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Аннотация.
Растительное	сырье	–	доступный	и	перспективный	субстрат	для	получения	индивидуальных	ферментов	и	мультиэнзимных	
композиций	разного	назначения.	Эффективными	продуцентами	для	промышленного	производства	ферментных	препаратов	
могут	стать	термофильные	бактерии,	поскольку	их	ферменты	обладают	рядом	преимуществ	–	термоустойчивостью	и	хими-
ческой	стабильностью.	Актуальным	является	поиск	термофильных	штаммов,	способных	продуцировать	промышленно	
ценные	ферменты	с	высоким	выходом	при	использовании	недорогих	растительных	субстратов.	Цель	исследования	–	изучить	
состав	комплекса	гидролитических	ферментов	термофильного	штамма-продуцента	протеаз	Bacillus subtilis	Кб.12.Гл.35	 
при	культивировании	на	средах	с	компонентами	растительного	происхождения	и	выбрать	перспективное	сырье	для	синтеза	
термостабильных	гидролаз,	в	частности	протеаз,	амилаз	и	гемицеллюлаз.
Объект	исследования	–	термофильный	штамм	Кб.12.Гл.35,	выделенный	из	образца	компоста	и	идентифицированный	мето-
дом	секвенирования	гена	16S	рРНК	как	Bacillus subtilis.	Для	исследования	состава	комплекса	гидролаз	штамм	выращивали	
на	средах	с	растительной	мукой	в	комбинации	с	дрожжевым	или	кукурузным	экстрактом,	оценивали	активность	вне- 
клеточных	ферментов.	В	качестве	растительной	муки	в	количестве	1	%	использовали	гороховую,	льняную,	нутовую,	
овсяную,	рисовую,	амарантовую,	соевую,	а	также	смесь	на	основе	амарантовой	и	соевой	муки.	Активность	протеаз	опре-
деляли	по	казеину	и	на	основе	зимографического	анализа,	активность	карбогидраз	–	методом	с	3,5-динитросалициловой	 
кислотой.
При	культивировании	продуцента	гидролаз	на	питательных	средах	с	растительной	мукой	(1	%)	и	кукурузным	экстрак- 
том	(0,5	%)	максимальный	уровень	синтеза	протеаз	(более	400	ед/мл)	выявлен	при	использовании	амарантовой,	овсяной	
и	рисовой	муки;	амилаз	(более	1300	ед/мл)	–	нутовой,	овсяной	и	рисовой	муки;	галактоманнаназ	(более	200	ед/мл)	и	кси-
ланаз	(более	60	ед/мл)	–	амарантовой,	гороховой	и	нутовой;	арабиногалактаназ	(более	35	ед/мл)	–	амарантовой,	нутовой	
и	рисовой	муки.	По	результатам	зимографического	анализа	можно	предположить,	что	наибольшую	роль	в	протеолитичес- 
кой	активности	играют	ферменты	массой	24,7–28,2	кДа,	а	также	протеазы	массой	62,7–75,0	кДа,	т.	к.	их	активность	ярко	
выражена	при	культивировании	на	растительном	сырье,	в	отличие	от	стандартной	среды	LB.	Секреция	протеазы	массой	
15,1	кДа	на	сырье	практически	не	отличалась	от	ее	уровня	на	стандартной	среде.
Термофильный	штамм	Кб.12.Гл.35	можно	рассматривать	в	качестве	перспективного	продуцента	для	получения	протеаз,	
амилаз	и	гемицеллюлаз	при	использовании	в	составе	среды	растительной	муки	и	кукурузного	экстракта.	Дальнейшие	иссле-
дования	могут	быть	направлены	на	оптимизацию	состава	питательных	сред	и	условий	культивирования	для	повышения	
выхода	целевой	группы	гидролитических	ферментов.
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Abstract.
Plant	raw	materials	are	an	accessible	and	efficient	substrate	for	multipurpose	enzymes	and	multi-enzyme	complexes	obtaining.	
Thermophilic	bacteria	are	reliable	producer	strains	for	industrial	enzymes	with	valuable	physicochemical	properties,	e.g.,	heat	
resistance,	stability	at	extreme	pH,	and	chemical	stability.	Food	scientists	are	on	the	lookout	for	new	thermophilic	strains	
capable	of	producing	high	yields	of	industrially	valuable	enzymes	from	cheap	plant	raw	materials.	In	this	research,	various	plant	
cultivation	media	affected	the	complex	hydrolytic	enzymes	produced	by	a	thermophilic	strain	of	Bacillus subtilis Kb.12.Gl.35. 
The	research	objective	was	to	select	the	optimal	raw	materials	for	the	synthesis	of	thermostable	hydrolases,	i.e.,	proteases,	amylases,	
and	hemicellulases.
The	thermophilic	strain	was	isolated	from	a	compost	sample,	identified	by	16S	rRNA	sequencing,	and	tested	using	standard	
microbiological	and	biochemical	methods.	The	strain	grew	on	different	media	with	plant	flour	combined	with	yeast	or	corn	
extract.	The	activity	of	extracellular	enzymes	made	it	possible	to	study	the	composition	of	the	hydrolase	complex.	The	proteolytic	
activity	was	determined	using	casein	as	the	substrate	and	by	zymography.	The	3,5-dinitrosalicylic	acid	(DNS)	method	revealed	
the	carbohydrase	activity.
When	culturing	the	hydrolase	producer	on	nutrient	media	with	plant	flour	(1%)	and	corn	extract	(0.5%),	the	highest	level	of	protease	
synthesis	(≥	40		units/mL)	was	detected	in	the	samples	with	amaranth,	oat,	and	rice	flour.	The	highest	level	of	amylase	(≥	1,300	units/mL)	 
belonged	to	the	chickpea,	oat,	and	rice	flour	samples.	The	biggest	yields	of	galactomannanase	(≥	200	units/mL)	and	xylanases	 
(≥	60	units/mL)	was	found	in	the	samples	with	amaranth,	pea,	and	chickpea	samples.	The	biggest	amount	of	arabinogalactanase	 
(≥	35	units/mL)	belonged	to	the	amaranth,	chickpea,	and	rice	flour.	Based	on	the	zymographic	analysis,	the	enzymes	of	24.7–28.2	kDa	
and	the	proteases	of	62.7–75.0	kDa	appeared	to	be	the	most	efficient	proteolytic	agents.	Their	activity	was	obvious	on	plant	raw	
materials,	in	contrast	to	the	standard	LB	medium.	The	secretion	level	of	15.1	kDa	proteases	was	the	same	on	the	plant	media	
as on the standard medium. 
Bacillus subtilis	Kb.12.Gl.35	proved	to	be	an	effective	producer	of	proteases,	amylases,	and	hemicellulases	with	plant	flour	
and	corn	extract	in	the	medium.	Further	studies	are	needed	to	optimize	the	composition	of	nutrient	media	and	cultivation	conditions	
to	increase	the	yield	of	the	target	hydrolytic	enzymes.
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Введение
В	промышленных	технологиях	для	интенсификации	

процессов	все	чаще	применяются	ферменты	–	высоко- 
эффективные	биокатализаторы	белковой	природы.	
Благодаря	селективности,	регулируемости	и	относи-
тельно	мягким	условиям	действия	(атмосферное	дав-

ление,	оптимальная	температура	–	30–50	°C,	pH	среды	
часто	близкий	к	нейтральному)	применение	фермен- 
тов	дает	ряд	преимуществ	по	сравнению	с	химическими	
катализаторами.	Например,	их	использование	сни- 
жает	затраты	на	энергию	и	сырье,	уменьшает	обра-
зование	побочных	соединений	и	отходов,	повышает	
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качество	и	выход	целевого	продукта	[1–3].	Среди	много- 
численных	источников	ферментов	следует	выделить	
микроорганизмы,	поскольку	они	обладают	биохими-
ческим	разнообразием	продуцируемых	метаболитов,	
легко	культивируются	и	дают	возможность	применять	
методы	современной	молекулярной	генетики	для	полу-
чения	модифицированных	ферментов	с	улучшенными	
характеристиками,	такими	как	повышенная	катали-
тическая	активность,	специфичность,	стабильность,	
чистота	[4–6].	Большое	значение	в	промышленности	
имеют	ферменты	класса	гидролаз,	обеспечивающие	
гидролиз	широкого	круга	соединений,	в	частности	био-
полимеров.	К	ним	относятся	протеазы,	амилазы,	цел-
люлазы,	глюканазы,	ксиланазы,	маннаназы	и	др.	[1,	7].	
Данные	ферменты	успешно	применяются	в	пищевой,	
кормовой	промышленности,	текстильном	и	бумажном	
производстве,	в	составе	моющих	средств	и	при	пере-
работке	отходов	[4,	8].

В	промышленном	производстве	часто	реализу- 
ются	процессы	при	повышенных	температурах	и	экс-
тремальных	pH,	что	накладывает	ограничение	на	ис- 
пользование	некоторых	коммерческих	ферментных	
препаратов,	выделенных	из	мезофильных	организмов.	
В	связи	с	этим	многие	исследования	направлены	
на	модификации	мезофильных	ферментов	для	при- 
дания	им	подходящих	биохимических	свойств,	а	так- 
же	на	поиск	высокоэффективных	ферментов	термо-
фильных	микроорганизмов	–	термозимов	[9].	Ввиду	
компактной	структуры	и	большого	числа	стабилизи-
рующих	связей	термозимы	обладают	высокой	катали-
тической	активностью,	термостабильностью,	а	также	
устойчивы	к	различным	химическим	агентам	[10,	11].	
Высокотемпературные	процессы,	позволяющие	оп- 
тимально	использовать	термостабильные	ферменты,	
отличаются	высокой	скоростью	реакции,	лучшей	
растворимостью,	диффузией	субстратов	и	отводом	
летучих	продуктов	[12].

Способность	расти	и	развиваться	при	высоких	тем-
пературах	встречается	у	некоторых	бактерий,	архей,	
а	также	грибов	[13].	Среди	термофильных	бактерий	
наиболее	распространены	представители	родов	Bacil- 
lus,	Geobacillus,	Paenibacillus,	Brevibacillus,	Clostridium,	
Thermus	и	др.	[14,	15].	Чтобы	выживать	в	экстремальных	
условиях	термофилы	продуцируют	ряд	соединений	
с	уникальными	свойствами,	например,	ферменты,	белки	
стресса,	антибиотики,	полисахариды	[16].	Ферменты	
термофильных	бактерий	обладают	потенциалом	широ- 
кого	применения.	Термостабильные	целлюлазы,	ман- 
наназы	и	ксиланазы	могут	эффективно	использоваться	
в	целлюлозно-бумажной	промышленности	для	отбе-
ливания	бумаги	и	в	конверсии	лигноцеллюлозного	
сырья	для	получения	биотоплива	[12].	С	помощью	
маннаназ	получают	пребиотики	на	основе	манна-
нолигосахаридов,	а	также	они	могут	применяться	
в	производстве	растворимого	кофе	с	целью	сниже-
ния	его	вязкости.	[17,	18].	Термостабильные	амилазы	
и	пектиназы	используются,	чтобы	осветлять	фрукто-

вые	соки,	в	текстильной	промышленности	и	других	
областях.	Самой	востребованной	группой	гидролаз	
являются	протеазы	–	ферменты,	катализирующие	
гидролиз	белков.	Их	спектр	применения	охватывает	 
множество	областей:	хлебопечение,	сыроделие,	пиво-
варение,	кожевенная	промышленность,	медицина,	
синтез	пептидов,	деструкция	биопленок,	переработка	
отходов	[19].	Мультиэнзимные	композиции	на	основе	
термостабильных	гидролаз	входят	в	состав	кормо- 
вых	добавок,	повышая	их	питательную	ценность,	
а	также	стиральных	порошков	[20,	21].

Для	промышленного	получения	ферментов,	в	част-
ности	гидролаз,	важно	учитывать	физиологические	
особенности	продуцента.	Добавление	в	среду	моно-
сахаридов,	таких	как	глюкоза,	манноза	или	фруктоза,	
ингибирует	синтез	внеклеточных	протеаз	и	амилаз	
бактерий	–	данное	явление	называется	катаболитной	
репрессией	[22,	23].	А	наличие	в	среде	олигомеров	
и	полимеров	может	приводить	к	индукции	синтеза	
деполимеризующих	ферментов,	главным	образом	
гидролаз.	На	синтез	внеклеточных	гидролаз	также	
оказывают	влияние	такие	физико-химические	факторы,	
как	отношение	углерода	и	азота	в	среде,	температура	
и	pH	культивирования,	аэрация,	присутствие	кофак-
торов	в	виде	ионов	металлов,	объем	посевного	мате-
риала	и	пр.	[24].	Поскольку	ферментация	составляет	
значительную	долю	стоимости	ферментных	препа-
ратов	–	около	30–40	%,	в	промышленном	масштабе	
в	качестве	компонентов	питательной	среды	целесо-
образно	использовать	недорогое	и	доступное	сырье:	
муку,	отруби,	патоку,	жмыхи,	шроты,	перья	[25,	26].

Бактерии	рода	Bacilllus,	особенно	термофильные	 
представители	B. subtilis	и	родственные	виды	B. amy- 
loliquefaciens,	B. velezensis	и	др.,	быстро	растут	на	недо- 
рогих	субстратах	и	характеризуются	высокой	секре-
цией	белка,	что	делает	их	подходящей	платформой	 
синтеза	ферментов	[27].	Например,	M.	Bawela	et al.  
изучали	оптимизацию	синтеза	термостабильной	и	ус- 
тойчивой	к	детергентам	щелочной	протеазы	B. pumi- 
lus	MP	27	при	использовании	пшеничной	соломы	 
и	пептона	в	качестве	источника	углерода	и	азота	соот-
ветственно	[28].	В	исследовании	[29]	для	продукции	
α-амилазы	штаммами	B. amyloliquefaciens	BT	2022	 
и	B. licheniformis	Basma	87	использовали	хлебные	
отходы	в	качестве	субстрата,	а	полученный	амилоли- 
тический	фермент	иммобилизовали	в	альгинатном	
геле	и	тестировали	на	способность	препарата	ами-
лазы	удалять	крахмал	после	расшлихтовки	ткани.	
S.	Devi	et al.	для	оптимального	синтеза	ксиланазы	
B. subtilis	XPS7	в	качестве	источников	углерода	вы- 
брали	доступные	сельскохозяйственные	отходы	–	
пшеничную	солому,	отруби	и	шелуху,	а	в	качестве	
источника	азота	–	неорганические	соли	[30].

P.	K.	Srivastava	и	M.	Kapoor	[31]	проводили	опти- 
мизацию	содержания	компонентов	среды	(шелухи	
зеленой	чечевицы	и	подсолнечного	жмыха)	для	полу-
чения	эндоманнаназы,	используемой	в	дальнейшем	
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для	получения	маннанолигосахаридов	из	гуаровой	
камеди,	далее	олигосахариды	проверяли	на	способ- 
ность	стимулировать	рост	лактобактерий.	Так	как	рас-
тительное	сырье	варьируется	по	углеводному	составу 
и	соотношению	отдельных	олиго-	и	полисахаридов,	
в	процессе	роста	культуры	может	вырабатываться	
комплекс	гидролитических	ферментов,	и	экспрессия	 
отдельных	групп	карбогидраз	может	изменяться	в	за- 
висимости	от	используемого	сырья,	что	следует	учи- 
тывать	при	разработке	технологии	получения	фер-
ментных	препаратов.

Цель	данной	работы	–	изучить	состав	комплекса	
гидролитических	ферментов	термофильного	штамма- 
продуцента	протеаз	B. subtilis	Кб.12.Гл.35	при	куль-
тивировании	на	средах	с	компонентами	раститель-
ного	происхождения	и	выбрать	перспективное	сырье	
для	синтеза	термостабильных	гидролаз,	в	особенно-
сти	протеаз,	амилаз	и	гемицеллюлаз.

Объекты и методы исследования
Выделение и идентификация штамма-проду-

цента. Объект	исследования	–	термотолерантный	
штамм-продуцент	секретируемых	протеаз	Bacilllus 
subtilis	Кб.12.Гл.35,	выделенный	раннее	методом	нако-
пительных	культур	из	образца	компоста	при	50	°C	[32].	
Штамм	был	первично	охарактеризован	по	морфоло- 
гическим	свойствам	(форма	клеток,	окраска	по	Граму,	
окраска	спор,	подвижность	клеток)	и	путем	проведения	
биохимических	тестов	(каталаза,	уреаза,	образование	
кислот	из	углеводов)	согласно	методикам	из	справоч- 
ника	Берджи	по	бактериологической	систематике	[33].	
Микроморфологию	культуры	изучали	с	помощью	
светового	микроскопа	(Carl	Zeiss,	Германия).

Идентификацию	штамма	проводили	на	основе	сек- 
венирования	гена	16S	рРНК.	Нуклеиновые	кислоты	 
выделяли	из	ночной	культуры,	выращенной	на	стан- 
дартной	среде	LB	при	50	°C.	Экстракцию	ДНК	выпол-
няли	с	использованием	набора	для	выделения	геном- 
ной	ДНК	из	бактериальных	клеток	(Диаэм,	Россия)	 
согласно	инструкции	производителя.	В	анализе	ис- 
пользовали	универсальные	праймеры	8F	(5’-AGAGT- 
TTGATCCTGGCTCAG-3’)	и	1492R	(5’-TACGGYT- 
ACCTTGTTACGACTT-3’)	(Евроген,	Россия).	Поли- 
меразную	цепную	реакцию	осуществляли	при	помощи	
набора	реактивов	для	ПЦР	с	Taq	ДНК-полимеразой	
(Диаэм,	Россия)	в	амплификаторе	T100	Thermal	Cyc- 
ler	(Bio-Rad	Laboratories,	США).	Реакционная	смесь	
включала	ПЦР	буфер	–	5	мкл,	смесь	dNTP	–	0,5	мкл,	
50	мМ	MgCl2	–	1	мкл,	прямой	и	обратный	праймеры	–	 
по	0,2	мкл,	ДНК-матрицу	–	1	мкл,	ДНК-полимеразу	–	
0,2	мкл,	деионизованную	воду	–	16,9	мкл.	При	поста-
новке	ПЦР	использовали	следующие	температурные	
условия:	предварительная	денатурация	при	95	°C	в	те- 
чение	5	мин,	затем	34	цикла,	включающих	денатурацию	
при	95	°C	на	30	с,	отжиг	при	54	°C	на	30	с	и	элонгацию	
при	72	°C	на	90	с,	далее	следовал	цикл	финальной	
элонгации	72	°C	в	течение	10	мин.

Секвенирование	полученных	ПЦР-фрагментов	
генов	16S	рРНК	проводили	по	методу	Сэнгера	с	пред- 
варительной	очисткой	на	оборудовании	компании	
Евроген	(Россия).	Полученные	нуклеотидные	после-
довательности	сравнивали	с	последовательностями	
гена	16S	рРНК	родственных	видов	из	базы	данных	
GenBank	NCBI	при	помощи	инструмента	поиска	
BLAST.	Филогенетический	анализ	выполняли	с	исполь-
зованием	метода	присоединения	соседей	(neighbor-
joining)	в	программном	обеспечении	MEGA	[34].

Скрининг штаммов на наличие внеклеточных 
гидролаз.	Выявление	внеклеточных	гидролаз	осу-
ществляли	путем	высева	культуры	на	агаризованные	
питательные	среды	с	соответствующими	субстра-
тами.	Посевы	инкубировали	при	50	°C	в	течение	24	ч.	
Для	скрининга	на	секретируемые	протеазы	исполь- 
зовали	молочный	агар	следующего	состава,	г/л:	сухое	
обезжиренное	молоко	пищевое	(1,5	%,	Fit	Parad)	–	
28,	триптон	–	5,	дрожжевой	экстракт	–	2,5,	глюкоза	–	1,	 
агар	–	15.	Наличие	протеолитической	активности	
фиксировали	при	появлении	зон	гидролиза	казеина	
вокруг	колоний	штамма.	Гидролитическую	актив-
ность	по	отношению	к	полисахаридам	тестировали	
на	средах,	г/л:	полисахарид	–	2,	триптон	–	5,	дрожжевой	
экстракт	–	2,	NaCl	–	5,	агар	–	15.	В	качестве	поли- 
сахаридных	субстратов	применяли	растворимый	крах- 
мал,	карбоксиметилцеллюлозу	(пищевая),	галакто-
маннан	(камедь	рожкового	дерева	пищевая),	араби-
ногалактан	(из	березы,	пищевой)	и	ксилан	(из	бука).	
В	целях	визуализации	зон	гидролиза	субстратов	чашки	
с	крахмалом	окрашивали	йодным	раствором,	осталь-
ные	–	0,5	%	раствором	Конго	красного.	Чашки	Петри	
промывали	дистиллированной	водой	до	появления	
светлых	зон	на	фоне	окрашенного	субстрата.

ПЦР-скрининг штаммов на наличие генов вне-
клеточных гидролаз.	Скрининг	на	наличие	структур- 
ных	генов	секретируемых	гидролаз	проводили	посред-
ством	ПЦР	в	реальном	времени.	Праймеры	для	ПЦР	
подбирали	при	помощи	инструмента	Primer-BLAST	
на	основе	последовательностей	структурных	генов	
протеаз	и	амилаз	бактерий	B. subtilis	и	родственных	
видов,	в	том	числе	эталонного	штамма	B. subtilis 168.	 
В	качестве	контрольной	мишени	использовали	ген	16S	 
рРНК	с	универсальными	праймерами	337F	и	518R	
(табл.	1).	Все	олигонуклеотиды	синтезировали	на	обо-
рудовании	компании	Евроген	(Россия).

ПЦР	проводили	в	амплификаторе	Real-Time	CF 
X96	Touch	(Bio-Rad	Laboratories,	США).	Реакцион- 
ная	смесь	объемом	25	мкл	включала	12,5	мкл	Био- 
Мастер	HS-qPCR	SYBR	Blue	(2×)	(Биолабмикс,	Россия),	
1	мкл	каждого	праймера	с	конечной	концентрацией	
100	нМ	и	1	мкл	раствора,	содержащего	ДНК.	При	по- 
становке	ПЦР	были	применены	следующие	темпе- 
ратурные	режимы:	предварительная	денатурация	 
при	95	°C	в	течение	3	мин,	затем	30	циклов,	включаю- 
щих	денатурацию	при	95	°C	на	20	с,	отжиг	при	56	°C	 
на	20	с	и	элонгацию	при	72	°C	в	течение	25	с.	Специ- 
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фичность	проведения	ПЦР	устанавливали	с	помощью	
построения	кривых	плавления	при	нагревании	проб	 
в	диапазоне	температур	58–90	°C	c	шагом	0,5	°C/5	с.	 
Пороговый	цикл	Cq	определяли	как	цикл,	который	
соответствует	пересечению	кривой	амплификации	
и	пороговой	линии.	Базовая	и	пороговая	линии	были	
рассчитаны	программным	обеспечением	CFX	Mana- 
ger	3.1	(Bio-Rad	Laboratories,	США).

Культивирование штаммов на средах с расти-
тельным сырьем.	Штамм	культивировали	на	сре- 
дах	с	комплексным	растительным	сырьем	и	на	стан-
дартной	среде	LB.	В	качестве	комплексных	источников	
углерода	использовали	растительную	муку	в	коли- 
честве	1	%:	гороховую,	льняную,	нутовую,	овсяную	 
и	рисовую	марки	«С.Пудовъ»,	амарантовую	«Амарант- 
мастер»	и	смесь	на	основе	амарантовой	и	соевой	муки	
«Спарта»	(БэйкЛаб,	Россия),	муку	соевую	обезжирен-
ную	дезодорированную	«Соянта-200».	Источником	
азота	являлись	дрожжевой	экстракт	(Диаэм,	Россия)	
и	кукурузный	экстракт	(Macklin,	Китай)	в	количестве	
0,5	%.	Для	поддержания	pH	в	питательные	среды	
вносили	MgSO4	и	CaCO3.	Культивирование	прово-
дили	в	колбах	Эрленмейера	на	250	мл	в	объеме	среды	
50	мл	в	аэробных	условиях	на	качалке	при	200	об/мин	
при	50	°C	в	течение	48	ч.

Сырой протеин определяли	методом	Кьельдаля	 
согласно	ГОСТ	32044.1-2012	с	использованием	ком- 
плекта	оборудования	«Кельтран»	(Сибагроприбор,	 
Россия).

Определение протеолитической активности  
по казеину.	Для	анализа	биомассу	отделяли	от	куль-
туральной	жидкости	на	центрифуге	(Eppendorf	Centri- 
fuge	5810	R,	Германия)	при	8500	об/мин	в	течение	
15	мин,	полученный	супернатант	использовали	в	каче-
стве	источника	ферментов.	0,1	мл	супернатанта	инку-
бировали	с	0,5	мл	Tris-HCl	буфера	(0,05	M,	pH	8,0)	
и	0,4	мл	1	%	раствора	казеина	по	Гаммерстену	(Sigma,	
США)	в	том	же	буфере	30	мин	при	50	°C	и	интенсив- 
ном	перемешивании.	Реакцию	останавливали	добав-
лением	1	мл	10	%	раствора	трихлоруксусной	кислоты.	
Пробы	центрифугировали	10	мин	при	8500	об/мин,	 
затем	измеряли	оптическую	плотность	супернатанта	 
при	длине	волны	280	нм	на	спектрофотометре	СФ-104	 
(Аквилон,	Россия).	В	качестве	контролей	использо-
вали	пробы,	содержащие	аналогичные	компоненты	
в	тех	же	пропорциях	с	добавлением	казеина	после	
осаждения	ТХУ.	По	разнице	оптической	плотности	
опытных	и	контрольных	проб	судили	о	содержании	
ароматических	аминокислот,	образованных	в	ходе	
гидролиза	казеина.	Активность	выражали	в	мкмоль	
тирозина,	высвободившегося	в	ходе	гидролиза	казеина	
на	1	мл	реакционной	смеси	за	1	мин	относительно	
контрольной	пробы.

Определение ферментативной активности кар-
богидраз,	катализирующих	гидролиз	полисахари-
дов,	проводили	методом	с	3,5-динитросалициловой	
кислотой	(ДНСК).	С	этой	целью	биомассу	отделяли	
от	культуральной	жидкости	путем	центрифугирования	 

Таблица	1.	Праймеры,	использованные	для	ПЦР	в	реальном	времени

Table	1.	Primers	used	for	real-time	polymerase	chain	reaction	(PCR)

Ген Продукт Последовательность	праймеров	5’-3’ Длина	фрагмента,	п.н.
aprE Субтилизин GAGTGTTTGTCCAGTTCGGGT 130

GGCGTCTCTATCCAAAGCAC
bpr Бациллопептидаза	F GGAAGCTGGTGAATGGGT 225

GCCGGATTTGCGATAGAACC
vpr Сериновая	протеаза	Vpr GATGCTACACTCCTTGCCTAC 329

GAGGAATAGGAACCGAAGGAGA
epr Сериновая	протеаза	Epr TGACGGACGCAAGAGACAAA 232

CTGACTGCTTTTTGGGCTTT
nprE Бациллолизин GGAAAGAGGCGAGAAGAATGAG 250

GGGCACACTCGTATCAAGCA
nprB Нейтральная	протеаза	B CTGACCGTGATGATTGGGAGA 149

GACTCCGCCATAATCCTCTGTT
mpr Глутамил-специфичная	

эндопептидаза
ATGTGGTCTGATACAAAGCCGA 192
GAATACATCGTTCGTCACCCTT

amyE α-Амилаза TCTCGAACCCGAATGGAAACAA 190
TTGATCGTGCCTGTCAGTTT

amyX Пуллуланаза ACGAGGTTGACGAATGGAAAGA 141
TCTTGATTTCTGTTGGGTCTTCCT

malL α-Глюкозидаза ATACGATGAAGGAACAGGGCA 133
GTCAACGCCTCTATCCATCCA

16S рРНК 16S	рРНК	(337F	и	518R) GACTCCTACGGGAGGCAGCAG ≈	200
GTATTACCGCGGCTGCTGG
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при	8500	об/мин	в	течение	15	мин,	полученный	супер-
натант	служил	источником	ферментов.	Для	поста-
новки	реакции	0,15	мл	супернатанта	инкубировали	
с	0,15	мл	0,5	%	раствора	субстрата	в	Tris-HCl	буфере	
(0,05	M,	pH	8,0)	30	мин	при	50	°C	на	роторном	шейкере.	
Далее	отбирали	0,25	мл	содержимого	из	каждой	пробы	
и	переносили	в	пробирки	с	0,5	мл	раствора	ДНСК,	
помещали	их	на	кипящую	водяную	баню	на	10	мин.	
Контролями	являлись	пробы,	в	которые	субстрат	был	 
добавлен	непосредственно	перед	смешиванием	с	ДНСК.  
После	кипячения	пробирки	охлаждали	в	воде	со	льдом.	
0,5	мл	цветного	раствора	переносили	в	пробирки	с	5	мл	 
дистиллированной	воды,	перемешивали,	измеряли	
оптическую	плотность	проб	при	540	нм	на	спектро-
фотометре	СФ-104.	Сравнивали	разницу	в	оптической	
плотности	опытных	и	контрольных	образцов,	чтобы	
оценить	содержание	редуцирующих	веществ,	обра-
зовавшихся	в	ходе	гидролиза	полисахаридов.	Актив- 
ность	выражали	в	мкмоль	моносахарида,	высвободив-
шегося	в	ходе	гидролиза	полисахарида	на	1	мл	реак-
ционной	смеси	за	1	мин	относительно	контрольной	
пробы.	Активность	амилаз	пересчитывали	на	мкмоль	
глюкозы,	галактоманнаназ	–	маннозы,	арабиногалак-
таназ	–	галактозы,	ксиланаз	–	на	мкмоль	ксилозы.

Зимография протеаз.	С	целью	детекции	отдель-
ных	протеолитических	ферментов	в	культуральной	
жидкости	проводили	зимографический	анализ,	осно-
ванный	на	электрофорезе	в	полиакриламидном	геле	
(SDS-PAGE)	согласно	методике	[35],	с	некоторыми	
модификациями.	Образцы	супернатанта	культураль- 
ной	жидкости	смешивали	с	буфером	для	проб	в	соотно- 
шении	1:1	без	добавления	меркаптоэтанола.	Получен- 
ные	пробы	без	предварительного	кипячения	загру-
жали	в	лунки	в	количестве	10	мкл.	Молекулярную	
массу	определяли	белковым	предокрашенным	мар-
кером	Prism	Ultra	Protein	Ladder,	5–245	кДа	(Abcam,	
Великобритания),	который	добавляли	в	лунку	геля	
в	количестве	5	мкл.	Разделение	белков	проводили	
в	камере	для	вертикального	электрофореза	(Компания	
Хеликон,	Россия)	с	использованием	источника	пита-
ния	серии	«Эльф»	(ДНК-Технология,	Россия)	в	12	%	
полиакриламидном	геле	с	включенным	в	матрицу	
казеином	с	концентрацией	0,1	%.	По	окончании	элек-
трофореза	дорожку	с	маркером	отрезали	и	фиксиро- 
вали	в	5	%	ТХУ	на	протяжении	5	мин.	Чтобы	удалить	
SDS	из	геля,	дорожки	с	опытными	пробами	инкуби- 
ровали	в	течение	часа	в	2,5	%	растворе	Triton	X-100	 
при	комнатной	температуре	со	встряхиванием,	далее	
в	50	мM	Трис-HCl	pH	8,0	для	удаления	Triton	X-100	 
при	тех	же	условиях.	Гель	выдерживали	в	инкуба- 
ционном	буфере	50	мM	Трис-HCl	pH	8,0,	200	мM	 
NaCl,	5	мM	CaCl2	18	ч	при	50	°C.	После	инкубации	
гель	окрашивали	0,25	%	Кумасси	бриллиантовым	
голубым	G-250	(Диаэм,	Россия)	в	течение	3	ч,	избыток	
красителя	отмывали	в	20	%	этаноле	и	10	%	уксусной	
кислоте	до	проявления	зон	протеолиза	в	виде	светлых	
полос	на	синем	фоне	геля.

Статистический анализ.	Все	исследования	прово- 
дились	в	трехкратной	повторности.	Статистическую	
обработку	данных	осуществляли	по	стандартным	
методикам	с	использованием	программного	обеспе-
чения	Microsoft	Excel	2019.	Для	полученных	данных	
были	рассчитаны	средние	значения	(M)	и	стандартные	
отклонения	(±	SD).

Результаты и их обсуждение
Выделение и характеристика термофильного 

штамма-продуцента протеаз. В	качестве	продуцента	
внеклеточных	гидролаз	был	взят	раннее	выделенный	
из	компоста	термофильный	штамм	Bacilllus subti- 
lis	Кб.12.Гл.35,	показавший	высокий	уровень	синтеза	
протеаз	в	предыдущих	исследованиях	[32].	Для	первич-
ной	идентификации	культуры	проводили	стандартные	
микробиологические	и	биохимические	тесты	(табл.	2).

Исследования	показали,	что	штамм	Кб.12.Гл.35,	 
помимо	протеолитических	ферментов,	продуцирует	
ряд	карбогидраз,	в	том	числе	амилазы,	целлюлазы,	
галактоманнаназы,	ксиланазы,	арабиногалактаназы.

Таблица	2.	Физиолого-биохимическая	характеристика	
термофильного	штамма	Bacilllus subtilis	Кб.12.Гл.35

Table	2.	Physiological	and	biochemical	profile	of	thermophilic	
strain Bacillus subtilis Kb.12.Gl.35

Характеристика Результат
Морфология	клеток Палочковидная

Окраска	по	Граму Грамположительные
Образование	эндоспор +
Подвижность +
Каталаза +
Уреаза –

Образование	кислот	из	углеводов
Ксилозы +
Арабинозы +
Галактозы –
Фруктозы +
Маннозы +
Рамнозы –
Сорбозы +
Сахарозы +
Мальтозы +
Лактозы –
Раффинозы –

Внеклеточные	ферментативные	активности
Протеолитическая +
Амилазная +
Целлюлазная +
Глюканазная +
Маннаназная +
Ксиланазная +
Арабиногалактаназная +

Примечание:	«+»	–	обнаружено;	«–»	–	не	обнаружено.
Note:	“+”	–	detected;	“–”	–	not	detected.
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По	результатам	проведенного	секвенирования	 
гена	16S	рРНК	штамма	Кб.12.Гл.35	было	обнару-
жено	более	чем	99	%	совпадение	с	типовым	штаммом	
B. subtilis 168	(рис.	1).

Скрининг штаммов на наличие генов, кодирую- 
щих внеклеточные гидролазы.	В	качестве	мише- 
ней	для	ПЦР-скрининга	были	выбраны	бациллярные	
гены,	кодирующие	внеклеточные	протеолитические	
и	амилолитические	ферменты.	Результаты	ПЦР-анализа	
представлены	на	рисунке	2.

Согласно	полученным	данным,	термофильный	
штамм	B. subtilis	Кб.12.Гл.35	имеет	потенциальную	
способность	синтезировать	внеклеточные	сериновые 
протеазы	(AprE,	Bpr),	металлопротеазы	(NprE,	Mpr),	
α-амилазу	(AmyE),	пуллуланазу	(AmyX)	и	α-глюко-
зидазу	(MalL).

Определение активности гидролитических фер-
ментов при культивировании термофилов на средах 
с растительным сырьем.	Для	дальнейших	иссле- 
дований	в	качестве	комплексных	субстратов	исполь-
зовали	растительную	муку	как	основной	источник	
углерода	и	азота.	А	дополнительным	источником	
азота,	витаминов	и	микроэлементов	являлся	традицион- 
ный	при	культивировании	микроорганизмов	дрожже- 
вой	или	кукурузный	экстракт.	Содержание	сырого	
протеина	и	пищевая	ценность	использованных	суб-
стратов	представлены	в	таблице	3.

Растительная	мука,	помимо	белка,	содержит	угле- 
водные	компоненты,	являющиеся	резервным	источ- 
ником	питания	(крахмал)	и	входящие	в	состав	кле-
точных	стенок	(некрахмалистые	гомо-	и	гетерополи-
сахариды	–	целлюлоза,	пектин,	маннаны,	галактаны,	

Рисунок	1.	Филогенетическое	дерево,	построенное	методом	присоединения	соседей	на	основе	сравнения	
нуклеотидных	последовательностей	гена	16S	рРНК	термофильного	штамма	Кб.12.Гл.35	(на	схеме	обозначен	 

как	Bacillus	sp.	strain	35)	и	типовых	штаммов	рода	Bacillus

Figure	1.	Phylogenetic	tree	constructed	by	neighbor	joining	based	on	comparison	of	nucleotide	sequences	of	the	16S	rRNA	gene	 
of	the	thermophilic	strain	Kb.12.Gl.35	(Bacillus	sp.	strain	35)	and	typical	genus	Bacillus strains
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Рисунок	2.	Кривые	амплификации	фрагментов	ДНК	штамма	Bacillus subtilis	Кб.12.Гл.35

Figure	2.	Amplification	curves	of	DNA	fragments	of	the	Bacillus subtilis strain Kb.12.Gl.35
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ксиланы,	арабиногалактаны,	галактоманнаны,	арабино- 
ксиланы	и	др.).	Кукурузный	экстракт	является	побоч-
ным	продуктом	производства	крахмала	из	зерен	куку- 
рузы.	Экстракт	получают	путем	замачивания	куку-
рузных	початков	в	растворе	сернистой	кислоты	или	
сульфита	натрия,	в	результате	чего	происходит	высво-
бождение	растворимых	беков,	аминокислот,	углево- 
дов,	витаминов	и	других	веществ	[36].	Поскольку	
карбогидразы	относятся	к	индуцибельным	ферментам,	
можно	сделать	предположение,	что	их	экспрессия	будет	
зависеть	в	том	числе	от	углеводного	состава	сырья.

Предварительные	исследования	показали,	что	
в	случае	культивирования	термофильного	штамма	
на	средах	с	растительным	сырьем,	содержащим	крах- 
мал,	на	начальных	фазах	роста	наблюдалось	уме-
ренное	закисление	среды	(до	pH	6),	что	приводило	
к	снижению	активности	внеклеточных	протеаз.	При	 
внесении	в	среды	с	растительной	мукой	солей	MgSO4  
и	CaCO3	отмечали	повышение	активности	протеаз,	
максимальная	активность	была	зафиксирована	при	
одновременном	применении	обеих	солей.	Это	может	
объясняться	буферированием	ферментационной	среды, 
а	также	использованием	бактериями	катионов	метал-
лов	в	качестве	кофакторов	для	функционирования	
ферментов.	Например,	внеклеточные	протеазы	и	ами-
лазы	бактерий	B. subtilis	характеризуются	наличием	
в	структуре	ферментов	кальций-связывающих	кана- 
лов,	которые	играют	важную	роль	в	поддержании	
термостабильности	белковых	молекул	[37].

На	первом	этапе	исследования	определили	протео- 
литическую	активность	штамма	B. subtilis	Кб.12.Гл.35	 
спустя	24	и	48	ч	роста	на	комплексных	средах	(рис.	3).	
Максимальный	синтез	протеаз	происходил	при	куль-
тивировании	на	средах	с	амарантовой,	гороховой,	
нутовой,	овсяной	и	рисовой	мукой	(более	400	ед/мл	 
культуральной	жидкости)	относительно	стандартной	
среды	LB.	Согласно	результатам	(табл.	3),	содержание	 

Таблица	3.	Содержание	основных	компонентов	в	используемых	субстратах

Table	3.	Major	components	in	plant	substrates	

Субстрат Сырой	протеин,	%	 
от	сухих	веществ

Пищевая	ценность	на	100	г	продукта*,	г
Белки Жиры Углеводы

Амарантовая	мука 7,9 13,5 3,0 61,2
Гороховая	мука 18,0 21,0 2,0 49,0
Льняная	мука 27,0 25,0 5,0 20,0
Нутовая	мука 14,7 22,0 7,0 58,0
Овсяная	мука 10,8 13,0 7,0 63,0
Соевая	мука 60,1 49,0 1,0 21,7
Смесь	на	основе	
амарантовой	и	соевой	муки

29,9 37,0 6,5 38,0

Рисовая	мука 4,5 7,0 1,0 79,0
Дрожжевой	экстракт 31,7 – – –
Кукурузный	экстракт 32,8 – – –

Примечание:	*	–	данные	производителя.
Note:	*	–	as	reported	by	the	producer.

a

1	–	Амарантовая	мука,	2	–	Гороховая	мука,	3	–	Льняная	мука,	
4	–	Нутовая	мука,	5	–	Овсяная	мука,	6	–	Соевая	мука,	7	–	Смесь	

на	основе	амарантовой	и	соевой	муки,	8	–	Рисовая	мука

Рисунок	3.	Протеолитическая	активность	
термофильного	штамма	Bacillus subtilis	Кб.12.Гл.35	
спустя	24	(a)	и	48	ч	(b)	культивирования	на	средах	 

с	растительной	мукой	и	кукурузным	или	дрожжевым	
экстрактом

Figure	3.	Proteolytic	activity	of	Bacillus subtilis Kb.12.Gl.35  
after	24	(a)	and	48	h	(b)	of	cultivation	on	media	with	plant	flour	 

and	corn	or	yeast	extract
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сырого	протеина	в	данных	субстратах	варьировалось	 
от	4,5	до	18,0	%.	Соевая	и	льняная	мука,	с	более	высо- 
ким	содержанием	сырого	протеина,	снижала	синтез	
протеаз.	Через	сутки	культивирования	замена	дрож- 
жевого	экстракта	на	кукурузный	влияла	на	активность	 
протеаз	незначительно.	Однако	спустя	48	ч	наблю- 
далось	снижение	активности	протеаз	при	росте	проду-
цента	на	среде	с	дрожжевым	экстрактом	и	растительной	
мукой	любого	типа.	Используемые	экстракты	близки	
по	содержанию	сырого	протеина	(табл.	3).	Кукуруз- 
ный	экстракт	содержит	некоторое	количество	угле-
водов	в	виде	моносахаридов,	олигосахаридов	и	дек- 
стринов.	Тем	не	менее	в	ходе	исследований	не	было	
зафиксировано	явления	катаболитной	репрессии,	что	
может	объясняться	постепенным	гидролизом	сложных	
углеводов	без	образования	избытка	моносахаридов	
в	питательной	среде.	Наличие	в	средах	углеводов	в	куку- 
рузном	экстракте	могло	замедлить	переход	культуры	
в	стационарную	фазу,	в	отличие	от	роста	на	средах	
с	дрожжевым	экстрактом,	что	способствовало	сохра-
нению	биосинтетической	активности	клеток.

На	следующем	этапе	исследования	провели	опре-
деление	активности	карбогидраз:	амилаз,	галактоман- 
наназ,	арабиногалактаназ	и	ксиланаз.	Высокое	содер- 
жание	крахмала	характерно	для	зерен	кукурузы,	пше-
ницы,	ячменя,	риса;	низкое	–	для	соевой	и	льняной	
муки	[38–40].	На	рисунке	4	представлены	результаты	
измерения	амилазной	активности	комплекса	внекле-
точных	гидролаз	штамма B. subtilis	Кб.12.Гл.35.

Полученные	значения	амилазной	активности	на	пер- 
вые	сутки	культивирования	частично	соотносятся	
с	содержанием	крахмала	в	выбранных	видах	муки	–	
максимальная	активность	амилаз	была	зафиксиро-
вана	на	средах	с	овсяной,	рисовой	и	нутовой	мукой.	
Наличие	в	ферментационной	среде	кукурузного	эк- 
стракта	практически	во	всех	вариантах	провоцировал	
более	высокую	амилазную	активность	культураль-

ной	жидкости	на	24	ч	роста	культуры,	по	сравнению	
с	дрожжевым	экстрактом.	Спустя	48	ч	синтез	амилаз	
на	средах	с	дрожжевым	экстрактом	значительно	сни-
зился	–	в	ряде	сред	активность	амилаз	оказалась	ниже,	
чем	при	росте	на	стандартной	среде	LB.	Более	высо- 
кая	амилолитическая	активность	в	случае	культивиро-
вания	на	средах	с	кукурузным	экстрактом	может	быть	
связана	с	содержанием	в	нем	декстринов	и	мальто- 
олигосахаридов,	которые	могут	выступать	дополни-
тельными	индукторами	синтеза	амилаз.

Проанализирована	амилолитическая	активность,	
активность	ряда	гемицеллюлаз,	в	том	числе	гидролаз	
гексозанов	и	пентозанов.	При	росте	штамма	Кб.12.
Гл.35	на	амарантовой	муке	в	комбинации	с	кукурузным	
экстрактом	наблюдалась	самая	высокая	суммарная	
гидролитическая	активность	по	отношению	к	галак-
томаннану,	арабиногалактану	и	ксилану	(рис.	5–7).

Арабиноксилан	и	арабиногалактан	–	смешанные	
полисахариды	из	зерен	амаранта	[41].	Их	присутствие	
в	среде	могло	усилить	у	штамма	экспрессию	генов	кси-
ланаз,	арабинаназ	и	маннаназ.	Основной	полисахарид	
клетчатки	риса	–	арабиноксилан	и	глюкуроноараби-
ноксилан,	а	также	в	ее	состав	входит	глюкоманнан,	
что,	предположительно,	могло	индуцировать	синтез	
соответствующих	гемицеллюлаз.	Нутовая	и	гороховая	
мука	характеризуются	высоким	содержанием	арабинана	
и	смешанных	полисахаридов	арабиногалактуронана,	
рамногалактуронана	и	ксилоглюкана	[42].	Их	наличие	
может	обуславливать	высокую	арабиногалактаназную	
и	ксиланазную	активность	комплекса	гидролаз,	син-
тезируемых	спустя	сутки	культивирования.	Соевая	
мука	также	содержит	некрахмалистые	полисахариды,	
галактуронаны,	арабиногалактуронаны,	арабинаны	
и	характеризуется	небольшим	содержанием	маннанов	
(до	1,61	%)	[43,	44],	это	может	объяснять	невысокие	
уровни	синтеза	галактоманнаназ.	При	использовании	 
льняной	муки	умеренная	активность	гемицеллюлаз	

1	–	Амарантовая	мука,	2	–	Гороховая	мука,	3	–	Льняная	мука,	4	–	Нутовая	мука,	5	–	Овсяная	мука,	6	–	Соевая	мука,	7	–	Смесь	 
на	основе	амарантовой	и	соевой	муки,	8	–	Рисовая	мука
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Рисунок	4.	Амилазная	активность	термофильного	штамма	Bacillus subtilis	Кб.12.Гл.35	спустя	24	(a)	и	48	ч	(b)	
культивирования	на	средах	с	растительной	мукой	и	кукурузным	или	дрожжевым	экстрактом

Figure	4.	Amylase	activity	of	Bacillus subtilis	Kb.12.Gl.35	after	24	(a)	and	48	h	(b)	of	cultivation	on	media	with	plant	flour	 
and	corn	or	yeast	extract
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Рисунок	7.	Ксиланазная	активность	термофильного	штамма	Bacillus subtilis	Кб.12.Гл.35	спустя	24	(a)	и	48	ч	(b)	
культивирования	на	средах	с	растительной	мукой	и	кукурузным	или	дрожжевым	экстрактом

Figure	7.	Xylanase	activity	of	Bacillus subtilis	Kb.12.Gl.35	after	24	(a)	and	48	h	(b)	of	cultivation	on	media	with	plant	flour	 
and	corn	or	yeast	extract

1	–	Амарантовая	мука,	2	–	Гороховая	мука,	3	–	Льняная	мука,	4	–	Нутовая	мука,	5	–	Овсяная	мука,	6	–	Соевая	мука,	 
7	–	Смесь	на	основе	амарантовой	и	соевой	муки,	8	–	Рисовая	мука
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Рисунок	5.	Галактоманназная	активность	термофильного	штамма	Bacillus subtilis	Кб.12.Гл.35	спустя	24	(a)	и	48	ч	
(b)	культивирования	на	средах	с	растительной	мукой	и	кукурузным	или	дрожжевым	экстрактом

Figure	5.	Galactomannase	activity	of	Bacillus subtilis	Kb.12.Gl.35	after	24	(a)	and	48	h	(b)	of	cultivation	on	media	with	plant	flour	 
and	corn	or	yeast	extract
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Рисунок	6.	Арабиногалактаназная	активность	термофильного	штамма	Bacillus subtilis	Кб.12.Гл.35	спустя	24	(a)	 
и	48	ч	(b)	культивирования	на	средах	с	растительной	мукой	и	кукурузным	или	дрожжевым	экстрактом

Figure	6.	Arabinogalactanase	activity	of	Bacillus subtilis Kb.12.Gl.35	after	24	(a)	and	48	h	(b)	of	cultivation	on	media	with	plant	flour	 
and	corn	or	yeast	extract

1	–	Амарантовая	мука,	2	–	Гороховая	мука,	3	–	Льняная	мука,	4	–	Нутовая	мука,	5	–	Овсяная	мука,	6	–	Соевая	мука,	 
7	–	Смесь	на	основе	амарантовой	и	соевой	муки,	8	–	Рисовая	мука
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по	отношению	к	арабиногалактану	и	низкая	к	осталь- 
ным	некрахмалистым	углеводам	может	быть	обуслов-
лена	полисахаридным	составом	семян	льна,	вклю- 
чающим	рамногалактуронан	и	арабиноксилан	[45].

В	ряде	случаев	резкое	снижение	уровня	амилаз	
на	48	ч	культивирования	штамма	фиксировалось	одно-
временно	с	небольшим	снижением	активности	других	
карбогидраз.	Вероятно,	причина	в	частичном	переклю-
чении	метаболизма	с	потребления	крахмала	и	продуктов	
его	деструкции	–	мальтозы	и	глюкозы,	на	утилизацию	
некрахмалистых	углеводов.	Данное	явление	хорошо	
наблюдалось	при	росте	штамма	B. subtilis	Кб.12.Гл.35	 
на	средах	с	кукурузным	экстрактом,	на	основании	
чего	было	сделано	предположение:	олигосахариды,	
присутствующие	в	кукурузном	экстракте,	например,	
ксилоолигосахариды	и	арабиноолигосахариды	[46],	
могут	выступать	индуктором	синтеза	гемицеллюлаз.

Зимографический профиль протеолитических 
ферментов при культивировании на средах с рас-
тительным сырьем. В	ходе	изучения	пула	внеклеточ-
ных	протеаз	термофильного	штамма	B. subtilis	Кб.12.
Гл.35	обнаружено,	что	при	росте	на	стандартной	среде	
LB	в	течение	24	ч	в	культуральной	жидкости	наблю-
дается	активность	минимум	трех	протеолитических	
ферментов	с	массами	15,1;	28,2	и	48,0	кДа	(рис.	8).

При	выращивании	штамма-продуцента	на	средах	 
с	растительным	сырьем	получен	более	представитель-
ный	профиль	ферментов	с	протеолитической	актив- 
ностью.	В	случае	использования	в	качестве	дополни-
тельного	источника	азота	дрожжевого	экстракта	в	ком-
бинации	с	растительной	мукой	экзопротеазный	профиль 
практически	идентичен	для	всех	видов	используемой	
муки	и	характеризовался	наличием	до	семи	отдель- 
ных	ферментов	с	массами	от	15,1	до	75,0	кДа.	В	ходе	

75,0	кДа
63,0	кДа
48,0	кДа 48,0	кДа

135,0	кДа
100,0	кДа

a

b

Рисунок	8.	Зимограмма	внеклеточных	протеаз	штамма	Bacillus subtilis	Кб.12.Гл.35	при	культивировании	на	средах	
с	растительной	мукой	в	комбинации	с	дрожжевым	(a)	или	кукурузным	(b)	экстрактом	и	на	стандартной	среде	LB

Figure	8.	Zymogram	of	extracellular	proteases	of	Bacillus subtilis	Kb.12.Gl.35	on	media	with	plant	flour	in	combination	with	yeast	(a)	 
or	corn	(b)	extract	vs.	standard	LB	medium

1	–	Амарантовая	мука,	2	–	Гороховая	мука,	3	–	Льняная	мука,	4	–	Нутовая	мука,	5	–	Овсяная	мука,	6	–	Соевая	мука,	 
7	–	Смесь	на	основе	амарантовой	и	соевой	муки,	8	–	Рисовая	мука
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анализа	протеаз	культуральной	жидкости,	получен- 
ной	при	выращивании	штамма	на	среде	с	кукурузным	
экстрактом,	был	выявлен	набор	ферментов	с	анало-
гичными	молекулярными	массами,	также	обнаружены	
отличия	в	синтезе	отдельных	протеаз.	Например,	при	
использовании	льняной	и	соевой	муки	секреция	про-
теазы	массой	48,0	кДа	была	снижена,	а	протеаза	мас-
сой	62,7	кДа	в	культуральной	жидкости	практически	
отсутствовала.	Согласно	данным	зимографического	
исследования	(рис.	8),	наибольшее	количество	протеаз 
в	культуральной	жидкости	наблюдалось	при	примене-
нии	гороховой,	овсяной,	рисовой	муки	в	комбинации	
с	кукурузным	экстрактом.	Это	соотносится	с	данными	
протеолитической	активности	по	казеину	(рис.	3).

Данные	исследования	F.	Xie	et al.	[47]	и	резуль-
таты	проведенного	скрининга	генома	штамма	Кб.12.
Гл.35	(рис.	2)	позволяют	предположить,	что	про- 
теаза	массой	28,2	кДа	принадлежит	семейству	суб-
тилизинов	–	протеаз,	за	продукцию	которых	отве- 
чает	ген	aprE,	а	протеаза	36,1	кДа	–	нейтральная	про-
теаза	–	продукт	экспрессии	гена	nprE.	Некоторые	
из	обнаруженных	ферментов	могут	являться	продук-
тами	экспрессии	гена	bpr,	обнаруженного	у	штамма	
B. subtilis Кб.12.Гл.35,	поскольку	процессинг	предшес- 
твенника	Bpr,	или	бациллопептидазы	F,	приводит	
к	образованию	ферментов	с	различной	молекулярной	
массой.	Например,	X.	C.	Wu	et al.	идентифициро-
вали	протеазы	Bpr	с	массами	80,	68,	50	и	48	кДа	[48].	 
Y.	Ning	et al.	обнаружили	протеазы	Bpr	с	массами	
от	11	до	75	кДа	[49].

Так	как	у	штамма	B. subtilis	Кб.12.Гл.35	был	обна-
ружен	ген	bpr,	ферменты	с	массами	48,0–75,0	кДа	
можно	предварительно	отнести	к	продуктам	процес-
синга	данного	гена.	На	дорожке	зимограммы	протео- 
литического	комплекса,	полученного	на	стандартной	
среде	LB,	проявилась	одна	полоса	предполагаемого	
продукта	процессинга	белка	Bpr	–	48,0	кДа,	а	на	сре- 
дах	с	растительным	сырьем	наблюдалась	активность	
более	крупных	протеаз	и	белок	массой	24,7	кДа.	

Секреция	внеклеточных	протеаз	также	варьиру-
ется	в	зависимости	от	фазы	роста	культуры.	Более	
крупные	предшественники	в	ходе	роста	культуры	
могут	подвергаться	ограниченному	протеолизу	с	об- 
разованием	активных	белков	с	более	низкой	моле-
кулярной	массой	[50].	Можно	предположить,	что	
состав	среды	оказывает	влияние	на	созревание	вне- 
клеточных	протеаз,	т.	к.	при	изменении	состава	пита-
тельной	среды	может	изменяться	как	уровень	экс- 
прессии	отдельных	генов,	так	и	продолжительность	
фаз	роста	продуцента.	Поскольку	в	среде	с	раститель- 
ным	сырьем	содержатся	полисахариды,	пролонги-
рование	экспоненциальной	фазы	роста	и	наличие	
трудноутилизируемых	по	сравнению	с	триптоном	бел- 
ков	могло	привести	к	образованию	разнообразных	 
активных	предшественников	и	зрелых	протеаз,	обла-
дающих	максимальной	активностью	в	разные	про- 
межутки	времени.

Наибольший	вклад	в	протеолитическую	актив- 
ность,	по-видимому,	вносят	ферменты	с	массой	24,7–
28,2	кДа,	а	также	протеазы	с	массой	62,7–75,0	кДа,	
поскольку	их	активность	ярко	представлена	в	вари- 
анте	с	использованием	растительного	сырья,	в	отли-
чие	от	среды	LB.	Секреция	протеазы	массой	15,1	кДа	
на	растительном	сырье	по	сравнению	со	стандарт- 
ной	средой	отличалась	незначительно.

Выводы
Термофильный	штамм	Bасillus subtilis	Кб.12.Гл.35,	 

продуцирующий	комплекс	гидролитических	фермен- 
тов	(протеаз,	амилаз,	галактоманнаназ,	арабинога-
лактаназ,	ксиланаз),	идентифицирован	и	охарактери- 
зован	с	биохимической	точки	зрения.	Изучены	осо-
бенности	синтеза	гидролитических	ферментов	(про-
теаз,	амилаз	и	гемицеллюлаз)	на	средах,	содержащих	
комплексное	растительное	сырье.	Подобраны	пер-
спективные	источники	углерода	для	синтеза	протеаз	
и	амилаз	–	амарантовая,	гороховая,	нутовая,	овсяная	
и	рисовая	мука;	для	синтеза	маннаназ,	ксиланаз	и	араби-
ногалактаназ	–	амарантовая,	гороховая	и	нутовая	мука.	
Показано	повышение	синтеза	внеклеточных	гидролаз	
при	использовании	в	качестве	источника	азота	кукуруз-
ного	экстракта	по	сравнению	с	дрожжевым.	Рассмотрен	
профиль	внеклеточных	протеаз	при	культивировании	
штамма	B. subtilis	Кб.12.Гл.35	на	растительном	сырье	–	
комплекс	протеаз	включал	семь	отдельных	фермен- 
тов	с	массами	от	15,1	до	75,0	кДа.

Полученные	результаты	могут	быть	использованы	
для	дальнейшей	оптимизации	условий	культивиро- 
вания	и	питательной	среды	с	целью	получения	термо- 
стабильных	гидролаз	как	в	виде	индивидуальных	
ферментов,	так	и	мультиэнзимных	композиций	с	широ- 
ким	потенциалом	применения	в	пищевой	и	сельско-
хозяйственной	промышленности,	а	также	при	произ-
водстве	детергентов.
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