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стрептомицетов на различных субстратах
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Сравнивали накопление биомассы и целлюлазную активность семи почвенных изолятов стрептомицетов 
при жидкофазном культивировании в минеральной среде с разными источниками углерода (1% об.): микрокри-
сталлической целлюлозой (МКЦ), фильтровальной бумагой и соломой. Двухфакторный дисперсионный анализ 
полученных данных позволил установить, что на варьирование целлюлазной активности достоверное влияние  
(Р ≥ 0,99) оказывают как тип субстрата, так и штамм продуцента, а также взаимодействие этих факторов. На уро-
вень накопления биомассы достоверно влиял только тип углеродного субстрата. Солома и МКЦ в качестве един-
ственного источника углерода, обеспечили лучший рост стрептомицетов, по сравнению с фильтровальной бумагой.  
В зависимости от штамма показатель накопления биомассы характеризовался слабой изменчивостью: коэффициент вариа-
ции колебался в пределах 3,0–5,7%. За период роста (15 сут) наибольшим накоплением биомассы среди исследованных 
штаммов отличались культуры Streptomyces spр. К 7.5 (0,442–0,570 г) и Мб 2-3 (0,461–0,570 г). Продукция целлюлаз 
исследуемыми штаммами в тесте с реагентом на основе динитросалициловой кислоты (ДНС) характеризовалась суще-
ственно более высокими значениями при утилизации фильтровальной бумаги и соломы, чем при использовании МКЦ 
в качестве единственного источника углерода. Выявлена приуроченность отдельных стрептомицетов-целлюлолитиков 
к определённому субстрату, на котором они демонстрируют наибольшую ферментативную активность. Максимальную 
целлюлазную активность при росте на минеральной среде с добавлением соломы проявили штаммы Streptomyces spр. 
Мб 4-2 (577,53 усл. ед./(10 мин · г)) и 1.3. (531,37 усл. ед./(10 мин · г)). Максимальную активность при ферментации 
фильтровальной бумаги продемонстрировали штаммы Streptomyces spр. 1.5 и К 7.5. Индивидуальная приуроченность 
стрептомицетов к определённому углеродному субстрату имеет практическое значение при разработке технологий и пре-
паратов для деструкции целлюлозосодержащих отходов сельскохозяйственных и лесоперерабатывающих предприятий.
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We compared the accumulation of biomass and cellulase activity during liquid-phase cultivation of seven soil iso-
lates of streptomycetes in a mineral medium with different carbon sources (1% vol.); microcrystalline cellulose (MCC), 
filter paper, straw. Two-factor analysis of the obtained data allowed us to establish that the variation of cellulase activity 
is significantly influenced (P ≥ 0.99) by both the type of substrate and the producer strain, as well as the interaction of 
these factors. The level of biomass accumulation was significantly affected only by the type of carbon substrate. Straw 
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Ежегодно в результате деятельности 
сельскохозяйственных, лесозаготовительных  
и лесоперерабатывающих предприятий, ряда 
других производств накапливаются большие 
объёмы лигноцеллюлозных отходов, которые 
представляют собой одну из проблем за-
грязнения окружающей среды и нуждаются 
в эффективной переработке [1, 2]. Гидролиз 
лигноцеллюлозной биомассы осуществляет-
ся ферментным комплексом, включающим 
гемицеллюлазы, лигнолитические фермен-
ты и целлюлазы [3]. Все целлюлазы имеют 
одинаковую химическую специфичность к 
1,4-гликозидным связям, но они отличаются 
отношением к субстратам. Экзоглюканазы (ЕС 
3.2.1.74) или целлобиогидролазы (1,4-β-D-
глюканцеллобиогидролаза, EC 3.2.1.91), отще-
пляющие целлобиозу с конца полисахаридной 
цепи, обычно имеют высокую активность  
к кристаллической целлюлозе. Эндоглюка-
назы (ЕС 3.2.1.4) предпочитают аморфные 
участки целлюлозы и, в отличие от целло-
биогидролаз, способны гидролизовать заме-
щённую целлюлозу, например, карбоксиме-
тилцеллюлозу и гидроксиметилцеллюлозу. 
Наконец, β-глюкозидаза (ЕС 3.2.1.21) рас-
щепляет целлобиозу и другие растворимые 
полисахариды до глюкозы [3–5].

Биотехнологическое применение целлю-
лаз началось в сельском хозяйстве с их исполь-
зования в производстве кормов. Разработаны 
технологии микробиологической конверсии 
отходов сельского хозяйства, пищевой и 
зерноперерабатывающей промышленности 
в высококачественные углеводно-белковые 
кормовые добавки и комбикорма [6, 7]. По-
лучены опытные партии компостов на основе 
отходов с использованием целлюлолитических 
микроорганизмов [8]. В последнее время 
микроорганизмы-целлюлолитики стали всё 
чаще использоваться в качестве основы поч-
воулучшающих биопрепаратов для более 
эффективной трансформации содержащих 

лигноцеллюлозу растительных полимеров  
в компоненты гумуса [9]. 

Первые исследования целлюлаз были  
в основном сосредоточены на ферментативном 
комплексе грибов [3, 4, 6]. Бактериальные цел-
люлазы стали активно изучаться относительно 
недавно и расцениваются как потенциальный 
источник для развития коммерческих произ-
водств из-за особых оптимумов активности 
и субстратной специфичности [5, 8]. Рядом 
преимуществ в развитии биотехнологических 
приёмов переработки целлюлозосодержащих 
субстратов могут обладать, благодаря своим 
уникальным особенностям, представители рода 
Streptomyces. Стрептомицеты – важная часть 
микробного сообщества в почве, ответственная 
за разложение и переработку широкого спектра 
природных полимеров. Целлюлолитическую 
активность не раз отмечали у представителей 
порядка Streptomycetales [10–13].

Цель настоящей работы – изучить рост  
и целлюлазную активность семи штаммов 
бактерий рода Streptomyces при жидкофазном 
культивировании с использованием различ-
ных по доступности источников углерода.

Объекты и методы исследования

Объектами исследования служили изо-
ляты стрептомицетов из почв подзоны южной 
тайги Европейского Северо-Востока. Культуры 
были выделены из почв лесных фитоценозов 
(Streptomyces sp. Мб 4-2; Мб 2-3; Т2-а4), а так-
же из ризосферы табака (Nicotiana tabacum), 
выращенного на окультуренной дерново-
подзолистой почвев условиях искусственного 
климата (Streptomyces sp. К 7.5; 1.3; 1.5).

Стрептомицеты культивировали в жид-
кой питательной среде следующего состава 
(г/л): К

2
НРО

4
 – 2, NaCl – 2, MgSO

4
 · 7H

2
O – 1, 

MnSO
4
 – 0,05, FeSO

4
 · 7H

2
O – 0,05, NH

4
Cl – 2, 

CaCl
2
 · 2H

2
O – 2. В качестве единственного 

источника углерода использовали: микро-

АГРОЭКОЛОГИЯ 

and MCC as the sole carbon source provided better growth of streptomycetes, compared to filter paper. Depending on the 
strain, the biomass accumulation index was characterized by low variability: the coefficient of variation ranged from 3.0 to 
5.7%. During the growth period (15 days), the greatest accumulation of biomass among the studied strains was observed 
in the cultures of Streptomyces spp. K 7.5 (0.442–0.570 g), Mb 2-3 (0.461–0.570 g). The production of cellulases by the 
studied strains in the test with the DNC reagent was characterized by significantly higher values when using filter paper 
and straw than when using MCC as the only carbon source. It was revealed that individual streptomycetes-cellulolytics 
demonstrate the greatest enzymatic activity when they are confined to a certain substrate. The strains of Streptomyces 
spp. Mb 4-2 (577.53 cond. units/(10 min · g) and 1.3 (531.37 cond. units/(10 min · g) showed the maximum cellulase 
activity when growing on a mineral medium with the addition of straw. The maximum activity in the fermentation of 
filter paper was demonstrated by Streptomyces spр. 1.5 and K 7.5 strains. Individual attachment of streptomycetes to a 
certain carbon substrate is of practical importance in the development of technologies and preparations for the destruc-
tion of cellulose-containing waste from agricultural and timber processing enterprises.

Keywords: cellulose, streptomycetes, carbon substrates, cellulose.
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кристаллическую целлюлозу (МКЦ), фраг-
ментированные фильтровальную бумагу  
и солому в количестве 1% об. В колбы объёмом 
250 мл с жидкой питательной средой (50 мл) 
вносили по 2 агаровых блока, диаметром  
10 мм, вырезанных из 5-суточных газонов 
стрептомицетов на овсяном агаре, выращен-
ных при 28 оС. Культивирование проводили 
стационарно в течение 15 сут при 28 оС. Био-
массу бактерий измеряли гравиметрически 
после центрифугирования в течение 10 мин 
при 7000 об./мин и высушивания при 105 оС 
до постоянного веса. В надосадочной жидко-
сти спектрофотометрически (540 нм) опреде-
ляли целлюлазную активность с реактивом  
на основе динитросалициловой кислоты 
(ДНС) [14]. Активность фермента выражали 
в усл. ед./(10 мин · г биомассы бактерий). 

Статистическая обработка результатов вы-
полнена с использованием пакетов программ 
Microsoft Excel и Statgraphics. В таблицах 
приведены средние значения из трёх повто-
рений и их стандартные ошибки при Р ≥ 0,99.

Результаты и обсуждение

При жидкофазном культивировании 
стрептомицетов с различными по биодоступ-
ности целлюлозосодержащими субстратами 
значительных различий по накоплению 
биомассы между штаммами в большинстве 
случаев не выявлено. Показатель накопления 
биомассы характеризовался слабой изменчи-
востью – коэффициент вариации не превышал 
3,0–5,7% (табл. 1). Показано, что в среднем 
для данной выборки культур более эффек-

тивно утилизируются МКЦ и фильтровальная 
бумага, чем солома. 

Так, уровень накопления биомассы на 
фильтровальной бумаге был близок к накопле-
нию биомассы на МКЦ и на 20% выше, чем на 
соломе. Наилучшим ростом на среде с филь-
тровальной бумагой в качестве единственного 
источника углерода характеризовались штам-
мы Streptomyces sp. К 7.5. и Мб 2-3. Вместе 
с тем, один из штаммов Streptomyces sp. 1.3, на 
среде с МКЦ рос достоверно лучше (0,574 г),  
чем при утилизации других исследуемых 
субстратов (0,456–0,548 г). На соломе наи-
большей биомассой достоверно отличался от 
других штамм Streptomyces sp. Т2а-4 (0,484 г). Эти 
результаты позволили предположить суще-
ствование у отдельных культур стрептомице-
тов определённых трофических предпочтений. 
Для проверки данной гипотезы был проведён 
двухфакторный дисперсионный анализ полу-
ченных экспериментальных данных (табл. 2).

Результаты анализа подтвердили прева-
лирующее влияние на варьирование значе-
ний биомассы фактора «субстрат» (F = 40,51; 
p < 0,0001), но в то же время показали, что 
влияние другого фактора – штамма стрепто-
мицета (F = 0,48; p = 0,82), а также влияние, 
обусловленное взаимодействием факторов 
«субстрат» × «штамм» (F = 0,88; p = 0,57), ста-
тистически оцениваются как недостоверные. 

Результаты определения целлюлазной 
активности стрептомицетов в зависимости от 
типа целлюлозосодержащего субстрата пред-
ставлены в таблице 3.

Ферментативная активность характеризо-
валась в среднем на порядок более высокими 

Таблица 1 / Table 1 
Биомасса стрептомицетов при жидкофазном росте в среде с разными 

целлюлозосодержащими субстратами / Biomass of streptomycetes during liquid-phase 
growth in an environment with different cellulose-containing substrates

Штамм
Strain

Воздушно-сухая масса (г), среда с субстратами:
Air-dry mass (g) on medium with substrates:

МКЦ
MCC

фильтровальная 
бумага / filter paper

солома
straw

Streptomyces sp. К 7.5 0,487±0,017 0,570±0,028 0,442±0,007
Streptomyces sp. Мб 2-3 0,532±0,08 0,570±0,008 0,461±0,015
Streptomyces sp. Мб 4-2 0,522±0,078 0,547±0,008 0,451±0,01
Streptomyces sp. Т2а-4 0,511±0,077 0,530±0,009 0,484±0,005
Streptomyces sp. 1.10 0,556±0,02 0,552±0,002 0,455±0,014
Streptomyces sp. 1.3 0,574±0,02 0,526±0,006 0,456±0,011
Streptomyces sp. 1.5 0,508±0,042 0,542±0,01 0,444±0,002
Среднее / Mean value 0,527 0,548 0,456
Коэффициент вариации, % 
Coefficient of variation, %

5,7 3,1 3,0

АГРОЭКОЛОГИЯ 
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значениями при росте стрептомицетов в ми-
неральной среде с добавлением таких суб-
стратов, как солома (306,94 усл. ед./(10 мин · г))  
и фильтровальная бумага (276,6 усл. ед./ 
(10 мин · г)), чем при росте в среде с МКЦ 
(93,36 усл. ед./(10 мин · г)). Отдельные штам-
мы различались между собой по величине про-
дукции целлюлазы гораздо значительнее, чем 
по накоплению биомассы. Более выраженной 
оказалась и изменчивость целлюлазной ак-
тивности у отдельных штаммов в зависимости 
от вида субстрата. Если при росте стрепто-

мицетов в среде с фильтровальной бумагой 
коэффициент вариации значений целлюлаз-
ной активности (18%) характеризует слабую 
изменчивость признака, то при росте в среде  
с соломой он увеличился более чем втрое (59%) 
для этой же выборки культур микроорганиз-
мов. Максимальное варьирование показателя 
продукции целлюлазы (73%) наблюдали при 
выращивании стрептомицетов в среде с МКЦ 
в качестве единственного источника углерода.

По показателю целлюлазной активности 
при росте на соломе в качестве единственного 

Таблица 2 / Table 2
Дисперсионный анализ влияния субстрата, штамма и их взаимодействия 

на рост и целлюлазную активность стрептомицетов
Dispersion analysis of the effect of the substrate, strain and their interaction 

on the growth and cellulase activity of streptomycete

Источник варьирования
Source of variation

df SS F р

Накопление биомассы / Biomass accumulation
Субстрат (фактор А) / Substrate (factor A) 2 0,0910286 40,51 < 0,0001*
Штамм (фактор В ) / Strain (factor B) 6 0,00322148 0,48 0,8210
Взаимодействие факторов А×В
Interaction of factors A×B

12 0,0118147 0,88 0,5763

Целлюлазная активность / Cellulase activity
Субстрат (фактор А) / Substrate (factor A) 2 462685 432,31 < 0,0001*
Штамм (фактор В) / Strain (factor B) 6 283804 88,39 < 0,0001*
Взаимодействие факторов А×В
Interaction of factors A×B

12 590408 91,94 < 0,0001*

Примечание: df – число степеней свободы, SS – сумма квадратов, F – критерий Фишера, р – уровень значимости. 
* – Влияние фактора на варьирование признака достоверно при данном уровне значимости.

Note: df is the number of degrees of freedom, SS is the sum of squares, F is the Fisher criterion, and p is the significance 
level. * – The influence of the factor on the variation of the trait is significant at this level of significance.

Таблица 3 / Table 3
Целлюлазная активность стрептомицетов при жидкофазном культивировании 

в среде с разными целлюлозосодержащими субстратами
Cellulase activity of streptomycetes during liquid-phase cultivation 

in a medium with different cellulose-containing substrates

Штамм
Strain

Целлюлазная активность, усл. ед./(10 мин · г)(среда с субстратами):
Cellulase activity, standard units/(10 min · g) in medium with substrates:

МКЦ
MCC

фильтровальная бумага 
filter paper

солома
straw

Streptomyces sp. К 7.5 41,43±3,25 313,42±78,09* 212,95±4,79
Streptomyces sp. Мб 2-3 75,19±11,28 264,01±10,16* 119,90±6,84
Streptomyces sp. Мб 4-2 86,80±13,02 277,08±2,45 577,53±14,39*
Streptomyces sp. Т2а-4 218,56±14,3 193,84±7,97 247,72±5,76
Streptomyces sp. 1.10 48,1±15,56 234,94±0,38 326,72±6,77*
Streptomyces sp. 1.3 152,68±2,03 322,80±2,79 531,37±27,25*
Streptomyces sp. 1.5 30,76±0,16 330,09±8,93* 132,38±25,10
Среднее / Mean value 93,36 276,60 306,94

Коэффициент вариации, % 
Coefficient of variation, %

73 18 59

Примечание: * – приуроченность штамма к определённому субстрату.
Note: * – affinity of the strain to specific substrate.
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источника углерода лидировали культуры 
Streptomyces spр. Мб 4-2 (577,53 усл. ед./
(10 мин · г)) и 1.3 (531,37 усл. ед./ (10 мин · г)).  
При разрушении фильтровальной бума- 
ги выделились штаммы Streptomyces sp. 
К 7.5 (313,42 усл. ед./(10 мин · г)), Strepto-
myces sp. 1.3 (322,80 усл. ед. /(10 мин · г)), 
Streptomyces sp. 1.5 (330,09 ед./(10 мин · г)). 
МКЦ наиболее активно ферментировали 
Streptomyces sp. Т2а-4 (218,56 усл. ед./(10 мин · г)) 
и Streptomyces sp. 1.3 (152,68 усл. ед./(10 мин · г)). 
Таким образом, штамм Streptomyces sp. 1.3 
показал достаточно высокую целлюлазную 
активность (от 152,68 до 531,37 усл. ед./ 
(10 мин · г)) на всех субстратах, исследован-
ных в работе.

В результате двухфакторного дисперсион-
ного анализа полученных данных установлено 
достоверное влияние на варьирование величи-
ны целлюлазной активности фактора «штамм» 
(F = 88,39; p < 0,0001) и взаимодействия 
факторов «субстрат» × «штамм» (F = 91,94; 
p < 0,0001). Однако наибольший вклад в общее 
варьирование признака, как и в случае с варьи-
рованием биомассы, внёс фактор «субстрат» 
(F = 432,31; p < 0,0001). Влияние субстрата 
на целлюлазную активность стрептомицетов  
в 4,9 раза превосходило влияние индивидуаль-
ных физиолого-биохимических особенностей 
штамма и в 4,7 раза – влияние взаимодействия 
исследуемых факторов.

Сопоставление полученных результатов 
с литературными данными [15, 16] подтвер-
дило факт приуроченности стрептомицетов-
целлюлолитиков к определённому субстрату, 
на котором они демонстрируют наибольшую 
ферментативную активность. Шесть из семи 
протестированных штаммов стрептомицетов 
показали индивидуальную приуроченность 
к определённому углеродному субстрату, 
и только целлюлазная активность изолята 
Streptomyces sp. Т2а-4 характеризовалась близ-
кими значениями при росте на МКЦ, фильтро-
вальной бумаге и соломе. Штаммы Streptomy-
ces spр. К 7.5, Мб 2-3 и 1.5 продемонстрировали 
наиболее высокую целлюлазную активность 
при ферментации фильтровальной бумаги,  
а штаммы Streptomyces spр. Мб 4-2, 1.10 
и 1.3 – при ферментации соломы. Индиви-
дуальную приуроченность стрептомицетов 
к определённому углеродному субстрату 
необходимо учитывать в практической 
деятельности при разработке технологий  
и препаратов для деструкции целлюлозосо-
держащих отходов.

Работа выполнена в рамках государ-
ственных заданий № 0767-2019-0090 «Изу-
чить потенциал полифункционального дей-
ствия мицелиальных микроорганизмов в ре-
гиональных типах почв с целью создания новых 
препаратов для повышения адаптивности  
и экологической безопасности растениеводства 
и защиты окружающей среды от загрязнений» 
и № 0414-2018-0003 «Оценка и прогноз отсро-
ченного техногенного воздействия на природные 
и трансформированные экосистемы подзоны 
южной тайги».
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