярный механизм функцио-
нирования комплексов, включая потенциалы всех
окислительно-восстановительных центров, их вза-
имное расположение и расстояние между ними.

0
'E

Вероятно, лучше всего изучен комплекс NADH-

зависимая ферредоксин:NADP+ восстанавлива-
ющая оксоредуктаза, называемая Nfn (Demmer et al.,
2015; Liang et al., 2019). Nfn-комплекс катализиру-
ет реакцию (уравнение 2):

(2)

Схематически комплекс представлен на рис. 4.
Nfn состоит из двух субъединиц. Большая субъ-
единица содержит один флавин в центре окисле-
ния NADPH (называемый флавин А) и два желе-
зо-серных кластера [4Fe-4S]. Малая субъединица
содержит один флавин в составе центра восста-
новления NAD (называемый флавин В) и один
железо-серный кластер состава [2Fe-2S]. Эти
пять редокс-центров расположены линейно. Би-
фуркацию электронов осуществляет флавин А,
получающий пару электронов при окислении
NADPH. В экзергонической ветви электрон с низ-
кой энергией движется от флавина А к [2Fe-2S] кла-
стеру, удаленному от него на 14 Å и затем к флавину
В, который участвует в восстановлении NAD. В эн-
дергонической ветви электрон с высокой энергией
восстанавливает проксимальный к флавину А кла-
стер [4Fe-4S], расположенный в 8 Å от него. Экспе-
риментально показан удивительно высокий ре-
докс-потенциал этого кластера [t0 –718 мВ]. Далее

электрон передается на дистальный [4Fe-4S] кла-

стер (  = –513 мВ), который участвует в восстанов-
лении ферредоксина (Lubner et al., 2017). В этой же
работе показано, что потенциал [2Fe-2S] кластера
~+80 мВ. Таким образом, экспериментально про-
демонстрирована эффективность процесса бифур-
кации для получения электронного переносчика
Fdred с очень низким потенциалом. Общее измене-

ние свободной энергии в реакции с участием про-
цесса бифуркации очень невелико, поэтому боль-
шинство реакций обратимо и служит для сохране-
ния редокс баланса и соотношения NAD/NADH и
NADP/NADPH в клетке (Schuchmann, Müller,
2014). Процесс, осуществляемый комплексом би-
фуркации в обратном направлении, называют
“конфуркацией” (Shut, Adams, 2009).

МЕТАБОЛИЗМ АЦЕТОГЕНОВ ПРИ РОСТЕ 
НА РАЗЛИЧНЫХ СУБСТРАТАХ

Газовые субстраты

Ацетогены обладают способностью к росту на
газовых субстратах (Н2, СО, СО2), на С1-соединени-

ях (метанол, формиат), на сложных органических
соединениях, таких как лактат, аминокислоты, са-
хара, спирты. Конечно, особое внимание привле-
кает способность ацетогенов к фиксации СО2 при

росте на газовых субстратах.

ox

red

2NADPH NAD 2Fd

2NADP NADH 2Fd .

+ +
+ +
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В качестве восстановителя СО2 в газовых сме-

сях может выступить Н2 или СО. В синтез-газе

одновременно присутствуют оба восстановите-
ля. Два восстановителя энергетически неравно-
значны. В случае присутствия в газовой смеси СО
бактериям не нужно расходовать энергию на вос-
становление СО2 до СО в карбонильной ветви

WLP (рис. 1). Эта реакция, осуществляемая мо-
нокарбондегидрогеназой (CODH) проходит с ис-
пользованием в качеcтве кофактора Fdred, восста-

новление которого требует больших затрат энергии.

Энергетический и редокс-балансы могут раз-
личаться у разных ацетогенов и не всегда могут
быть точно учтены в силу недостаточной изучен-
ности многих из них. Для наиболее изученного
ацетогена, A. woodii, был рассчитан энергетиче-
ский баланс при росте на H2/CO и СО (Bertsch,

Müller, 2015a). Рост на СО энергетически более вы-
годен. Ниже для сравнения приведены уравнения
биосинтеза ацетата при росте на Н2/СО2 (уравне-

ние 1) и на СО (уравнение 3):

(1)

(3)

При росте на смеси Н2/СО2 в метильной ветви

WLP расходуются две молекулы NADH и моль Н2

для восстановления СО2 до метильной группы, а

в карбонильной 1 моль Fdred для восстановления

СО2 до СО (рис. 1). У A. woodii Fdred образуется де-

гидрогеназой в реакции бифуркации. При этом
из 3 молей Н2 образуется 1.5 моля NADH и 1.5 моля

Fdred (рис. 3). Далее 1 моль Fdred используется на

восстановление СО2 до СО и 0.5 моля Fdred по-

требляется Rnf-комплексом (рис. 2), который
синтезирует 0.5 моля NADH и транспортирует

–

2 2 3 2

01

4Н 2СО СН СОО Н 2Н О

95 кДж моль,G

++ → + +
Δ = −

–

2 3 2

01

4CО 2Н О СН СОО Н 2СО

175 кДж моль .G

++ → + +
Δ = −

1 моль иона Na+ через цитоплазматическую мем-
брану. У A. woodii для синтеза 1 моля АТФ АТФаза

требует 3 молей Na+. Таким образом, 4 молей во-
дорода достаточно для синтеза 1 моля ацетата и
0.3 молей АТФ. В случае роста на СО не требуется
Fdred для восстановления СО2 до СО, но зато тре-

буется 1 моль водорода для восстановления СО2

до формиата. Из 4 молей СО (уравнение 3) 1 моль
непосредственно вовлекается в WLP, а три других
окисляются CODH до СО2 с одновременным вос-

становлением 3 молей Fd. Один моль водорода
синтезируется в процессе конфуркации дегидро-
геназой из 0.5 моля Fdred и 0.5 моля NADH. В Rnf-

комплекс поступает 1.5 моля Fdred, что приводит к

синтезу 2.5 моля NADH и выбросу 5 молей ионов

Na+. Это количество ионов Na+ обеспечивает
синтез 1.5 моля АТФ.

Большинство реакций WLP пути, реакции
Rnf- и Ech-комплексов, а также реакции бифур-
кации электронов обратимы. Эта обратимость
позволяет ацетогенам сохранять энергетический
и редокс-баланс при росте на газообразных суб-
стратах различного состава. Хотя рост на СО
энергетически выгоден, но при этом синтезируется
нежелательная двуокись углерода (уравнение 3).
Рост на Н2/СО2 не образует СО2 (уравнение 1), но

генерирует мало энергии и, следовательно, обла-
дает низким потенциалом для биосинтеза полез-
ных соединений.

Казалось бы идеальным субстратом для роста
ацетогенов должен быть синтез-газ, содержащий
СО, СО2 и Н2. Тем не менее, это не совсем так.

Оказалось, что СО в концентрациях, присутству-
ющих в синтез-газе, ингибирует некоторые фер-
менты. Так, при росте C. ljungdahlii на синтез-газе
сначала потребляется СО, и только после того,
как более 90% этого газа израсходовано, начина-
ется потребление Н2 (Najafpour, Yones, 2006).

Рис. 4. Схема строения Nfn-комплекса.

10 Å 8 Å 14 Å 9 Å
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Экспериментально показано, что СО ингиби-
рует прежде всего водород-зависимую СО2 редук-

тазу (HDCR), катализирующую восстановление
СО2 в формиат (Bertsch, Müller, 2015b). Следует от-

метить, что если восстановление СО2 в СО у всех

ацетогенов осуществляется практически одина-
ковым ферментом (CODH), то структура фер-
ментативных систем, восстанавливающих СО2 в

формиат достаточно разнообразна (Lemaire et al.,
2020). Так, например, С. autoethanogenum исполь-
зует для синтеза формиата дегидрогеназу, завися-
щую от окисления NADPH и Fdred и не ингибиру-

емую СО (Wang et al., 2013).

Жидкие субстраты

Главным фактором, ограничивающим ско-
рость роста ацетогенов на газовых субстратах, яв-
ляется плохая растворимость в воде Н2 и СО2, что

снижает массообмен. Такого недостатка лишены
метанол и формиат – С1-соединения, которые

смешиваются с водой в любых соотношениях.

Формиат является первым соединение в ме-
тильной ветви WLP (рис. 1), а метильная группа
метанола может быть превращена в метилтетра-
гидрофолат в той же ветви WLP (рис. 1).

И метанол, и формиат рассматриваются как
перспективные субстраты для ферментации микро-
организмов (Cotton et al., 2020). Метанол сегодня
получают из природного газа, а формиат – окис-
лением метанола. Вместе с тем, в будущей зеленой
циклической экономике формиат может быть бу-
дут получать электровосстановлением СО2 (Martin

et al., 2015).

Метанол. Хотя рост ацетогенов на средах с ме-
танолом был известен давно (Bache, Pfenning,
1981), сведения о механизмах и ферментах, участву-
ющих в процессе, были получены лишь в последние
годы. У бактерии A. woodii была идентифицирована
специфическая трансметилаза, переносящая ме-
тильную группу от метанола к тетрагидрофолату.
Идентификация фермента и соответствующих
генов оказалась непростой задачей, так как геном
A. woodii содержит около 30 генов, кодирующих
потенциальные метилазы. Специфическую для
метанола трансметилазу удалось обнаружить при
анализе транскриптома. При переносе бактерий
со среды с фруктозой на среду с метанолом актив-
ность специфической метилазы увеличилась в
10–14 раз (Kremp et al., 2018).

Метанол-специфическая трансметилаза со-
держит 3 субъединицы. Одна субъединица пред-
ставляет собой корриноидный белок (CoP), а две
другие субъединицы обеспечивают перенос ме-
тильной группы от метанола на СоР и от СоР на
тетрагидрофолат с образованием метил-THF,
промежуточного продукта WLP (рис. 1).

Мы уже говорили ранее о легкой обратимости
реакций WLP. В данном случае молекула метил-
THF окисляется по обращенному пути метиль-
ной ветви WLP с образованием АТФ, СО2 и Н2.

Можно рассчитать, что Н2 и АТФ могут обеспечить

образование 6 восстановительных эквивалентов,
достаточных для восстановления 3 молекул СО2 до

СО. Таким образом, потребление 4 молекул мета-
нола может обеспечить синтез 3 молекул ацетата с
одновременной фиксацией 2 молекул СО2 (Kremp

et al., 2018) (уравнение 4):

(4)

Донором метильной группы может быть не
только метанол. Так, было показано, что такой же
механизм использует A. woodii при росте на бета-
ине (триметилглицин) (Lechtenfeld et al., 2018). В
процессе участвует бетаинспецифическая мети-
лаза, которая может переносить метильную груп-
пу от бетаина к тетрагидрофолату. Интересно, что
донором метильной группы не может быть диме-
тилглицин или триметиламин (Kremp et al., 2018).

Формиат является промежуточным продуктом
в WLP-пути (рис. 1). Многие ацетогены могут
расти на формиате. Процесс протекает по уравне-
нию 5:

(5)

В этом процессе электроны, необходимые для
восстановления одного формиата и СО2 до ацетата,

получаются за счет окисления формиата до СО2 и

Н2. Пока еще недостаточно сведений о ферментах,

принимающих участие в этом процессе (Müller,
2019).

Интересно, что при росте многих ацетогенов
на газовых субстратах в среде накапливаются
значительные количества формиата (Groher,
Weuster-Botz, 2016). Неясно, является ли экскре-
ция в среду и обратное поглощение формиата ча-
стью нормального метаболизма ацетогенов. Так
как формиат является промежуточным продук-
том в пути WLP, а метанол образует также проме-
жуточный продукт метил-THF, то при росте на
этих субстратах клетка должна экономить энер-
гию, которую она затратила бы на синтез этих
промежуточных продуктов. Действительно, энер-
гоэффективность при росте на метаноле и фор-
миате выше, чем при росте на газовых субстратах.
Энергоэффективность определяется как доля
энергии, сохраненной в продукте от энергии за-
ключенной в субстрате. Это можно определить по
энергии, выделяемой при сгорании (Classen et al.,
2019). При росте на газовых субстратах энергоэф-
фективность ацетогенов (при образовании ацета-
та) составляет 60–80%, а при росте на метаноле и
формиате – 80–90% (Cotton et al., 2020).

Метанол и формиат при высоких концентра-
циях ингибируют рост ацетогенов. Так, было по-

3 2 3 24СН ОН 2СО 3СН СООН 2Н О.+ → +

2 3 24НСООН 2СО СН СООН 2Н О.→ + +
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казано, что при рН 5.0–6.0 рост C. ljungdahlii пол-
ностью ингибируется 30 мМ формиата Na, но при
рН 7.0 рост возобновляется (Romio-Pujol et al.,
2014). На примере ацетогена Sporomusa ovata было
показано, что бактерии можно адаптировать к ро-
сту на повышенных концентрациях метанола, и
это приводит к усилению конверсии СО2 в орга-

нические продукты (Tremblay et al., 2015).

МЕТАБОЛИТЫ, СИНТЕЗУРУЕМЫЕ
ПРИ АВТОТРОФНОМ РОСТЕ АЦЕТОГЕНОВ

Многие ацетогены при росте на газовых суб-
стратах синтезируют исключительно ацетат, но ряд
представителей этой группы, наряду с ацетатом,
производят и другие метаболиты, которые пред-
ставляют практический интерес.

Такие ацетогены, как Clostridium ljungdahhlii,
C. autoethanogenum, C. regsdalei способны к синтезу
больших количеств этанола, который при некото-
рых условиях ферментации становится преимуще-
ственным продуктом. Эти же ацетогены в качестве
минорных продуктов синтезируют 2,3-бутандиол
(2,3BD) и лактат. Некоторые ацетогены, такие
как Clostridium carboxidivorans, Eubacterium limosum
способны к синтезу бутирата и бутанола (De Tis-
sera et al., 2019).

Все перечисленные продукты представляют
практический интерес, особенно этанол, который
сегодня производится в мире из пищевого сырья
(кукурузы, сахарного тростника, злаков) в коли-
чествах более 100 млрд л (около 80 млн т в год) и
используется в качестве моторного биотоплива.
Производство топливного этанола с использовани-
ем газовых субстратов представляет удачную альтер-
нативу, так как позволяет уйти от использования
пищевого сырья и приводит к фиксации такого пар-
никового газа как СО2 (http://www.statista.com; Де-

бабов, 2012; Köpke et al., 2011a).

Биосинтез этанола из ацетил-СоА у ацетогенов
возможен двумя путями: прямым – восстановлени-
ем из ацетил-СоА, и непрямым – восстановлением
из ацетата (см. рис. 5).

При прямом синтезе ацетил-СоА восстанав-
ливается бифункциональным ферментом алко-
гольальдегиддегидрогеназой (AdhE), состоящим
из двух субъединиц ацетил-СоА-зависимой аль-
дегиддегидрогеназы (Ald) и алкогольдегидроге-
назы (AdH). В этом синтезе расходуются два вос-
становительных эквивалента в виде NADPH.

Непрямой путь связан с восстановлением аце-
тата ацетальдегидферредоксин оксиредуктазой
(AOR) в ацетальдегид и последующим его восста-
новлением алкогольдегидрогеназой в этанол. В
реакции расходуется восстановленный ферре-
доксин и NADPH. Непрямая реакция энергети-
чески выгоднее для клетки, так как в ходе синтеза
ацетата образуется молекула АТФ.

Анализ геномов ацетогенов подтвердил нали-
чие у них всех генов вышеперечисленных фер-
ментов. Биохимическое подтверждение наличия
AOR-активности и возможность непрямого пути
биосинтеза этанола была постулирована для
С. ljungdahlii (Köpke et al., 2011a) и C. autoethano-
genum (Mock et al., 2015).

Соотношение этанола и ацетата сильно зави-
сит от условий ферментации и, особенно, состава
газовых субстратов. Биосинтез ацетата и этанола
при росте на Н2/СО2 или СО происходит согласно

уравнениям (1, 3, 6, 7) и сопровождается значи-
тельным уменьшением свободной энергии, т.е.
термодинамически разрешен:

(1)

(6)

(3)

(7)

Рост на СО энергетически выгоднее, чем на
Н2/СО2, что отражается прежде всего в том, что

титр биомассы выше при росте на СО. Так, титр
биомассы C. ljungdahlii при росте на СО/СО2 (80 : 20)

составлял 8.4 OD600 (120 ч), а при росте на Н2/СО2

(60 : 40) только 1.84 (186 ч). В этих условиях при
росте на Н2/СО2 клетки производят практически

один ацетат, а при росте на СО/СО2–этанол

(713 мM) и ацетат (188 мM) (Zhu et al., 2020).

При периодическом культивировании ацето-
генов на синтез-газе обычно наблюдают две ста-
дии: ацидогенез и сольватогенез (Richter et al.,
2016; Arslan et al., 2019). На первой стадии синте-
зируется ацетат и происходит снижение рН среды,
следствием чего является появление в растворе
значительных концентраций недиссоциирован-
ной уксусной кислоты. Уксусная кислота прони-
кает в клетку и ингибирует рост. Остановка роста
приводит к появлению избытка восстановитель-
ных эквивалентов, которые реокисляются в про-
цессе синтеза этанола на второй сольватогенной
стадии. Интересно, что анализ экспрессии генов
при переходе от ацетогенеза к сольватогенезу не
показал заметных изменений, т.е. переход не ре-
гулируется на генетическом уровне. Регуляция
осуществляется на уровне редокс-баланса и до-
ступности АТФ, т.е. на термодинамическом уров-
не (Richter et al., 2016).

В качестве побочных продуктов этанолсинте-
зирующие ацетогены производят 2,3-бутандиол

–
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(2,3BD) и лактат, предшественником которых в
клетке является пируват (рис. 5).

Представление о соотношении продуктов дает
работа (Köpke et al., 2011b), в которой исследовали
состав конечных продуктов при ферментации
трех ацетогенов: С. ljungdahlii, C. autoethanogenum
и C. regsdalei на синтетической смеси газов (44%
СО2, 22% СО и 2% Н2). В конце ферментации

концентрация ацетата составляла 28–32 мM, эта-
нола 19–22 мM, 2,3BD – 1.4–2 мM и лактата 0.1–
0.2 мM. Молярное отношение 2,3BD к ацетату
было 1 : 15 и к этанолу 1 : 10 (Köpke et al., 2011b).

Пируват образуется из ацетил-СоА и СО2 с помо-

щью пируват-ферредоксин оксиредуктазы (PFOR).
Далее лактатдегидрогеназа (ldhA) восстанавлива-
ет пируват в лактат. Путь к 2,3BD начинается с
конденсации двух молекул пирувата с образованием
ацетолактата, который декарбоксилируется с обра-
зованием ацетоина. Ацетоин восстанавливается 2,3-
бутандиолдегидрогеназой в 2,3BD (рис. 5).

Все гены, потенциально кодирующие вышепе-

речисленные ферменты, найдены в геномах ацето-

генов. Лишь в относительно небольшом числе слу-

чаев была подтверждена функциональность этих

ферментов. Так, с этой целью гены кандидаты

были перенесены из C. autoethonogenum в E. coli.
Было показано, что лактатдегидрогеназа экс-

прессируется в E. coli и образует лактат. Метабо-

лический путь биосинтеза 2,3BD воссоздан в E. coli
клонированием генов ацетолактатсинтетазы, аце-

толактатдегидрогеназы и 2,3-бутандиолдегидроге-

назы. Исследование последнего фермента показа-

ло, что этот NADPH-зависимый фермент обладает

широкой специфичностью при восстановлении

кетосоединений С2–С4 в соответствующие спир-

ты. Фермент назван NADPH-зависимая первич-

но-вторичная алкогольдегидрогеназа (CaADH).

E. coli c реконструированным геномом при росте

на фруктозе могли синтезировать 1.1 ± 0.2 мM

2,3BDO (K�pke et al., 2011), что сравнимо с его

Рис. 5. Схема биосинтеза ацетата, этанола, 2,3-бутандиола, 2-бутанола и лактата у C. ljungdahlii и C. autoethanogenum.
Ацетил-СоА и пируват служат исходными субстратами для синтеза всех других метаболитов и синтеза биомассы.
AOR – ацетильдегид ферредоксин оксоредуктаза; PFOR – пируват ферредоксин оксоредуктаза; Als – ацетолактатсин-
таза; LdhA – лактатдегидрогеназа; Pta – фосфоацетилтрансфераза; Ack – ацетилкиназа; AdhE – бифункциональный
фермент ацетальдегид/алкогольдегидрогеназа; Aldc – ацетолактатдекарбоксилаза; ADH – первично-вторичная алко-
гольдегидрогеназа; BDH – (R,R)2,3-бутанолдегидрогеназа; DDH – (R,S)2,3-бутанолдегидрогеназа; 2-бутанон (ме-
тил-этил кетон МЕК).
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биосинтезом ацетогенами (см. выше) (Köpke et al.,
2014).

К синтезу бутанола и бутирата способен ограни-
ченный круг ацетогенов: C. carboxidivorans, C. deakei,
C. scotologenes, C. regsdalei, Eubacterium limosum,
Butyrobacterium methylotrophicum (Dürre, 2016).

Анализ геномов и биохимические данные го-
ворят о том, что биосинтез бутанола и бутирата
осуществляется у ацетогенов тем же путем, что и
у сольватогенных бактерий, таких как Clostridium
acetobutylicum (рис. 6). Биохимический путь начина-
ется с объединения ферментом тиолазой (ThlA)
двух молекул ацетил-СоА в ацетоацетил-СоА, ко-
торый восстанавливается до 3-гидроксибутирил-
СоА гидроксибутирил-СоА дегидрогеназой (Hbd).
Далее кротоназа (Crt) дегидратирует 3-гидрокси-
бутирил-СоА до кротонил-СоА, который восста-
навливается до бутирил-СоА соответствующей
дегидрогеназой (Bcd).

Бутирил-СоА может далее превращаться либо
в бутанол, либо в бутират (рис. 6). Превращение в
бутанол осуществляется последовательным вос-
становлением в бутиральдегид и бутанол. У Clos-
tridium acetobutylicum обе реакции катализируются
бифункциональным ферментом альдегид-алко-
гольдегидрогеназой (AdhE2), использующей в ка-
честве кофактора NADH.

Бутирил-СоА может превратиться в бутират
двумя путями (рис. 6): либо ацетил-СоА трансфе-
раза превращает его в бутират и ацетил-СоА, либо
фосфотрансбутирилаза превращает его в бутирил
фосфат и бутират киназа в бутират. В последней
реакции образуется 1 моль АТФ. При превраще-
нии ацетил-СоА в ацетат также образуется 1 моль
АТФ (рис. 1), так что оба пути с энергетической
точки зрения равнозначны. Бутират может быть
восстановлен в бутанол через бутиральдегид
(ферредоксиноксиредуктазой) и бутирилалко-

Рис. 6. Биосинтез бутанола у ацетогенов. Thl – тиолаза; Hbd – гидроксибутирил-СоА дегидрогеназа; Crt – кротоназа;
Bcd – бутирил-СоА дегидрогеназа в комплексе с бифуркационным комплексом двух флавопротеинов EtfA/EtfB;
BalH – бутирилальдегиддегидрогеназа; Bdh – бутирилалкогольдегидрогеназа (у C. autoethanogenum BalH и Bdh заме-
нены одним бифункциональным ферментом AdhE2); AcT – ацетил-СоА трансфераза; Ptb – фосфотрансбутирилаза;
Buk – бутирилкиназа; BAOR – бутирилальдегид оксиредуктаза. ⊗ – Инактивация генов в рекомбинантных штаммах.
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гольдегидрогеназой аналогично биосинтезу эта-
нола у ацетогенов (рис. 5).

Помимо бутанола, некоторые ацетогены, на-
пример, C. carboxidivorans, способны синтезировать
и гексанол. Титры бутанола и бутирата обычно не-
высоки, и были предприняты попытки оптимизи-
ровать этот процесс. Было показано, что низкие зна-
чения рН (6–4.5) и температуры (–25°С) способ-
ствуют биосинтезу бутанола. Тем не менее,
максимальные выходы бутанола не превышают
14–15 мM бутанола и 8–9 мM гексанола (Rajago-
palan et al., 2002; Phillips et al., 2015; Romio-Pujol et al.,
2015, 2018), что значительно ниже титров, получен-
ных при ферментации сольватогенных клостридий.

Учитывая привлекательность микробиологи-
ческого синтеза ценных химикалиев на базе вос-
становления СО2, были предприняты значитель-

ные усилия как по совершенствованию процесса
ферментации с использованием газовых субстра-
тов, так и по генетическому совершенствованию
продуцентов ацетогенных бактерий.

ГЕНЕТИКА АВТОТРОФНЫХ АЦЕТОГЕНОВ

Для реализации полного биотехнологического
потенциала газовой ферментации с использова-
нием ацетогенов необходимо произвести генети-
ческие изменения в геномах этих микроорганиз-
мов. Цель таких изменений может заключаться в
перенаправлении потока углерода к нужному ме-
таболиту или даже в организации новых биохи-
мических путей для расширения спектра продук-
тов, синтезируемых ацетогенами.

Для успешного применения методологии ме-
таболической инженерии необходимы два усло-
вия: 1) иметь хорошо обоснованные цели (целевые
гены), которые следует активировать или инакти-
вировать или внести новые гетерологичные гены
и 2) иметь генетические технологии, позволяю-
щие эффективно вносить в геном мутации, деле-
ции и вставки.

Расшифровка геномных последовательностей
большого числа ацетогенов, изучение метаболи-
ческих путей, в особенности механизмов консер-
вации энергии, сделали возможным определение
целевых генов, подлежащих изменениям (Hum-
phreys et al., 2015; Shin et al., 2016).

За последние 15 лет достигнуты определенные
успехи в развитии генетических технологий при-
менительно к автотрофным ацетогенам, хотя до сих
пор эффективность этих методов недостаточно вы-
сока. На пути развития таких технологий возникает
ряд трудностей. Во-первых, толстая стенка этих
бактерий затрудняет доставку ДНК, что делает ма-
лоэффективными такие методы трансформации,
как электропорация. Во-вторых, очень активные
системы рестрикции разрушают трансформиро-
ванную ДНК. В третьих, самое главное препят-

ствие – низкие частоты гомологичной рекомби-
нации, что требует специальных приемов обнару-
жения редких генетических событий.

Первая достаточно эффективная технология для
бактерий рода Clostridium была развита в 2005–
2007 гг. и была основана на инактивации генов
транспозонным мутагенезом. Технология полу-
чила название ClosTron (Heap et al., 2010) и осно-
вана на использовании интронов группы II. Ин-
троны группы II – это каталитическая РНК, кото-
рая вырезает себя из РНК транскрипта и внедряется
в новый сайт. В одной рамке считывания с интро-
ном II кодируется белок LtrA. Этот белок имеет
много функций: определяет РНК сплайсинг, участ-
вует в распознавании сайта интеграции, никирует
ДНК-мишень и внедряет сплайсированную РНК
молекулу и, наконец, синтезирует соответствую-
щую комплементарную нить ДНК путем обратной
транскрипции. После этого ферменты хозяина уда-
ляют РНК и лигируют разрыв.

Распознавание мишени осуществляет РНП-
комплекс (LtrA-белок + РНК). За узнавание отве-
чают 15 нуклеотидов РНК, которые можно ме-
нять для направления транспозиции на опреде-
ленный участок хромосомы, но возможны только
такие изменения последовательности, которые
сохраняют структуру комплекса. Существует до-
ступ через интернет к специальному алгоритму,
который позволяет определить последователь-
ность РНК для направления транспозиции в же-
лаемую область. Собственно этот алгоритм и на-
зывается ClosTron. Недостатком метода является
то, что не для каждого гена можно подобрать под-
ходящую последовательность РНК и то, что внед-
рение транспозона имеет сильный полярный эф-
фект.

Недавно описан другой метод, основанный на
транспозиции и конъюгации и позволяющий вно-
сить в геном Clostridium ljungdahlii большие фрагмен-
ты ДНК, кодирующие целые метаболические пути
(Phillips et al., 2019). Метод использует конъюгатив-
ный перенос плазмид между E. coli и Clostridia и
свойства транспозона Himar. Этот транспозон
фланкирован обращенными повторами длиной в
27 п.н., которые служат мишенями транспозазы
(ген HI). В ходе конъюгативного переноса пре-
одолеваются рестрикционные барьеры, так как
ДНК входит в реципиентную клетку в одноцепо-
чечной форме и успевает правильно метилиро-
ваться. Кластер, предназначенный для внедрения
в хромосому, располагается на конъюгативной
плазмиде и ограничен инвертированными повто-
рами. На той же плазмиде находится ген HI под
контролем индуцибильного промотора (в каче-
стве индуктора используют ксилозу). Включение
в хромосому идет неспецифически по АТ после-
довательностям, причем возможны множественные
интеграции. В качестве примера авторы перенесли в
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C. ljungdahlii кластер биосинтеза ацетона размером
11 т.п.о. из C. acetobutylicum (Phillips et al., 2019).

Недостатком метода является неспецифиче-
ское встраивание в геном. Процесс конъюгации
между E. coli и Clostridia плохо изучен и занимает
от 2 суток до недели. Практическую полезность
этого метода еще предстоит оценить.

Достаточно давно были описаны шаттл-плаз-
миды, способные поддерживаться в E. coli и Clos-
tridia, и трансформация в Clostridia методами
электропорации или конъюгации. Однако часто-
ты электропорации в первых попытках были низ-

кими – около 103 колоний на мкг плазмидной
ДНК (Strätz et al., 1994). Впоследствии протокол
электропорации был улучшен. Компетентность
клеток повышается после их экспонирования в
средах, содержащих DL-треонин. Частота элек-
тропорации была увеличена на порядок до

1.7 × 10–4 колоний на один мкг плазмидной ДНК
(Leang et al., 2013).

Стандартные для микроорганизмов методы
делеции и вставки генетического материала по-
средством гомологичной рекомбинации в случае
Clostridia имеют низкую эффективность. Требу-
ются приемы мощной контрселекции для обна-
ружения редких событий. Предложено несколько
способов контрселекции для этих микроорганиз-
мов, но, очевидно, что самый удобный способ –
CRiSPR/Cas система (McAllister, Sorg, 2019).

Главное преимущество CRiSPR/Cas системы –
это возможность направить нуклеазу CaS практи-
чески в любую точку генома, где она произведет
двойной разрыв ДНК. Бактерии не имеют систем
репарации двойного разрыва, и только гомоло-
гичная рекомбинация в области разрыва может
спасти бактерию от гибели.

Система CRiSPR/Cas9 была успешно приме-
нена для делетирования генов у C. ljungdahlii. Эф-
фективность делеции четырех генов pta, adhE, ctf
и pyrE составила, соответственно, 100, 75, 100 и
50% (Huang et al., 2016). Система CRiSPR/Cas9
также была использована для редактирования ге-
нома промышленно значимого ацетогена
C. aтыutoethanogenum (Nagaraju et al., 2019), которая,
кстати, имеет и собственную CRiSPR/Cas систему
(Brown et al., 2014). В качестве объекта был ис-
пользован ген 2,3-bdh, делеция которого осу-
ществляется с 50% эффективностью (Nagaraju
et al., 2019).

Род Clostridia характеризуется высоким содер-
жанием в геноме АТ-пар (для C. ljungdahlii –
69.8%). В этой связи кажется более целесообраз-
ным использовать не систему CRiSPR/Cas9, для
которой протоспейсер имеет последовательность
GGN, а CRiSPR/Cas12, для которой протоспей-
сер TTN. Действительно, CRiSPR/Cas12 система
успешно использована для делеций гена pyrE
(opaтофосфорибозинтрансфераза) (Zhao et al.,

2019). Данная работа хорошо иллюстрирует все
преимущества и трудности использования CRiSPR
систем. Успех и применение CRiSPR системы зави-
сят от эффективности гомологичной рекомбина-
ции клетки хозяина. Частоты гомологичной реком-
бинации у C. ljungdahlii низкие, и для ее осуществ-
ления нужны плечи гомологии размером в 1000 п.о.,
а еще лучше и более длинные. В приведенной работе
авторы усовершенствовали протокол электропора-
ции, позволивший повысить эффективность транс-

формации плазмидами до 104 колоний на 1 мкг
ДНК плазмиды. При оптимизированных услови-
ях с использованием плеч гомологии в 1000 п.о.
авторы получили 2–3 рекомбинанта в опыте и
10–17 рекомбинантов при увеличении плеч гомо-
логии до 2500 п.о. Преимуществом метода явля-
ется его высокая специфичность. При анализе 15
из 17 колоний рекомбинантов содержали ожидае-
мые вставки (Zhao et al., 2019).

Для успешного осуществления задач метабо-
лической инженерии большое значение имеет на-
личие набора плазмид с нужными репликонами,
промоторов разной силы, как конститутивных, так и
индуцированных, терминаторов транскрипции, се-
лективных и контрселективных маркеров. Такие
конструкции созданы и для бактерий рода Clos-
tridia, но, конечно, не в столь больших и совер-
шенных формах, как для E. coli (Joseph et al., 2018).

МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ

Метаболическая инженерия может быть ис-
пользована как для оптимизации производства
метаболитов, нативных для ацетогенов, таких как
ацетат, этанол, 2,3-бутандиол, так и для создания
рекомбинантных штаммов, способных произво-
дить метаболиты, не свойственные ацетогенам,
такие как ацетон, пропанол, 3-гидроксибутират и
полигидроксибутират (Bengelsdorf, Dürre, 2017).

Ацетон
Ацетон относится к крупнотоннажным хими-

катам, его мировое производство превышает
5 млн т в год (Schiel-Bengelsdorf, Dürre, 2012). В
настоящее время ацетон производят на базе угле-
водородного сырья, но в первой половине XX века
большая часть ацетона, а также бутанола произво-
дилась микробиологическим путем в так называе-
мом АBЕ-процессе (ацетон, бутанол, этанол). АBЕ-
процесс использовал в качестве сырья пищевой
продукт (мука злаков или кукурузы), и было бы
заманчиво реанимировать процесс на новом
уровне с использованием ацетогенов и такого сы-
рья, как синтез-газ. ABE-процесс был основан на
близких к ацетогенам микроорганизмах – соль-
ватогенных клостридиях.

Было предпринято несколько попыток пере-
носа пути биосинтеза ацетона из сольватогенных
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в ацетогенные клостридии. Все попытки были ос-
нованы на переносе оперона синтеза ацетона из
Clostridium acetobutylicum (ASO-оперон). Этот опе-
рон состоит из четырех генов (см. рис. 7). На первом
этапе тиолаза (thl) конденсирует две молекулы аце-
тил-CoA с образованием ацетоацетил-CoA. Далее
фермент, состоящий из двух субъединиц (ctfA/ctfB)
ацетоацетил-CoA-ацетат/бутирил-CoAтрансфе-
раза, используя ацетат как косубстрат, превраща-
ет ацетоацетил-CoA в ацетил-CoA и ацетоацетат.
На последней стадии декарбоксилаза (ade) от-
щепляет молекулу СО2 от ацетоацетата и образует

ацетон.

Синтез ацетона не требует затрат АТФ, но и не
производит АТФ, в отличие от биосинтеза ацетата,
который генерирует АТФ. Таким образом, ауто-
трофный рост ацетогенов при биосинтезе ацетона
может происходить только при одновременном
синтезе ацетата, поставляющего клеткам энергию.

Объектами метаболической инженерии были
различные ацетогены. Так ASO-оперон под кон-

тролем промотора тиолазы (Pthl) был интегрирован

в плазмиду (pJMP), и плазмида была трансформи-

рована в Clostridium aceticum. Рекомбиантный

штамм при росте на фруктозе синтезировал 9 мг л–1

ацетона, а при росте на газовой смеси СО2/Н2 –

до 8 мг л–1 (Schiel-Bengelsdorf, Dürre, 2012).

Acetobacterium woodii, трансформированные

плазмидой с ASO-опероном под контролем про-

мотора Ppta-ack той же бактерии, оказались способ-

ными к синтезу ацетона при культивировании на

синтез-газе. При периодическом культивировании

(350 ч) концентрация ацетона достигала 15.2 мM

(~800 мг л–1), а продуктивность – 26.4 мг л–1 ч–1

(Hoffmeister et al., 2016).

У рекомбинантных бактерий C. ljungdahlii и

очень близкой к ней C. autoethanogenum вместо

ацетона или наряду с ним синтезируется продукт

его восстановления 2-пропанол (изопропанол),

вследствие наличия у этих бактерий очень актив-

Рис. 7. Схема биосинтеза ацетона и полигидроксибутирата (PHA). Thl – тиолаза; Tel1 (ybgl) – тиоэстеразы из B. subtilis
и Haemophilus influenza соответственно; Pta –трансацетилаза; Ack – ацетаткиназа; ctfA/ctfB – ацетоацетил-СоАаце-
тат/бутирил-СоА трансфераза; Adc – ацетоацетилдекарбоксилаза. Гены биосинтеза PHA перенесены из Cupriavidas
necator; phaA – 3-кетотиолаза; phaB – НАДФ-зависимая ацетоацетил-СоА редуктаза; phaC – PHA синтаза; Btc – бу-
тирилтиоэстераза.
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ной алкогольдегидрогеназы широкой специфич-

ности (Köpke et al., 2014).

Продукция ацетона сильно зависит от промо-

тора, который используется для экспрессии ASO-

оперона. Так C. ljungdahlii не синтезирует ацетон

после трансформации плазмидой с ASO-оперо-

ном под контролем промотора тиолазы C. aceto-
butylicum, но синтез обнаружен в случае, если

ASO-оперон находится под контролем промотора

Ppta-ack бактерий C. ljungdahlii. Правда, почти весь

ацетон конвертируется в 2-пропанол, и количе-

ство продукта невелико (1.4 ± 0.5 мM) (Bengels-

dorf et al., 2016).

Лучшие результаты получены при использова-

нии индуцибельных промоторов. Так, трансфор-

мация C. ljungdahlii ASO-опероном под контролем

индуцируемого лактозой промотора Plac привело к

синтезу значительного количества ацетона, как

при гетеротрофном росте на фруктозе, так и при

автотрофном росте на углекислом газе. Концен-

трация ацетона при газовой ферментации соста-

вила ~15.2 мM (Banerjee et al., 2014). Неясно, по-

чему в данной работе не обнаружен 2-пропанол,

хотя он детектирован во всех последующих рабо-

тах. Возможно, газовая хроматография, исполь-

зуемая авторами, не разделяла две субстанции –

ацетон и 2-пропанол.

Запатентован штамм C. autoethanogenum с про-

изводительностью 300 мг л–1 ацетона и 25 мг л–1

2-пропанола (Patent US, 2012).

Во всех вышеперечисленных случаях речь шла

о штаммах, несущих ASO-оперон на плазмидах,

но с использованием транспозона Himar (Phillips

et al., 2019) удалось интегрировать ASO-оперон в

хромосому C. ljungdahlii. Оперон находился под

контролем промотора, индуцируемого ксилозой.

Периодическое культивирование этого штамма на

синтез-газе приводит к образованию смеси 2.4 мM

ацетона и 2.4 мM изопропанола (Phillips et al.,

2019).

Интересна попытка заменить зависимый от

ацетата путь превращения ацетоацетил-CоА в

ацетоацетил на путь, независимый от ацетата. С

этой целью на плазмиде были клонированы гены

тиоэстераз Bacillus subtilis (teII) и Haemophilus in-
fluenzae (ybgC), кодирующие белки, способные

отщеплять СоА от ацетоацетил-СоА. Таким обра-

зом, был создан путь биосинтеза ацетона, неиз-

вестный в природе (Patent Germany, 2007; Schiel-

Bengelsdorf, Dürre, 2012).

РНВ (полигидроксибутират) – биодеградируе-

мый полиэфир, который служит для некоторых

бактерий резервным депо для хранения углерода

и энергии (как крахмал для растений). РНВ на-

капливается внутри клеток в виде гранул иногда в

очень больших количествах (до 70–80% от сухого

веса клеток).

Одной из подробно изученных бактерий, син-

тезирующих РНВ, является Cupriavidas necator
(прежнее название Ralstonia eutropha). Ацетогены

не способны к синтезу РНВ. Для организации та-

кого синтеза оперон биосинтеза РНВ, состоящий

из трех генов из Cupriavidas necator, был перенесен

на плазмиде в C. autoethanogenum. Оперон был

предварительно модифицирован с учетом часто-

ты использования кодонов у Clostridia и помещен

под контроль нативного промотора одного из ге-

нов WLP пути (Lemgruber et al., 2019).

Путь биосинтеза РНВ приведен на рис. 7. Ре-

комбинантный штамм C. autoethanogenum был ис-

следован на его способность синтезировать РНВ

в проточной равновесной ферментации на газо-

вых смесях, имитирующих синтез-газ (50% СО,

20% СО2, 20% Н2 и 10% аргона) и отходящие газы

металлургического производства (50% СО2, 20%

СО, 2% Н2 и 28% N2), при разных скоростях про-

тока и разных значениях рН. Лучшие результаты

были получены при росте на синтез-газе и при

рН 5.5. Интересно отметить, что сдвиг рН от 5.0

до 5.5 увеличивает синтез РНВ в 10 раз. Макси-

мальное содержание РНВ составило 5.6% на вес

сухих клеток. Синтез РНВ приводит к падению

синтеза ацетата, что, в свою очередь, вызывает

недостаток АТФ в клетке. Авторы провели срав-

нение транскриптомов рекомбинантного штамма

и контрольного, содержащего плазмиду без РНВ-

оперона. Оказалось, что рекомбинантные клетки

увеличивают транскрипцию всех генов, участву-

ющих в синтезе АТФ. Это гены Rnf-комплекса

(активация в 2 раза), гены WLP пути (активация в

2 раза), а также гены аргинин деиминазного пути

деградации аргинина (в 3–7 раз), служащего у

ацетогенов альтернативным путем синтеза АТФ

(Nelson et al., 2017).

Получены рекомбинантные штаммы, синте-

зирующие РНВ у C. coskata и C. ljungdahlii, но со-

держание полимера у них при ауксотрофном росте

невелико (около 1% в расчете на вес сухих клеток)

(Flücher et al., 2019).

При отсутствии в клетке фермента, полимери-

зующего 3-гидроксибутирил-СоА, это соедине-

ние под действием эстераз клеток превращается в

3-гидроксибутират. В недавней работе (Karim et al.,

2020) биосинтез 3-гидроксибутирата был использо-

ван в качестве примера для опробирования нового

подхода к конструированию полезных штаммов

микроорганизмов. Так как генетические инстру-

менты часто малодоступны или малоэффективны
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для промышленных штаммов, авторы предложи-

ли проводить предварительную оптимизацию

биохимических путей в системе in vitro (в бескле-

точных экстрактах). Использовались лизаты кле-

ток E. coli, в которые в определенной пропорции

добавляли лизаты клеток E. coli, экспрессирую-

щие определенные ферменты исследуемого пути.

Метод получил название IPROBE (In vitro proto-

typing and rapid optimization of biosynthetic en-

zyme). Авторам удалось подобрать соотношение

ферментов двух первых этапов на пути биосинте-

за 3-гидроксибутирата (Thl и Hbd) (см. рис. 7). На

базе полученных данных был сконструирован

штамм C. autoethanogenum, который при росте на

синтез-газе мог синтезировать до 15 г/л 3-гид-

роксибутирата со скоростью 1.5 г л–1 ч–1, что на-

много превосходит ранее полученные результаты не

только для ацетогенов, но и для E. coli (Karim et al.,

2020).

Бутанол и бутират

Бутанол относится к крупнотоннажным хими-
калиям. Его мировое производство составляет
около 3.5 млн тонн в год (Patent WO, 2014). Подав-
ляющее количество бутанола сегодня производят
из углеводородов, хотя в первой половине про-
шлого века использовался микробиологический
процесс АВЕ (ацетон, бутанол, этанол).

Некоторые ацетогены, такие как Clostridium
carboxidivorans, способны синтезировать, наряду с
уксусной кислотой и этанолом, и бутанол и даже
гексанол (De Tissera et al., 2019). Оптимизация
процесса (состав газовой смеси, рН, состав сред)
позволяют повысить содержание высших спир-
тов в конечном продукте. Так, в работе (Phillips
et al., 2015) удалось получить в конце фермента-
ции 14.7 мM бутанола, 9.2 мM гексанола и
70.5 мM этанола. Эти показатели значительно
уступают АВЕ процессу, что привело к попыткам
использования методов метаболической инжене-
рии для улучшения процесса. Объектом исследо-
вания стали бактерии C. ljungdahlii, которые сами
по себе не синтезируют бутанол, но эти бактерии
лучше других ацетогенов изучены и адаптирова-
ны к генетическим модификациям.

Бактерии C. ljungdahlii были трансформирова-
ны плазмидой (методом электропорации), кото-
рая содержала в своем составе оперон биосинтеза
бутанола из сольватогенной бактерии C. acetobu-
tylicum. Оперон содержал 6 генов под контролем
промотора фосфотрансбутирилазы Pptl (гены опе-

рона и биохимические реакции см. на рис. 6). Ре-
комбинантные бактерии синтезировали бутанол. В
середине фазы роста (OD600 = 0.6) концентрация

бутанола составляла 0.2 мM, однако в конце фер-
ментации бутанол отсутствовал. Скорее всего, он

трансформировался в бутират (концентрация
0.6–0.8 мкМ) (Köpke et al., 2010).

Как при синтезе ацетата, так и при синтезе бу-
тирата образуется АТФ. Однако при синтезе аце-
тата образуется 1 моль АТФ на моль ацетата и
только 0.5 моля АТФ при синтезе бутирата (см.
рис. 6). Энергетический расчет показывает, что
недостающая энергия может поступать из бифур-
кационного комплекса, в который входит бути-
рил-СоА дегидрогеназа (BclH) и два флавопроте-
ина (EffA и EffB). Этот комплекс генерирует вос-
становленный ферредоксин, который далее может
генерировать дополнительно АТФ через ионный
мембранный градиент (Dürre, 2016).

В последующих работах в бактерии C. ljung-
dahlii и C. autoethanogenum вводили не только опе-
рон биосинтеза бутанола, но и гены, кодирующие
флавопротеины. Рекомбинантный штамм
C. autoethanogenum был способен синтезировать
25.7 мM бутанола и 3.7 мM бутирата (Patent WO,
2012), что выше, чем у природного продуцента
C. carboxidivorans (около 15 мM) (Phillips et al.,
2015).

В целом, применение метаболической инже-
нерии не привело к заметному увеличению син-
теза бутанола рекомбинантными штаммами по
сравнению с природными ацетогенными проду-
центами.

Лучшие результаты продемонстрированы при
конструировании штаммов-продуцентов бутирата.
Бутират (масляная кислота) не является крупномас-
штабным химическим продуктом, но находит до-
статочно широкое применение в химической, пи-
щевой и косметической промышленности. Схема
реакций биосинтеза бутирата приведена на рис. 6.
В работе (Ueki et al., 2014) описано конструирова-
ние штамма на основе C. ljungdahlii. В штамм вве-
ли две плазмиды с генами из C. acetobutylicum. На
одной плазмиде находились гены ptb и buk, а на
другой гены thl, hbd, crt, bcd, etffA и etffB (см. рис. 6).
На той и другой плазмидах гетерологичные гены
находились под контролем промотора pta (Ppta)

бактерий C. ljungdahlii. Такой рекомбинантный
штамм синтезировал ацетат, этанол и бутират при
росте как на фруктозе, так и на смеси газов
(H2/CO2 или СО). Во всех случаях доминирую-

щим продуктом был ацетат, но значительная
часть углеродного субстрата оказывалась в соста-
ве бутирата (13% при росте на Н2/СО2 и 25% при

росте на СО) (Ueki et al., 2014).

Транскрипционный анализ рекомбинантного
штамма показал высокую экспрессию РНК всех
гетерологичных генов. Протеомный анализ под-
твердил высокий уровень синтеза всех этих бел-
ков, кроме кротоназы (Crt). Модификация сайта
связывания с рибосомой (RBS) этого гена увели-
чила синтез кротоназы и привела к некоторому
увеличению синтеза бутирата.
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Была предпринята попытка интегрировать ге-
терологичные гены в хромосому C. ljungdahlii. Ав-
торам удалось интегрировать гены ptb и buk двой-
ным кроссовером. Однако встроить в хромосому
таким путем более длинный фрагмент из шести
генов не удалось. Фрагмент был встроен в хромо-
сому единичным кроссовером (с включением
плазмиды) по сайту pta промотора. Штаммы с ин-
тегрированными в хромосому генами росли не-
сколько быстрее плазмид-содержащих штаммов,
но синтез бутирата заметно не увеличился.

Интересно отметить, что интеграция прошла
по сайту (с его инактивацией), но синтез ацетата
не только не прекратился, он оставался главным
продуктом, что предполагает наличие других пу-
тей его биосинтеза. Данные результаты демон-
стрируют ограниченность возможностей генети-
ческих манипуляций с ацетогенами и недостаток
наших знаний о биохимии и физиологии этих
микроорганизмов.

Для усиления синтеза бутирата в штамме были
интактивированы гены adhE (альдегид/алкоголь
дегидрогеназа) для перекрытия пути превраще-
ния бутирил-СоА в бутанол и act (ацетил-СоА
трансфераза) для блокировки образования ацета-
та из бутирил-СоА. Конечный штамм направлял
большую часть углерода субстрата на синтез бути-
рата. Выход бутирата по углероду составлял при
росте на фруктозе 71%; на СО – 71% и на Н2/СО2 –

42% (Ueki et al., 2014).

Интересным подходом к получению бутирата
и бутанола является совместное культивирование
(ко-культивирование) различных клостридий,
растущих на синтез-газе. Так, было показано, что
Clostridium kluyveri при росте на ферментацион-
ной жидкости, содержащей ацетат и этанол,
синтезирует С4–С6 карбоновые кислоты (бути-

рат и капронат) по механизму обращенного пути
β-окисления жирных кислот (Spirito et al., 2014).

Совместное культивирование C. ljungdahlii и
C. kluyveri в непрерывной ферментации на син-
тез-газе в оптимальных условиях привело к син-
тезу 40 мM/сут/л капроната с эффективностью по
углероду 90% (Gildemyn et al., 2017).

Накопление жирных кислот приводит к закис-
лению среды и ингибированию роста и метаболи-
ческой активности ацетогенов. Интересно, что
можно найти узкий интервал рН, при котором
образовавшиеся в процессе жирные кислоты будут
восстанавливаться в соответствующие спирты –
бутанол, гексанол и октанол (Richter et al., 2016a).

Описанные в литературе выходы спиртов не-
велики, но оптимизация условий культивирова-
ния (или разделения процесса на две последова-
тельные стадии), подбор оптимальных пар штам-
мов и применение метаболической инженерии
могут принципиально улучшить результаты (Jiang
et al., 2018).

Метаболиты, синтезируемые из пирувата

У ацетогенов 2,3-бутандиол и лактат являются
нативными метаболитами, синтезируемыми в
клетке из пирувата (рис. 5) (Köpke et al., 2014).

Мировой рынок 2,3-бутандиола превышает
40 млрд долларов (Dürre, Eikmanns, 2015). Фирма
“LanzaTech” разрабатывает процесс получения
2,3-бутандиола путем ферментации C. autoethano-
genum и/или C. ljungdahlii при росте их на СО-со-
держащих газах (http://www.chemicals). Исследо-
ватели этой фирмы разработали и запатентовали
штаммы C. autoethanogenum и C. ljungdahlii, произ-
водящие метил-этил кетон (бутанон-2) и 2-бута-
нол – метаболиты, которые не синтезируются
ацетогенами естественным путем.

Следует отметить, что 2,3-бутандиол в силу на-
личия двух ассиметричных атомов углерода мо-
жет существовать в трех изоформах: (R,R)-2,3-бу-
тандиол; (S,S)-2,3-бутандиол и в мезоформе
(RS)-2,3-бутандиол. Ацетогены синтезируют (RR)
изомер, тогда как для биосинтеза метил-этил ке-
тона (МЕК) и 2-бутанола нужен (RS) изомер.

Для осуществления нового пути ген (R,R)-2,3-
бутандиол дегидрогеназы был инактивирован, и в
ацетогены ввели три новых гена: R,S-2,3-бута-
нолдегидрогеназу, пропил-глицеролдегидратазу
и ген, кодирующий белок, реактивирующий де-
гидротазу под контролем промотора Ppta/ack. Гете-

рологичные гены были взяты из бактерии Klebsiela
pneumonia и состав их кодонов был оптимизиро-
ван. Бактерии С. autoethanogenum, трансформиро-
ванные плазмидой, содержащей вышеприведен-
ные гены, способны синтезировать небольшие
количества 2-бутанола при росте на газовой смеси
(44% СО; 32% N2; 22% СО2 и 2% Н2). Культураль-

ная жидкость в конце ферментации содержала

2.97 ± 0.115 г л–1 ацетата; 1.33 ± 0.06 г л–1 этанола

и лишь 13.33 ± 1.53 мг л–1 2-бутанола.

Интересно отметить, что рекомбинантные
бактерии способны катализировать трансформа-
цию МЕК в 2-бутанол. Так, к бактериям, расту-
щим на газе вышеприведенного состава, в сере-
дине лаг-фазы добавляли МЕК в концентрации

5 г л–1 и в конце ферментации наблюдали почти
100% трансформацию его в 2-бутанол (Patent US,
2018).

Метаболическая инженерия может быть на-
правлена не только на конструирование проду-
центов новых метаболитов, но и на улучшение
биосинтеза веществ, являющихся природными
продуктами биосинтеза ацетогенов, таких как
этанол и ацетат.

Так, было показано, что инактивация гена аль-
дегид/алкоголь дегидрогеназы (AdhE) у С. autoeth-
anogenum увеличивает синтез этанола на 180% (Liew
et al., 2017). Очевидно, что весь поток углерода
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идет теперь через ацетат, увеличивая обеспечен-
ность клетки АТФ (см. рис. 1).

Другой пример – это усиление синтеза ацетата
бактериями Acetobacterium woodii. Были клониро-
ваны и сверхэкспрессированы гены фосфо-
трансацетилазы и ацетаткиназы, а также 4 THF-
зависимых гена WLP-пути. Рекомбинантный
штамм при периодическом культивировании на

смеси Н2/СО2 синтезировал до 50 г л–1 ацетата

при низкой концентрации биомассы (1.5–2 г л–1

на вес сухой биомассы) (Straub et al., 2014).

Метаболическая инженерия может помочь и в
улучшении технологических свойств штаммов-
продуцентов. Так, два близкородственных и ши-
роко используемых ацетогена C. ljungdahalii и
С. autoethanogenum являются природными ауксо-
трофами и требуют для роста добавки в среду вита-
минов – пантотената, тиамина и биотина. Геном-
ный анализ показал, что у этих бактерий отсутствует
три гена, необходимых для синтеза пантотената,
и пять генов, необходимых для синтеза биотина
(Annan et al., 2019). Для восстановления прототроф-
ности на плазмидах были клонированы кластеры
генов panBCD, кодирующих синтез пантотената у
C. acetobutylicum и гены биосинтеза тиамина thicC-

purF – оперона из C. regsdale. Трансформация
плазмид в бактерии C. autoethanogenum восстанав-
ливает прототрофность по пантотенату и тиамину.

Для восстановления прототрофности по био-
тину на плазмидах клонировали два кластера ге-
нов биосинтеза биотина bioBDF и bioHCA из бак-
терий Desulfomaculum nigrificans. Важно отметить,
что авторам удалось интегрировать гены биосин-
теза витаминов в хромосомы C. ljungdahlii и
С. autoethanogenum, создав удобные для промыш-
ленного использования штаммы (Annan et al.,
2019).

БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЙ
ПОТЕНЦИАЛ АЦЕТОГЕНОВ

Газовая ферментация
Существует ряд объективных трудностей, кото-

рые необходимо преодолеть для реализации заме-
чательных свойств ацетогенов в промышленности.

Одной из таких трудностей при газовой фер-
ментации является низкая растворимость СО и
Н2 в воде, что приводит к плохому массообмену и,

следовательно, к замедлению процессов. Очевид-
ным способом преодоления этой трудности явля-
ется повышение давления, что увеличивает рас-
творимость газов (Van Hecke et al., 2019).

Вторая трудность связана с медленным ростом
ацетогенов, что преодолевается либо возвратом
биомассы, либо использованием мембранных
биореакторов, задерживающих биомассу в непре-
рывном процессе. Другой подход для решения

этой проблемы – использование реакторов с им-
мобилизованными клетками. Хотя такие приемы
усложняют и удорожают технологию, но они мо-
гут привести к ускорению процесса и к увеличе-
нию выхода продукта. Так, использование реак-
тора с иммобилизованными клеткам при фер-
ментации C. aceticum на смеси СО2/Н2 приводит к

синтезу ацетата с выходом 96% при скорости син-

теза 14 мМ л–1 ч–1 (Riegler et al., 2019).

Разновидностью реактора и использованием
иммобилизованных клеток является реактор,
представляющий собой колонку с полыми волок-
нами из полупроницаемых мембран. Бактерии
образуют на поверхности волокон биопленку, а
газы и жидкости циркулируют внутри полых во-
локон и во внешнем контуре.

Для газовой ферментации использовали почти
все известные типы реакторов. Бóльшая часть
исследований выполнена на ферментерах с ме-
ханической мешалкой (Continuous stirred-tank reac-
tor – CSTR). В этом типе ферментеров удобно
контролировать рН, температуру, состав сред и
скорость подачи субстратов, но большие энерге-
тические затраты на перемешивание затрудняют
использование этих аппаратов в промышленно-
сти, особенно при получении таких недорогих
продуктов как ацетат или этанол.

Наиболее дешевым и легко масштабируемым
реактором является колонка, через которую про-
булькивают (барботируют) пузырьки газа (Bubble
column reactor – BCR). В промышленности попу-
лярны аппараты, где струя газа используется для
перемешивания (циркуляции) жидкости (Air-lift
reactor) (Stoll et al., 2020).

Важным условием успеха газовой фермента-
ции является отсутствие примесей в газовых
смесях.

Так как ацетогены являются строгими анаэро-
бами, желательно полное отсутствие кислорода в
газовой смеси, что не всегда легко достигается.
Для устранения примесей кислорода предложена
ко-культивация ацетогенов с карбоксидотрофа-
ми. Так, культивирование C. ljungdahlii с водо-
родокисляющей бактерией Paregeodacillus thermo-
glucosidasis на смеси газов, содержащих СО2, СО,

Н2 и О2 привело к успешному синтезу ацетата с

выходом 63% (Mohr et al., 2019).

Синтез-газ можно получать при газификации
любых углеродсодержащих субстанций, начиная
от природного газа, нефти, угля, древесины и
кончая муниципальным мусором. Синтез-газ,
полученный из таких субстанций, часто (кроме
основных компонентов СО, СО2, Н2, N2) содер-

жит минорные примеси, такие как Н2S, NH3,

HCN. Некоторые из перечисленных примесей мо-
гут отрицательно влиять на процессы газовой фер-
ментации. Так, маленькая компания “INEOS-BIO”
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в 2013 г. построила в штате Флорида (США) пи-
лотный завод проектной мощностью около
20 тыс. тонн в год этанола из синтез-газа. В каче-
стве сырья для получения синтез-газа использова-
лись отходы деревопереработки. В конце 2013 г.
компания сообщила о трудностях проведения про-
цесса из-за наличия в составе синтез-газа синиль-
ной кислоты (HCN). Фирма объявила о рекон-
струкции производства с целью очистки синтез-га-
за, но завод так не приступил к промышленному
производству (http://biomassmagazin).

В будущем, при падении цен на электричество
из возобновляемых источников, основным сы-
рьем для ацетогенов может стать синтез-газ, по-
лучаемый электролизом воды в присутствии СО2,

который не будет содержать токсичных примесей.

Недавно ученые фирмы “Siemens” предложили
использовать для электрохимического получения
синтез-газа промышленный электролизер с сереб-
ряным газо-диффузионным катодом, который при-
меняется в хлор-щелочном производстве. Проде-
монстрирована успешная работа в течение 1200 ч не-

прерывной работы с плотностью тока 300 мA см–2.
Важно отметить, что полученный синтез-газ имел
низкое содержание кислорода (!100 ppm) (Haas
et al., 2018).

Проблемы газовой ферментации неоднократ-
но освещались в обзорах (Liew et al., 2016; Molitor
et al., 2017; Takors et al., 2018; De Tissera et al., 2019;
Stoll et al., 2020).

Для промышленного производства крупно-
тоннажных химикатов, к которым относятся произ-
водства с объемом 100000 тонн в год (в английской
литературе они обозначаются как commodities
chemicals), нужна высокая продуктивность про-

цесса (г л–1 ч–1), высокие выходы (г продукта на
1 г субстрата) и, желательно, высокий конечный

титр продукта (г л–1).

Промышленно значимые характеристики про-
цесса газовой ферментации получены только для
ацетата и этанола, и только для этанола развит ин-
дустриальный процесс. Для этанола сообщены вы-

сокие скорости продукции – 195 г л–1 сут–1 (Patent
US, 2014; Molitor et al., 2016) с бактериями

C. ehtanogenum и даже 360 г л–1 сут–1 с бактериями
C. ljungdahlii (Patent US, 2007). Правда, все эти вы-
сокие цифры известны только из патентов и обзо-
ров, где эти патенты упоминаются (Patent US, 2014;
Takors et al., 2018; Norman et al., 2018).

Три компании интенсивно разрабатывали и
осваивали технологию получения этанола из син-
тез-газа: “Coskata” (США), “INEOS-Bio” (США)
и “LanzaTech” (Новая Зеландия).

Фирма “Coskata”в течение нескольких лет
эксплуатировала опытную установку, но так и не
построила промышленный завод. О печальной
судьбе завода фирмы “INEOS-Bio” мы уже упо-

минали в нашем обзоре. Наиболее успешной ока-
залась деятельность фирмы “LanzaTech”, перво-
начально организованной в Новой Зеландии, а
теперь имеющей офисы в США, Китае, Индии.

Основным сырьем для разработок фирмы
“LanzaTech” являются отходящие газы металлур-
гического производства, которые содержат СО,
Н2 и СО2, но сильно обогащены СО. В качестве

микроорганизма фирма выбрала C. autoehtano-
genum (Norman et al., 2018). Первая опытная уста-
новка была построена в Новой Зеландии в 2008 г.
В 2014 г. компания построила пилотный завод
мощностью 300 тонн в год с китайской компанией
“Bao Steel” около Шанхая, который успешно
функционирует (http://www.lanzatech). В настоя-
щее время в Бельгии (г. Гент) строится промыш-
ленный завод совместно с металлургическим ги-
гантом “Arcelormittal” мощностью 60 тыс. тонн в
год стоимостью около 150 млн евро. Предполага-
ется, что в ходе строительства будет создано 500
рабочих мест и 30 постоянных рабочих мест при
эксплуатации завода (http://belgium). На заводе
будут использованы колоночные Air-lift фермен-
теры. Производительность процесса будет со-

ставлять 10 г л–1 ч–1 (Takors et al., 2018). Пуск заво-
да намечен на 2021 год.

Использование продуктов газовой
ферментации в качестве субстратов

Главными продуктами при газовой фермента-
ции ацетогенов являются ацетат и этанол. Оба эти
вещества могут использоваться в качестве суб-
стратов при ферментации с другими микроорга-
низмами.

Для получения из ацетата и этанола более до-
рогих продуктов – бутанола и гексанола, была ис-
пользована способность C. kluyveri трансформи-
ровать С2-соединения в С4, С6 и более высокомо-

лекулярные органические кислоты согласно
уравнению (8) и способность C. ljungdahlii восста-
навливать органические кислоты в соответствую-
щие спирты в присутствии Н2 и СО, согласно

уравнению (9) (Dinder et al., 2016; Richter et al.,
2016a):

(8)

(9)

Эти разработки были использованы при кон-
струировании опытной установки, созданной
двумя промышленными гигантами “Siemens” и
“Evonik”. Установка включает электролизер для по-
лучения синтез-газа, разработанный фирмой “Sie-
mens”, и ферментацию синтез-газа в бутанол и гек-
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санол с использованием двух бактерий C. ljungdahlii
и C. kluyveri. Установка будет функционировать в
течение 2020 г. в Марли (Германия), и по результа-
там ее работы будет сделана оценка пригодности
процесса для масштабирования. Самым дорогим
ресурсом в этом процессе является электричество,
расход которого составляет 22 кВт ч на 1 кг бутано-
ла. При современной цене электричества около
4.5 евроцента за 1 кВт ч процесс уже может конку-
рировать по цене с нефтехимическим производ-
ством бутанола (https://press.siemens).

Большинство работ по получению соединений
на базе продуктов газовой ферментации не имеют
на сегодня практического значения, а скорее про-
сто демонстрируют принципиальную возможность
осуществления таких процессов. Так, финские ис-
следователи использовали бактерию Actinobacter
baylyi, которая хорошо растет на ацетате и способна
синтезировать большое количество липидов. Эта
бактерия была генетически модифицирована таким
образом, что она стала способна синтезировать ал-
каны или алкиловые эфиры жирных кислот. Ко-
личество этих соединений было очень незначи-

тельным – 90 мг л–1 эфиров (Lechtienen et al.,

2017) и 1 мг л–1 алканов (Lechtienen et al., 2018).

Уксусная кислота, полученная из газовой фер-
ментации ацетогенов, была использована для роста
дрожжей с целью получения микробного белка
(Single-cell protein). Получение белка одноклеточ-
ных организмов – это один из путей удовлетворе-
ния растущего спроса на кормовой и пищевой бе-
лок. Считается, что к 2050 г. население земли до-
стигнет 9 млрд человек, и потребности в белке
возрастут с 473 до 943 Мт. В предложенном дву-
стадийном процессе 25% углерода СО2 оказыва-

ется в составе дрожжевой биомассы, содержащей
40–50% белка (Molitor et al., 2019).

Многие бактерии могут использовать уксусную
кислоту как источник углерода и энергии. Так, в
СССР на заводе “Прогресс” (г. Степногорск, Ка-
захская ССР) осуществлялся промышленный вы-
пуск незаменимой аминокислоты L-лизина с ис-
пользованием уксусной кислоты в качестве сырья и
бактерий Corynebacterium glutamicum в качестве
продуцента. Титр лизина достигал 70 г/л в аппа-
ратах объемом 64 куб. м, а выпуск продукции со-
ставлял многие тысячи тонн в год.

Хранение водорода
Водород является перспективным энергоно-

сителем для будущей циклической экономики.
Одной из основных трудностей “водородной”
энергетики является хранение и транспортировка
этого высокореакционного газа, что требует по-
строения новой и дорогой инфраструктуры.

Путем решения этой проблемы является хра-
нение и транспортировка водорода в связанном

состоянии в виде формиата. Реакция восстанов-
ления СО2 водородом идет по уравнению (10):

(10)

Формиат достаточно стабилен в водных рас-
творах и может транспортироваться и храниться с
использованием существующей инфраструктуры.
В месте потребления водород получают из фор-
миата достаточно просто в силу обратимости ре-
акции (например, нагреванием раствора формиата).

В настоящее время формиат получают гидри-
рованием СО2 с помощью химических катализа-

торов при повышенных температурах и давлении.
Вместе с тем реакция гидрирования СО2 с образо-

ванием формиата – это первая реакция WLP-пу-
ти, и ацетогены осуществляют ее при комнатной
температуре и нормальном давлении. К сожале-
нию, большинство формиатдегидрогеназ, катали-
зирующих эту реакцию, имеют в качестве кофак-
торов NADH и NADPH, что затрудняет использо-
вание этих ферментов для биокаталитического
получения формиата.

Положение изменилось после открытия в 2013 г.
у бактерий A. woodii фермента, осуществляющего
гидрирование СО2 с использованием только во-

дорода. Фермент получил название водород зави-
симой СО2 редуктазы (Hydrogen dependent carbon

dioxide reductase, HDCR) (Schuchman, Müller,
2013). У бактерий Thermoanaerobacter kivui была
обнаружена термостабильная HDCR (Schazz et al.,
2018). Термостабильный фермент имеет опти-
мум действия при 70°С и катализирует как пря-
мую, так и обратную реакции со скоростью око-

ло 930 мкмоль Н2 мин–1 мг–1 (Schazz et al., 2018).

Была предложена технология биокатализа с ис-
пользованием целых клеток для продукции фор-
миата из синтез-газа (Schazz, Müller, 2020) и водо-
рода из формиата (Kottenhahn et al., 2018), что
снижает затраты и повышает стабильность био-
катализа.

HDCR-ферменты превосходят по эффектив-
ности химические катализаторы. Так, число обо-
ротов химического катализатора при 30°С состав-

ляет 3400 ч–1 и при 80°C – 8050 ч–1, а для HDCR из
T. kivui число оборотов при 60°С достигает

9555000 ч–1 (Müller, 2019). Таким образом, ацето-
гены имеют хорошие перспективы для развития
биотехнологических процессов для получения
формиата и его использования как в химической
промышленности, так и в “водородной” энерге-
тике будущего (Müller, 2019).

Электробиосинтез
Еще одним перспективным направлением

практического применения ацетогенов является
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электробиосинтез. Электробиосинтез – это пря-
мое поглощение электронов бактериями с элек-
трода (катода) и использование этих электронов в
качестве восстановительных эквивалентов. Фе-
номен был открыт 10 лет назад на примере ацето-
гена Sporomusa ovata, который поглощал электро-
ны с катода и, восстанавливая СО2, синтезировал

уксусную кислоту (Nevin et al., 2010). Процесс
проводят при напряжении на катоде, которое не
позволяет образование водорода. К электробио-
синтезу кроме S. ovata способны еще некоторые
ацетогены, например, C. ljyungdahlii, Sporomusa
spheroides, Moorella thermoacetica, но далеко не все
(Shin et al., 2017).

Следует отметить, что механизм транспорта
электронов для ацетогенов не известен.

Электробиосинтез осуществляется с очень вы-
сокой кулоновской эффективностью (то есть все
электроны, полученные с катода, расходуются на
восстановление СО2 и формирование конечных

продуктов), но скорости очень низкие. Так, элек-
тробиосинтез с S. ovata дикого типа приводит к
накоплению около 1.8 мM ацетата за 5 сут.
Штамм был улучшен путем его адаптации к быст-
рому росту на метаноле (лабораторная эволюция).
Такой штамм (S. ovata T18-2) за 5 сут синтезиро-
вал уже 13 мM ацетата (Tremblay et al., 2015).

Совершенствование процесса связано с под-
бором условий процесса, особенно с подбором
материала электродов. На сегодня скорости элек-
тробиосинтеза заметно увеличены и достигнуты

показатели в 13.1 г м–2 сут–1 (Aryal et al., 2018) и да-

же 25.2 г м–2 сут–1 (May et al., 2016).

Высказывается предположение, что электро-
биосинтез хорошо бы сочетать с установками для
получения электричества с помощью солнца
или/и ветра. Такие установки работают неравно-
мерно (в зависимости от силы ветра и освещенно-
сти), и возникают ситуации, когда электроэнергию
хорошо бы законсервировать в виде химических
связей. В этой связи важно понять, как будет ве-
сти себя электробиосинтез в случае периодиче-
ского включения и выключения электрического
тока. Этот случай был исследован, и оказалось,
что прерывание подачи электричества даже на 64 ч
не приводит к гибели микроорганизмов на като-
де, и через 6 ч после возобновления подачи тока
электробиосинтез восстанавливается в полном
объеме (Rojas et al., 2018).

Несмотря на достигнутые успехи, биоэлектро-
синтезу присущи внутренние противоречия. Для
высоких скоростей биосинтеза нужна высокая
плотность тока, но в этом случае снижается куло-
новская эффективность. При малой плотности
тока эффективность процесса высока, но скоро-
сти малы. В целом электробиосинтез проигрыва-
ет по эффективности процессам, основанным на
абиотическом электровосстановлении СО2 в син-

тез-газ и последующей газовой ферментации
(Prevotean et al., 2020).

Миксотрофия

Многие ацетогены могут усваивать различные
органические субстраты и осуществлять гетеро-
трофный рост. Усвоение сахаров осуществляется
у них по широко распространенному пути Эмбде-
на–Мeйергофа–Парнаса (Embden–Meyerhof–
Parnas-pathway, EMP). Конечными продуктами
этого пути при уксуснокислом брожении являют-
ся 2 молекулы ацетил-CoA, 2 молекулы АТФ,
2 молекулы СО2 и 8 электронов из 1 молекулы

гексозы. Теоретически, так как ацетогены имеют
WLP-путь фиксации СО2, то они могут, исполь-

зуя энергию АТФ и наличие восстановительных
эквивалентов, восстановить 2 молекулы СО2 в

ацетил-СоА и далее синтезировать ацетат. Таким
образом, теоретически, при гетеротрофном росте
на гексозах ацетогены могут синтезировать 3 мо-
ля ацетата на 1 моль гексозы. Условием такого
сверхсинтеза ацетата является одновременная ра-
бота в клетке EMP и WLP путей биосинтеза. Это
явление наблюдали экспериментально при росте
ацетогенов на сахарах, и оно получило название
анаэробная нефотосинтетическая миксотрофия –
ANP (Anaerobic nonphotosinthetic mixotrophy) (Fast
et al., 2015).

Хотя явление миксотрофии известно давно
(Braun, Gottschalk, 1981), но оно до сих пор изуче-
но недостаточно. Мало сведений о взаимодей-
ствии EMP и WLP путей. У некоторых ацетогенов
обнаружена катаболитная репрессия, но для дру-
гих отмечен равномерный рост на газовых суб-
стратах в присутствии гексоз. В любом случае, на-
личие миксотрофии наблюдали в эксперимен-
тальных условиях неоднократно. Так, было
исследовано 17 ацетогенных бактерий, как мезо-
фильных, так и термофильных, и у всех отмеча-
лось явление ANP. Наличие миксотрофии оцени-
вается по величине отношения углерода в суб-
страте (гексозе) Сс к углероду в продукте Сп.

Углерод в продукте – это сумма углерода в био-
массе и синтезированных метаболитах. Для EMP
пути Сс/Сп = 0.67 (что связано с выделением СО2

в процессе). Всякое превышение Сс/Сп выше 0.67

будет означать наличие миксотрофии. Действи-
тельно, для всех изученных ацетогенов Сс/Сп ко-

лебался от 0.78 до 0.80 (Maru et al., 2018).

Явление миксотрофии можно использовать для
увеличения энергообеспеченности ацетогенов при
синтезе ими таких соединений как липиды или ал-
каны. Интересным, но пока нереализованным на-
правлением является перенос WLP-пути в про-
мышленные гетеротрофы для увеличения выхода
продуктов ферментации.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Направлением современного научно-техниче-
ского прогресса является движение от экономи-
ки, основанной на ископаемых ресурсах (нефть,
газ, уголь) к циклической неисчерпаемой эконо-
мике, основанной на возобновляемых источни-
ках энергии (ветер, солнце, биомассы растений,
гидро- и геотермальная энергия) и замкнутом
цикле использования углерода. Рецикл углерода
может осуществляться через газификацию любых
углеродсодержащих соединений с образованием
синтез-газа. Синтез-газ в свою очередь будет суб-
стратом для синтеза химикатов, полимеров и
биотоплива.

Энергетика и химия – это гигантские и очень
инерционные отрасли, и, конечно, переход их на
рельсы циклической экономики займет многие
десятилетия, возможно, весь оставшийся
XXI век. Тем не менее, тенденция явно просле-
живается. Уже сегодня цены ветровой и солнеч-
ной электроэнергии приблизились к ценам элек-
тричества, получаемого традиционными спосо-
бами. К 2030 г. около 20% всей электроэнергии в
мире будет получено из возобновляемых источ-
ников.

В новой циклической экономике большой
удельный вес будет иметь биотехнология и, в
частности, промышленная микробиология, ко-
торая будет производить различные химикаты,
биотопливо, незаменимые аминокислоты, вита-
мины, кормовой и пищевой белок, биодегради-
руемые биополимеры и многие другие продукты.
Сегодня можно предполагать различные способы
использования ацетогенов в будущей биоэконо-
мике, несмотря на имеющиеся свойственные им
ограничения. Эти ограничения связаны с бедным
репертуаром синтезируемых ацетогенами мета-
болитов и энергетическими ограничениями, при-
водящими к медленному росту и невозможности
синтеза энергоемких соединений, таких как алка-
ны или высшие жирные кислоты и спирты.

Уже сегодня преодолены многие технические
трудности газовой ферментации и синтез этанола
из газов металлургического производства, обога-
щенных СО, реализован в промышленном мас-
штабе. Нет технологических препятствий в тира-
жировании этой технологии. Сырьем для процесса
могут быть растительная биомасса, подвергнутая
газификации, или в будущем синтез-газ, получа-
емый электролизом воды в присутствии СО2.

Учитывая современное производство
100 млн тонн топливного этанола, легкость пре-
вращения этанола в этилен и полиэтилен, а также
прогресс в технологиях получения авиационного
топлива из этанола, будущий рынок этанола мож-
но оценить в 0.5–0.8 млрд тонн в год.

Расширение состава синтезируемых ацетоге-
нами метаболитов будет увеличиваться по мере

совершенствования методологии метаболической
инженерии. Другой и очень простой подход к рас-
ширению набора синтезируемых метаболитов – это
двустадийный процесс ферментации, когда на
первом этапе ацетогены из синтез-газа образуют
ацетат и этанол, а на втором гетеротрофы исполь-
зуют ацетат и этанол как источник углерода и
энергии и синтезируют желаемые метаболиты.
Двустадийный процесс пригоден почти для всех
известных на сегодня продуктов микробиологи-
ческой промышленности.

Большой и пока мало используемый потенци-
ал заключается в явлении миксотрофии. В случае
ацетогенов газовая ферментация с одновремен-
ным использованием сахаров усиливает энерго-
обеспеченность, что делает возможным синтез
энергоемких продуктов, например, алканов. За-
манчива перспектива переноса WLP-пути в про-
мышленные гетеротрофные микроорганизмы с
целью повышения выхода целевых продуктов при
ферментации сахаров.

В будущей “водородной” энергетике ацетоге-
ны могут найти применение в синтезе формиата
из Н2 и СО2 и в процессе разложения формиата на

водород и углекислоту. Синтез формиата может
представлять и самостоятельный интерес для со-
временной химической индустрии.

Успех всех вышеперечисленных направлений
будет зависеть от прогресса в исследовании ацето-
генных микроорганизмов, поиске новых представи-
телей с уникальными свойствами, совершенствова-
нии инструментов генетических преобразований, от
успехов в понимании функционирования, регуля-
ции и сопряжения метаболических сетей у этих
микроорганизмов.
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Abstract—The review discusses the present-day data on the biochemistry, bioenergetics, and genetics of ac-
etogens, as well as their biotechnological potential. Acetogens are anaerobic gram-positive bacteria capable
of growth on gaseous substrates: СО2, СО, Н2. These bacteria have a characteristic biochemical pathway of
СО2 reduction to acetyl-CoA, termed the reductive acetyl-CoA pathway or а the Wood−Ljungdahl pathway.
This is the only pathway of СО2 fixation coupled to energy storage. Due to their efficient non-photosynthetic
CO2 fixation acetogens may be used for production of chemicals and biofuel in the expected economy based
on renewable energy and resources. The shortcoming of acetogens growing on gaseous substrates are low en-
ergy provision and a narrow spectrum of terminal metabolites, primarily acetic acid and ethanol with low
amounts of butanol and butyric acid. Acetogens are capable of heterotrophic growth on such substrates as
sugars, lactate, or alcohols. Mixotrophy, i.e., simultaneous utilization of different substrates by acetogens, is
a promising approach to increasing the energy provision. Application of the methods of metabolic engineer-
ing is required both for successful coupling of different metabolic pathways and for broadening the rang of
synthesized products. Genetic tools for the transformation of genomes of acetogens have been considerably
improved in recent years.

Keywords: acetogens, СО2 fixation, Wood–Ljungdahl pathway, electron bifurcation, genetic tools, metabolic
engineering, biofuel, hydrogen storage
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