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БИОСИНТЕЗ ЦЕЛЛЮЛАЗ ПРОБИОТИЧЕСКИМИ 
шÒАÌÌАÌИ BACILLuS SuBTILIS  
ПРИ СОВМЕСТНОМ ВЫРАщИВАНИИ

Изучены рост пробиотическиõ штаммов B. subtilis 5139 и B. subtilis 
5140 и биосинтез выдеëяемыõ ими в среду ферментов цеëëюëазноãо 
компëекса при ãëубинном способе куëьтивирования на цеëëюëозе. По�
казана возможность испоëьзования совместноãо куëьтивирования 
изучаемыõ штаммов не тоëько дëя интенсификации накопëения ими 
биомассы кëеток, но и биосинтеза внекëеточныõ цеëëюëаз, в том чисëе 
при добавëении в среду куëьтивирования ëактита иëи ëактуëозы в 
качестве допоëнитеëьноãо источника уãëерода. 

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а : Bacillus, цеëëюëазы, совместное куëьтивиро-Bacillus, цеëëюëазы, совместное куëьтивиро-, цеëëюëазы, совместное куëьтивиро�
вание.

Дëÿ ñîзäàíèÿ êîìпëåêñíых пðîбèîòèêîâ, â òîì ÷èñëå è ñèíбèîòè-
êîâ, бîëüшîå зíà÷åíèå пðèîбðåòàюò ñìåшàííыå êóëüòóðы бàêòåðèé, ÷òî 
пðèâîäèò ê бîëåå пîëíîìó óñâîåíèю èñòî÷íèêîâ пèòàíèÿ, à òàêжå óпðî-
щåíèю òåхíîëîгèè пðîèзâîäñòâà öåëåâîгî пðîäóêòà. Ужå ðàзðàбîòàíы 
òåхíîëîгèè ñîâìåñòíîгî гëóбèííîгî êóëüòèâèðîâàíèÿ пðè ñîзäàíèè ðÿäà 
бèîпðåпàðàòîâ íà îñíîâå шòàììîâ êèшå÷íîé пàëî÷êè è эíòåðîêîêêà, 
бèфèäî, ëàêòîбàêòåðèé è бàöèëë [3, 5, 7, 12�15]. Пðèìåíåíèå ñîâìåñ-
òíîгî êóëüòèâèðîâàíèÿ � èäåÿ íå íîâàÿ. егî èзäàâíà èñпîëüзîâàëè äëÿ 
бèîñèíòåзà бåëêîâ, бèîëîгè÷åñêè àêòèâíых âåщåñòâ, î÷èñòêè ñòî÷íых 
âîä, îпòèìèзàöèè è èíòåíñèфèêàöèè пðîöåññîâ âыðàщèâàíèÿ è пîëó÷åíèÿ 
ìèêðîбíых êëåòîê [11�12]. 

Сìåшàííыå êóëüòóðы èñпîëüзóюò òàêжå äëÿ èíòåíñèфèêàöèè пðî-
öåññà бèîñèíòåзà фåðìåíòîâ ìèêðîîðгàíèзìàìè ðàзëè÷íых òàêñîíîìè-
÷åñêèх гðóпп ñ öåëüю óâåëè÷åíèÿ àêòèâíîñòè эêзîпðîòåàз è ëèòè÷åñêèх 
фåðìåíòîâ [2, 6�9, 14�15]. Эòî äàåò âîзìîжíîñòü, ñ îäíîé ñòîðîíы, 
óñêîðèòü бèîñèíòåз òîгî èëè èíîгî фåðìåíòà è óâåëè÷èòü åгî àêòèâíîñòü, 
ñ äðóгîé � óñèëèòü èëè пîпîëíèòü êîìпëåêñ фåðìåíòîâ ñ öåëüю бîëåå 
гëóбîêîгî гèäðîëèзà ñóбñòðàòà, à òàêжå зíà÷èòåëüíî ðàñшèðèòü ñпåêòð 
пîòðåбëÿåìых ñóбñòðàòîâ. Пðèìåðîâ пðèìåíåíèÿ эòîгî ñпîñîбà êóëü-
òèâèðîâàíèÿ äëÿ óñèëåíèÿ бèîñèíòåзà öåëëюëîëèòè÷åñêèх фåðìåíòîâ 
íàìè íå íàéäåíî.
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изó÷àåìыå íàìè шòàììы бàêòåðèé B. subtilis 5139 и B. subtilis 5140, 
íà îñíîâå êîòîðых ìåòîäîì ðàзäåëüíîгî гëóбèííîгî êóëüòèâèðîâàíèÿ 
óжå ñîзäàí âыñîêîэффåêòèâíыé пðîбèîòèê эíäîñпîðèí äëÿ ëå÷åíèÿ è 
пðîфèëàêòèêè ðÿäà пîñëåðîäîâых è êèшå÷íых зàбîëåâàíèé, хàðàêòåðèзó-
юòñÿ âыñîêîé бèîхèìè÷åñêîé ëàбèëüíîñòüю, ñпîñîбíîñòüю ñèíòåзèðîâàòü 
ìíîгèå ñîåäèíåíèÿ (àíòèбèîòèêè, фåðìåíòы, эêзîпîëèñàхàðèäы) [3, 4]. 

Нàñòîÿщàÿ ðàбîòà пîñâÿщåíà èзó÷åíèю îñîбåííîñòåé бèîñèíòåзà 
öåëëюëîëèòè÷åñêèх фåðìåíòîâ пðîбèîòè÷åñêèìè шòàììàìè B. subtilis 
5139 и B. subtilis 5140 пðè ñîâìåñòíîì èх âыðàщèâàíèè íà öåëëюëîзå.

Материалы и методы
Îбъåêòîì èññëåäîâàíèé ñëóжèëè пðîбèîòè÷åñêèå шòàììы B. subtilis 

5139 и B. subtilis 5140, ÿâëÿющèåñÿ îñíîâîé пðåпàðàòà эíäîñпîðèí [4]. 
Сîâìåñòíîå è ðàзäåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå бàêòåðèé пðîâîäèëè â 

òå÷åíèå 24 ÷àñîâ íà îпòèìèзèðîâàííîé äëÿ èх ðîñòà ñðåäå ñëåäóющåгî 
ñîñòàâà (г/ë): íàòðèÿ öèòðàò � 1,29; (NH4)2hPO4 � 4,75, KH2PO4 � 9,6, 
MgSO4 ⋅ 7h2O � 0,18, ðН ñðåäы � 7,0±0,2, ñ äîбàâëåíèåì 0,5% êóêóðó-
зíîгî эêñòðàêòà. Â êà÷åñòâå îñíîâíîгî èñòî÷íèêà óгëåðîäà èñпîëüзîâàëè 
öåëëюëîзó (0,5%), à â êà÷åñòâå äîпîëíèòåëüíîгî èñòî÷íèêà óгëåðîäíîгî 
пèòàíèÿ ëàêòèò èëè ëàêòóëîзó (пî 15%). Лàêòèò è ëàêòóëîзà � пðîäóêòы 
èзîìåðèзàöèè ëàêòîзы, хèìè÷åñêè бëèзêîðîäñòâåííыå ñîåäèíåíèÿ ñ èз-
âåñòíыìè пðåбèîòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè, èñпîëüзóюòñÿ â ñîñòàâå пèщåâых 
пðîäóêòîâ è пðè ñîзäàíèè êîìпëåêñíых пðåпàðàòîâ [11]. Â ñîñòàâ ëàêòó-
ëîзы âхîäèò гàëàêòîзà è фðóêòîзà, ëàêòèòà � гàëàêòîзà è ñîðбèò [10].

Â êà÷åñòâå пîñåâíîгî ìàòåðèàëà èñпîëüзîâàëè ñóòî÷íыå êóëüòóðы 
èññëåäóåìых шòàììîâ бàêòåðèé, âыðàщåííых íà ñðåäå àíàëîгè÷íîгî 
ñîñòàâà ñ äîбàâëåíèåì гëюêîзы (1,5%) пðè òåìпåðàòóðå 37±2 °С íà 
êà÷àëêå пðè 200 îб/ìèí. Пîñåâíîé ìàòåðèàë ñîñòîÿë èз ñìåñè âыðîñшèх 
ñóñпåíзèé шòàììîâ â ñîîòíîшåíèè 1:1. Пåðåä ñìåшèâàíèåì êóëüòóð îп-
òè÷åñêèå пëîòíîñòè èх ñóñпåíзèé óðàâíèâàëè фèзðàñòâîðîì ê 0,5 åä. íà 
ФеК 56 пðè äëèíå âîëíы 540 íì. Пîëó÷åííóю òàêèì îбðàзîì ñóñпåíзèю 
êóëüòóð âíîñèëè â ñðåäó èз ðàñ÷åòà 5 îб%, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî êîëè-
÷åñòâó êëåòîê 106�107 â 1 ìë. 

Аêòèâíîñòè öåëëюëîëèòè÷åñêèх фåðìåíòîâ â íàäîñàäî÷íîé жèäêîñòè 
îпðåäåëÿëè пî êîëè÷åñòâó гëюêîзы â 1 ìë êóëüòóðàëüíîé жèäêîñòè â 
ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäàìè, ðàíåå îпèñàííыìè â ðàбîòå [1]. иññëåäîâàíèå 
ñòàбèëüíîñòè öåëëюëàз â зàâèñèìîñòè îò ðН ñðåäы пðîâîäèëè â ðàñòâî-
ðàх 1/15 Ì öèòðàòíîфîñфàòíîгî бóфåðà ñ âåëè÷èíîé ðН 5,5 пðè 50 °С. 
ðНñòàбèëüíîñòü фåðìåíòîâ èзó÷àëè пîñëå èíêóбàöèè êóëüòóðàëüíîé 
жèäêîñòè â òå÷åíèå 1 ÷àñà è 24 ÷àñîâ пðè òåìпåðàòóðå 12 °С (âî èзбåжà-
íèå òåðìîèíàêòèâàöèè). Тåðìîñòàбèëüíîñòü öåëëюëàз èññëåäîâàëè пîñëå 
пðîгðåâàíèÿ êóëüòóðàëüíîé жèäêîñòè â òå÷åíèå ÷àñà пðè òåìпåðàòóðàх 
îò 30 °С äî 100 °С (ñ èíòåðâàëîì 10 °С) â 1/15 Ì öèòðàòíîфîñфàòíîì 
бóфåðå (ðН 6,0) è èíêóбèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 1 ÷àñà пðè 50 °С. Îпðåäå °С. Îпðåäå°С. Îпðåäå-
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ëåíèå òåìпåðàòóðíîгî îпòèìóìà äåéñòâèÿ фåðìåíòîâ пðîâîäèëè пðè 
òåìпåðàòóðàх îò 30 °С äî 70 °С â òîì жå бóфåðå пðè ðН 6,0.

Эêñпåðèìåíòы пðîâîäèëè â òðåх пîâòîðíîñòÿх, â êà÷åñòâå êðèòåðèÿ 
äîñòîâåðíîñòè èñпîëüзîâàëè êðèòåðèé Сòüюäåíòà íà 5% óðîâíå зíà÷è-
ìîñòè.

Результаты и их обсуждение
Â ñâÿзè ñ пåðñпåêòèâíîñòüю ñîзäàíèÿ êîìпëåêñíых пðåпàðàòîâ, 

â òîì ÷èñëå ñèíбèîòèêîâ, îñíîâàííых íà гëóбèííîì êóëüòèâèðîâàíèè 
шòàììîâпðîäóöåíòîâ, èñпîëüзîâàíèå ñîâìåñòíîгî ìåòîäà âыðàщèâàíèÿ 
пðèîбðåòàåò îñîбóю âàжíîñòü, пîñêîëüêó ðàзäåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå 
бàêòåðèé, âхîäÿщèх â пðåпàðàò, эêîíîìè÷åñêè ìåíåå âыгîäíî. 

Рåзóëüòàòы пðîâåäåííых эêñпåðèìåíòîâ пîêàзàëè, ÷òî ðîñò èзó÷àåìых 
шòàììîâ бàöèëë â óñëîâèÿх ñîâìåñòíîгî êóëüòèâèðîâàíèÿ зàìåòíî àêòèâè-
зèðîâàëñÿ â ñðàâíåíèè ñ êóëüòèâèðîâàíèåì èх â ìîíîêóëüòóðå. Сêîðîñòü 
ðîñòà ñìåшàííîé êóëüòóðы ñîñòàâèëà 0,807±0,015 ÷-1 è пðåâîñхîäèëà 
эòîò пîêàзàòåëü пðè ðàзäåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè шòàììîâ B. subtilis 
5139 и B. subtilis 5140 (0,776±0,013 è 0,751±0,010 ÷-1 ñîîòâåòñòâåííî). 
Ìàêñèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ íàêàпëèâàåìîé â эòèх óñëîâèÿх бèîìàññы 
жèзíåñпîñîбíых êëåòîê íàхîäèëàñü íà óðîâíå 8,5±0,11•109 КÎе/ìë, 
÷òî â 1,1�1,3 ðàзà быëî âышå, ÷åì пðè âыðàщèâàíèè шòàììîâ â ìîíî-
êóëüòóðàх. 

изâåñòíî, ÷òî ðåгóëÿöèÿ àêòèâíîñòè фåðìåíòîâ ìîжåò îñóщåñòâ-
ëÿòüñÿ íà óðîâíå èх бèîñèíòåзà èëè èзìåíåíèÿ àêòèâíîñòè [15]. Рàíåå 
íàìè пîêàзàíî, ÷òî ñèíòåз ñåêðåòèðóåìых бàöèëëàìè гèäðîëàз пðè 
âыðàщèâàíèè èх â ìîíîêóëüòóðàх зàâèñèò îò óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ, 
ñîñòàâà ñðåäы, åå îñíîâíых èñòî÷íèêîâ пèòàíèÿ, è êèñëîòíîñòè [1, 10]. 
Быëî óñòàíîâëåíî, ÷òî èзó÷àåìыå шòàììы íà ðàíåå îпòèìèзèðîâàííîé 
äëÿ íèх ñðåäå, â ñîñòàâ êîòîðîé â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà óгëåðîäà быëà 
âзÿòà öåëëюëîзà, пðîäóöèðóюò öåëëюëàзíыé êîìпëåêñ, пðåäñòàâëÿющèé 
ñîбîé ñëîжíóю ñèñòåìó îòäåëüíых êîìпîíåíòîâ, ñîñòîÿщèé èз 4 òèпîâ 
öåëëюëàз: Сх-, Ñ1-, Ñ2фåðìåíòîâ è öåëëîбèàзы, ñпîñîбíых ðàñщåпëÿòü 
ðàзëè÷íыå öåëëюëîзíыå ñóбñòðàòы (êàðбîêñèìåòèëöåëëюëîзó, хëîпêîâóю 
âàòó, фèëüòðîâàëüíóю бóìàгó è öåëëîбèîзó ñîîòâåòñòâåííî).

Пîëàгàÿ, ÷òî èíòåíñèфèêàöèÿ ñèíòåзà èзó÷àåìых эêзîöåëëюëàз ó 
èññëåäóåìых шòàììîâ бàöèëë ìîжåò пðîèñхîäèòü зà ñ÷åò óñëîâèé èх 
êóëüòèâèðîâàíèÿ, íàìè быë èññëåäîâàí пðîöåññ ñèíòåзà öåëëюëîëèòè-
÷åñêèх фåðìåíòîâ ó бàêòåðèé пðè ñîâìåñòíîì ðîñòå, à òàêжå пðè âíå-
ñåíèè â ñðåäó ðàзëè÷íых пî ñîñòàâó äèñàхàðèäîâ â êà÷åñòâå èñòî÷íèêîâ 
äîпîëíèòåëüíîгî óгëåðîäíîгî пèòàíèÿ (ðèñ. 1). Пðåäñòàâëåííыå äàííыå 
пîäòâåðäèëè âîзìîжíîñòü èñпîëüзîâàíèÿ ñîâìåñòíîгî êóëüòèâèðîâàíèÿ 
èзó÷àåìых бàêòåðèé êàê äëÿ èíòåíñèфèêàöèè íàêîпëåíèÿ èìè бèîìàññы 
êëåòîê, òàê è äëÿ бèîñèíòåзà фåðìåíòîâ â эòèх óñëîâèÿх. Сîâìåñòíîå 
êóëüòèâèðîâàíèå èññëåäóåìых шòàììîâ пðàêòè÷åñêè íå âëèÿëî íà êà÷å-
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ñòâåííыé è êîëè÷åñòâåííыé ñîñòàâ пîëó÷àåìîгî пðè эòîì öåëëюëàзíîгî 
êîìпëåêñà. Пðè âíåñåíèè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ äîпîëíèòåëüíых 
èñòî÷íèêîâ óгëåðîäà ñìåшàííàÿ êóëüòóðà бàöèëë ñîхðàíÿëà àêòèâíîñòü 
фåðìåíòîâ Сх è öåëëîбèàзы, íî пðè эòîì íåñêîëüêî óâåëè÷èâàëà àêòè-
âíîñòü ñèíòåзà С1- и Ñ2фåðìåíòîâ. Â îòëè÷èå îò ëàêòèòà âíåñåííàÿ â 
ñðåäó ëàêòóëîзà, èìåющàÿ â ñîñòàâå бîëåå äîñòóпíыå óгëåâîäы [10], 
ñпîñîбñòâîâàëà пîâышåíèю àêòèâíîñòè âñåх òèпîâ öåëëюëàз, пðîäóöè-
ðóåìых шòàììàìè бàöèëë пðè èх ñîâìåñòíîì âыðàщèâàíèè: â 1,5 è 1,7 
ðàзà àêòèâíîñòü öåëëîбèàзы и Ñ1фåðìåíòà è â 2,4 è 3,8 ðàзà − Ñх- и 
Ñ2 фåðìåíòîâ ñîîòâåòñòâåííî. Сëåäîâàòåëüíî, пîëó÷åííыå ðåзóëüòàòы 
äàюò îñíîâàíèå пîëàгàòü, ÷òî ëàêòóëîзó è ëàêòèò ìîжíî èñпîëüзîâàòü 
äëÿ âыðàщèâàíèÿ пðîäóöåíòîâ эòèх фåðìåíòîâ äëÿ ñîзäàíèÿ íà èх îñíîâå 
êîìпëåêñíîгî ñèíбèîòè÷åñêîгî пðåпàðàòà, хàðàêòåðèзóющåгîñÿ âыñîêîé 
öåëëюëîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüю.

Нàðÿäó ñ пîëó÷åííыìè ðåзóëüòàòàìè пî èзó÷åíèю фèзèîëîгèè ðîñòà 
èзó÷àåìых êóëüòóð è ñèíòåзà èìè öåëëюëàзíîгî êîìпëåêñà âыÿâëåíî òà-
êжå èх âëèÿíèå íà ñâîéñòâà ñåêðåòèðóåìîгî èìè êîìпëåêñà фåðìåíòîâ. 
Зíà÷åíèÿ íàéäåííых äëÿ ìîíîêóëüòóð ðНîпòèìóìîâ äåéñòâèÿ öåëëю-
ëàз íå èзìåíÿëèñü пðè èх ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè è íàхîäèëèñü â 
èíòåðâàëå ðН 6,0�7,0 äëÿ Сх-, Ñ1 фåðìåíòîâ è öåëëîбèàзы è â бîëåå 
шèðîêîé зîíå ðН îò 5,0 äî 8,0 � äëÿ С2фåðìåíòà. Îäíàêî, íå èзìåíÿÿ 
ðН êóëüòóðàëüíîé ñðåäы, ëàêòèò è ëàêòóëîзà âëèÿëè íà эíзèìàòè÷åñêèå 
ñâîéñòâà öåëëюëàзíîгî êîìпëåêñà â ðàзíîé ñòåпåíè. Тàê, åñëè íà ðН 
îпòèìóì С2 фåðìåíòà эòè âåщåñòâà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ íå âëèÿëè, 
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Рис. 1. Целлюлазная активность штаммов B. subtilis при раздельном и совместном 
культивировании на среде с целлюлозой и дополнительными источниками углерода

Îбîзíà÷åíèå âàðèàíòîâ эêñпåðèìåíòà: 
1 � B. subtilis 5139, 2 � B. subtilis 5140, 3 � штаммы 5139 +5140, 

4 � штаммы 5139 +5140 +ëàêòèò, 5 � штаммы 5139 +5140 +ëàêòóëîзà.

Fig. 1. Cellulases activity of strains B. subtilis at in mono and joint cultivation  
on medium with cellulose and additional carbon sources

Notation of the variants of experiment:
1 � B. subtilis 5139, 2 � B. subtilis 5140, 3 � strains 5139 +5140, 
4 � strains 5139 +5140 +lactit, 5 � strains 5139 +5140 +lactulosa.
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òî ðНîпòèìóì Схфåðìåíòà è öåëëîбèàзы ñäâèгàëñÿ пîä èх äåéñòâèåì â 
бîëåå êèñëóю îбëàñòü è íàхîäèëñÿ óжå â äèàпàзîíå ðН 5,0�8,0. ðНîп-
òèìóì С1 фåðìåíòà ñäâèгàëñÿ â òó жå îбëàñòü ðН ëèшü â пðèñóòñòâèè 
â ñðåäå ëàêòóëîзы (ðèñ. 2). 
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Рис. 2. Уровень рН-оптимума действия продуцируемых штаммами B. subtilis 
целлюлаз при культивировании в моно- и смешанной культурах

Îбîзíà÷åíèÿ: 1 � B. subtilis 5139, 2 � B. subtilis 5140, 3 � штаммы 5139 +5140,
 4 � штаммы 5139 +5140 +ëàêòèò, 5 � штаммы 5139 +5140 +ëàêòóëîзà.

fig. 2. the level of рН-optimum of the action of produced by strains B. subtilis 
cellulases at cultivation in mono- and joint cultures

Notation�: 1 � B. subtilis 5139, 2 � B. subtilis 5140, 3 � strains 5139 +5140,
 4 � strains 5139 +5140 +lactit, 5 � strains 5139 +5140 +lactulosa.
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Пðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè èзó÷àåìых шòàììîâ ðНñòàбèëü-
íîñòü öåëëюëîëèòè÷åñêèх фåðìåíòîâ пîääåðжèâàëàñü íà òîì жå óðîâíå, 
÷òî è â ìîíîêóëüòóðàх. Âыäåëÿåìыå â эòèх óñëîâèÿх öåëëюëàзы ñîхðàíÿ-
ëè ñâîю àêòèâíîñòü пðè ðН 6,0 äàжå пîñëå âыäåðжèâàíèÿ êóëüòóðàëüíîé 
жèäêîñòè пðè 12 °С â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ: пðè эòîì пîòåðè àêòèâíîñòè 
ñîñòàâèëè ëèшü 7�12% îò èñхîäíîé (ðèñ. 3).
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Рис. 3. Стабильность ферментов продуцируемого бациллами целлюлазного 
комплекса при рН-оптимуме 6,0 (принятом за 100%)

 Âàðèàíòы эêñпåðèìåíòà: 6 � èñхîäíàÿ êóëüòóðàëüíàÿ жèäêîñòü, 7 � пîñëå èíêóбàöèè 
â òå÷åíèå 1 ÷àñ, 8 � пîñëå èíêóбàöèè â òå÷åíèå 24 ÷àñ. 

Îбîзíà÷åíèå 1�5 òàêîå жå, êàê íà ðèñ. 1.

Fig. 3. Stability of the enzymes of cellulitic complex produced by bacilli at pH optimum 
6,0 (accepted for 100 %)

 The variants of the experiment: 6 � initial medium liquid, 7 � at 1 hour of ageing  
per a cooler, 8 � at 24 hour of ageing per a cooler.

Notation 1�5 t�e �ame, a� on fig. 1. 

Тåìпåðàòóðíыé îпòèìóì äåéñòâèÿ öåëëîбèàзы â ìîíîêóëüòóðàх 
èзó÷àåìых бàöèëë íàхîäèëñÿ пðè òåìпåðàòóðå 40 °С, äëÿ îñòàëüíых òè °С, äëÿ îñòàëüíых òè°С, äëÿ îñòàëüíых òè-
пîâ öåëëюëàз � пðè 50 °С (эòè зíà÷åíèÿ быëè пðèíÿòы зà 100%). Пðè 
ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè эòîò пîêàзàòåëü íå ìåíÿëñÿ è íàхîäèëñÿ â 
òåх жå пðåäåëàх òåìпåðàòóð (ðèñ. 4). Нå èзìåíÿëñÿ îí è пîä âëèÿíèåì 
âíîñèìых â ñðåäó ëàêòèòà è ëàêòóëîзы.

У èññëåäóåìых шòàììîâ пðè êóëüòèâèðîâàíèè èх ìîíîêóëüòóð íàè-
бîëüшàÿ òåðìîñòàбèëüíîñòü Схфåðìåíòà пðîÿâëÿëàñü â èíòåðâàëå òåì-
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Рис. 4. Температурный оптимум действия различных целлюлаз, продуцируемых 
бациллами при культивировании их в моно- и смешанной культурах 

Îбîзíà÷åíèå 1�5 òàêîå жå, êàê íà ðèñ. 1.

Fig. 4. Various cellulases temperature action optimum produced by bacilli at 
cultivation in mono- and joint cultures

Notation 1�5 t�e �ame, a� on fig. 1. 

пåðàòóð 40�50 °С. Îñòàëüíыå òèпы öåëëюëàз быëè ñòàбèëüíы â бîëåå 
шèðîêîì èíòåðâàëå òåìпåðàòóð � îò 40 äî 70 °С (ðèñ. 5). Пðè ñîâìåñò °С (ðèñ. 5). Пðè ñîâìåñò°С (ðèñ. 5). Пðè ñîâìåñò 5). Пðè ñîâìåñò5). Пðè ñîâìåñò-
íîì âыðàщèâàíèè âыäåëÿåìыå бàöèëëàìè öåëëюëàзы ñîхðàíÿëè òàêóю 
жå, êàê è â ìîíîêóëüòóðàх òåðìîñòàбèëüíîñòü. Тàê, пîñëå пðîгðåâàíèÿ 
êóëüòóðàëüíîé жèäêîñòè â òå÷åíèå 1 ÷àñà пðè 80 °С ñîхðàíÿëîñü åщå 
äî 50,0�60,0% àêòèâíîñòè Сх � фåðìåíòà, äî 78,0�99,0% � С1- и Ñ2-
фåðìåíòîâ è äî 99% � àêòèâíîñòè öåëëîбèàзы. и äàжå пðè 100 °С (пðè 
êèпÿ÷åíèè êóëüòóðàëüíîé жèäêîñòè â òå÷åíèå пîëó÷àñà) ñîхðàíÿëîñü 
åщå äî 25�32% èñхîäíîé àêòèâíîñòè öåëëюëàз. 
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Тàêèì îбðàзîì, ðåзóëüòàòы èññëåäîâàíèé пîêàзàëè âîзìîжíîñòü èñ-
пîëüзîâàíèÿ ñîâìåñòíîгî êóëüòèâèðîâàíèÿ èзó÷àåìых шòàììîâ бàöèëë 
íå òîëüêî äëÿ óâåëè÷åíèÿ íàêîпëåíèÿ бèîìàññы, íî è äëÿ èíòåíñèфèêà-
öèè пðîöåññà бèîñèíòåзà öåëëюëàз. Ìîжíî пîëàгàòü, ÷òî пîëó÷åííыå 
ðåзóëüòàòы ìîгóò быòü èñпîëüзîâàíы пðè ðàзðàбîòêå òåхíîëîгèé пîëó-
÷åíèÿ íîâых бèîпðåпàðàòîâ â îñíîâå ñ èзó÷àåìыìè пðîбèîòè÷åñêèìè 
шòàììàìè, âыðàщèâàåìыìè êàê ðàзäåëüíыì, òàê è ñîâìåñòíыì ñпîñîбàìè 
гëóбèííîгî êóëüòèâèðîâàíèÿ.

ËИÒÅÐАÒУÐА

1. Авдєєва Л.В., Осадча А.I., Сафронова Л.А., Iëяш В.Ì., �арõо- Л.В., Осадча А.I., Сафронова Л.А., Iëяш В.Ì., �арõо-Л.В., Осадча А.I., Сафронова Л.А., Iëяш В.Ì., �арõо- А.I., Сафронова Л.А., Iëяш В.Ì., �арõо-А.I., Сафронова Л.А., Iëяш В.Ì., �арõо- Л.А., Iëяш В.Ì., �арõо-Л.А., Iëяш В.Ì., �арõо- В.Ì., �арõо-В.Ì., �арõо�
та Ì.А. Сèíòåз г³äðîë³òè÷íèх фåðìåíò³â ó бàöèë â зàëåжíîñò³ â³ä ñêëàäó 
пîжèâíîгî ñåðåäîâèщà // Ì³êðîб³îëîг³ÿ ³ б³îòåхíîëîг³ÿ. � 2010. � ¹ 1. 
� С. 44�52.

2. Бондаренко В.Ì., Воробьев А.А., Гершанович Ì.А., Ìеëьникова И.Ю., 
Петров Л.Н. Îбîñíîâàíèå è òàêòèêà íàзíà÷åíèÿ â ìåäèöèíñêîé пðàêòèêå 

0

20

40

60

80

100

120

30 40 50 60 70 80 90 100

А
кт

и
в

н
о

с
ть

 С
х

-ф
е

р
м

е
н

та
, 

%

1
2
3
4
5

0

20

40

60

80

100

120

30 40 50 60 70 80 90 100

А
кт

и
в

н
о

с
ть

 С
1
-ф

е
р

м
е

н
та

, 
%

1
2
3
4
5

0

20

40

60

80

100

120

30 40 50 60 70 80 90 100

А
к
ти

в
н

о
с

ть
 С

2
-ф

е
р

м
е

н
та

, 
%

1
2
3
4
5

0

20

40

60

80

100

120

30 40 50 60 70 80 90 100

Температура инкубирования, ºC

А
к
ти

в
н

о
с
ть

 ц
е
л

л
о

б
и

а
з
ы

, 
%

1
2
3
4
5

Рис. 5. Термостабильность целлюлаз штаммов B. subtilis при культивировании  
в моно- и смешанной культурах на средах с лактитом или лактулозой 

Îбîзíà÷åíèå 1�5 òàêîå жå, êàê íà ðèñ. 1

Fig. 5. Cellulases thermostability of strains B. subtilis at cultivation in mono-  
and joint cultures on medium with additional of lactitol or lactuloses 

Notation 1�5 t�e �ame, a� on fig. 1. 
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BioSyntheSiS of cellUlASeS By ProBiotic StrAinS 
BACILLuS SuBTILIS At joint cUltivAtion

Summary

It is studied the growth of probiotic strains B. subtilis 5139 and B. sub�
tilis 5140 and biosynthesis of extracellular enzymes of cellulases complex 
at deep cultivation on cellulose. It is shown the possibility of use of joint 
cultivation studied strains not for only intensification of cells biomass 
accumulation, but also for biosynthesis of extracellular cellulases, and 
possibility of addition of lactitol or lactuloses on cultivation medium as a 
source of carbon. 
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БIОСИНТЕЗ ЦЕЛЮЛАЗ ПРОБIОТИЧНИМИ шТАМАМИ 
BACILLuS SuBTILIS пÐИ сУÌiсÍÎÌУ ÊУËьÒИВУВАÍÍi

Реферат

Âèâ÷åíî ð³ñò пðîб³îòè÷íèх шòàì³â B. subtilis 5139 ³ B. subtilis 5140 
òà б³îñèíòåз фåðìåíò³â öåëëюëàзíîгî êîìпëåêñó, щî âèä³ëÿюòüñÿ íèìè â 
ñåðåäîâèщå, пðè гëèбèííîìó ñпîñîб³ êóëüòèâóâàííÿ íà öåëюëîз³. Пîêà-
зàíî ìîжëèâ³ñòü âèêîðèñòàííÿ ñóì³ñíîгî êóëüòèâóâàííÿ äîñë³äжóâàíèх 
шòàì³â íå ëèшå äëÿ ³íòåíñèф³êàö³ї íàêîпè÷åííÿ íèìè б³îìàñè êë³òèí, àëå 
³ äëÿ б³îñèíòåзó пîзàêë³òèííèх öåëюëàз, ó òîìó ÷èñë³ пðè äîäàâàíí³ â 
ñåðåäîâèщå êóëüòèâóâàííÿ ëàêòèòó àбî ëàêòóëîзè ÿê äîäàòêîâèх äжåðåë 
âóгëåöю. 

К ë ю ÷ î â ³  ñ ë î â à : Bacillus, öåëюëàзè, ñóì³ñíå êóëüòèâóâàííÿ.


