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Аннотация 

Определены биомасса и целлюлазная актив-

ность двух перспективных почвенных изоля-

тов стрептомицетов в зависимости от введения 

в среду органических (пептон, гидролизат ка-

зеина) и минеральных (NH4Cl, NaNO3, NH4NO3, 

(NH4)2SO4, KNO3) источников азота. Для про-

дукции целлюлаз штаммами Streptomyces sp. 

Мб 4–2 и 1.3 наиболее предпочтительными 

явились неорганические соли – NH4NO3 и 

NH4Cl соответственно. Для роста стрептомице-

тов и накопления биомассы лучшими источ-

никами азота служили пептон и гидролизат 

казеина. Полученные результаты представля-

ют интерес для разработки новых экологиче-

ски чистых технологий с использованием 

стрептомицетов-целлюлолитиков. 

Ключевые слова:  

Streptomyces, источники азота, деструкция 

целлюлозы, активность целлюлаз, раститель-

ные материалы и отходы 

Abstract 

Biomass accumulation and cellulase activity 

were determined in two promising soil isolates 

during liquid phase cultivation depending on 

organic (peptone, casein hydrolysate) and miner-

al (NH4Cl, NaNO3, NH4NO3, (NH4)2SO4, KNO3) 

nitrogen sources. The only source of carbon in 

the medium was straw (1ob.%). Using two-

factor analysis of variance, it was found that 

the production of cellulase complex enzymes is 

equally influenced by the nitrogen source (F= 

225,92; p<0,0001), the producer strain 

(F=205,98; p<0,0001), the interaction of these 

factors (F=225,06; p< 0,0001). Inorganic nitro-

gen sources were the most preferred for 

cellulase production: NH4NO3 provided enzymat-

ic activity in Streptomyces sp. Mb 4-2 is 

912,82±60,40 units/10 min /g, and NH4Cl in 

Streptomyces sp. 1.3 NH4Cl is 531,37±27,25 

units/10 min /g, which is 58–481 % and 34,5–

409% more, respectively, than on other tested 

nitrogen sources. The accumulation of biomass 

during growth was more dependent on the ni-

trogen source (F= 65,47; p<0,0001) than on the 

strain of streptomycetes (F=18,65; p<0,0001). 

The interaction of these factors did not have a 

significant effect on the accumulation of bio-

mass (F=1,11; p=0,38). Peptone and casein hyd-

rolysate became the best nitrogen source for the 

growth of streptomycetes, providing an average 

of 19 % more biomass than inorganic nitrogen 

sources. It is shown that the optimization of the 

nutrient medium by the nitrogen source makes 

it possible to regulate the growth rates of 

streptomycetes-producing cultures and achieve 

maximum cellulase yield. The results obtained 

are of interest for the development of new envi-

ronmentally friendly technological processes us-

ing streptomycetes in the production of cellulase 
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complex enzymes and in the destruction of cellu-

lose-containing agricultural waste. 
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Введение 
 

В последние годы все больший интерес 
представляют экологически чистые технологии, 
внедряемые на предприятиях различных отраслей 
промышленности. При производстве товаров по 
экологически чистым технологиям используются 
материалы, оказывающие минимальное воздейст-
вие на окружающую среду. Особую популярность 
приобретают технологии рециклинга, позволяющие 
перерабатывать отходы и вторично запускать полу-
чаемый продукт в производственный цикл. 

В этом контексте особый интерес представ-
ляет использование отходов сельского хозяйства. 
Отходы растениеводства в основном представлены 
лигноцеллюлозными субстратами (листья, стебли, 
шелуха, корни, другие неиспользованные части 
растений). Лигноцеллюлоза – основной структурный 
компонент растений, состоит из целлюлозы, геми-
целлюлозы и лигнина. Наиболее ценной для про-
мышленного производства является целлюлоза. 

Известно об использовании целлюлозосо-
держащих отходов в качестве субстратов для куль-
тивирования микроорганизмов, предназначенных 
для получения клеточных белков, органических ки-
слот, грибов, биологически активных вторичных 
метаболитов, ферментов, пребиотических олигоса-
харидов и в качестве источников ферментируемых 
сахаров при производстве биоэтанола второго по-
коления [1, 2]. Микробные ферменты активно уча-
ствуют в перечисленных процессах, но также могут 
сами по себе являться целевыми продуктами. Цел-
люлазы наиболее часто используются в пищевой, 
целлюлозно-бумажной, текстильной промышленно-
сти, производстве стиральных порошков и биоэта-
нола [2]. 

Деструкция целлюлозы является комплекс-
ным процессом, требующим совместного действия 
трех групп ферментов: 

- эндоцеллюлазы (иначе – эндоглюканазы) 
(EC 3.2.1.4), которые случайным образом разреза-
ют внутренние аморфные участки целлюлозной 
полисахаридной цепочки, образуя олигосахариды 
различной длины и, следовательно, новые восста-
навливающие и невосстанавливающие концы, раз-
рушаемые экзоцеллюлазами; 

- экзоцеллюлазы (целлобиогидролазы (EC 
3.2.1.91)), одна часть которых действует на восста-
навливающий (со свободной ОН-группой) конец 
целлюлозы, другая – на невосстанавливающий, от-
щепляя целлобиозу; 

- β-глюкозидазы (EC 3.2.1.21), гидролизую-
щие растворимые олигосахара и целлобиозу до 
глюкозы [3–5]. 

Целлюлазы, используемые сегодня в про-
мышленном производстве, вырабатываются в ос-
новном грибами [6]. Но в природе важную роль в 

деградации и рециркуляции целлюлозы играют 
почвенные бактерии – стрептомицеты, имеющие 
сходные с грибами мицелиальную организацию и 
экологические функции. Стрептомицеты способны 
использовать широкий спектр источников углерода 
и азота, продуцировать антибиотики для снижения 
конкуренции за субстрат, формировать споры в ус-
ловиях лимитации ресурсов [7, 8]. Существует ряд 
сообщений о производстве стрептомицетами цел-
люлаз и ксиланаз [9]. Являясь прокариотами, стреп-
томицеты легче поддаются генетическим манипу-
ляциям и могут оказаться хорошими кандидатами в 
производстве целлюлозолитических ферментов. 
Помимо направленной селекции штаммов-про-
дуцентов для увеличения продукции целлюлолити-
ческих ферментов в процессе ферментации расти-
тельных отходов зачастую производят оптимиза-
цию состава питательной среды, варьируя в среде 
концентрацию катионов [9, 10], pH [11, 12] и источ-
ники азота [11, 13 – 15]. 

Цель работы – выявить оптимальные источ-
ники азота для жидкофазного культивирования двух 
штаммов стрептомицетов-целлюлолитиков. 

 

Объекты и методы исследования 
 

В работе были использованы два природных 
изолята из почв Кировской области – штаммы 
Streptomyces sp. Мб 4–2 и 1.3, показавшие ранее 
высокую целлюлазную активность при деградации 
соломы [16]. Для культивирования применяли жид-
кую питательную среду следующего состава (г/л): 
К2НРО4 – 2, NaCl – 2, MgSO4 7H2O – 1, MnSO4 – 
0,05, FeSO4 7H2O – 0,05, CaCl2 2H2O – 2. Устанавли-
вали исходное значение pH 7,2. В качестве единст-
венного источника углерода служила измельченная 
солома в количестве 1 об.%. Источники азота  вно-
сили в среду в зависимости от варианта, в эквимоле-
кулярных по азоту количествах (г/л): NH4Cl – 2, 
NaNO3 – 3,2, NH4NO3 – 1,5, (NH4)2SO4 – 2,5, KNO3 –
3,77, пептон – 10, гидролизат казеина – 10. 

Стрептомицеты выращивали в конических 
стеклянных колбах объемом 250 мл, содержащих 
по 50 мл жидкой питательной среды. Инокулятом 
служили два агаровых блока (диаметром 10 мм), 
вырезанных керном из 5-суточных газонных куль-
тур, выращенных на овсяном агаре при 28 

о
С. Фер-

ментацию проводили стационарно в течение 15 сут. 
при 28 

о
С. Повторность в эксперименте – 3-кратная. 

Биомассу стрептомицетов измеряли после центри-
фугирования жидких культур при 7000 об./мин в те-
чение 10 мин и высушивания при 105 

о
С до постоян-

ного веса. Целлюлазную активность определяли в 
надосадочной жидкости с реактивом на основе ди-
нитросалициловой кислоты (ДНС) спектрофотомет-
рически (540 нм) [17]. Активность фермента выража-
ли в условных единицах (усл. ед./10 мин·/г), произ-
водя перерасчет на 1 г сухой биомассы бактерий. 
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Статистическая обработка результатов вы-
полнена методом двухфакторного дисперсионного 
анализа с использованием программ Microsoft Excel 
и Statgraphics. Значимыми считали различия при 
p≤0,05. 

 

Результаты и обсуждение 
 

В ходе работы изучили влияние органических и 
неорганических источников азота на накопление био-
массы Streptomyces sp. 1.3 и Мб 4–2 в процессе жид-
кофазного стационарного роста культур. При куль-
тивировании стрептомицетов на средах с органиче-
скими источниками азота (гидролизат казеина, пеп-
тон) сухая биомасса продуцентов целлюлаз в сред-
нем была выше, чем при культивировании этих же 
штаммов на средах с минеральными источниками 
азота (рис. 1). Оба штамма продемонстрировали 
максимальный уровень накопления биомассы за 
15-суточный период на среде с пептоном: Strepto-
myces sp. Мб 4–2 – 602,6±12,9 мг и Streptomyces sp. 
1.3 – 578,3±21,5 мг, что соответственно на 33,5 и 
27,0 % больше, чем на минеральной питательной 
среде с NH4Cl. Эти результаты совпадают с данны-
ми других работ по стрептомицетам, авторы кото-
рых также отмечают, что оптимальными для нара-
щивания биомассы являются органические источ-
ники азота – мясной экстракт и пептон [11, 15]. 

Среди сравниваемых минеральных источни-
ков азота наибольшую продуктивность обоих 
штаммов поддерживал KNO3, минимальный уро-
вень продуктивности обеспечивался введением в 
среду NaNO3. Биомасса стрептомицетов, выращен-
ных в средах с добавлением других солей, разли-
чалась по вариантам недостоверно. 

Результаты двухфакторного дисперсионного 
анализа полученных в эксперименте данных пока-
зали, что форма доступного азота оказала на про-
дуктивность биомассы в 3,5 раза более значитель-
ное влияние (F=65,47; p<0,0001), чем штамм стреп-
томицета (F=18,65; p<0,0001). Вклад взаимодейст-

вия этих факторов в варьирование показателя оце-
нивался как несущественный (F= 1,11; p=0,38). 

Введение в среду различных источников азо-
та оказало на целлюлазную активность стрептоми-
цетов еще более выраженное влияние, чем на вы-
ход биомассы. Но, в отличие от биомассы, макси-
мальной активности фермента содействовало вве-
дение в среду минеральных, а не органических ис-
точников азота. Ранее в доступной нам литературе 
об этом не упоминалось. Напротив, при изучении 
реакции стрептомицетов на различные источники 
азота лучшие результаты в отношении целлюлаз-
ной активности обеспечивались введением в пита-
тельные среды органических источников азота, та-
ких как дрожжевой экстракт [13] и пептон [11, 14, 
15]. В наших экспериментах максимальную целлю-
лазную активность на уровне 912,82±60,40 ед./10 
мин/г обеспечил штамм Streptomyces sp. Мб 4–2 
при росте на среде с NH4NO3 (рис. 2). Это в 3,3–3,4 
раза выше, чем при выращивании этого стрептоми-
цета на средах, содержащих гидролизат казеина 
(270,71±31,33 усл. ед./10 мин /г) и пептон (275,2±14, 
00 усл. ед./10 мин /г). Максимальная целлюлазная 
активность штамма Streptomyces sp. 1.3 
(531,37±27,25 усл. ед./10 мин /г) отмечена на среде 
с другим минеральным источником азота – NH4Cl. В 
этих условиях ферментативная активность Strepto-
myces sp. 1.3 достоверно не отличалась от актив-
ности штамма Streptomyces. sp. Мб 4–2 
(577,53±14,38 усл. ед./10 мин /г). На средах с дру-
гими источниками азота как органическими, так и 
минеральными целлюлазная активность Strepto-
myces sp. 1.3 была достоверно ниже, варьируя в 
пределах от 129,8 (пептон) до 395,0 ((NH4)2SO4) усл. 
ед./10 мин /г. 

Результаты статистической обработки дан-
ных по целлюлазной активности двух штаммов, по-
лученные методом двухфакторного дисперсионного 
анализа, подтвердили, что на варьирование этого 
показателя практически в равной степени оказыва-

 
 

Рис. 1. Накопление биомассы двумя культурами стрептомицетов в зависимости от источника азота в жид-

кой питательной среде. 

Fig.1. Accumulation of biomass by two streptomycetes cultures depending on the nitrogen source in a liquid 

nutrient medium. 
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ют влияние как источник азота (F=225,92; p<0,0001), 
так и штамм-продуцент (F=205,98; p<0,0001), а так-
же взаимодействие этих факторов (F=225,06; 
p<0,0001).  

Отсюда следует, что оптимизация состава 
питательной среды по источнику азота для реали-
зации целлюлолитического потенциала отдельны-
ми культурами стрептомицетов должна носить ин-
дивидуальный характер. Замена одного компонента 
среды другим может обеспечить статистически зна-
чимое увеличение продукции целлюлазы. В отли-
чие от имевшихся ранее в литературе сведений, 
максимальные значения целлюлазной активности 
штаммами Streptomyces sp. Мб 4–2 и 1.3 были дос-
тигнуты на средах не с органическими, а с мине-
ральными источниками азота – NH4Cl и NH4NO3. 

Установлено также значимое влияние источ-
ника азота на выход биомассы штаммов-проду-
центов целлюлаз. В большей степени, чем неорга-
нические соли, росту исследуемых культур стреп-
томицетов в условиях жидкофазного культивирова-
ния способствовали органические источники – гид-
ролизат казеина и пептон, что совпадает с данными 
литературы. Штаммоспецифичность в реакции стреп-
томицетов-целлюлолитиков на те или иные источ-
ники азота по показателю накопления биомассы не 
прослеживалась.  

 

Вывод 
 

Таким образом, результаты проведенных 
экспериментов показали, что оптимизация пита-
тельной среды по источнику азота позволяет регу-
лировать темпы роста культур стрептомицетов-
продуцентов и добиваться максимального выхода 
целлюлазы. Полученные данные представляют ин-
терес для разработки новых экологически чистых 
технологических процессов с использованием стреп-

томицетов в производстве ферментов целлюлазно-
го комплекса и при деструкции целлюлозосодер-
жащих отходов сельского хозяйства. 
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