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В промышленной биотехнологии важ-
ный ценовой фактор представляет углерод-
ное сырье, которым обычно служат углеводы 
или углеводсодержащие субстраты (Baerends 
et al., 2008). В связи с этим весьма заманчиво 
получать целевые продукты на основе срав-
нительно дешевого непищевого сырья  – ме-
тана или метанола, последний может быть 
получен из нефти, угля и древесины. Помимо 
природного газа источником метана для био-
технологии может являться его микробио-
логическая эмиссия при разложении отходов 
животноводческих комплексов и захоронений 
твердых бытовых отходов (ТБО). Вклад поли-
гонов ТБО в глобальную эмиссию метана в 
мире оценивается (35-73) × 1012 г в год (10-20 % 

от антропогенной и 6-12 % от общей глобаль-
ной эмиссии), а в РФ – (500-900) × 109 г (Но-
жевникова и др., 2006). Идеальным источни-
ком дешевого метанола служит попутный газ, 
сжигаемый при нефтедобыче (~50 млрд м3/год 
в РФ). Кроме того, мировое производство ме-
танола (50 млн т/год) не зависит от сезонных 
изменений и погодных условий, что выгодно 
отличает его от сырья сельскохозяйственного 
происхождения. В этой связи микроорганиз-
мы, способные использовать метан и метанол 
для синтеза полезных продуктов, представля-
ют очевидный интерес для современной био-
технологии.

Такими микроорганизмами выступают 
метилотрофы, использующие в качестве ис-
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точников углерода и энергии широкий спектр 
(>50) С1-соединений биогенного и абиогенно-
го происхождения от предельно восстанов-
ленного СН4 до предельно окисленного СО2: 
метанол, формальдегид, формиат, диметило-
вый эфир, метилированные амины, галоме-
таны, метилсульфиды, метилсульфоксиды, 
тиоцианаты и др. Многие из этих соединений 
обладают цитотоксическим и канцерогенным 
действием, а также ответственны за так на-
зываемый парниковый эффект, поскольку ис-
тощают озоновый слой атмосферы. Аэробные 
метилотрофы выполняют уникальную функ-
цию природного биофильтра на пути эмиссии 
С1-соединений в атмосферу и играют жизнен-
но важную роль в глобальных циклах углеро-
да (рис. 1), что является причиной большого 
интереса к исследованию их биоразнообра-
зия, особенностей экофизиологии и метабо-
лизма.

Метилотрофия широко распространена 
в микробном мире, известно более 50 родов 
метанотрофов и метилобактерий, относящих-
ся к α-, β-, γ-Proteobacteria, Verrucomicrobia, а 
также несколько родов метилотрофных дрож-
жей. Метанотрофы представляют собой вы-
сокоспециализированную группу бактерий, 

способных расти на СН4, метилобактерии 
используют в качестве источников углерода 
и энергии замещенные или окисленные про-
изводные метана, а метилотрофные дрожжи – 
метанол. Аэробные метилотрофы реализуют 
уникальные пути С1-окисления (с участием 
хиноновых, птериновых, тиоловых и нико-
тинамидных кофакторов) и С1-ассимиляции 
(пентозофосфатные и сериновый циклы) с 
участием более 20 специфических фермен-
тов, кодируемых >100 генами.

Доступность С1-соединений (метана и 
метанола) как возобновляемых субстратов и 
способность синтезировать полезные продук-
ты, довольствуясь минимальными, в срав-
нении с гетеротрофами, питательными суб-
стратами, а также разлагать широкий спектр 
высокотоксичных соединений обусловлива-
ют перспективность аэробных метилотрофов 
для биотехнологии, биоаналитики и биореме-
диации и возрастающий коммерческий инте-
рес к этим микроорганизмам.

Аэробные метилотрофы  
как агенты биосинтеза

Аэробные метилотрофы используют 
в различных биопроцессах для получения 

Рис. 1. Роль аэробных метилотрофов в биосферных циклах углерода метана и метанола
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широкого спектра продуктов, таких как кор-
мовой белок, биодеградабельный полимер 
поли-β-гидроксибутират/валерат, пигменты, 
экзополисахариды, препараты гомологич-
ных ферментов, рекомбинантные, в том чис-
ле «гуманизированные», белки, компоненты 
электронно-транспортной цепи, витамины, 
коферменты, аминокислоты, а также соедине-
ния для химической промышленности (рис. 2) 
(Троценко, Хмеленина, 2008; Троценко и др., 
2010; Троценко, Торгонская, 2011).

Получение кормового белка  
(SCP, Single Cell Protein)

Аэробные метилотрофы могут быть 
источником кормового белка, проблема де-
фицита которого остается нерешенной во 
многих странах и является одной из причин 
низкой эффективности работы птицефабрик 

и животноводческих комплексов. Так, в каче-
стве белковой добавки в корма было предло-
жено использовать биомассу метилотрофов, 
которая по составу и количеству незамени-
мых аминокислот сопоставима с рыбной и 
соевой мукой и даже имеет определенные 
преимущества относительно таких про-
дуктов растительного происхождения, как 
хлеб из пшеничной муки (Bodrossy, Kovacs, 
1994). В этой связи оказались особенно пер-
спективными метилотрофы с рибулозомоно-
фосфатным (РМФ) путем С1-ассимиляции, 
поскольку их биомасса переваривалась наи-
более эффективно (85-98 %), имела наивыс-
шее содержание белка (до 70 %) и лизина и 
наименьшее  – нежелательных жирных кис-
лот с нечетным числом углеродных атомов. 
Метилотрофы с сериновым и рибулозобис-
фосфатным (РБФ) путями С1-метаболизма 

Рис. 2. Аэробные метилотрофы – перспективные объекты «зеленой» биотехнологии
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демонстрировали более скромные результа-
ты (Плясов, 1988).

Метилотрофы с РМФ-путем также вы-
годно отличались от реализующих РБФ- и се-
риновый пути по показателям эффективности 
процесса производства SCP – удельной скоро-
сти роста, экономическому коэффициенту и 
питательной ценности продукта. Вследствие 
этого они оказались предпочтительными для 
крупномасштабного культивирования и по-
лучения кормового белка. Промышленное 
производство SCP из метанола с помощью 
облигатного метилотрофного продуцента 
Methylophilus methylotrophus AS1 было впер-
вые реализовано фирмой ICI (Великобрита-
ния) в 1980-х гг. Непрерывный, полностью 
автоматизированный процесс ферментации 
проводили под давлением в асептическом 
биореакторе с рабочим объемом 1500 м3 и 
производительностью 50  000-70  000 т бел-
ка «Pruteen» в год (Westlake, 1986). Немец-
кая фирма Hoechst/Uhde также разработала 
промышленный процесс получения SCP на 
метаноле при культивировании метилобак-
терий Methylophilus clara. Использование 
двух биореакторов объемом 20 м3 с автома-
тическим поддержанием аэрации, рН, тем-
пературы, частоты разбавления и концентра-
цией метанола 0,005  % позволяло получать 
до 1000 т белкового продукта «Probion» в 
год. Метилобактерии-продуценты, исполь-
зованные разными фирмами, очень близки 
по своим биотехнологическим показателям: 
способны расти при нейтральном рН и темпе-
ратуре около 40 °С, характеризуются высоки-
ми значениями сродства к метанолу, скорости 
роста (0,5-0,6 ч−1), выхода биомассы (>50 % по 
углеродному субстрату) и содержания сырого 
протеина (~80 %).

Эффективная биотехнология получения 
SCP из метанола в непрерывном режиме с 
высокой плотностью клеток (> 130 г/л сухой 

бимассы) и продуктивностью > 10 г/л×ч-1 была 
разработана компанией Phillips Petroleum 
на основе метилотрофных дрожжей Pichia 
pastoris. В СССР на основе метилотрофных 
дрожжей из метанола получали препарат ме-
прин. Исследования потенциала применения 
P. pastoris в пищевой промышленности при-
вели в 1988 г. к строительству завода с общим 
объемом ферментеров 100 000 л. Тем не менее 
в 1993 г. от идеи использования для промыш-
ленного производства пищевых продуктов 
и кормов пришлось отказаться, поскольку 
P. pastoris не имели статуса общепризнанно 
безопасных.

Производство кормового белка на ме-
тане оказалось дешевле, чем на метаноле, 
n-алканах или этаноле (Hammer, Harrison, 
1980). При этом выход биомассы на метане 
и метаноле был одинаков, что указывало на 
потерю тепловой энергии при конверсии ме-
тана в метанол. Интересно, что бактерии, экс-
прессирующие мембранную форму метанмо-
нооксигеназы (ММО), производили на 35  % 
больше биомассы на моль потребленного суб-
страта, чем экспрессирующие растворимую 
форму ММО.

Масштабное промышленное производ-
ство кормового белка «Гаприн» из природно-
го газа с использованием термотолерантного 
метанотрофа Methylococcus capsulatus 874 
было реализовано в СССР в середине 1980-х 
гг. В Норвегии в 1998 г. из природного газа 
фирмами Norferm и DuPont было налаже-
но экологически чистое получение кормо-
вого белка «Bioprotein» с продуктивностью 
8000  т/год и планируемым увеличением до 
40000 т/год. В этом процессе использовали 
стабильную и высокопродуктивную смешан-
ную культуру Methylococcus capsulatus Bath с 
сопутствующими гетеротрофными бактерия-
ми Alcaligenes acidovorans DB3 (6-8 % клеток 
в конечной биомассе), Bacillus firmus DB 5 и 
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Bacillus brevis DB4 (менее 1 % клеток). Роль 
A. acidovorans DB3 состояла в утилизации 
ацетата и пропионата, образующихся при 
соокислении сопутствующих газов – этана и 
пропана, а B. brevis DB4 и B. firmus DB5 – в 
утилизации метаболитов и продуктов лизиса 
клеток в среде культивирования (Bothe et al., 
2002). Таким образом, была решена проблема 
ингибирующего действия на метанотрофную 
культуру продуктов кометаболизма. Для эф-
фективности процесса конверсии использо-
вали условия, способствующие экспрессии 
мембранной ММО, а также уникальный фер-
ментер (290 м3) в виде замкнутой трубчатой 
петли (100 м × 1,9 м), в которую газы вводили 
в нескольких положениях. В итоге при не-
прерывном культивировании (0,05-0,25 ч-1) 
вводимая смесь газов потреблялась на 95 %, а 
плотность биомассы достигала 25 г/л. 

Данное производство сопровождалось 
разнообразными исследованиями качества 
продукта, питательной ценности, перева-
риваемости и безопасности, а также рас-
ширения спектра применения получаемого 
продукта. Установлено, что продуцируемая 
биомасса содержит 70 % белка, 10 % жиров, 
7  % золы (минеральных веществ), 10  % ну-
клеиновых кислот, 10-25 г/кг фосфора, >310 
мг/кг железа, >110 мг/кг меди, 0,2 % магния и 
0,8 % калия. Аминокислотный профиль SCP 
имеет высокое содержание наиболее важ-
ных аминокислот (лизина, аргинина, трео-
нина, метионина, триптофана и цистеина), а 
основными жирными кислотами являются 
С16:0 (~50 %) и С16:1 (~36 %) (Skrede, Ahlstrǿom, 
2002). Сбалансированность по аминокислот-
ному составу позволяет использовать про-
дукт в качестве основного белка в кормах для 
рыб и домашних животных, свободного от 
генно-модифицированных организмов (ГМО) 
и природных токсинов и имеющего постоян-
ный минеральный состав.

Из-за высокой стоимости газа и низких 
цен на альтернативные источники белка, та-
кие как соя, крупнотоннажное производство 
SCP метилотрофов оказалось экономически 
неконкурентоспособным. Однако эффектив-
ность этого процесса существенно возрастает 
при получении из биомассы метилотрофов 
различных продуктов, имеющих коммерче-
ское значение. Биомасса метилотрофов может 
быть использована в виде целых клеток или 
гомогенатов, автолизатов или гидролизатов, 
которые служат не только в качестве кормо-
вого белка, но и источником функциональ-
ных белков, аминокислот, основой для сред в 
промышленных ферментационных процессах 
(при культивировании лактобацилл), а также 
специальных добавок в корма, например как 
источник липидов (Троценко, Хмеленина, 
2008). Обнаружено, что включение в диету 
животных липидов, экстрагированных из ме-
танотрофов, уменьшает ожирение, уровень 
холестерина и липопротеинов в плазме кро-
ви, снижая риск коронарной сердечной недо-
статочности.

Гомогенаты и автолизаты клеток метило-
трофов проявляют гелеобразующие и эмуль-
гирующие свойства, что удобно для корм-
ления животных в качестве единственного 
источника белка или в комбинации с другими 
источниками, для улучшения качества тради-
ционных продуктов при смешивании, напри-
мер, с альгинатами и каррагинатами, а также 
в пищевых продуктах человека. Гомогенизи-
рованный белковый препарат можно исполь-
зовать как желирующий агент или эмульга-
тор в кормах в количестве до 10  % веса. Он 
способен заменять в пище или кормах для 
животных традиционные источники белка – 
рыбную муку, сою или плазму крови. Более 
того, оказалось, что биопротеин, подвергну-
тый тепловой обработке, улучшает вкусовые 
качества соусов и салатов.
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Синтез биополимеров

В связи с глобальной экологической про-
блемой утилизации неразлагаемых в природе 
синтетических пластмассовых изделий (по-
лиэтилен, поливинилхлорид, полипропилен), 
составляющих 40  % бытового мусора, все 
более актуальны разработка и производство 
биодеградабельных пластиков для нужд про-
мышленности, медицины, сельского хозяй-
ства и нанотехнологий. Аэробные метило-
трофы могут служить продуцентами таких 
биополимеров  – поли-β-гидроксибутирата 
(ПГБ), его сополимера с β-гидроксивалератом 
(ПГБ/В) и полилактида (Волова и др., 2006; 
Троценко и др., 2010).

Поли-β-гидроксибутират, синтезируе-
мый многими прокариотами как запасное 
вещество при несбалансированных условиях 
роста (дефицит азота, фосфора, кислорода 
или магния), обладает биоразлагаемостью, 
биосовместимостью и термопластичностью. 
Молекулярная масса этого полимера варьи-
рует в зависимости от продуцента и условий 
культивирования от 50 до 2500 кДа. В каче-
стве биоразлагаемых заменителей перси-
стентных химических полимеров перспек-
тивны высокомолекулярные ПГБ и ПГБ/В, 
поскольку они обладают улучшенными 
физико-химическими (прочность, эластич-
ность) и реологическими свойствами (Волова 
и др., 2006; Троценко и др., 2010).

В настоящее время себестоимость про-
цесса получения ПГБ и ПГБ/В препятствует 
промышленному производству и широкому 
применению этих биополимеров вследствие 
высокой цены субстратов для культивиро-
вания гетеротрофных продуцентов. Эко-
номически более выгодно получение ПГБ 
и ПГБ/В из метана и метанола, имеющих 
низкую цену, высокую чистоту, небольшую 
плотность и хорошую растворимость в воде. 
Наиболее перспективные продуценты ПГБ 

и ПГБ/В – метилотрофы с сериновым путем 
С1-метаболизма, накапливающие наибольшее 
количество биополимеров.

Биотехнологический синтез ПГБ  – это 
двухфазный процесс, разделенный на фазу 
накопления биомассы, которая сменяется 
фазой накопления продуктов, индуцируемой 
лимитированием по азоту. С помощью такой 
стратегии периодического культивирования 
«сериновых» метилобактерий в оптимизиро-
ванных условиях с контролируемым соотно-
шением источников углерода и азота получа-
ли до 50-60 % низкомолекулярного (50-60 кДа) 
или высокомолекулярного (1300-2000 кДа) 
ПГБ с выходом до 0,2 г/г метанола (Bourque et 
al., 1995). При непрерывном культивировании 
Hyphomicrobium zavarzinii максимальная про-
дуктивность процесса составила 0,64 г/л×ч-1 
(130 г/л), а содержание ПГБ варьировало от 40 
до 59 % (Zhao et al., 1993).

ПГБ/В синтезируется «сериновыми» 
метилобактериями при росте на метаноле в 
присутствии пропанола, пентанола, пропио-
ната и валерата. Отмечено, что добавление С5-
субстратов приводит к более высокому содер-
жанию β-гидроксивалерата в составе ПГБ/В, 
нежели внесение С3-соединений. Тем не менее 
пропанол и пропионат – наиболее предпочти-
тельные по стоимости косубстраты для полу-
чения ПГБ/В. Низкая эффективность превра-
щения этих соединений в β-гидроксивалерат 
у метилобактерий из-за сопутствующих ре-
акций карбоксилирования пропионил-КоА и 
декарбоксилирования пропионата, пропанола 
и пентанола, стимулируемого метанолом, мо-
жет быть преодолена путем получения му-
тантов, дефектных по генам пропионил-КоА-
карбоксилазы, метилмалонил-КоА-мутазы и 
ферментов декарбоксилирования пропионил-
КоА и валерил-КоА (Троценко, Белова, 2000). 
Paracoccus methylutens, реализующий РБФ-
путь С1-ассимиляции, синтезировал ПГБ/В из 
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метанола в присутствии глицерина и гептана. 
У Paracoccus denitrificans к синтезу ПГБ/В 
(58  % полимера) приводило добавление к 
метанолу амилового спирта, при этом выход 
продуктов повышался до 0,97 г/г субстрата 
(Ueda et al., 1992).

В биосинтезе ПГБ участвуют 
β-кетотиолаза, НАДФН2-зависимая 
ацетоацетил-КоА-редуктаза и ПГБ-синтаза. 
При росте Methylobacterium extorquens на 
метаноле источниками восстановительных 
эквивалентов для синтеза биополимера яв-
ляются зависимый от тетрагидрометанопте-
рина (ТГМП) путь окисления формальдегида 
(ФА) и, в меньшей степени, цикл трикарбоно-
вых кислот (ЦТК). При метилотрофном росте 
бактерий ЦТК функционирует менее актив-
но, чем при выращивании на ацетате и бу-
тирате, вероятно, из-за ингибирования фер-
ментов высоким уровнем восстановительных 
эквивалентов, поставляемых ТГМП-путем. 
Предложенная модель координированного 
контроля ЦТК и биосинтеза ПГБ/В при росте 
продуцента на С1- и Сn-субстратах позволяет 
получать сополимер с заданным соотноше-
нием мономеров и улучшенными физико-
химическими характеристиками (Троценко, 
Белова, 2000). 

Регуляция синтеза ПГБ детально из-
учена у «сериновых» метилобактерий 
Methylobacterium rhodesianum MB126 и M. 
extorquens. Важнейшими эффекторами, кон-
тролирующими потоки углерода в условиях 
синтеза ПГБ у этих метилобактерий, оказа-
лись уровни ацетил-КоА и НАД(Ф)Н2. Ини-
циирующие ферменты синтеза ПГБ и ЦТК 
(β-кетотиолаза и цитратсинтаза) конкури-
руют между собой за ацетил-КоА, поэтому 
регуляция путей достигается за счет разного 
сродства указанных ферментов к субстрату 
(Km β-кетотиолазы и цитратсинтазы  – 500 и 
70 мкМ, соответственно) и посредством из-

менения внутриклеточных концентраций 
специфических эффекторов. Показано, что 
β-кетотиолаза ингибировалась низкими кон-
центрациями КоА, а цитратсинтаза проявляла 

чувствительность к НАДН2 (ki = 20 и 150 мкМ, 
соответственно). Активность цитратсинтазы 
в экстракте (0.12 Е) была ниже, чем активность 
β-кетотиолазы (0,3 Е). При этом внутрикле-
точная концентрация КоА в ответ на индук-
цию синтеза ПГБ снижалась почти до нуля, 
в то время как уровень НАДН2 уменьшался 
незначительно. Таким образом, при сбалан-
сированном росте культуры на метаноле 
β-кетотиолаза ингибировалась КоА, а ацетил-
КоА направлялся в ЦТК. Напротив, в лими-
те по азоту внутриклеточная концентрация 
НАДН2 определяла только 25  % активности 
цитратсинтазы, уровень КоА быстро снижал-
ся, благодаря чему активность β-кетотиолазы 
и, следовательно, синтеза ПГБ значительно 
возрастала (Троценко, Белова, 2000).

Характерной особенностью регуляции 
синтеза ПГБ M. rhodesianum при метилотроф-
ном или гетеротрофном росте выступает на-
копление биополимера в экспоненциальной 
фазе роста на фруктозе в отсутствие лимита 
по субстрату. На основании сравнения пото-
ков углерода с активностями ферментов ЦТК 
и синтеза ПГБ, а также влияния экзогенного 
формиата предположено, что у этого метило-
трофа синтез ПГБ на метаноле в лимитирован-
ных условиях служит для стока избыточных 
электронов, тогда как при росте на фруктозе 
он обусловлен недостатком энергии.

Выявленные закономерности позволя-
ют лучше понять принципы метаболической 
организации «сериновых» метилобактерий и 
служат научной основой для разработки тех-
нологий биосинтеза ПГБ и ПГБ/В из метано-
ла и косубстратов (Троценко, Белова, 2000). 
Так, в результате проведенных комплексных 
исследований нами разработан лабораторный 
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регламент биосинтеза ПГБ на основе метано-
ла.

Еще одним биоразлагаемым, биосовме-
стимым и термопластичным полимером яв-
ляется полилактид (ПЛА) – полимер молоч-
ной кислоты, продуцируемый в настоящее 
время из растительного сырья (кукуруза, 
сахарный тростник). ПЛА применяется для 
производства изделий с коротким сроком 
службы (экологически чистая пищевая упа-
ковка, одноразовая посуда, пакеты, сред-
ства личной гигиены), а также в медицине 
для производства хирургических нитей и 
штифтов и в системах доставки лекарств. В 
природных условиях срок разложения со-
ставляет от двух месяцев до двух лет. Среди 
метилотрофов для промышленного произ-
водства ПЛА перспективны метилотрофные 
дрожжи Candida boidinii, на основе которых 
путем разрушения гена пируватдекарбокси-
лазы CbPDC1 и постановки под его промотор 
гена бычьей лактатдегидрогеназы получен 
наиболее эффективный дрожжевой проду-
цент L-лактата (до 1,79 г/л×ч-1) (Osawa et al., 
2009).

ПГБ, ПГБ/В, полилактид и их наноком-
позиты (например, с гидроксиапатитом) мо-
гут использоваться не только как упаковка, 
тара, пленки и посуда, но имеют перспекти-
вы широкого применения в медицине ввиду 
биосовместимости и биодеградабельности. 
Производство разлагаемых биопластиков, 
включающихся в биосферные циклы, соот-
ветствует концепции экологически безопас-
ного устойчивого развития. Следовательно, 
активный переход к использованию биопла-
стиков в народном хозяйстве должен быть 
поддержан на государственном уровне.

К промышленно ценным бактериальным 
продуктам относятся и экзополисахариды 
(ЭПС)  – углеводные полимеры, образующие 
на поверхности микробных клеток капсулу 

и/или свободную слизь. ЭПС способны дей-
ствовать на реологические свойства водных 
растворов и образовывать гели различной 
плотности при малых концентрациях, что 
используется в пищевой, фармацевтической, 
текстильной и нефтедобывающей промыш-
ленности. Метан и метанол – перспективные 
источники углеродного сырья для получения 
этих микробных биополимеров.

Способность синтезировать ЭПС в 
значительных количествах обнаружена у 
представителей метанотрофов I и Х типов 
(Methylomonas, Methylococcus), выделяющих 
0,05-0,23 г/л полимеров, реже – у II типа ме-
танотрофов (Hou et al., 1978; Гринберг и др., 
1992). Эти отличия обусловлены тем, что 
метанотрофы с РМФ-путем в качестве пер-
вичных продуктов С1-ассимиляции синтези-
руют фосфосахара, а бактерии с сериновым 
циклом  – С2- и С3-соединения, значит, в по-
следнем случае синтез ЭПС требует энерго-
емких реакций глюконеогенеза. Тем не менее 
в стрессовых условиях метанотрофы II типа 
могут синтезировать ЭПС, как, например, 
Methylocystis parvus OBBP после длительной 
адаптации к росту на 4 %-ном метаноле (Hou 
et al., 1978).

Поскольку варьирование физико-
химических параметров может влиять на вы-
ход ЭПС, для получения этих биополимеров 
особенно перспективны экстремофильные 
продуценты, активные в широком диапазоне 
рН, солености, температур и концентраций 
метанола (Гринберг и др., 1992; Троценко, 
Хмеленина, 2008). Галоалкалофильные виды 
рода Methylomicrobium (Mm. buryatense и Mm. 
alcaliphilum) при росте на метаноле способны 
выделять в среду до 2,63 г/л ЭПС (Троценко, 
Хмеленина, 2008). Более того, использование 
термофильных метанотрофов и метилобакте-
рий может сократить затраты на охлаждение 
ферментеров при культивировании. 
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Активными продуцентами ЭПС из ме-
танола с конверсией до 40-44  % субстрата 
являются облигатные и факультативные ме-
тилобактерии, реализующие, в основном, 
пентозофосфатные пути С1-метаболизма 
(Methylophilus methylotrophus, Methylobacillus 
viscosus, Pseudomonas polysaccharogenes, 
Pseudomonas viscogena) (Takayama et al., 
1978; Misaki et al., 1979; Гринберг и др., 1992; 
Троценко и др., 2005). Биоконверсия С1-
соединений в полисахариды лимитируется 
кислородом. Несмотря на то, что выходы ЭПС 
из метанола и глюкозы идентичны при пере-
счете на углерод, расход кислорода на образо-
вание ЭПС из метанола почти в 10 раз боль-
ше. Тем не менее некоторые факультативные 
метилотрофы, использующие различные ис-
точники углерода, способны синтезировать 
ЭПС только на средах с метанолом (Hou et 
al., 1978). У метилобактерий с РБФ-путем до-
полнительным субстратом и регулирующим 
фактором, влияющим на характер превраще-
ния углерода метанола, выступает углекисло-
та. Частичная замена метанола бикарбонатом 
существенно снижала синтез ЭПС (Троценко 
и др., 2005).

Облигатный метилотроф Methylobacillus 
methylophilus ВСБ-792 способен синтези-
ровать из метанола линейный полимер с 
α,β-1→3-связями между входящими в его 
состав остатками D-глюкозы, D-маннозы, 
D-галактозы, L-рамнозы и D-глюкуроновой 
кислоты (Диканская и др., 1987). Ps. viscogena 
TS1004 на среде с 1,5 % метанола синтезиро-
вал с 30 %-ным выходом по субстрату кислый 
ЭПС с молекулярной массой 104-107, состоя-
щий из остатков галактозы, маннозы, глюку-
роновой кислоты, глюкозы и аллозы в соот-
ношении 5,65 : 1,33 : 1,12 : 1,08 : 1,00 (Misaki 
et al., 1979). Раствор этого ЭПС в присутствии 
Са2+ при рН 10 образовывал гель. Xanthobacter 
(ранее Blastobacter) viscosus 7d синтезировал 

ЭПС (0,6 г/л) из остатков рамнозы, галакто-
зы, глюкозы, ксилозы и уроновой кислоты 
(Логинова, Троценко, 1980). Hyphomicrobium 
sp. JTS-811 синтезировал ЭПС гифомикран 
из D-глюкозы, D-маннозы, 2-о-метил-D-
маннозы и остатков пировиноградной кисло-
ты в соотношении 2 : 1 : 1 : 1 (Kanamaru et al., 
1982).

Получаемые ЭПС оценивают по ди-
намической вязкости их 1  %-ных раство-
ров, сравниваемой с эталонной вязкостью 
1 %-ного раствора ксантана, измеренной в тех 
же условиях (20 °С, 60 об/мин – 1000 мПа·с). 
Вязкость растворов ЭПС метилобактерий до-
статочно высока (400-600 мПа·с) и сравнима 
с таковой ксантана, но ряд полимеров обра-
зует и более вязкие растворы. Так, ЭПС Ps. 
polysaccharogenes имеет вязкость 2100 мПа·с, 
а гифомикран  – 1160 мПа·с (Takayama et al., 
1978; Kanamaru et al., 1982). Высокая вязкость 
раствора гифомикрана объясняется тем, что 
двугранные углы валентных связей остатков 
глюкозы стремятся к 180  °С, и полисахарид 
характеризуется удлиненными размерами 
спирали. Благодаря входящей в состав гифо-
микрана пировиноградной кислоте, ЭПС при-
обретал дополнительную жесткость за счет 
электростатического отталкивания равно-
мерно расположенных одноименных зарядов 
(Kanamaru et al., 1982).

Таким образом, ЭПС метилотрофов, как 
и полимеры, полученные на углеводном сы-
рье, обладают высокой вязкостью растворов, 
способностью к гелеобразованию, псевдопла-
стичностью и тиксотропностью (Hou et al., 
1978; Гринберг и др., 1992). При этом непато-
генность метилотрофов позволяет применять 
их ЭПС не только для производства картона 
и как компоненты буровых растворов для 
увеличения эффективности нефтедобычи, 
но и в пищевой промышленности, медицине 
и сельском хозяйстве. Актуальными оста-
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ются выделение и селекция новых штаммов-
продуцентов ЭПС на основе метанола.

Продукция  
гомологичных белков

В качестве продуцентов гомологичных 
белков среди метилотрофов наиболее актив-
но используются дрожжи. Синтезируемые 
ими ферменты метаболизма С1-соединений 
и продуцируемой при метилотрофном росте 
перекиси водорода представляют очевидный 
интерес для промышленности и биоаналити-
ки. Очищенные препараты алкогольоксидаз 
(АО, КФ 1.1.3.13) из Pichia pastoris, Hansenula 
polymorpha и C. boidinii, а также формальде-
гид- (ФАДГ, КФ 1.2.1.46) и формиатдегидро-
геназы (ФДГ, КФ 1.2.1.2) из C. boidinii ком-
мерциализованы компанией Sigma-Aldrich 
Inc. 

Прикладное значение АО в значительной 
степени обусловлено их высокой стабильно-
стью. Эти ферменты используются: а) в каче-
стве генератора H2O2 в комплексе с липазами 
и детергентами; б) для отбеливания тканей; 
в) в качестве поглотителя О2 в консервиро-
ванных продуктах питания для увеличе-
ния срока их хранения; г) как катализатор в 
производстве альдегидов из спиртов; д) как 
компонент биофильтров для очистки загряз-
ненной воды (Sakai et al., 1999). Активный 
центр АО метилотрофных дрожжей обладает 
хиральными свойствами, что проявляется в 
активности фермента с рацемической смесью 
2-метил-1-бутанола: (D)-2-метил-1-бутанол 
окисляется, тогда как (L)-2-метил-1-бутанол 
остается в реакционной смеси в исходном 
виде (Clark et al., 1995). Таким образом, биока-
талитическая технология, основанная на АО 
метилотрофных дрожжей, предпочтительна 
для окисления отдельных энантиомеров в 
рацематах спиртов по сравнению с химиче-
скими методами, требующими трудоемкой и 

дорогостоящей хроматографической очистки 
продуктов.

Поскольку при окислении метанола в 
клетках метилотрофных дрожжей образует-
ся весьма токсичный интермедиат – перекись 
водорода, у этих микроорганизмов особенно 
активны антиоксидантные ферменты, слу-
жащие для защиты от активных форм кисло-
рода, – каталазы (КФ 1.11.1.6) и супероксид-
дисмутазы (СОД, КФ 1.15.1.1). В этой связи 
неконвенционные дрожжи могут служить 
источниками этих ферментов (Троценко, 
Торгонская, 2011). Каталазы и CОД активно 
используются в пищевой промышленности, 
косметологии и медицине. Субстратная спе
цифичность каталаз невелика, поэтому они 
могут катализировать не только разложение 
H2O2, но и окисление низших спиртов, а так-
же, действуя по пероксидазному типу, способ-
ны окислять С1-метаболиты.

Ферменты метилобактерий с высокими 
активностями нашли применение в исследо-
ваниях, медицине и аналитике. Из метило-
бактерий были получены препараты глюкозо-
6-фосфатдегидрогеназы (250 Е/мг белка), 
НАДФ+-глутаматдегидрогеназы (180 Е/мг 
белка), НАД+-малатдегидрогеназы (300 Е/мг 
белка), НАД+-формальдегиддегидрогеназы и 
формиатдегидрогеназы (Popov, Lamzin, 1994; 
Tishkov et al., 1999).

Экстремофильные/толерантные мети-
лотрофы реализуют уникальные или общие 
для бактерий стратегии адаптации к высоким 
или низким значениям солености, рН, темпе-
ратуры и служат как источниками новых по-
лезных метаболитов, белков и процессов на 
основе метана и метанола, так и продуцента-
ми экстремозимов – ферментов, стабильных 
в широком диапазоне физико-химических 
условий. Например, термотолерантные дрож-
жи H. polymorpha и термофильные/толерант-
ные метанотрофы являются источником ряда 
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ферментов с оптимумами активности в диа-
пазоне 45-70 °С. Такие ферменты могут быть 
полезны для биотехнологии, в частности, 
для пищевой и бумажной промышленности, 
оргсинтеза и кожевенной отрасли, а также в 
биоаналитике и для биоремедиации загряз-
ненных экосистем.

Биосинтез рекомбинантных белков  
и системы  
гетерологичной экспрессии

До 1970-х гг. для экспрессии гетеро-
логичных белков использовали преимуще-
ственно системы E. coli, «пекарские» дрож-
жи Saccharomyces cerevisiae или клеточные 
линии млекопитающих. Недавнее открытие 
уникальной организации и регуляции мета-
болизма метилотрофных дрожжей P. pastoris, 
Pichia methanolica, H. polymorpha и C. boidinii 
(наличие сильных промоторов, индуцируе-
мых метанолом, и четкой компартментации 
метаболизма) привело к их активному исполь-
зованию в качестве хозяев для получения ре-
комбинантных белков и пептидов (Cregg et al., 
2000; Macauley-Patrick et al., 2005). Подобно S. 
cerevisiae, метилотрофные дрожжи сочетают 
преимущества простоты выращивания на не-
дорогой ростовой среде, хорошо известные 
методы генетических манипуляций и пози-
тивный опыт масштабного культивирования 
со способностью осуществлять посттран-
сляционные модификации белков, такие как 
типичный эукариотический процессинг и 
гликозилирование. Указанные виды дрожжей 
имеют большое значение для синтеза фарма-
цевтических белков, поскольку их продукты 
свободны от эндотоксинов, а также от онко-
генной и вирусной ДНК.

В настоящее время продукция высоко-
качественных рекомбинантных белков явля-
ется одной из основных сфер использования 
метилотрофных дрожжей в биотехнологии. 

Первый патент на технологию экспрессии 
с использованием P. pastoris был получен 
компанией Phillips Petroleum. С тех пор бла-
годаря интенсивным исследованиям экспрес-
сионные системы метилотрофных дрожжей 
были существенно оптимизированы, а спектр 
синтезируемых рекомбинантных продуктов 
расширен от «технических» ферментов и 
антикоагулянтов (гирудин и саратин) до фар-
мацевтиков (вакцина гепатита B) (Троценко, 
Торгонская, 2011).

Метилотрофные дрожжи обладают не-
сколькими важными преимуществами по 
сравнению с S. cerevisiae. Они принадлежат 
к группе Крэбтри-негативных дрожжей, у 
которых образование этанола в полностью 
аэробных условиях происходит на очень низ-
ком уровне, что позволяет культивировать их 
в биореакторе до очень высоких плотностей 
клеток и способствует высокому выходу це-
левого продукта. Метилотрофные дрожжи 
P. pastoris и H. polymopha обладают высокой 
секретирующей способностью по отношению 
к высокомолекулярным белкам, что в комби-
нации с хорошо изученными методами фер-
ментации при высокой плотности клеток при-
водит к получению гетерологичных белков 
на уровнях нескольких г/л (Hartner, Glieder, 
2006). На основе метилотрофных дрож-
жей сконструированы «гуманизированные» 
штаммы, способные гликозилировать реком-
бинантные белки по человеческому типу, что 
особенно важно для продукции биофарма-
цевтиков (Oh et al., 2008).

Широкое использование P. pastoris 
как одной из наиболее популярных плат-
форм (экспрессировано ~1000 белков) объ-
ясняется относительной простотой методов 
молекулярно-генетических манипуляций и 
условий культивирования, высокими уров-
нями экспрессии белков, способностью осу-
ществлять эукариотические модификации 
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белков, выгодным секреторным потенциалом, 
а также доступностью в форме коммерческо-
го набора (Cregg et al., 2000). Экспрессионная 
система P. pastoris коммерциализована для 
исследовательских, научных и промышлен-
ных целей компаниями Invitrogen и Petroleum 
совместно с Salk Institute Biotechnology / 
Industrial Associates Inc. (SIBIA) и использует-
ся для программ структурных исследований 
геномов (Macauley-Patrick et al., 2005; Cos et 
al., 2006). Система P. methanolica для экспрес-
сии гетерологичных белков относительно 
нова и не столь хорошо охарактеризована, как 
рассмотренная выше система P. pastoris, од-
нако тоже весьма популярна и используется 
в коммерческом наборе «Pichia methanolica 
Expression Kit».

Еще одной известной метилотроф-
ной системой для гетерологичной экспрес-
сии являются термотолерантные дрожжи 
H. polymorpha (Pichia angusta). Это один из 
наиболее часто используемых объектов со-
временной генетики, для которого получены 
представительные коллекции штаммов с оха-
рактеризованными мутациями по различным 
генам. Однако создание рекомбинантных 
штаммов H. polymorpha весьма трудоемко 
и требует специальных подходов (Gellissen et 
al., 2005). Подходящей системой для продук-
ции гетерологичных белков может служить и 
C. boidinii, но из-за отсутствия полового цик-
ла их генетический анализ ранее был невозмо-
жен. Лишь недавно разработана методология 
генетических манипуляций для этого вида 
дрожжей. От других дрожжей C. boidinii от-
личает массивная пролиферация пероксисом 
и относительная простота получения их вы-
сокоочищенной фракции при росте не только 
на метаноле, но и на олеате или D-аланине 
(Sulter et al., 1990).

При разработке гетерологичных систем 
экспрессии для P. pastoris, P. methanolica, 

H.  polymorpha и C. boidinii изначально ис-
пользовали их уникально сильные и четко 
регулируемые промоторы генов фермен-
тов метаболизма метанола: АО (PpAOX1, 
PmMOD1, HpMOX и CbAOD1), ФАДГ (PpFLD1, 
HpFLD1, CbFLD1), ФДГ (HpFMD, CbFDH1), 
S-формилглутатионгидролаз (СФГГ) 
(CbFGH1) и диоксиацетонсинтаз (ДОАС) 
(HpDAS, CbDAS) (Sakai et al., 1999; Cregg et al., 
2000; Gellissen et al., 2005).

У разных хозяев эти гены подвержены 
различным типам регуляции, среди кото-
рых, кроме индукции метанолом, существу-
ют варианты с индукцией источниками азота 
(метиламин, холин) и глюкозной репрессией/
дерепрессией (Cregg et al., 2000; Gellissen et 
al., 2005; Yurimoto et al., 2011). Например, для 
максимальной экспрессии генов с промоторов 
AOD1 и DAS C. boidinii требуется двухэтапная 
активация путем глюкозной дерепрессии и 
индукции метанолом как источником угле-
рода или метиламином как источником азота 
(Sakai et al., 1999; Yurimoto et al., 2011). Осо-
бенностью P. pastoris и P. methanolica явля-
ется наличие двух генов АО – PpAOX1/AOX2 
и PmMOD1/MOD2 (AUG1/AUG2). Промото-
ры РMOD1 и РMOD2 P. methanolica различаются 
чувствительностью к метанолу и реакцией 
на уровни глицерина и кислорода, поэтому 
могут оказаться полезными для дифферен-
цированного контроля фаз продукции двух 
гетерологичных белков в одной культуре 
(Nakagawa et al., 2006).

Основным недостатком экспрессион-
ных платформ, основанных на метанол-
индуцируемых промоторах, признана стро-
гая зависимость уровня индукции от этого 
токсичного и потенциально огнеопасного 
источника углерода, несовместимого с про-
изводством пищевых продуктов и добавок 
(Macauley-Patrick et al., 2005). Повышенная 
потребность в кислороде и охлаждении фер-
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ментационных установок при росте культуры 
на метаноле увеличивает производственные 
затраты, а некоторые продукты метаболиз-
ма (формальдегид (ФА) и H2O2) ускоряют не-
желательную деградацию рекомбинантных 
белков (Gellissen et al., 2005; Cos et al., 2006). 
Поэтому для обхода использования метанола 
активно разрабатывают системы экспрессии 
под контролем альтернативных регулируе-
мых и конститутивных промоторов.

Примерами таких промоторов у P. pastoris 
и H. polymopha являются промоторы генов 
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы 
(PpGAP, HpGAP), изоцитратлиазы (PpICL1), 
пероксисомного матриксного белка, суще-
ственного для биогенеза пероксисом (PpPEX8), 
генов актина (HpАСТ), Н+-АТФазы плазма-
тической мембраны (HpPMA1), трегалозо-
6-фосфатсинтазы (HpTPS1), 3-фосфоглице-
раткиназы (PpPGK1), ГТФазы, участвующей 
в секреции (PpYPT1), и фактора элонгации 
трансляции (PpTEF либо AaTEF1 из Arxula 
adeninivorans в H. polymopha) (Gellissen et 
al., 2005; Cos et al., 2006). Так, терморегули-
руемый промотор PTPS1 перспективен для про-
дукции целевого белка при повышенных тем-
пературах у термотолеранта H. polymorpha 
(Gellissen et al., 2005). Реже используются 
индуцируемые нитратом и репрессируемые 
аммонием промоторы генов транспортера ни-
тритов (HpYNT1), нитритредуктазы (HpYNI1) 
и нитратредуктазы (HpYNR1), репрессируе-
мый фосфатом промотор гена кислой фосфа-
тазы (HpPHO1), а также индуцируемый маль-
тозой и репрессируемый глюкозой промотор 
гена α-глюкозидазы (HpMAL1) (Gellissen et 
al., 2005). Указанные промоторы оказались 
привлекательной альтернативой для контро-
ля гетерологичной экспрессии, поскольку 
демонстрировали при «неметанольной» фер-
ментации близкие уровни экспрессии с про-
моторами АО (Gellissen et al., 2005; Cos et al., 

2006). Однако выбор оптимальных стратегий 
ферментации для продукции гетерологичных 
белков под этими промоторами находится в 
начальной стадии. Исследования молекуляр-
ных основ метилотрофии дрожжей, сфоку-
сированные на транскрипционном аппарате 
и путях передачи сигналов, участвующих в 
метанол-индуцируемой экспрессии генов, а 
также механизмах регуляции гомеостаза и 
редокс-состояния пероксисом, будут способ-
ствовать дальнейшей оптимизации систем ге-
терологичной экспрессии генов на их основе 
(Yurimoto et al., 2011).

Недавно появились первые удачные при-
меры рекомбинантной экспрессии белков у 
метилобактерий M. extorquens (Троценко и 
др., 2010). На их основе были получены та-
кие продукты, как транс-зеатин, энтероцин 
П, ациламидгидролаза, галоалкандегало-
геназа и эстераза. Успешной ферментацией 
M. extorquens ATCC 55366 при высокой плот-
ности клеток доказана эффективность этой 
системы экспрессии для получения модель-
ного рекомбинантного зеленого флуоресци-
рующего белка (GFP) (Bélanger et al., 2004).

Биосинтез антибиотиков

Использование метилотрофных дрож-
жей в качестве платформ экспрессии реком-
бинантных белков стимулировало исследо-
вания возможности реконструкции путей 
синтеза полезных соединений у этих эукари-
от. Недавно появилось первое сообщение о 
применении для синтеза пенициллина реком-
бинантов H. polymorpha, экспрессирующих 
гены ферментов биосинтеза этого антибиоти-
ка из известного суперпродуцента Penicillium 
chrysogenum и Bacillus subtilis. Полученные 
метилотрофные продуценты оказались пер-
спективными для промышленного получения 
антибиотика, поскольку секретировали био-
активный пенициллин на уровне (~1 мг/л), 
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аналогичном P. chrysogenum, сложному 
для крупномасштабного культивирования 
(Gidijala et al., 2009).

Синтез биопротекторов

Экстремофильные/толерантные аэроб-
ные метилотрофы, способные благодаря 
уникальным экофизиологическим и цитобио-
химическим особенностям населять гиперсо-
леные и щелочные водоемы, горячие источ-
ники, водоносные слои глубинных залежей 
гранитов и многолетнемерзлые грунты, могут 
служить источниками получения не только 
экстремозимов, но и биопротекторов, стаби-
лизирующих биомолекулы и целые клетки в 
неблагоприятных условиях (Безбородов и др., 
2008; Троценко, Хмеленина, 2008).

Адаптируясь к высокой солености, га-
лофильные и галотолерантные метилотрофы 
накапливают осмопротекторы, среди которых 
наиболее интересны для практического исполь-
зования эктоины. Эктоин (1,4,5,6-тетрагидро-
2-метил-4-пиримидин карбоксиловая кислота) 
и гидроксиэктоин являются распространенны-
ми биопротекторами микробного мира. Свя-
зывая воду, эти небольшие биосовместимые 
цвиттерионные амфотерные иминокислоты 
служат для выравнивания осмотического дав-
ления цитоплазмы/внешней среды и защиты 
компонентов клеток от дегидратации, вызы-
ваемой высокими температурами, солями и 
другими условиями, приводящими к низкой 
активности воды. Они также препятствуют по-
тере воды, вызываемой сурфактантами (Graf et 
al., 2008). Предполагается, что эктоины непо-
средственно не взаимодействуют с белками и 
не влияют на активность ферментов, но при 
дегидратации минимизируют их денатурацию 
путем удержания поверхностной воды и сни-
жения термодинамической выгодности раз-
ворачивания трехмерных структур (Goeller, 
Galinski, 1999). 

Универсальные защитные свойства эк-
тоинов обусловливают их использование в 
медицине (потенциальные лекарства в тера-
пии диабета и болезни Альцгеймера), косме-
тологии (увлажнители, УФ-фильтры в соста-
ве косметических средств), научной практике 
и других смежных областях (биопротекторы 
при криоконсервации генетического мате-
риала, лиофилизации клеток, биохимических 
исследованиях). Однако широкое применение 
эктоинов сдерживается сложностью их хими-
ческого синтеза, требующего дорогостоящих 
предшественников (L-аминокислот) и много-
стадийных методов очистки. Биотехнологи-
ческий способ получения этих биопротек-
торов впервые реализован фирмами Biomol 
и Merck (Германия) с использованием гете-
ротрофной бактерии Halomonas elongata на 
среде с глюкозой, L-аминокислотами и 12 % 
NaCl с выходом 2,1 г/л эктоина в сутки (Oren, 
2002). Существенно удешевить производство 
эктоинов может использование непищевых 
субстратов (метан, метанол) и продуцентов, 
не требующих специальных ростовых факто-
ров. Для этого перспективно использование 
солезависимых метилотрофов, накапливаю-
щих до 20 % эктоина при росте на минераль-
ной среде с 6 % NaCl и, таким образом, более 
продуктивных, чем гетеротрофы, растущие 
при 12 % NaCl (Khmelenina et al., 1999; Тро-
ценко, Хмеленина, 2008).

Продуцентами эктоина могут слу-
жить метилотрофные бактерии родов 
Methylomicrobium (Mm. alcaliphilum, Mm. 
buryatense, Mm. kenyense), Methylobacter (Mb. 
marinus) и Methylophaga (Mpg. thalassica, Mpg. 
marina, Mpg. alcalica) (Khmelenina et al., 1999; 
Троценко, Хмеленина, 2008; Доронина и др., 
2010). Наибольшие выходы биопротектора 
получены у штаммов Mm. alcaliphilum (рис. 3) 
и Methylophaga, что объясняется наличием в 
кластерах генов биосинтеза эктоина допол-
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нительного гена аспартаткиназы (ectABCask). 
Кодируемый ask изофермент, по-видимому, 
обеспечивает относительно независимый от 
основного конструктивного метаболизма син-
тез предшественников эктоина  – аспартил-
фосфата и аспартилполуальдегида (Троценко, 
Хмеленина, 2008). Более высокий внутрикле-
точный уровень эктоина у метилобактерий 
по сравнению с метанотрофами может быть 
следствием необходимости у последних до-
полнительных затрат углерода и энергии на 
образование поверхностных защитных гли-
копротеиновых структур (S-слоев) и внутри-
цитоплазматческих мембран (Доронина и др., 
2010).

Оптимизация условий синтеза эктоина из 
метанола Mm. alcaliphilum 20Z была проведе-
на в 10-литровом ферментере АНКУМ. В ре-
жиме хемостата (d = 0,02 ч-1) при pO2 25-35 %, 
солености 9 % NaCl (в/об) и 0,02-0,05 % (об/
об) метанола плотность культуры составила 
3,5 г/л сухой биомассы, содержание эктоина 
в биомассе – 9,4 %, выход эктоина – 0,33 г/л. 

Более высокую производительность уда-
лось получить при двухстадийном процессе, 
включающем этап наработки биомассы куль-
туры в среде с 6 % NaCl и стадию накопления 
продукта в присутствии 9  % NaCl. Специ-
альная предобработка клеток позволила вы-
делять и очищать эктоин без использования 
колоночной хроматографии. Многостадийная 
очистка эктоина методом химической экс-
тракции и рекристаллизации приводила к 
50 %-ному выходу эктоина (по отношению к 
теоретическому) с чистотой продукта 90  % 
или ~70 %-ному выходу при чистоте препара-
та 60 % (рис. 4).

Для разработки более эффективных 
способов продукции эктоинов метилотро-
фами важна расшифровка механизмов регу-
ляции их синтеза и деградации. Обнаруже-
ние у Mm. alcaliphilum транскрипционного 
репрессора EctR указывает на возможность 
интенсифицировать синтез эктоина у этого 
метанотрофа путем получения ectR- мутанта 
с дерепрессией генов ect-оперона (Троценко, 

Рис. 3. Cтруктуры кластеров генов биосинтеза эктоина (А) и внутриклеточные уровни эктоина у аэробных 
метанотрофов в зависимости от концентрации NaCl в среде культивирования (Б). АСБ – абсолютно сухая 
биомасса, ectA  – ген диаминобутиратацетилтрансферазы, ectB  – ген диаминобутираттрансаминазы, 
ectC – ген эктоинсинтазы, ask – ген аспартаткиназы, ectR – ген транскрипционного репрессора EctR
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Хмеленина, 2008). Несмотря на то что у Mm. 
alcaliphilum 20Z за геном аспартаткиназы 
присутствует открытая рамка считывания 
phy, кодирующая белок, сходный с эктоин-
гидроксилазами некоторых бактерий (48  % 
идентичности), условия экспрессии phy и 
синтеза гидроксиэктоина не были выявле-
ны (Reshetnikov et al., 2006). Находясь на 
расстоянии 359 п.н. от гена ask, ген гидрок-
силазы phy не транскрибируется в составе 
ect-оперона Mm. alcaliphilum 20Z, что может 
быть следствием отделения его инсерци-
онной мутацией или наличия других меха-
низмов контроля экспрессии. Исследование 
функциональности и принципов регуляции 
экспрессии гена phy может расширить био-
технологический потенциал Mm. alcaliphilum 
20Z за счет продукции гидроксиэктоина, 
обладающего значительно более высокими 
протекторными свойствами, нежели эктоин. 

Наряду с эктоином клетки метилотрофов 
накапливают сахарозу и глутамат, также 
выполняющие осмопротекторные функции. 
Возможно, рН среды и соотношение C/N вли-

яют на распределение потока углерода на син-
тез этих осмолитов. Следовательно, изучение 
влияния температуры, рО2, рН, источников 
азота, фосфора и микроэлементов на клетки 
метилотрофов создает дополнительные воз-
можности повышения производительности 
процессов биосинтеза осмопротекторов и вы-
хода целевого продукта.

Аэробные метилотрофы также могут 
служить перспективными продуцентами ан-
тиоксидантных пигментов. Термофильные 
метанотрофы рода Methylocaldum способны 
при повышенной температуре синтезировать 
меланины, розовоокрашенные метилобакте-
рии рода Methylobacterium активно образуют 
каротиноиды, а факультативный метилотроф 
Pseudomonas putida M продуцирует флуорес-
цирующий пигмент пиовердин (Троценко, 
Хмеленина, 2008; Троценко и др., 2010). Эти 
соединения стабилизируют мембраны и бел-
ки, защищают клетки от УФ-излучения, сор-
бируют тяжелые металлы, а для человека и 
животных являются провитаминами, имму-
ностимуляторами и адаптогенами. Пигменты 

Рис. 4. Схема получения эктоина из метанола с использованием метанотрофов и метилобактерий
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все более активно применяются в медицине, 
косметологии и сельском хозяйстве.

Синтез каротиноидов у метилобактерий 
происходит из глицеральдегид-3-фосфата 
по общему для большинства бактерий пути 
синтеза изопреноидов через мевалонат-
независимую продукцию изопентенил- и 
диметилаллилпирофосфата, затем конден-
сирующихся с образованием изопреноидных 
предшественников β-каротина, зеаксантина и 
астаксантана. Для синтеза розового пигмента 
M. extorquens AM1 необходима фитоендеса-
тураза CrtI (Van Dien et al., 2003). Для интен-
сификации биотехнологической продукции 
каротиноидов можно варьировать физико-
химические условия (рН, температура, рО2).

Флуоресцирующий пигмент Ps. putida M 
пиовердин (Pm), помимо диоксихинолиново-
го ядра, включает пептид, состоящий из трео-
нина, серина, лизина, аспарагиновой кислоты 
и Nα-оксиорнитина с молярным соотношени-
ем 3 : 2 : 1 : 1 : 1. Хелатирующая активность 
пиовердина Pm, обусловленная его высоким 
сродством к Fe3+, Zn2+, Ni2+, Co2+, Sn2+, Cu2+, 
Cd2+, Wo6+ и Mo6+, обеспечивает Ps. putida M 
антимикробную активность в отношении 
широкого спектра про- и эукариот. Антими-
кробная и антиоксидантная активность пио-
вердина Pm и способность Ps. putida M сти-
мулировать рост ряда сельскохозяйственных 
культур послужили основой для создания 
полифункционального биопрепарата «Бакто-
фил» для защиты овощных культур от гриб-
ных и бактериальных заболеваний, а также от 
нематод (Максимова, 2005).

Биосинтез алифатических  
и ароматических аминокислот

Особенности С1-метаболизма аэробных 
метилотрофов делают их перспективными 
продуцентами серина, метионина («серино-
вые» метилобактерии), фенилаланина, трип-

тофана, тирозина и лизина (бактерии с РМФ-
циклом).

Важным преимуществом метилотроф-
ных продуцентов L-серина является индукция 
метанолом серинтрансоксиметилазы (СТОМ), 
катализирующей конденсацию С1-единицы и 
глицина, хотя у метилобактерий с сериновым 
путем (M. extorquens AM1, Methylobacterium 
organophilum) обнаружен и конститутивный 
изофермент СТОМ. Поскольку L-серин не 
синтезируется из сукцината или пирувата, 
синтез этой аминокислоты у метилотрофов 
непосредственно связан с ассимиляцией угле-
рода метанола (Троценко и др., 2010).

Природные микроорганизмы вследствие 
функционирования регуляторных механиз-
мов, как правило, не способны к сверхсинте-
зу клеточных метаболитов, поэтому эффек-
тивная продукция аминокислот возможна 
только при снижении активности систем их 
разложения в клетках. Так, отмеченный для 
Pseudomonas sp. 3ab максимальный выход 
L-серина (4,7 г/л) из 20 г/л глицина и 8 г/л ме-
танола при повышении рН культуральной сре-
ды до 8,5 объясняли снижением деградации 
L-серина и глицина в щелочных условиях. 
Повышенной продуктивности Pseudomonas 
sp. MS31, синтезировавшего 2,5 г/л L-серина 
при добавлении глицина и метанола к культу-
ре, выращенной на метаноле, удалось добить-
ся ингибированием деградации аминокисло-
ты путем добавления в культуральную среду 
хелатных агентов, Co2+ и Ni2+. Термочувстви-
тельный мутант ts162, не способный расти 
на метаноле при температуре выше 37  °С и 
дефектный по деградации L-серина, синте-
зировал 6,8 г/л L-серина из глицина (12 г/л) и 
метанола.

Поскольку активность СТОМ регулиру-
ется ретроингибированием и репрессией (на-
пример, глицином у M. organophilum), полу-
чение на основе штамма ts162 мутанта S395, 
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резистентного к о-метил-DL-серину, позво-
лило достичь продукции 12 г/л L-серина из 15 
г/л глицина и метанола. Молярный уровень 
конверсии добавленного глицина в серин 
достигал 57  % и значительно превышал по-
казатели для гетеротрофных продуцентов. 
Возможность полного превращения у мети-
лобактерий глицина в серин (необходимая 
для синтеза С1-единица образуется из мета-
нола), отличающая их от гетеротрофов, у ко-
торых такая конверсия достигает лишь 50 % 
(С1-единица образуется путем расщепления 
глицина), делает перспективной дальнейшую 
работу по получению метилотрофных про-
дуцентов L-серина. Так, скрининг мутантов 
с высокой активностью метанолдегидрогена-
зы (МДГ) и СТОМ позволил отобрать штамм 
Hyphomicrobium methylovorum, иммобилизо-
ванные клетки которого синтезировали до 55 
г/л L-серина (Izumi et al., 1993).

Показано, что «сериновые» метило-
бактерии перспективны для получения 
L-метионина, рацемат которого промыш-
ленно производят из акролеина и метилмер-
каптана (Троценко и др., 2010). Этот важный 
источник серы и метильных групп для мета-
болических процессов микроорганизмы син-
тезируют в сложных и разветвленных мета-
болических путях, интермедиатами которых 
являются L-гомосерин, сульфид, S-метил-
ТГФ и, возможно, серин, а конечным эта-
пом  – трансметилирование L-гомоцистеина. 
Этионин-резистентный метилотрофный му-
тант FM518, реализующий изоцитратлиазо-
негативный сериновый путь, накапливал в 
среде с метанолом 0,8 г/л L-метионина. 

Активные продуценты аромати-
ческих аминокислот (L-фенилаланина, 
L-тирозина и L-триптофана)  – метилобак-
терии с РМФ-путем, образующие из мета-
нола сахарофосфаты, являющиеся интер-
медиатами их биосинтеза. Метилобактерии 

синтезируют ароматические аминокислоты 
по разветвленному пути, инициируемому 
конденсацией фосфоенолпирувата (ФЕП) 
с эритрозо-4-фосфатом, катализируемой 
3-дезокси-D-арабиногептулозонат-7-фосфат 
(ДАГФ) синтазой. Первые семь этапов завер-
шаются синтезом хоризмата  – общего пред-
шественника триптофана, фенилаланина и 
тирозина.

ДАГФ-синтаза у ряда метилобакте-
рий представлена тремя (Methylobacillus 
mucogenes M75, Methylobacillus flagellatus 
KT и Methylopila capsulata ИМ1) или дву-
мя изоформами (Methylobacterium methylica 
2 или Pseudomonas putida M) и регулиру-
ется на транскрипционном уровне: у Mb. 
flagellatus KT  – триптофаном и тирозином, 
у Mp. capsulata ИМ1 – триптофаном, а у Ps. 
putida M – фенилаланином и тирозином. При 
этом число аro-генов не соответствует ко-
личеству обнаруженных апорепрессоров: у 
Mb. flagellatus KT из трех aro-генов репрес-
сии подвержены aroH и aroF, у Mp. capsulata 
ИМ1 – только aroH, а у Ps. putida M – репрес-
сируется aroF. У некоторых метилобактерий 
с РМФ-путем активность ДАГФ-синтаз так-
же может зависеть от концентрации мета-
нола в среде культивирования (Максимова, 
2005).

Пути биосинтеза ароматических кислот 
детально исследованы у метилотрофного 
актиномицета Amycolatopsis methanolica, на 
основе которого сконструированы мутанты 
со сверхпродукцией L-фенилаланина (De 
Boer et al., 1990). Для биотехнологического 
синтеза L-триптофана из метанола пригоден 
Ps. putida M35 (630 мг/л), а для получения 
этой аминокислоты из индола и серина – про-
дуцент триптофансинтазы (200 нмоль/ мин × 
мг белка) Ps. putida M15. Mb. flagellatus KT, у 
которого в условиях дерепрессии активность 
ДАГФ-синтазы двадцатикратно превышала 
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таковую других бактерий дикого типа, он 
также перспективен для создания продуцен-
тов ароматических аминокислот (Максимова, 
2005). 

Метилотрофные продуценты аминокис-
лот можно получать и путем гетерологичной 
экспрессии генов соответствующих путей 
биосинтеза. Мы уже упоминали о гетероло-
гичной экспрессии гена бычьей лактатдеги-
дрогеназы, позволившей получить на основе 
C. boidinii наиболее эффективный дрожжевой 
продуцент L-лактата (до 1,79 г/л ч-1) (Osawa et 
al., 2009). Для повышенного выхода L-лизина 
получены также рекомбинанты Methylophilus 
methylotrophus, экспрессирующие резистент-
ные к ретроингибированию ферменты из 
E. coli и/или аминокислотный экспортер из 
Corynebacterium glutamicum (Tsujimoto et al., 
2006). Поддержание низкой ионной силы сре-
ды при периодическом культивировании Mph. 
methylotrophus увеличивало выход L-лизина 
(Ishikawa et al., 2008).

Продукция витаминов  
и коферментов

Аэробные метилотрофы активно ис-
пользуются для получения флавиновых, хи-
ноновых и тиоловых кофакторов, витаминов, 
компонентов электронтранспортных цепей 
(убихиноны, цитохром с) и макроэргических 
соединений (АТФ, АМФ).

Процесс производства флавинаденинди-
нуклеотида (ФАД) метилотрофными дрож-
жами основан на высоком внутриклеточном 
содержании флавинов, обусловленном уни-
кальными свойствами АО, которая требует 
присутствия 8 молекул ФАД на каждую моле-
кулу октамера. При росте C. boidinii на мета-
ноле активность ФМН-аденилилтрансферазы 
и продукция ФАД были выше, чем на глюко-
зе, этаноле или глицерине, поэтому процесс 
можно стимулировать метанолом. Конверсия 

рибофлавина (В2) или флавинаденинмоно-
нуклеотида (ФМН) в ФАД культурой дрож-
жей на среде с метанолом достигала 45,4 мг/л 
(Trotsenko, Bystrykh, 1990).

Метилотрофные дрожжи служат отлич-
ными продуцентами глутатиона (γ-глутамил-
L-цистеинил-глицина)  – тиолового кофакто-
ра, играющего важную роль в детоксикации 
ключевых интермедиатов метаболизма мета-
нола (ФА и Н2О2) и накапливающегося при ро-
сте на этом соединении (Ubiyvovk et al., 2011). 
Окисленная и восстановленная формы глута-
тиона (GSH/GSSG) обладают антиоксидант-
ной, детоксицирующей и криопротекторной 
активностью, являются иммуномодулятора-
ми и стимуляторами регенерации клеток, ши-
роко используются в медицине, косметологии 
и пищевой промышленности. Однако приме-
нение глутатиона ограничивается дороговиз-
ной и неэффективностью его химического 
производства.

У H. polymorpha идентифицированы 
гены/ферменты гомеостаза этого кофакто-
ра  – γ-глутамилцистеинсинтетаза HpGSH2, 
γ-глутамилтранспептидаза HpGGT1 и гло-
бальный регулятор метаболизма серы 
HpMET4 (Ubiyvovk et al., 2011). Рекомбинанты 
H. polymorpha DL-1 со сверхэкспрессией генов 
GSH2 и MET4 накапливали внутриклеточный 
глутатион в количествах 1300-2260 мг/л при 
росте на глюкозе и 1050 мг/л  – на метаноле 
(Bachhawat et al., 2009). При этом культивиро-
вание на метаноле штамма со сверхэкпресси-
ей HpGSH2 под промотором PMOX приводило к 
накоплению до 2300 мг/л внутриклеточного и 
250 мг/л внеклеточного глутатиона. Таким об-
разом, H. polymorpha оказался более эффек-
тивным продуцентом глутатиона, нежели S. 
cerevisiae, не дававший таких выходов кофак-
тора даже при добавлении в среду культиви-
рования экзогенных аминокислот (Ubiyvovk 
et al., 2011).
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Для получения пирролохинолинхинона, 
обладающего антиоксидантными свойствами 
и положительно влияющего на рост и иммун-
ную систему человека, логично использовать 
биомассу метанотрофов и метилобактерий, у 
которых это соединение является кофактором 
важнейшего для роста на метаноле фермен-
та – МДГ.

Метилотрофы могут служить продуцен-
тами витамина В12 (кобаламина), участвующе-
го в этил- и метилмалонил-КоА-изомеразной и 
мутазной реакциях ицл- варианта серинового 
пути, а также в первичном катаболизме хлор-
метана у Methylobacterium chloromethanicum 
корриноид-содержащими метилтрансфераза-
ми. Показано, что, за исключением умеренно 
галофильных видов рода Methylophaga, прак-
тически все метилобактерии образуют вита-
мин В12 (30-150 мкг/г сухой биомассы), причем 
наиболее высокое его содержание отмечалось 
у розовоокрашенных представителей рода 
Methylobacterium (до 850 мкг/г сухой биомас-
сы). Наибольший выход кобаламина отме-
чался при метилотрофном росте. Например, 
Methylobacterium dichloromethanicum DM4 об-
разует В12 10 мкг/г сухой биомассы при росте 
на метаноле или дихлорметане, а на средах 
с этанолом и сукцинатом  – на 30  % меньше 
(Иванова и др., 2006; Троценко и др., 2010).

В число продуктов, производимых мети-
лотрофами, входят убихиноны (коэнзимы Q) – 
жирорастворимые компоненты дыхательной 
цепи, участвующие в переносе водорода и 
электронов на цитохромы и применяемые в 
медицине и косметологии благодаря анти-
оксидантным свойствам (коэнзим Q10). Фир-
мой Mitsubishi (Япония) достигнуты высокие 
выходы коэнзима Q10 при культивировании 
факультативных метилобактерий на средах 
с метанолом или глюкозой (10-15 мг/г сухих 
клеток и 280 мг/л). Получены мутанты, спо-
собные продуцировать значительное количе-

ство гомологов убихинона, Q11, Q12 и Q13 (Tani, 
1991). На основе производственных штаммов 
Mc. capsulatus Bath и Methylomonas sp. 16A 
предложен способ синтеза наиболее эффек-
тивной восстановленной формы метанотроф-
ных убихинонов (Q8) для улучшения качества 
и сохранности кормов путем стабилизации 
их компонентов (липиды, жиры, масла и пиг-
менты). При этом окисленные убихиноны 
(2500 г/кг) в биомассе восстанавливали обра-
боткой в атмосфере азота или СО2 и выделяли 
в бескислородных условиях (Odom, 2006).

Метилобактерии рассматриваются также 
как потенциальные продуценты цитохрома 
с – компонента цепи переноса электронов, не-
посредственно сопряженного с ферментами 
С1-окисления и применяемого в медицине для 
лечения болезней, вызванных кислородной 
недостаточностью. Внутриклеточный уро-
вень этого цитохрома у метилобактерий до-
статочно высок (до 100 мг/л), он локализован 
в периплазме, либо слабо прикреплен к пери-
плазматической мембране (Tani, 1991).

На основе метилотрофных дрожжей C. 
boidinii путем гетерологичной экспрессии 
аденозинкиназы из S. cerevisiae под промото-
ром АО получен суперпродуцент аденозин-
монофосфата (АМФ) с тридцатикратно уве-
личенным выходом (Sakai et al., 1999).

Для синтеза аденозинтрифосфата (АТФ) 
из АМФ и восстановленных С1-соединений 
используют содержащие интактные мито-
хондрии и цитоплазматические белки прото-
пласты метилотрофных дрожжей C. boidinii, 
полученные путем обработки клеток зимо-
лиазой. При этом синтез АТФ на смеси, со-
держащей АМФ, метанол или формиат, НАД+ 
и неорганический фосфор, происходит в ре-
зультате последовательных реакций фосфо-
рилирования АМФ до аденозиндифосфата 
(АДФ) аденилаткиназой, окисления мета-
нола/формиата для восстановления НАД+ и 
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окислительного фосфорилирования АДФ до 
АТФ в дыхательной цепи. АТФ для адени-
латкиназной реакции сначала поставляется 
из эндогенного пула протопласта, а в даль-
нейшем – из вновь образованного пула АТФ. 
При использовании метанола и формиата в 
качестве субстратов в оптимальных условиях 
получали 13 г/л и 4 г/л АТФ, соответственно. 
Дополнительная обработка клеток сорбитом 
позволяла повысить выход АТФ до 30 г/л, 
способствуя сохранению активности фермен-
тов при увеличении концентрации метанола 
до 3М или длительности инкубации до 36 ч. 
Использование при получении АТФ более 
дешевых субстратов (аденозина или аденина) 
значительно повышали соотношение практи-
ческой и теоретической эффективности про-
цесса по выходу АТФ (100 г/л) и конверсии 
аденозина (77 %) (Tani, 1991). Гетерологичной 
экспрессией в C. boidinii аденилаткиназы из 
S. cerevisiae под контролем промотора PAOD1 

удалось в 10  000 раз увеличить активность 
этого фермента и достичь в 23 раза больших 
уровней продукции АТФ по сравнению с ди-
ким штаммом. В ферменации с контролем рН 
и подпиткой аденозином за 45 ч получали до 
117 г/л АТФ при 78 %-ной конверсии (Sakai et 
al., 1999).

Продукция полупроницаемых  
мембран для нанотехнологии  
и биомедицины

Интересным и биотехнологически пер-
спективным свойством экстремофильных 
метанотрофов является образование на по-
верхности клеток защитных гликопротеи-
новых структур (S-слоев), расположенных 
в р2, р6 или р4 симметрии. Для S-слоев ха-
рактерны регулярность размеров, морфоло-
гии пор, определенное положение и ориен-
тация функциональных связей на белковой 
решетке, что делает весьма перспективным 

применение этих структур в качестве иммо-
билизационных матриксов для биоактивных 
макромолекул (ферментов, антител) в техно-
логиях биосенсоров, иммунодиагностике и 
разработке вакцин. Кроме того, S-слои мож-
но использовать в хроматографических си-
стемах как афинные носители. Способность 
белковых компонентов S-слоев к самосборке 
и их сшивка на мембранах in vitro позволяет 
получать полупроницаемые мембраны, раз-
меры пор которых соответствуют таковым 
продуктов самосборки. Наличие у предста-
вителей Methylomicrobium, Methylococcus и 
Methylocaldum S-слоев, а также способность 
расти с высокой скоростью на метане или ме-
таноле в широком диапазоне рН и солености 
дают основание считать их потенциальны-
ми продуцентами этих ценных биоструктур 
(Троценко, Хмеленина, 2008).

Аэробные метилотрофы  
как биокаталитические агенты

Как известно, метанмонооксигеназы ме-
танотрофов обладают широкой субстратной 
специфичностью и способны моногидрокси-
лировать различные соединения. Наиболее 
ценной реакцией биотрансформации, катали-
зируемой ММО, является образование из со-
ответствующих алкенов эпоксисоединений, 
представляющих большой коммерческий 
интерес вследствие способности к полиме-
ризации, образованию моно- и сополимеров 
новых классов пластмасс. Существующие 
химические процессы получения эпоксидов 
многостадийны, энергозатратны и сопряже-
ны с образованием побочных продуктов, что 
делает их менее выгодными, нежели получе-
ние с помощью растущих клеток метанотро-
фов, выделяющих эпоксиды в среду культи-
вирования.

Однако очевидной проблемой при кон-
версии пропилена в эпоксипропан клетками 
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Mc. capsulatus Bath стало ингибирование про-
дуктом активности ММО. Этот эффект мож-
но преодолеть, используя дополнительный 
ферментер для периодической регенерации 
инактивированных клеток ростовым субстра-
том, но для уравнивания скоростей синтеза и 
реактивации объем ферментера-реактиватора 
должен быть в 20 раз больше, нежели объем 
биореактора, и цена получаемого эпокси-
пропана (30000 т/год) становится слишком 
высокой. Экономически выгодным этот про-
цесс может стать при увеличении стоимости 
продукта, например, при образовании одного 
энантиомера эпоксипропана вместо рацемата, 
что может использоваться в фармацевтике 
(Dalton, 1985).

Другим типом коммерчески привлека-
тельных реакций, катализируемых ММО, 
является синтез первичных и вторичных 
спиртов при окислении соответствующих 
углеводородов (Dalton, 1985; Безбородов и др., 
2008).

Получение 13C-сахарофосфатов для 
экспериментов с применением ядерного маг-
нитного резонанса (ЯМР) путем химическо-
го синтеза также менее предпочтительно по 
сравнению с использованием биокатализато-
ров вследствие оптической специфичности 
реакций, низкого выхода меченых сахаров 
и сложных процессов разделения. Перспек-
тивными биокатализаторами для синтеза 
13С-меченых сахарофосфатов, последова-
тельно трансформируемых в различные ке-
тозы и альдозы с помощью химических и 
биохимических модификаций, признаны 
ферменты РМФ-пути метилотрофов – гексу-
лозофосфатсинтаза (ГФС) и фосфогексулои-
зомераза (ФГИ). С использованием фермент-
ной системы, содержавшей ГФС и ФГИ из 
Methylobacillus aminofaciens 77a и фосфорибо-
изомеразу шпината, из D-рибозо-5-фосфата 
и (1-13C)-формальдегида в качестве доно-

ра 13C специфически синтезировали (1-13C) 
D-фруктозо-6-фосфат с конверсией >90  % 
ФА. (1-13C)-D-глюкозо-6-фосфат также про-
дуцировался ферментной системой, включав-
шей ГФС и ФГИ (Yanase et al., 1993).

Метилотрофные дрожжи тоже использу-
ют в качестве каталитических агентов, напри-
мер, для получения пирувата при окислении 
L-лактата пермеабилизованными клетками 
рекомбинантов H. polymorpha и P. pastoris, 
экспрессирующих эндогенную каталазу и гли-
колатоксидазу (КФ 1.1.3.15) из шпината. При 
этом пируват экстрагируют из реакционной 
смеси с высоким выходом и чистотой путем 
отделения катализатора и последующей лио-
филизации продукта (Eisenberg et al., 1997).

Благодаря метилотрофам, такой важный 
источник сырья в химической промышлен-
ности, как формальдегид, тоже оказалось вы-
годнее синтезировать микробиологической 
конверсией из метанола, нежели химиче-
ским путем. При использовании в реакторах 
для ферментативного окисления метанола 
до ФА иммобилизованных АО или клеток 
H. polymorpha скорость конверсии составля-
ла 70 и 60 % при концентрациях метанола 50 и 
100 мМ, соответственно. Мутант Candida sp. 
с повышенной активностью АО продуциро-
вал до 0,8 М ФА (Trotsenko, Bystrykh, 1990). 

АО метилотрофных дрожжей окисляют 
и другие спирты в соответствующие альдеги-
ды, например, этанол и аллиловый спирт – до 
ацетальдегида и акролеина, соответственно. 
Не содержащий опасных примесей биотехно-
логический ацетальдегид годен для пищевой 
промышленности, однако технология его по-
лучения с помощью метилотрофных дрожжей 
оказалась экономически неэффективной из-за 
ингибирования их роста этанолом. Напротив, 
в отличие от химического способа получения 
акролеина с энергоемкими стадиями очистки 
целевого продукта от значительных коли-
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честв ацетальдегида и ацетона, выход акро-
леина при окислении аллилового спирта АО 
составлял 98 % (Sakai et al., 1999).

С помощью метилотрофов можно 
также получать некоторые органические 
кислоты, кетоны и спирты. Конверсия 
метанола иммобилизованными клетками ме-
тилотрофных дрожжей или их АО, каталазой 
и ФА-дисмутазой (катализирует дисмутацию 
альдегидов в соответствующие кислоты и 
спирты) является потенциально значимым 
способом получения формиата (Троценко, 
Торгонская, 2011). Продуцентами лимонной 
кислоты могут служить резистентные к фто-
рацетату мутанты C. boidinii, образующие 
при росте на метаноле в присутствии ука-
занного ингибитора до 5 г/л цитрата после 4 
суток ферментации. Биотехнологически пер-
спективен способ продукции этанола в высо-
котемпературной алкогольной ферментации 
ксилозы клетками H. polymorpha (Ryabova et 
al., 2003). Для продукции диоксиацетона и 
глицерина из метанола с 20  %-ным выходом 
использовали клетки мутантов метилотроф-
ных дрожжей, лишенных активности диок-
сиацетонкиназы (Kato et al., 1986). Другим 
способом получения глицерина был синтез 
глицерин-негативными мутантами, экспрес-
сирующими диоксиацетонредуктазу (Tani, 
1991).

У метилотрофных дрожжей P. pastoris, 
образующих перекись водорода в реакции 
окисления метанола АО, химическое ингиби-
рование активности каталазы позволило до-
биться продукции Н2О2 на уровне 0,22 г/г су-
хой биомассы ч-1 (Zhang, Wang, 1994). Другим 
способом генерации Н2О2, реализованным 
фирмой Henckel (Германия) в стиральных по-
рошках и в микрохирургии для локальной 
дезинфекции ран, является использование 
очищенных препаратов АО метилотрофных 
дрожжей.

Аэробные метилотрофные бактерии  
как фитосимбионты

Как известно, растения  – глобальный 
источник атмосферного метанола (100 млн 
т/год С, 40-46  % общего летучего С атмос-
феры), выделяемого при деметилировании 
пектина и деградации лигнина в клеточных 
стенках, а также широкого спектра других 
С1-соединений, в том числе, вероятно, метана 
(Hanson, Roje, 2001; Keppler et al., 2006). Это 
создает предпосылки для постоянной коло-
низации их ризосферы, филлосферы и семян 
метилотрофами, использующими синтези-
руемые С1-соединения как источники углеро-
да и энергии для роста. Скрининг 140 видов 
одно- и двудольных растений выявил по-
всеместный характер колонизации растений 
метилотрофными бактериями и их высокую 
плотность на единицу листовой поверхности 
(до 600 КОЕ/см2). Это свидетельствует об об-
разовании метилотрофами своеобразного ка-
таболического экрана, препятствующего по-
ступлению в атмосферу летучих С1-продуктов 
метаболизма растений. Однако и растения по-
лучают пользу от такого соседства.

Известно, что ряд биоактивных соеди-
нений, выделяемых метилотрофными бакте-
риями прижизненно или в результате лизиса 
клеток, может оказывать благоприятное воз-
действие на рост и развитие растений. Вы-
делено большое количество метилотрофных 
фитосимбионтов, обладающих одним или 
несколькими свойствами, позволяющими в 
определенных условиях стимулировать рост 
и развитие растений. Некоторые из этих бак-
терий влияют на рост растений напрямую, 
например, продуцируя фитогормоны или 
потребляя питательные вещества из почвы 
(азотфиксация), другие – косвенно, путем по-
давления роста фитопатогенов. В связи с этим 
локализация не только на поверхности, но и 
внутри растений, по-видимому, обеспечивает 
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метилотрофам более активное участие в фи-
тосимбиозе (Иванова и др., 2006; Федоров и 
др., 2011).

Участие метилотрофных бактерий в 
развитии одно- и двудольных растений убе-
дительно продемонстрировано в экспери-
ментах с гнотобионтами. Показано, что коло-
низация гнотобиотических растений in vitro 
метанотрофами (Methylomonas methanica, 
Methylosinus trichosporium) и метилобактери-
ями (Methylovorus mays) повышала всхожесть 
семян, скорость роста, фотосинтетическую 
активность, регенерационный потенциал и 
способность к корнеобразованию. Все ко-
лонизованные растения отличались от кон-
трольных по внешнему виду и даже на средах 
без витаминов имели ярко-зеленую окраску, 
большие листья и хорошо развитые корни. У 
колонизованных метилобактериями расте-
ний также повышалась устойчивость к фито-
патогену Erwinia carotovora, что может быть 
следствием биосинтеза антибиотиков или 
ферментов, лизирующих клеточные стенки 
грибов, связывания железа в ризосфере, ин-
дуцированной системной устойчивости рас-
тений, а также конкуренции за места связыва-
ния на корнях (Троценко и др., 2010; Федоров 
и др., 2011).

Показано, что инокуляция штаммами 
Methylobacterium усиливала устойчивость 
арахиса к фитопатогенным грибам Aspergillus 
niger и Sclerotium rolfsii, а у растений риса при-
водила к увеличению активности ферментов, 
лизирующих клеточные стенки фитопатоген-
ных грибов (фенилаланин-аммоний-лиазы, 
хитиназы, β-1,3-глюканазы, пероксидазы) 
(Chet, Inbar, 1994). Более того, преинокуляция 
метилобактериями снижала развитие прикор-
невой гнили, вызываемой фитопатогенным 
грибом Rhizoctonia solani у растений риса, и 
на 26 % уменьшала поражение тканей тома-
та фитопатогеном Pseudomonas syringae pv. 

tomato по сравнению с необработанными кон-
тролями (Madhaiyan et al., 2004; Indiragandhi 
et al., 2008).

Некоторые бактерии подавляют рост 
грибковых фитопатогенов, синтезируя низ-
комолекулярные сидерофоры, связываю-
щие наибольшее количество доступного 
железа в ризосфере. Способность к обра-
зованию сидерофоров была выявлена у 37 
метилотрофных штаммов-эндофитов, иден-
тифицированных как представители видов 
рода Methylobacterium: M. mesophilicum, 
M.  extorquens, M. zatmanii, M. radiotolerans, 
M. fujisawaense, однако структура этих соеди-
нений пока не определена (Lacava et al., 2008). 
Облигатный метилотроф Methylobacillus 
mucogenes M75 является природным проду-
центом выполняющего функцию сидерофо-
ра 2,3-диоксибензоата. Синтез этого соеди-
нения контролируется Fe2+-ионами и рядом 
производных хоризмата (п-аминобензоатом, 
п-оксибензоатом, антранилатом) (Максимо-
ва, 2005).

В последнее десятилетие установлена 
новая жизненно важная роль аэробных ме-
тилотрофов в качестве фитосимбионтов: при 
росте на одно- и полиуглеродных субстратах 
факультативные метилотрофы конститутив-
но синтезируют фитогормоны цитокинины 
и ауксины – биоактивные соединения, оказы-
вающие благоприятное воздействие на рост 
и развитие растений. Представители всех 
известных родов метилобактерий и многих 
метанотрофов, выращенные на средах с ме-
таном, метанолом или метиламином в при-
сутствии 5 мМ L-триптофана, синтезировали 
индольные соединения, в частности гормон 
роста растений – индолилуксусную кислоту. 
Ген изопентенилтрансферазы ipt – ключевого 
фермента синтеза цитокининов – выявлен у 
коллекционных культур метанотрофов (Фе-
доров и др., 2011). Результаты проведенных 
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биотестов также свидетельствуют о способ-
ности метилотрофов синтезировать еще один 
класс фитогормонов – гиббереллины, но пока 
убедительных экспериментальных доказа-
тельств их продукции не получено.

Активные исследования структурно-
функциональных основ взаимодействия 
аэробных метилотрофов с растениями соз-
дают методологические основы повыше-
ния продуктивности сельскохозяйственных 
культур. Облигатные метилотрофы выгод-
но отличаются от гетеротрофов непатоген-
ностью и неспособностью расти на средах 
для культивирования растений in vitro из-за 
множественных энзиматических блоков в 
центральном метаболизме (ЦТК, гликолиз, 
глюконеогенез). Это делает их весьма пер-
спективными для разработки новых био-
технологий культивирования трансгенных 
растений, микроразмножения и регенерации 
гнотобиотических растений с последующей 
адаптацией к условиям открытого грунта. 
Весьма актуальна также возможность ис-
пользования метанотрофов в замкнутых 
системах жизнеобеспечения человека (кос-
мические оранжереи), основанная на способ-
ности не только стимулировать рост и разви-
тие растений и индуцировать их системную 
устойчивость к фитопатогенам, но и реути-
лизировать С1-соединения техногенного и 
биогенного происхождения, в том числе ме-
тан  – продукт анаэробного разложения ор-
ганических отходов (Троценко, Хмеленина, 
2008; Троценко и др., 2010). При этом невесо-
мость и другие условия космического полета 
на орбитальной станции «САЛЮТ» не влия-
ли на рост, размножение и ультраструктур-
ную организацию метилотрофов (Таирбеков 
и др., 1985). В связи с вышеизложенным ве-
дется селекция метилотрофных культур с 
целью создания нового стимулятора роста 
растений – метилобактерина.

Аэробные метилотрофы как 
биоаналитические агенты

Активное использование метанола и ФА 
привело к серьезному вызову – необходимо-
сти мониторинга и контроля содержания этих 
токсичных С1-соединений в окружающей сре-
де (например, в промышленной эмиссии газов, 
сточных водах и воздухе помещений), питье-
вой воде, разнообразных изделиях, продук-
тах питания, медицинских препаратах и био-
логических жидкостях. Благодаря специфике 
метаболизма, клетки и ферменты метилотро-
фов активно используются в биоаналитике, 
являющейся доступной альтернативой доро-
гостоящим и сложным физико-химическим 
методам детекции.

АО метилотрофных дрожжей имеют 
коммерческое применение при измерении 
концентраций спиртов в биологических и 
небиологических жидкостях, а также иссле-
дуются в качестве возможных агентов био-
ремедиации стоков и испарений метанола и 
ФА. На основе АО и ФАДГ метилотрофных 
дрожжей создана технология ферментного 
анализа концентраций спиртов и ФА, резуль-
таты которого коррелируют с данными, полу-
ченными газовой хроматографией и химиче-
скими методами (Gonchar et al., 2001; Sibirny 
et al., 2011).

Описан метод колориметрического 
определения содержания спиртов по окис-
лению красителей Н2О2, продуцируемой 
H.  polymorpha при конверсии аналитов в 
соответствующие альдегиды с помощью 
очищенной от каталазы АО (Verduyn et al., 
1984). Для получения таких препаратов ис-
пользуют выращенный на глюкозе каталазо-
дефицитный мутант H. polymorpha (gcr1 
catX) с нарушенной глюкозной репрессией 
синтеза АО (Gonchar et al., 1998). Оксидазо-
пероксидазный метод и ферментный набор 
«Alcotest» для анализа содержания спиртов, 
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в частности этанола, основаны на измерении 
накопления окрашенного продукта перекис-
ного окисления хромогена (3,3’,5,5’-тетраме-
тилбензидин дигидрохлорида) при катализи-
руемой АО конверсии аналитов. При этом АО 
может реагировать и с ФА, образуя гемдиол 
(Gonchar et al., 2001).

Способность АО окислять ФА реали-
зована в ферментно-химическом методе 
одновременного определения метанола и 
ФА в смесях с помощью АО H. polymorpha 
и альдегидселективного реагента (3-метил-
2-бензотиазолинонгидразона), являющемся 
простой и полезной альтернативой для се-
рийных анализов промстоков и сертифика-
ции формалинсодержащих материалов. При 
этом ФА детектируется колориметрически, 
так как в присутствии альдегид-селективного 
реагента образуется азиновый аддукт, пре-
дотвращающий дальнейшее ферментативное 
окисление альдегида, а содержание метанола 
определяют по возрастанию количества окра-
шенного продукта при окислении метанола 
АО (Sibirny et al., 2011). 

Для детекции ФА также используют его 
окисление ФАДГ метилотрофных дрожжей до 
формиата с одновременным восстановлением 
НАД+ до НАДН2. Препараты термостабильной 
НАД+- и GSH-зависимой ФАДГ с удельной ак-
тивностью 17 Ед/мг белка при 25  °С (или 27 
Ед/мг белка при 37  °С) из сверхпродуцентов 
H. polymorpha предложены для ферментно-
го анализа содержания ФА путем колориме-
трической детекции формазана, образуемого 
синим нитротетразолием в сопряженной с 
окислением ФА реакции (Sibirny et al., 2011). 
На основе ФАДГ также разработан чувстви-
тельный метод и набор «Formatest», в котором 
анализ проводится в условиях неполной кон-
версии ФА (10 %) с использованием лимити-
рующей концентрации фермента (23 мЕд/мл) 
в реакционной смеси, что экономично при 

высоком содержании ФА в образцах. Преиму-
щества этого метода  – простота, быстрота, 
большая точность и отсутствие потенциально 
опасного нагревания по сравнению с химиче-
ским методом определения с хромотроповой 
кислотой (Sibirny et al., 2011). Тем не менее 
применение ФАДГ для анализа содержания 
ФА ограничивают такие свойства образцов, 
как присутствие Hg-содержащих консерван-
тов (в некоторых вакцинах), ингибирующих 
активность фермента (Paryzhak et al., 2007). 

Другим типом высокочувствительных 
и селективных биоаналитических методов с 
использованием метилотрофов является ак-
тивно развиваемая технология биосенсоров. 
Биосенсоры – это гибридные устройства, со-
держащие биоэлемент (иммобилизованный 
биоактивный материал) и физический преоб-
разователь (трансдуктор). Степень селектив-
ности конкретного биосенсора определяется 
типом биоэлемента.

Для количественного анализа спиртов 
были разработаны потенциометрические (на 
основе рН-чувствительных полевых транзи-
сторов  – pH-SFET, pH-sensitive Field Effect 
Transistors) и амперометрические (на основе 
чувствительного к О2 или Н2О2 электрода) 
биосенсоры. Поскольку в сенсорах pH-SFET 
используют сильное закисление инкубацион-
ной среды, вызываемое метаболической кон-
версией аналитов, в качестве их биоэлементов 
применяют специально сконструированные 
мутанты метилотрофов со специфическими 
дефектами метаболизма, позволяющими бо-
лее активно продуцировать соответствую-
щие кислоты из определенных субстратов. 
Биосенсоры, полученные с использованием 
таких мутантов, проявляют высокую селек-
тивность в отношении соответствующих ана-
литов. Например, дефектный по ФАДГ мутант 
H.  polymorpha обеспечивает специфичный 
ответ биосенсора на присутствие в среде ме-
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танола или ФА, а разрушение гена ацетил-
КоА-синтетазы у P. methanolica, приводящее 
к неспособности использовать уксусную кис-
лоту, позволяет применять клетки мутанта 
для детекции этанола (Gonchar et al., 1998). На 
основе иммобилизованных клеток штамма 
M. dichloromethanicum DM4, экспрессирую-
щих активную GSH-зависимую дегалогеназу, 
катализирующую разложение дихлорметана 
до ФА и HCl, сконструирован потенциоме-
трический высокоспецифичный биосенсор 
для детекции CH2Cl2 (Плеханова и др., 2012). 
К сожалению, ответ рН-чувствительных 
биосенсоров крайне зависим от буферных 
свойств раствора и стабильности их биоэле-
ментов (Gonchar et al., 2002).

В качестве биоэлемента ферментных 
сенсоров на спирты часто используют очи-
щенные препараты АО метилотрофных 
дрожжей. Для этой цели они подходят лучше, 
нежели алкогольдегидрогеназы, поскольку, 
обладая прочно связанным ФАД, не требуют 
добавления экзогенных кофакторов и обеспе-
чивают необратимость реакции (Woodward 
et al., 1990). На основе АО сконструированы 
алкобиосенсоры для детекции этанола и ме-
танола в крови, биологических жидкостях, 
спиртных и других напитках, а также в парах 
выдыхаемого воздуха (Verduyn et al., 1983). 
Селективность, чувствительность и стабиль-
ность таких биосенсоров зависят от качества 
используемых препаратов АО. 

При конструировании амперометриче-
ских микробных биосенсоров для детекции 
метанола и этанола используют способность 
метилоторофных дрожжей поглощать кис-
лород в процессе окисления субстратов в 
алкогольоксидазной реакции (Sibirny et al., 
2011). Методами генной инженерии можно 
улучшать их биоэлементы, однако в отноше-
нии неспецифичных субстратов клетки могут 
проявлять неселективный дыхательный от-

вет, поэтому требуется дополнительная об-
работка пермеабилизующими агентами (ди-
гитонин, цетилтриметиламмоний-бромид) 
(Gonchar et al., 1998). Кроме методов, основан-
ных на непосредственной электродной детек-
ции перекиси водорода, используют системы 
разложения Н2О2 иммобилизованными фер-
ментами антиоксидантной системы. Дизайн 
таких сенсоров может включать иммобилиза-
цию АО и каталазы (на коммерческом кисло-
родном электроде Кларка) или пероксидазы, 
разлагающей Н2О2 в присутствии химиче-
ских медиаторов (Verduyn et al., 1983; Smutok 
et al., 2006). Стабильный чувствительный 
биферментный биосенсор, разработанный 
на основе высокоочищенного препарата АО, 
пероксидазы хрена и катодного электродепо-
зиционного красителя, был способен к неза-
висимой амперометрической детекции мета-
нола и этанола (Smutok et al., 2006). Биосенсор 
с АО, иммобилизованной на поверхности 
платинового электрода, детектировал мета-
нол (до 3,7 мМ), этанол (до 3,0 мМ), н-бутанол 
(до 6,2 мМ) и бензиловый спирт (до 5,2 мМ) 
по электроокислению Н2О2 (Guelce et al., 
2002). В системах для независимого хромато-
амперометрического определения Н2О2, ме-
танола, этанола, пропанола, изопропанола и 
бутанола АО-биосенсор применялся для де-
текции спиртов после их разделения газовой 
или высокоэффективной жидкостной хрома-
тографией (Sibirny et al., 2011).

ФА-селективные биосенсоры основаны 
на клетках или ферментах метилотрофных 
дрожжей в качестве чувствительных элемен-
тов и могут действовать в газах и органической 
фазе. Аналитическим сигналом потенциоме-
трических биосенсоров для количественно-
го анализа ФА является образование Н+ при 
окислении ФА в формиат (Sibirny et al., 2011). 
В качестве биоэлемента микробного потен-
циометрического биосенсора на ФА оказался 
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эффективным мутант H. polymorpha с репрес-
сированными активностями АО, ФДГ и бло-
кированной ФА-редуктазой. Такой биосенсор 
обладал высокой специфичностью к ФА (2-200 
мМ) без ответа на глюкозу, глицерин, органи-
ческие кислоты, метанол и другие спирты, за 
исключением очень низкой чувствительности 
к этанолу (Gonchar et al., 2002).

Потенциометрический биосенсор на 
основе АО метилотрофных дрожжей, неожи-
данно проявивший селективность к ФА, был 
улучшен иммобилизацией фермента в ги-
дрофобных акриловых микросферах, что по-
зволило увеличить скорость ответа, снизило 
предел детекции (0,3-316,2 мМ ФА) и увели-
чило стабильность биоэлемента (Sibirny et al., 
2011). В амперометрических биосенсорах для 
определения уровня ФА в качестве биоэле-
ментов использовали клетки рекомбинант-
ного продуцента ФАДГ H. polymorpha и вы-
деленный из них соответствующий фермент 
(Hall et al., 1998). Кондуктометрические и ем-
костные биосенсоры с иммобилизованными 
ФАДГ или АО и их кофакторами имели наи-
большую стабильность биоэлементов, были 
высокоселективны и специфичны для ФА, 
но присутствие других соединений (метанол, 
этанол) вызывало значительные изменения их 
ответа (Sibirny et al., 2011).

В настоящее время в биоаналитике 
используется дрожжевая НАД+- и GSH-
зависимая и бактериальные НАД+-зависимая и 
связанная с красителями ФАДГ (Gonchar et al., 
2002). Биоэлементы с ФАДГ более селективны 
в отношении ФА, нежели таковые с микроб-
ными клетками или АО (Gayda et al., 2008). 
Вместе с тем, амперометрические биосенсоры 
на основе клеток и ферментов работают при 
более низком прилагаемом потенциале (0-160 
против 340-610 мВ), что позволяет уменьшить 
возможные помехи от других субстратов 
(метанол, этанол и ацетат). При тестирова-

нии образцов сточных вод, фармацевтиков и 
ФА-содержащих промышленных продуктов 
амперометрические биосенсоры проявили 
высокую селективность к ФА (100 %) и очень 
низкую перекрестную реакцию на другие 
структурно похожие соединения: бутираль-
дегид (0,93 %), пропиональдегид (1,89 %), аце-
тальдегид (5,1  %) и метилглиоксаль (9,12  %) 
(Paryzhak et al., 2007). Амперометрические и 
емкостные биосенсоры на основе АО, ФАДГ и 
клеток сверхпродуцента ФАДГ H. polymorpha 
были чувствительны к низким концентраци-
ям ФА (Sibirny et al., 2011). 

Активное изучение и разработка систем 
экспрессии гетерологичных белков у мети-
лотрофных дрожжей способствуют расши-
рению спектра аналитов для биосенсоров, а 
также появлению новых высокоэффектив-
ных генно-инженерных штаммов с повы-
шенной селективностью и активностью кон-
версии целевых соединений. Так, дрожжевая 
L-лактат:цитохром с-оксидоредуктаза (фла-
воцитохром b2) перспективна для разработки 
биоэлементов сенсоров L-лактата и хроматов, 
а рекомбинантная человеческая аргиназа I, 
продуцируемая дрожжами, может быть ис-
пользована для детекции аргинина в челове-
ческой сыворотке с помощью потенциоме-
трического биосенсора с NH4

+-селективным 
электродом (Stasiuk et al., 2010). Для определе-
ния содержания аспартама в безалкогольных 
напитках и подсластителях предложен бифер-
ментный биосенсор с АО и карбоксилэстера-
зой, иммобилизованными на желатиновой 
мембране в комбинации с О2-чувствительным 
электродом (Odac et al., 2004).

Аэробные метилотрофы  
как агенты биодеградации  
и биоремедиации

Зачастую мониторинг и контроль уров-
ней токсичных С1-соединений в окружающей 
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среде недостаточны и необходимы методы 
их эффективного удаления, в частности, из 
стоков и газовых выбросов промышленных 
предприятий, а также из воздуха помещений. 
Перспективность использования аэробных 
метилотрофов для биоремедиации загрязнен-
ных экосистем обусловлена их способностью 
разлагать и/или использовать в качестве ис-
точников углерода и энергии широкий спектр 
высокотоксичных соединений: метанол, фор-
мальдегид, метилированные амины, метил-
сернистые соединения, галометаны, метил- и 
этилацетат, ацетон и толуол. Ферментные 
системы метанотрофов, такие как ММО, спо-
собны также соокислять широкий спектр 
алифатических, ароматических и алицикли-
ческих углеводородов и галогенированных 
соединений (Higgins et al., 1980). 

Микробиологические методы борьбы с 
метаном в угольных шахтах разрабатыва-
ются в России еще с 1930-х гг. Несмотря на 
широкое распространение в сточных и руд-
ничных водах, метанотрофы практически 
отсутствуют в каменно-угольных пластах и 
вмещающих их породах, не контактировав-
ших с рудничной атмосферой (Малашенко и 
др., 1987). При этом аборигенной микрофло-
рой окисляется <1 % СН4, выделяющегося из 
угля. Следовательно, для уменьшения содер-
жания метана в угольных шахтах перспектив-
но введение суспензий метанотрофов в уголь-
ные пласты, выработанные пространства и 
другие структуры. Предлагаемые методы де-
газации основаны либо на предварительной 
закачке в угольный пласт суспензии метано-
трофов и создании условий для их жизнедея-
тельности, либо на обработке выработанного 
пространства суспензией метанотрофов непо-
средственно в процессе добычи. В результа-
те создается бактериальный фильтр на пути 
метана, диффундирующего из близлежащих 
угольных пластов в результате сброса уголь-

ного давления (Мякенький, Курдиш, 1991). 
Впервые принципиальная возможность при-
менения метанотрофов для снижения га-
зообильности выработанных пространств 
была реализована ИГТМ АН УССР в 1978 г. 
на шахте Ясиновская-Глубокая. При этом в 
периоды микробиологического воздействия 
газообильность добычных участков снижа-
лась на 40-60  %, что обеспечивало условия 
безопасного ведения горных работ (Мякень-
кий, Курдиш, 1991). В результате этих иссле-
дований были отработаны основные приемы 
дегазации пластов, транспортировки и хране-
ния метанотрофов, а также способ получения 
больших объемов высокоактивной суспензии 
клеток из содержавшегося в откачиваемых из 
угольных пластов газах метана (Мякенький, 
Курдиш, 1991).

Загрязнение грунтовых вод галогенсо-
держащими растворителями представляет 
серьезную проблему для здоровья человека в 
индустриальных странах. Галогенированные 
углеводороды широко используются в про-
мышленности как растворители, при произ-
водстве пластмасс, применяются для обезжи-
ривания металлов, сухой чистки, являются 
интермедиатами при получении гербицидов 
и инсектицидов. Они стабильны, токсичны, 
канцерогенны и доминируют как загрязните-
ли питьевой воды. Модельным соединением 
при разработке способов биоремедиации с 
применением микроорганизмов служит три
хлорэтилен (ТХЭ), который, будучи неканце-
рогенным, частично окисляется в организме 
млекопитающих с участием цитохрома Р-450 
до продуктов с мутагенной активностью.

Показано, что смешанные и чистые куль-
туры метанотрофов в условиях биореактора 
способны разлагать разнообразные галоге-
нированные соединения. Очищенная sММО 
очень быстро окисляет хлоралкены, включая 
хлорвинил, ди- и трихлорэтилен. Скорость 
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окисления Methylosinus trichosporium OB3b, 
150 нмоль/мин мг белка, означает, что су-
спензия клеток этой бактерии (1 мг/мл) спо-
собна удалить 20 мг/л ТХЭ в течение 1 мин. 
Показано, что ММО окисляет ТХЭ до эпокси-
да, далее разлагаемого до кислых продуктов 
(глиоксилата, дихлорацетата и формиата) и 
летучих соединений (хлоральгидрата и СО) 
(Little et al., 1988). Это делает метанотрофы 
привлекательными агентами для биореме-
диации хлоралкенов, однако успешным их 
использование будет лишь при снятии инги-
бирования ММО и других ферментов началь-
ными продуктами гидроксилирования. Пол-
ное разложение ксенобиотиков может быть 
достигнуто при использовании смешанных 
культур. Инокулирование метанотрофами 
колонки с почвой, загрязненной галогениро-
ванными углеводородами, и их инкубация в 
атмосфере природного газа в смеси с возду-
хом приводили не только к полному исчезно-
вению галометанов, но и к накоплению ПГБ 
(Nichols, White, 1989).

Впервые создана коллекция деструк-
торов галометанов (моно- и дихлорметана, 
бромметана), активно используемых для ис-
следования механизмов дегалогенирования 
(Троценко и др., 2010). Лабораторные биоре-
акторы для разложения бромметана до СО2 
и Br− на основе клеток Aminobacter ciceronei 
функционировали длительные периоды вре-
мени со 100 %-ной эффективностью при кон-
троле температуры и рН (Schaefer et al., 2007). 
Клетки этих метилобактерий также приме-
няли для окисления бромметана непосред-
ственно на поверхности почв при фумигации 
полей. Тем не менее непосредственное приме-
нение метилобактерий было отложено из-за 
невозможности контроля факторов, снижаю-
щих эффективность метода: локальных кон-
центраций бромметана (>5  %), температуры 
(>40  °C) и концентраций ингибитора окис-

ления бромметана  – хлорпикрина. В связи с 
этим более перспективен внедряемый компа-
нией Value Recovery Inc. (Нью-Джерси, США) 
метод сбора бромметана между двумя слоями 
пластиковой пленки и его транспортировки 
потоком воздуха в реакционную камеру с 
очистителем. Перспективность бактериаль-
ных деструкторов как агентов биодеградации 
дихлорметана, разлагающих этот токсикант 
до СО2 и HCl, также подтверждена соответ-
ствующими исследованиями на биореакторах 
(Flanagan, 1998).

Культуры метилотрофов могут служить 
для очистки стоков сульфатцеллюлозного 
производства от метанола. Выделены мети-
лотрофные бактерии-деструкторы метил
ацетата, обладающие карбоксилэстеразой с 
широкой субстратной специфичностью. Пер-
спективны для биоремедиации промышлен-
но загрязненных почв и стоков Methylibium 
petroleiphilum PM1, Hydrogenophaga flava и 
Mycobacterium austroafricanum, способные 
расти на метил-третичном бутиловом эфи-
ре  – персистентном токсичном соединении, 
широко применяемом для оксигенирования 
бензина (Троценко и др., 2005).

Показано, что использование метило-
трофов для разложения формальдегида бо-
лее перспективно, нежели физические и хи-
мические способы. С этой целью возможно 
применение биофильтров, содержащих при-
родные метилотрофные дрожжи и бактерии, 
способные разлагать ФА. Для таких биофиль-
тров со смесью метанола и ФА достигнут 
максимум разлагающей способности 180  г 
ФА/м3 ч (3 мкмоль/г ч) (Prado et al., 2006). Не-
давно для удаления ФА из воздуха помеще-
ний предложен эффективный и экологичный 
способ, основанный на использовании иммо-
билизованной АО H. polymorpha в проточном 
биореакторе. После окончания процесса со-
держимое такого биореактора можно было 
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использовать как органическое удобрение, 
поскольку гель и жидкая фаза не содержали 
опасных компонентов (Sigawi et al., 2010). По-
вышение скорости деградации ФА возможно 
путем гетерологичной экспрессии слитых 
генов ферментов РМФ-пути (ГФС и ФГИ) 
метилотрофов, причем не только у бактерий, 
но и в растениях (Orita et al., 2007). Экспрес-
сия метилотрофных генов ГФС и ФГИ повы-
шала устойчивость трансгенных растений к 
ФА и способность удалять это соединение из 
атмосферы (на 20 %) и, таким образом, дела-
ла их полезными для снижения загрязнения 
воздуха при синдроме «больного дома», вы-
зываемом выделением СН2О новой мебелью, 
содержащей фенолформальдегидные смолы.

Недавно обнаруженная способность ме-
танотрофов синтезировать сидерофор мета-
нобактин, мобилизующий Cu2+ для ММО и 
защищающий клетки от избытка токсичных 
металлов и радионуклидов, может приме-
няться для извлечения меди из различных 
минеральных источников и биоремедиации 
воды, используемой для охлаждения реак-
торов АЭС или отвалов урановых рудников 
(Троценко, Хмеленина, 2008).

Метилотрофы, выделенные из природ-
ных источников и активных илов с селектив-
ным давлением различных С1-соединений и 
используемые в разрабатываемых нами био-
реакторах, отвечают специфическим требо-

ваниям технологического процесса очистки 
воздуха и промстоков, поскольку избира-
тельно разлагают компонент(ы) выбросов без 
образования нежелательных побочных про-
дуктов при выращивании на минимальной 
среде. Клетки культур хорошо фиксируются 
на различных сорбентах (полиакриламидное 
волокно, керамзит, пенополивинилформаль), 
легко адаптируются к условиям биореакторов 
и сохраняют высокую степень жизнеспособ-
ности при лиофилизации, замораживании на 
гигроскопичных носителях, не теряя специ-
фических физиолого-биохимических свойств 
при длительном хранении (–70 °С). Обеспече-
ние иммобилизованными клетками метило-
бактерий полной конверсии ряда токсичных 
соединений в проточных условиях открывает 
перспективы их широкого использования для 
целей биодеградации и биоремедиации (Тро-
ценко и др., 2005; Троценко и др., 2010).

Итак, несмотря на успехи в активных 
исследованиях удивительной структурно-
функциональной организации аэробных ме-
тилотрофов, их поистине неисчерпаемый 
биотехнологический потенциал пока реали-
зован поверхностно. Однако совместными 
усилиями микробиологов, биохимиков, гене-
тиков и биотехнологов, несомненно, будет до-
стигнуто более многообразное и эффективное 
практическое использование их уникального 
метаболизма.
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