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Технология производства микробного белка из природного газа опирается на использование термо-
толерантных метанотрофных бактерий, характеризующихся высокой скоростью роста на метане.
Спектр ранее задействованных в производстве штаммов-продуцентов ограничен представителями
рода Methylococcus, что накладывает ограничения на развитие этой технологии и делает актуальным
поиск новых культур быстрорастущих метанотрофов. Настоящая работа посвящена решению этой
задачи с использованием образцов донного осадка реки Черная, Крым. Молекулярный анализ со-
става микробного сообщества осадка выявил доминирование представителей Gammaproteobacteria
(33–42% полученных фрагментов генов 16S рРНК), а также Chloroflexi, Actinobacteria, Alphaproteobac-
teria, Bacteroidota и Acidobacteria в качестве численно значимых компонентов сообщества. В полу-
ченной из осадка первичной накопительной культуре метанотрофных бактерий около 60% фраг-
ментов генов 16S рРНК принадлежали представителям рода Methylomonas. Применение различных
стратегий выделения чистых культур метанотрофов позволило получить три изолята целевых бак-
терий родов Methylomonas, Methylomagnum и Methylocystis, температурные оптимумы роста которых
составили 25, 35 и 40°С соответственно. Наиболее высокая скорость роста в периодической культуре,
0.21 ч–1, была зарегистрирована для Methylocystis sp. Kr9, обнаруживающего 99.22 и 99.13% сходства
генов 16S рРНК с типовыми штаммами Methylocystis echinoides IMET 10491T и Methylocystis parvus
OBBPT.
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Аэробные метанотрофные бактерии – это
уникальная группа прокариот, структурно и
функционально специализированных на использо-
вании метана (СН4) в качестве источника углерода и
энергии (Hanson, Hanson, 1996; Гальченко, 2001;
Trotsenko, Murrell, 2008; Khmelenina et al., 2018). В
настоящее время известно около трех десятков
родов метанотрофных бактерий, которые при-
надлежат к классам Gammaproteobacteria (метано-
трофы I типа) и Alphaproteobacteria (метанотрофы
II типа), а также несколько родов метанотрофов,
относящихся к филе Verrucomicrobia (Dedysh,
Knief, 2018). Метанотрофные бактерии широко
распространены в местообитаниях с высокой до-
ступностью метана, таких как донные осадки
пресноводных экосистем (Beck et al., 2013; Deutz-
mann et al., 2014), болота (Dedysh, 2009; Danilova

et al., 2016), рисовые чеки (Ma et al., 2013; Vaksmaa
et al., 2017), покрывающие почвы полигонов твер-
дых бытовых отходов (Cébron et al., 2007; Kumaresan
et al., 2009) и др. Биологическое окисление мета-
на является важным звеном глобального цикла
СН4, а также и глобального круговорота углерода
в природе (Conrad, 2009). Метанотрофы, однако,
имеют также и значительный биотехнологиче-
ский потенциал (Троценко, Хмеленина, 2009;
Conrado, Gonzalez, 2014; Kalyuzhnaya et al., 2020).
Микробная конверсия метана, являющегося до-
ступным и сравнительно дешевым сырьем, от-
крывает перспективы производства продуктов с
добавленной стоимостью (Strong et al., 2015).

Устойчивый интерес к развитию биотехноло-
гий на основе использования метанотрофных
бактерий появился в 70-е годы XX в. Было пока-
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зано, что метанотрофные бактерии могут быть
источником биопротеина, синтезируемого на ос-
нове метана (Григорян, Горская, 1970). Масштаб-
ное промышленное производство кормового бел-
ка (Гаприна) из природного газа с использованием
термотолерантного метанотрофа Methylococcus
capsulatus ВСБ-874 было реализовано в СССР в
середине 1980-х годов. По составу и количеству
незаменимых аминокислот биомасса метанотро-
фов сопоставима с рыбной и соевой мукой и, сле-
довательно, имеет определенные преимущества
относительно ряда продуктов растительного про-
исхождения (Coty, 1969). Особенно выделяются
метанотрофы класса Gammaproteobacteria, имею-
щие наиболее высокое содержание белка и неза-
менимых аминокислот (Плясов, 1988).

Экономическая целесообразность производ-
ства микробного белка из природного газа напря-
мую зависит от продуктивности метанотрофных
микроорганизмов (Ritala et al., 2017). Производ-
ственные штаммы должны обладать высокой
скоростью роста, что характерно в первую оче-
редь для термотолерантных или умеренно термо-
фильных метанотрофных бактерий. Исходная
технология получения бактериального белка из
метана была реализована с использованием тер-
мотолерантного метанотрофа Methylococcus capsu-
latus. Аналогичные производства, налаженные в
других странах, опираются на использование
штаммов того же вида, однако подобная узость
спектра продуцентов существенно тормозит раз-
витие этой технологии. Число таких штаммов
ограничено, так как процедура выделения мета-
нотрофов в чистых культурах сложна методиче-
ски и может занимать до нескольких лет. Долгое
время Methylococcus capsulatus Bath оставался са-
мым быстрорастущим метанотрофным микроор-
ганизмом с максимально зарегистрированной
удельной скоростью роста 0.37 ч–1 (Joergensen,
Degn, 1987). За последние годы, однако, опубли-
кованы несколько работ по получению штаммов
рода Methylomonas, для которых аналогичный по-
казатель составил 0.39 и 0.40 ч–1 (Guo et al., 2017;
Kim et al., 2018). Это наиболее высокие значения
удельной скорости роста, зарегистрированные
для метанотрофных бактерий. Таким образом,
вопрос о возможностях и пределах роста метано-
трофных бактерий остается открытым, и поиск
альтернативных продуцентов с улучшенными
свойствами является перспективной задачей био-
технологии получения кормового белка на основе
метанотрофных микроорганизмов.

Охарактеризованные представители термотоле-
рантных и умеренно термофильных метанотрофных
бактерий принадлежат к родам Methylococcus, Methy-
localdum, Methylothermus и Methylomarinovum (Тро-
ценко и соавт., 2009; Hirayama et al., 2014; Dedysh,
Knief, 2018). Метанотрофы рода Methylothermus

населяют термальные пресноводные источники;
эти бактерии крайне нестабильны в культивиро-
вании и быстро теряют жизнеспособность. Мета-
нотрофы рода Methylomarinovum населяют мор-
ские гидротермы и требуют морскую воду для
культивирования. Представители Methylothermus
и Methylomarinovum, таким образом, малопригод-
ны для производственных целей. Спектр место-
обитаний Methylococcus и Methylocaldum включает
воду и осадки пресноводных экосистем, рисовые
чеки, полигоны твердых бытовых отходов и ком-
посты (Knief, 2015).

Целью настоящей работы являлось выделение
новых штаммов термотолерантных метанотроф-
ных бактерий, отличающихся высокими скоро-
стями роста, из образцов донного осадка
реки Черная, Крым.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отбор образцов и аналитические методы. В рабо-

те был использован образец верхнего слоя (0–2 см)
донного осадка реки Черная, Крым (44.59° с.ш.,
33.61° в.д.). Отбор проб донных осадков и при-
донной воды проводили акриловой грунтовой
трубкой с вакуумным затвором. При помощи экс-
трудера в полевых условиях с керна срезали верхний
2-см слой донных осадков. Пористость и влаж-
ность осадка определяли, соответственно, как
процентную долю объема и массы поровой воды
в осадке. Гидрохимические параметры проб воды
определяли стандартными аналитическими ме-
тодиками. Температуру воды и общую минерали-
зацию измеряли в полевых условиях портатив-
ным анализатором качества воды TDS-3 М. Опре-
деление содержания углерода органического (Сорг)
в колонках донных отложений выполняли, со-
гласно спектрофотометрической методике, после
сульфохромового сжигания органического веще-
ства. Окисление органических соединений про-
водили в воздушно-сухих пробах донных отложе-
ний. Органические вещества донных осадков
окисляли при температуре 125°С 0.4 N раствором
бихромата калия в концентрированной серной
кислоте в соотношении 1 : 1. Измерение оптиче-
ских плотностей выполняли после осаждения
минеральных частиц на спектрофотометре при
длине волны 590 нм на приборе Helios Alfa
(“Thermo Fisher Scientific”, США). Для извлече-
ния метана из проб воды и донных отложений ис-
пользовали способ фазово-равновесной дегаза-
ции (Большаков, Егоров, 1987). Определение
концентраций метана в воде и донных отложени-
ях проводили на хроматографе HP 5890 (“Hewlett
Packard”, США) со стальной набивной колонкой
(длина колонки – 1 м, внутренний диаметр –
2 мм, сорбент “Porapack Q” 80/100 меш., “Serva”)
и пламенно-ионизационнным детектором при сле-
дующих условиях: газ-носитель – азот, объемная
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скорость 30 мл мин–1, температура детектора –
225°С, инжектора – 120°С. Часть отобранного ила
использовали в качестве инокулята для получения
накопительной культуры метанотрофных бакте-
рий, тогда как другую его часть хранили при
‒20°С для последующей экстракции тотальной
ДНК.

Получение накопительных культур метанотроф-
ных бактерий. Для получения накопительной
культуры метанотрофов использовали минераль-
ную среду NMS (Nitrate Mineral Salts), разбавлен-
ную в соотношении 2 : 5 и содержащую (г/л):
KNO3 – 0.2; MgSO4 · 7H2O – 0.2; CaCl2 · 2H2O –
0.04; 1% (об./об.) 200 мМ фосфатного буфера
(рН 7.0) и 0.1% (об./об.) раствора микроэлемен-
тов для метанотрофов (Гальченко, 2001) следую-
щего состава (г/л): ЭДТА – 5; FeSO4 · 7H2O – 2;
ZnSO4 · 7H2O – 0.1; MnCl2 · 4H2O – 0.03;
CoCl2 · H2O – 0.2; CuCl2 · 5H2O – 0.1; NiCl2 ·
· 6H2O – 0.02; Na2MoO4 – 0.03. Один грамм ила
вносили во флаконы общим объемом 500 мл со
100 мл жидкой среды. В газовую фазу флаконов вво-
дили метан до 30 об. % и инкубировали на шейкере
(120 об./мин) при температуре 35°С в течение
10 дней.

Молекулярное профилирование состава мик-
робного сообщества образца ила и полученной из
него накопительной культуры метанотрофов. Для
выделения тотальной ДНК из исследуемого реч-
ного осадка использовали три навески ила по 0.5 г
каждая. Выделение ДНК из полученной накопи-
тельной культуры метанотрофных бактерий прово-
дили в двукратной повторности с использованием
образцов клеток, осажденных из 5 мл исследуемой
культуры. ДНК выделяли с использованием на-
бора FastDNA SPIN kit for soil (“MP Biomedicals”,
США) в соответствии с рекомендациями фирмы-
изготовителя. Полученные образцы ДНК хранили
до анализа при –20°С. Состав сообщества прока-
риот определяли на основании анализа последо-
вательностей вариабельного региона V3–V4 гена
16S рРНК, амплифицированного с помощью
ПЦР с использованием праймеров PRK341F
(5'-CCTACGGGRBGCASCAG-3') и PRK806R
(5'-GGACTACYVGGGTATCTAAT-3'). Полученные
ПЦР фрагменты использовали для приготовления
библиотеки для секвенирования с помощью на-
боров Nextera XT DNA Library Prep Kit (“Illumina”,
США) по протоколам производителя. Получен-
ные библиотеки секвенировали на MiSeq (“Illu-
mina”, США) с использованием наборов MiSeq
Reagent Kit V3 (в формате парных чтений 2 × 300 нт).
Полученный набор фрагментов последователь-
ностей 16S рРНК анализировали с использовани-
ем программных модулей пакета QIIME 2 v.2018.8
(https://qiime2.org) (Bolyen et al., 2019). Объедине-
ние нуклеотидных последовательностей, контроль
качества и выбраковку химерных последователь-

ностей проводили с помощью плагина DADA2
(Callahan et al., 2016). Далее последовательности
кластеризовали в операционные таксономиче-
ские единицы (ОТЕ) на видовом уровне идентич-
ности (97% сходства) с помощью плагина
VSEARCH (Rognes et al., 2016) и базы данных Silva
v. 138, содержащей последовательности гена
16S рРНК (Quast et al., 2013; Yilmaz et al., 2014).
Таксономическую идентификацию ОТЕ прово-
дили методом BLASTN по базе Silva v. 138 (Altschul
et al., 1997). Полученный из образцов ила и нако-
пительной культуры пул фрагментов нуклеотид-
ных последовательностей гена 16S рРНК депони-
рован в ГенБанке под номером PRJNA722466.

Получение и идентификация изолятов метано-
трофных бактерий. Получение чистых культур ме-
танотрофных бактерий проводили с использова-
нием минеральной среды NMS 2 : 5 и следующих
альтернативных подходов: 1) многократных пре-
дельных разведений культуры в жидкой среде;
2) рассева разбавленной суспензии клеток на ага-
ризованный вариант среды для получения колоний;
3) рассева суспензии клеток на жидкую среду с
использованием культуральных планшетов. Для
приготовления предельных разведений исполь-
зовали серии флаконов объемом 60 мл, содержа-
щие 5 мл среды. Флаконы герметично закрыва-
ли, вводили метан шприцем с фильтром до 30%
СН4 в газовой фазе и инкубировали на качалке
(120 об./мин). Культуру, выросшую во флаконе с
наибольшим разведением, микроскопировали и
подвергали последующему рассеву до получения
культуры, состоящей из морфологически одина-
ковых клеток. В случае рассевов суспензии куль-
тур на агаризованную среду, чашки помещали в
эксикаторы с 30% метана в газовой фазе и инку-
бировали в течение 10 сут при 30, 35 и 42°С. Фор-
мирующиеся колонии отсевали во флаконы с
жидкой средой, полученные культуры проверяли
на чистоту с помощью фазово-контрастной мик-
роскопии и вновь рассевали на агаризованную
среду до получения чистой культуры. Процедура
получения изолятов с использованием культу-
ральных планшетов была предложена ранее для
селекции быстрорастущих штаммов метанотрофов
(Hoefman et al., 2012). Аликвоты накопительной
культуры рассевали методом предельных разведе-
ний на 48-луночные культуральные планшеты
(“Eppendorf”). Использовали серии из 15 после-
довательных предельных разведений; объем среды
в каждой из лунок составлял 100 мкл. Планшеты
помещали в герметичные пакеты “Genbag anaero-
bic” (“BioMérieux”, Франция) с заданным соста-
вом газовой фазы (20–40% метана и 60–80% воз-
духа) и инкубировали на шейкере (120 об./мин)
при температурах инкубации 35 и 42°С. Замену
газовой фазы в пакетах проводили каждые 2 дня.
Рост культур определяли микроскопически и с
помощью регистрации оптической плотности
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при длине волны 600 нм, которую измеряли на
спектрофотометре Biophotometer AG 22331 (“Ep-
pendorf”).

Идентификацию полученных изолятов осу-
ществляли путем анализа последовательностей ге-
нов 16S рРНК, ПЦР-амплификацию которых про-
водили с использованием универсальных для бакте-
рий праймеров (Weisburg et al., 1991). Очистку
ПЦР-амплифицированных фрагментов осу-
ществляли с использованием набора Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (“Promega”, США) в
соответствии с рекомендациями фирмы производи-
теля. Секвенирование амплифицированных фраг-
ментов генов 16S рРНК проводили на базе ЦКП
“Биоинженерия” ФИЦ Биотехнологии РАН.
Определенные в работе последовательности ге-
нов 16S рРНК изолятов метанотрофных бактерий
депонированы в ГенБанке под номерами
MW830155–MW830156 и MW884260.

Анализ морфологии и ультратонкого строения
клеток изолятов. Фотографии клеток изолятов
получали с помощью микроскопа Zeiss Axioplan 2
и цифровой фотокамеры Zeiss с матрицей
6 Мпкс, с использованием программного пакета
AxioVision v. 4.2.

Исследование ультратонкого строения клеток
изолятов метанотрофов проводили с помощью
электронной микроскопии. Для этого образцы
клеток фиксировали раствором 2.5% глутарового
альдегида в какодилатном буфере (0.05 М раствор
какодилата натрия, рН 7.0–7.5) и выдерживали в
течение суток при 4°С; затем трижды промывали
тем же буферным раствором в течение 5 мин и
фиксировали в растворе OsO4 (1% OsO4 + 0.7%
раствор рутениевого красного в какодилатном
буфере) 1.5 ч при 4°С. После фиксации образцы
заключали в 2% агар-агар и последовательно вы-
держивали в 3% растворе уранилацетата в 30%
этиловом спирте в течение 4 ч, далее в 70% этано-
ле в течение 12 ч при 4°С. Материал обезвоживали
в 96% этиловом спирте (2 раза по 15 мин), затем в
абсолютном ацетоне (3 раза по 10 мин). Образцы
пропитывали смолой ЭПОН-812 (Ероху Embed-
ding Medium Эпон® 812, “Sigma-Aldrich”, США)
выдерживая в смеси смола : ацетон в соотношении
1 : 1 (1 ч), затем в смеси смола : ацетон в соотноше-
нии 2 : 1 (1 ч). Полученный материал заливали в
капсулы со смолой и проводили полимеризацию
при температуре 37°С в течение суток, затем при
60°С в течение суток. Ультратонкие срезы полу-
чали на микротоме LKB-III (“LKB”, Швеция) и
контрастировали в водном растворе 3% уранил-
ацетата (30 мин), затем в водном растворе 4% цит-
рата свинца (30 мин). Полученные препараты
анализировали с помощью электронного микро-
скопа JEM 100CXII (“JEOL”, Япония) при уско-
ряющем напряжении 80 кВ и рабочем увеличении
5000–50000. Фотодокументирование материалов

проводили с помощью цифровой системы вывода
оптических изображений Morada G2.

Оценка ростовых характеристик культур мета-
нотрофов. Определение температурного оптиму-
ма и ростовых характеристик изолятов проводили
при культивировании в жидкой среде NMS 2 : 5 во
флаконах с 30 об. % метана в газовой фазе и инку-
бации на шейкере (150 об./мин) в диапазоне тем-
ператур от 20 до 50°С, с шагом в 5°С. Рост оцени-
вали путем регулярных измерений оптической
плотности культуры на спектрофотометре Eppen-
dorf Biophotometer AG 22331 (Германия) при дли-
не волны 600 нм. Расчет удельной скорости роста
(μ, ч–1) проводили в экспоненциальной фазе роста
культур по формуле: μ = (ln(OD2) – ln(OD1)/(t2 –
– t1), где OD1 и OD2 – значения оптической плот-
ности культуры в начале и конце экспоненциаль-
ной фазы роста, t1 и t2 – соответствующие им вре-
менные точки.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика образцов донного осадка реки

Черная. Осадок был представлен тонкодисперс-
ным илом светло-серого цвета с рыжим наилком,
без запаха сероводорода, без вкраплений гравия и
без остатков водорослей-гидрофитов. Пористость
осадка составляла 85%, содержание органического
углерода – 7% от массы пробы, влажность – 75%,
соленость – менее 0.3‰. Концентрация раство-
ренного метана была равна 20.5 мкмоль/л. Величи-
на общей минерализации воды составила 2.9 г л–1; в
составе растворенных соединений были иденти-
фицированы (мкг/л):  – 27.6;  – 869;  –
57.9;  – 48.3. Температура воды и осадка в
момент отбора образцов составила 22°C.

Молекулярный анализ состава микробного со-
общества в донном осадке. В общей сложности, из
образца осадка реки Черная было получено 88655
частичных последовательностей генов 16S рРНК
со средней длиной ~300 нт. В результате процеду-
ры контроля качества, объединения парных после-
довательностей и выбраковки химер было получено
17437 последовательностей, задействованных для
анализа. Индекс Good’s coverage, рассчитываемый
для оценки глубины секвенирования, составил 0.99
для всех повторностей. Индексы разнообразия
Chao1 и Shannon варьировали, соответственно, в
диапазонах 102–179 и 6.29–7.06. Число операци-
онных таксономических единиц (ОТЕ), соответ-
ствующих видовому уровню идентичности после-
довательностей (97%), составляло от 100 до 172.

Наиболее многочисленная группа полученных
из осадка реки Черная фрагментов гена 16S рРНК
принадлежала представителям Gammaproteobacteria
(32.1% всех прочтений). Другими численно зна-
чимыми компонентами микробного сообщества

2NO−
3NO−

4NH+

3
4PO −
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ила являлись Chloroflexi (20.2%), Alphaproteobacte-
ria (9.1%), Bacteroidota (8.2%), Acidobacteria (7.2%),
Desulfobacterota (6.2%), Actinobacteria (5.8%) и Fir-
micutes (3.0%) (рис. 1а). На уровне семейств доми-
нирующими компонентами микробного сообще-
ства ила являлись представители Anaerolineaceae
(15.2–16.7%), Thermoanaerobaculaceae (4.1–5.3%),
Halieaceae (3.4–5.9%) и неописанного пока се-
мейства порядка Rhizobiales (1.5–8.4%). Микроор-
ганизмы, принадлежащие к вышеперечисленным
семействам, однако, не могли быть классифициро-
ваны до рода и представляли новые, неописанные
пока таксоны. Ни одна из идентифицированных в
речном иле ОТЕ не могла быть классифицирована
как принадлежащая метанотрофным бактериям,
что свидетельствовало о низкой численности ме-
танотрофов в исследуемом образце ила. Этап по-
лучения накопительных культур, таким образом,
был необходимым условием получения изолятов
целевых микроорганизмов.

Получение и молекулярный анализ накопитель-
ных культур. Во флаконах со средой NMS 2 : 5,

инокулированной образцами осадка, после 10 сут
культивирования при 35°С наблюдалось активное
развитие метанотрофного микробного сообщества.
Его анализ с помощью фазово-контрастной микро-
скопии выявил доминирование подвижных клеток
палочковидной морфологии, характерной для
представителей рода Methylomonas. В результате
молекулярного анализа из этой накопительной
культуры было получено 26986 частичных после-
довательностей генов 16S рРНК со средней дли-
ной ~250 нт. Из них после процедуры контроля
качества и выбраковки химер было задействовано
для анализа 23970 последовательностей, что со-
ставило не менее 87% от общего пула прочтений
гена 16S рРНК. Общее видовое разнообразие бы-
ло представлено 18 ОТЕ. Около 60% фрагментов
всех генов 16S рРНК принадлежали представите-
лям рода Methylomonas (рис. 1б). Последние были
представлены одной ОТЕ видового уровня, обна-
руживающей 98% сходства последовательностей
гена 16S рРНК с Methylomonas koyamae Fw12E-YT.
Другие основные компоненты полученной нако-

Рис. 1. Состав бактериального сообщества: a – в природном образце ила; б – в накопительной культуре, сформиро-
ванной после 1 мес. культивирования в условиях повышенных температур и в присутствии метана в качестве источ-
ника углерода.
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пительной культуры были представлены бактери-
ями родов Cloacibacterium (20.8%), Methyloversatilis
(8.0%), Novosphingobium (3.9%) и Hydrogenophaga
(3.9%).

Выделение изолятов метанотрофных бактерий.
Полученная на раннем этапе культивирования
накопительная культура содержала в себе лишь
один доминирующий вид метанотрофов. Для по-
лучения этих бактерий в чистой культуре был
проведен прямой высев клеточной суспензии на
агаризованную среду NMS 2 : 5, что позволило
получить изолят М9, клетки которого были пред-
ставлены короткими подвижными палочками
длиной 2–4 мкм (рис. 2а). Анализ ультратонких
срезов клеток выявил наличие стопок внутрици-
топлазматических мембран (ВЦМ), характерных
для метанотрофов I типа (рис. 2б). В жидкой сре-
де штамм М9 показывал тенденцию к хлопьевид-
ному росту, благодаря наличию ярко выраженной
слизистой капсулы, типичной для метанотрофов
рода Methylomonas. Анализ гена 16S рРНК под-
твердил принадлежность штамма М9 к роду
Methylomonas (табл. 1), а также показал идентич-
ность последовательности гена 16S рРНК штамма
М9 таковой у соответствующей ОТЕ, идентифи-
цированной в составе накопительной культуры.
Уровень сходства с ближайшим типовым штам-

мом M. koyamae Fw12E-YT составил 97.2%, что мо-
жет означать принадлежность штамма М9 к ново-
му виду рода Methylomonas.

Для более полного выявления разнообразия
метанотрофов, присутствующих в исходной на-
копительной культуре в низкой численности, в
виде единичных клеток, диапазон условий куль-
тивирования был расширен за счет варьирования
температур инкубации от 30 до 42°С и рН среды
от 5 до 7 с одновременным увеличением времен-
ного диапазона между пересевами до десяти дней.
Эта стратегия позволила получить ряд смешан-
ных культур с несколькими новыми морфотипа-
ми метанотрофных бактерий, отличными от мор-
фотипа штамма М9. Так, культивирование на
среде с рН 7.0 при температуре 30°С позволило
получить смешанную культуру, в которой, наряду
с Methylomonas-подобными метанотрофами, при-
сутствовал также метанотроф с крупными клет-

ками овоидной морфологии. Изолят этих метано-
трофов, штамм Kr7, был получен с применением
метода выделения в планшетах. Анализ последо-
вательности гена 16S рРНК штамма Kr7 показал
его принадлежность к виду Methylomagnum ishizawai
(табл. 1). Штамм Kr7 был представлен одиночны-
ми подвижными клетками овальной формы, раз-
мером до 5 мкм (рис. 2в), на ультратонких срезах
которых выявлялись ВЦМ I типа (рис. 2г).

Изменение условий культивирования первич-
ной накопительной культуры в сторону пониже-
ния рН среды до 5.8 с повышением температуры
до 40°С привело к появлению в составе сообще-
ства единичных клеток метанотрофов грушевид-
ной формы. Последующее использование метода
выделения в планшетах позволило получить изолят
этих метанотрофов, штамм Kr9. Клетки штамма
Kr9 представляли собой подвижные в экспонен-
циальной фазе, изогнутые палочки или вибриоиды
размером 1–4 мкм (рис. 2д). Анализ ультратонких
срезов клеток показал наличие ламеллярных ВЦМ
II типа, расположенных на периферии клетки, па-
раллельно цитоплазматической мембране (рис. 2е).
Анализ гена 16S рРНК показал принадлежность
штамма Kr9 к роду Methylocystis, со сходством
99.22 и 99.13% сходства генов 16S рРНК с типовы-

ми штаммами Methylocystis echinoides IMET 10491T

и Methylocystis parvus OBBPT. Точное установление
видовой принадлежности штамма Kr9, таким об-
разом, требует применения сравнительного ге-
номного анализа.

Ростовые характеристики изолятов метанотро-
фов. Зависимость удельной скорости роста изо-
лятов от температуры инкубации представлена на
рис. 3. Все культуры были способны к росту до
48°С, однако имели различные температурные
предпочтения. Наиболее активный рост Methylo-
monas sp. М9 имел место в диапазоне 20–30°С, с

оптимумом при 25°С (μ = 0.20 ч–1). Methylomagnum
ishizawai Kr7 демонстрировал активный рост в
диапазоне температур 30–40°С с оптимумом при

35°С (μ = 0.19 ч–1). Наиболее высокий темпера-
турный оптимум, 40°С, и наиболее широкий тем-
пературный диапазон активного роста, 25–45°С,
был зарегистрирован для Methylocystis sp. Kr9.
Удельная скорость роста штамма Kr9 при 40°С со-

Таблица 1. Результаты идентификации изолятов метанотрофных бактерий, полученных из осадков реки Черная

Штамм
Номер последовательности 

гена 16S рРНК в ГенБанке

Ближайший филогенетически 

родственный типовой штамм 

метанотрофов

% сходства генов 16S рРНК

М9 MW884260 Methylomonas koyamae Fw12E-YT 97.2

Kr7 MW830155 Methylomagnum ishizawai RS11D-PrT 99.53

Kr9 MW830156
Methylocystis echinoides IMET 10491T

Methylocystis parvus OBBPT

99.22

99.13
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ставила 0.21 ч–1 (рис. 3). Таким образом, все полу-

ченные в работе штаммы метанотрофов могли быть

охарактеризованы как термотолерантные мезо-

филы. Наиболее активный рост при температурах

40–45°С демонстрировал Methylocystis sp. Kr9.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе нами был применен моле-
кулярный метод оценки состава микробного сооб-
щества на основе секвенирования гена 16S рРНК в
сочетании с классическими подходами культиви-

Рис. 2. Морфология (а, в, д) и ультратонкие срезы клеток (б, г, е) изолятов метанотрофных бактерий: Methylomonas sp.
М9 (a, б), Methylomagnum sp. Kr7 (в, г), Methylocystis sp. Kr9 (д, е). Стрелками указаны внутрицитоплазматические мем-
браны. Маркер – 5 мкм (а, в, д) и 1 мкм (б, г, е).

(а) (б)

(в) (г)

(д) (е)
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рования микроорганизмов, направленными на
поиск новых быстрорастущих изолятов метано-
трофных бактерий. Сайт отбора образцов распола-
гался в субтропическом поясе, для которого харак-
терны повышенные среднемесячные температуры.
Концентрация растворенного метана в образцах
(20 мкмоль/л) была сопоставима с обнаруженными
в пресноводных осадках озера Вашингтон в США
(2–170 мкмоль/л) (Auman et al., 2000) и Боденского
озера в Германии (до 140 мкмоль/л) (Rahalkar et al.,
2009). Оценка обилия метанотрофных бактерий в
этих местообитаниях дала величины численности

≈109 клеток г–1 сухой биомассы для верхнего слоя

осадка озера Вашингтон и 106–109 клеток г–1 влаж-
ного осадка в различных локациях Боденского
озера (Costello et al., 2002; Deutzmann et al., 2011).
Исследование состава микробного сообщества
осадка озера Вашингтон с помощью высокопро-
изводительного секвенирования генов 16S рРНК
показало, что доля фрагментов метанотрофных
бактерий составила около 10% (Beck et al., 2013). В
настоящей работе молекулярный анализ не вы-
явил наличия метанотрофов в составе исследуемого
микробного сообщества. Более того, для образца
в целом было характерно низкое микробное раз-
нообразие. Специфика места отбора образцов за-
ключается в том, что для полузакрытой Севасто-
польской бухты характерны сейши, которые могут
значительно влиять на термохалинные параметры
воды кутовой части бухты, захватывая также ис-
следованный район. В результате волновых про-
цессов может меняться направление течения, и,
как следствие, гидрохимические показатели воды.
В точке отбора образцов соленость может меняться
от 0 до 4‰ (неопубликованные данные). В связи
с этим результаты одномоментного отбора проб

показывают некоторое состояние в диапазоне
возможных состояний гидрологических характе-
ристик воды реки. Вполне вероятно, что измен-
чивые условия не способствуют формированию
устойчивого сообщества, что потенциально мо-
жет проявляться в его низком разнообразии и,
как следствие, в отсутствии достаточного для детек-
ции молекулярными методами количества метано-
трофных бактерий. Тем не менее, отрицательный
результат по наличию последовательностей гена
16S рРНК метанотрофных бактерий не исключал
их присутствия в образцах осадка реки Черная.
Ранее было показано, что применение культу-
ральных подходов позволяет выявлять микроор-
ганизмы, детекция которых молекулярными ме-
тодами затруднена из-за их низкой представлен-
ности в сообществе (Houghton, Stewart, 2020). В
настоящей работе использование селективных
температур инкубации в диапазоне от 30 до 42°С
позволило получить ряд чистых культур метано-
трофных бактерий с различающимися темпера-
турными оптимумами.

Изолят Kr7 обнаруживал 99.5% сходства по-
следовательности гена 16S рРНК с отмеченной у

Methylomagnum ishizawai RS11D-PrT, мезофила, рас-
тущего при 20–37°C c оптимумом 31–33°C (Khalifa
et al., 2015). Температурный оптимум штамма Kr7
(35°C) был несколько выше описанного ранее для
этого вида метанотрофов. Для изолята рода
Methylomonas, штамма М9, максимальная ско-

рость роста (0.2 ч–1) была зарегистрирована при
25°C, что выше опубликованных величин для ря-
да других охарактеризованных представителей
этого рода (Morinaga et al., 1976; Danilova et al.,
2013). По опубликованным данным наиболее вы-

сокий показатель скорости роста (0.386 ч–1) среди
всех известных на данный момент метанотроф-
ных бактерий был получен как раз для одного из
штаммов Methylomonas (Guo et al., 2017), однако
он был зарегистрирован при росте в ферментере.
Скорость роста этого же штамма при периодиче-
ском культивировании во флаконах была суще-

ственно ниже и составила 0.2 ч–1. Третий изолят,
штамм Kr9, отличался стабильным ростом, как в
жидкой культуре, так и на агаризованной среде, с
оптимумом при 42°С. Для близкородственного

штамма Methylocystis parvus OBBPT была зареги-

стрирована скорость роста 0.1 ч–1 (Pieja et al.,
2011), в то время как штамм Kr9 рос в два раза

быстрее (0.2 ч–1). В ряде исследований было пока-
зано, что Methylocystis parvus является перспектив-
ным продуцентом полигидроксибутирата (Rost-
kowski et al., 2013; Sundstrom, Criddle, 2015; Rumah
et al., 2021). Штаммы этого вида метанотрофов
использовали для укрепления бетона биогенным
способом за счет окисления формиата (Ganendra
et al., 2015), а также для получения продуктов с до-
бавленной стоимостью при совместном культи-

Рис. 3. Зависимость удельной скорости роста изоля-
тов Methylomonas sp. М9 (1), Methylocystis sp. Kr9 (2) и
Methylomagnum sp. Kr7 (3) на минеральной среде с ме-
таном от температуры инкубации в диапазоне от 20
до 50°С.
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вировании в аквакультуре с водорослью Scened-
esmus sp. (van der Ha et al., 2012). Methylocystis parvus
относится к метанотрофам II типа, которые, в от-
личие от метанотрофов I типа, не склонны к
спонтанному лизису клеток, хорошо сохраняют-
ся при длительном хранении и могут достигать
более высоких значений оптической плотности
(Murrell, 2010). В сочетании с высокой скоростью
роста эти качества штамма Kr9 могут быть востре-
бованы в промышленном производстве микроб-
ного белка.

Таким образом, в результате данной работы
было получено 3 новых изолята термотолерант-
ных метанотрофных бактерий, один из которых –
Methylocystis sp. Kr9 – демонстрировал наиболее
высокую удельную скорость роста в периодиче-
ской культуре и наиболее широкий температур-
ный диапазон роста. Подбор оптимальных пара-
метров и условий культивирования в модельных
ферментерах представляет следующий шаг на пу-
ти установления ростового потенциала этих бак-
терий и определения их применимости для про-
изводства белка из природного газа.
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Thermotolerant Methanotrophic Bacteria from Sediments of the River Chernaya, 
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Abstract—The technology of single-cell protein production from natural gas is based on using thermotolerant
methanotrophic bacteria with high growth rates on methane. So far, the spectrum of strains used for indus-
trial purposes was restricted to members of the genus Methylococcus. This poses limitations to further devel-
opment of this technology and fuels the search for new cultures of fast-growing methanotrophs. The later task
was addressed in the present work by analyzing the sediment samples of the Chernaya River, Crimea. Molec-
ular analysis of the microbial community composition in the sediment revealed Gammaproteobacteria as the
predominant group (33–42% of all retrieved 16S rRNA gene fragments), as well as Chloroflexi, Actinobacte-
ria, Alphaproteobacteria, Bacteroidota, and Acidobacteria as other numerically significant community mem-
bers. The methanotrophic enrichment culture obtained from the sediment contained bacteria of the genus
Methylomonas as the major component, with the relative abundance of up to 60% of all 16S rRNA gene frag-
ments. The use of various strategies for methanotroph isolation resulted in obtaining three isolates of target
bacteria of the genera Methylomonas, Methylomagnum and Methylocystis. The optimal growth temperatures of
these isolates were 25, 35, and 40°С, respectively. The highest specific growth rate in batch culture, 0.21 h–1,
was determined for Methylocystis sp. Kr9, which displayed 99.22 and 99.13% 16S rRNA gene sequence simi-
larity to the type strains of two Methylocystis species, Methylocystis echinoides IMET 10491T and Methylocystis
parvus OBBPT, respectively.

Keywords: thermotolerant methanotrophic bacteria, river sediments, Methylomonas, Methylomagnum,
Methylocystis, growth on methane
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