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ПЕКТОЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ БАКТЕРИЙ  
РОДА BACILLUS

Исследована способность синтезировать внеклеточные пектолитиче-
ские ферменты с широким спектром действия у 353 штаммов бактерий 
рода Bacillus чашечным и титровальным методами. Показано, что 
большая часть исследованных бактерий способна синтезировать и вы-
делять в среду полигалактуроназу (60,6% исследованных штаммов), 
и лишь 13,9% из них выделяли в среду пектинэстеразу. Установлено, 
что активность пектинрасщепляющих ферментов у бацилл различна 
и зависит от состава питательной среды.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  пектиназы, бактерии рода Bacillus.

В стенках клеток и в межклеточных прослойках высших рас-
тений как в корнеплодах, так и в стеблях и фруктах присутствуют 
тяжелоразрушаемые пектины [6]. Содержание этих веществ в раститель-
ном материале не превышает 1%, но тем не менее они обеспечивают 
целостность клетки, являясь ее цементирующим материалом, и играют 
особо важную роль в метаболизме резервных веществ [3]. Пектиновые 
полисахариды достаточно хорошо изучены вследствие их широкого 
использования в различных отраслях пищевой и перерабатывающей 
промышленности в процессах размягчения плодов. 

Распад пектиновых полисахаридов катализируется микроорганизма-
ми с помощью двух групп пектолитических ферментов: пектинэстеразы 
и полигалактуроназы. Последовательным действием этих ферментов 
достигается полное разложение пектиновой молекулы. Пектинэстераза 
(ПЭ) катализирует омыление метильных эфирных групп галактуроно-
вой кислоты и широко распространена в основном в клетках растений. 
Полигалактуроназа (ПГ) осуществляет гидролитические  расщепление 
1,4-глюкозидных связей между молекулами галактуроновой кислоты и 
найдена в основном в микроорганизмах. Оба фермента высокоспецифичны 
и зависят от условий культивирования и наличия в среде необходимого 
субстрата.
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На сегодняшний день промышленные препараты пектиназ производят 
только из грибов. В то же время значимое место среди возможных про-
дуцентов пектолитических ферментов занимают бактерии и среди них 
бактерии рода Bacillus [2, 7, 12]. Согласно имеющимся литературным 
данным, хотя и довольно противоречивым, бациллы вида B.  subtillis 
обладают выраженной способностью синтезировать пектолитические 
ферменты. Однако по данным некоторых исследователей эти бактерии не 
всегда способны продуцировать оба типа пектиназ, одни – лишь только 
пектинэстеразу или полигалактуроназу [4], другие способны синтезиро-
вать и полигалактуроназу, и пектинэстеразу [5, 11].

Важность поиска таких штаммов определяется практической зада-
чей, перспективностью использования ферментных препаратов в разных 
отраслях народного хозяйства, основанных на переработке растительно-
го сырья, повышении биологической ценности кормов или разложения 
растительных остатков в почве. На практике во ВНИИ виноградарства 
и виноделия " Магарач", Грузинском НИИ пищевой промышленности 
и Краснодарском комбинате биохимических и витаминных препаратов 
уже установлена высокая эффективность пектолитических препаратов 
на основе грибов в повышении биологической ценности кормов [2]. И 
если для снижения вязкости яблочного сока наиболее эффективными 
являются препараты, обладающие активностью как пектинэстеразы, так 
и полигалактуроназы, то для обработки земляники, винограда нужны 
препараты в основном с высокой полигалактуроназной активностью. 
Сфера применения пектолитических ферментов расширяется. Они уже 
находят свое применение в медицинской промышленности для получения 
ряда ценных лекарственных соединений. Поэтому все еще сохраняется 
потребность поиска новых продуцентов пектолитических ферментов. 

Целью настоящей работы являлось сравнительное изучение пекти-
нолитической активности различных видов бактерий рода Bacillus, а 
также изучение влияния состава среды на образование этих ферментов 
в условиях глубинного культивирования.

Материалы и методы
Объектом исследований пектолитической активности были 353 

штамма  23 видов рода Bacillus с коллекции отдела антибиотиков Ин-
ститута микробиологии и вирусологии НАН Украины, изолированных из 
различных экониш (почвы, лечебные грязи, желудочно-кишечный тракт 
животных и людей и другие). 

Скрининг активных по пектиназам культур проводили в два этапа. 
Первый этап заключался в прямом отборе активных культур разных ви-
дов бактерий из их посевов на поверхность агаризованной среды со спе-
цифическим для них субстратом, как источником углерода. Образование 
и активность ферментов пектолитического комплекса оценивали по их 
действию на пектин по появлению отчетливых зон  деэтерифицированного 
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пектинового субстрата (0,5%) после 2-суточной инкубации при 37 °С на 
МПА. Под действием метилового красного через 1–2 часа под влияни-
ем  образующейся галактуроновой кислоты вокруг выросших колоний 
появлялись молочно-белые зоны различного диаметра. Под действием 
бромтимолового синего, который также применяли для окрашивания, 
проявлялись прозрачные синеватые зоны.

Для исследования ферментативной активности штаммов, отобранных 
в результате первого этапа, бактериальные культуры выращивали в ко-
лбах емкостью 750 мл в условиях аэрации на качалке (200 об/мин) при 
37 °С в течении двух суток на жидкой синтетичной среде следующего 
состава (в г/л): натрия цитрат – 1,29; (NH4)2HPO4 – 4,75, KH2PO4 – 9,6, 
MgSO4 ⋅ 7H2O – 0,18, рН среды – 7,0±0,2 с добавлением яблочного пе-
ктина (0,5% в 0,5 М цитратно-фосфатном буфере, рН 5,0).

 По окончании ферментации в бесклеточном фильтрате определяли 
титрометрическим методом активность пектинэстеразы (ПЭ) по нараста-
нию количества карбоксильных групп и активность полигалактуроназы 
(ПГ) по учету количества образующихся альдегидных групп [1].

За единицу пектолитической активности  принимали количество фер-
мента, которое катализировало за 1 час при 37 °С распад 1 г пектина 
и выражали числом условных единиц в 1 мл культуральной жидкости 
(ед/мл). 

Результаты и их обсуждение
Активные штаммы бактерий на агаризованной среде вследствие рас-

щепления пектина под влиянием синтезируемых ими пектолитических 
ферментов образовывали зоны просветления двух типов: прозрачные зоны 
с бледно-синим ореолом, которые через несколько часов теряли четкость 
контуров, и/или четкие стойкие зоны с бело-молочным  ореолом. Отли-
чались зоны также по диаметру и контрастности и выявлялись в разные 
сроки, что, возможно, является отражением степени активности разных 
типов пектиназ, составляющих пектолитический комплекс. Неактивные 
культуры не образовывали зон гидролиза.

Установлено, что 60,6% штаммов бацилл обладали способностью 
разлагать пектин. Среди них наиболее активно гидролизовали пектин,  
образовывая на этом субстрате различные зоны, штаммы вида B. subtillis 
(69,7%). Из них у 40 штаммов этого вида зоны имели достаточно боль-
шой диаметр (20–25 мм) (табл.). Эту группу культур можно считать 
наиболее активной и практически значимой, так как они располагают 
разным набором пектолитических ферментов и способны наиболее полно 
расщеплять пектиновый субстрат. 

Достаточно активными в расщеплении пектина были также штаммы 
B. licheniformis. Штаммы этого вида также образовывали зоны, разные 
по диаметру, а 5 штаммов из них были наиболее активными и давали 
оба типа зон.
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У представителей видов B. polymyxa, B. thuringiensis, B. laterosporus, 
B. sphaericus, B. badius, B. bombуcis, B. pasteurіі, B. macerans не установ-
лено наличия пектолитических ферментов. У видов B. firmus, B. lentus, 
B. silvestris, B. coagulans активными были по одному штамму.

В последнее время все большее внимание уделяется поискам проду-
центов с широким спектром внеклеточных пектиназ. Известно, что полное 
разложение пектиновой молекулы достигается лишь последовательным 
действием двух типов пектиназ. Полигалактуроназа действует на 
нерастворимые формы пектина средней растительной пластинки, а 
пектинэстераза  дополняет и усиливает действие полигалактуроназы.

Таким образом, в результате проведенных исследований показано, 
что бациллы разных видов обладают неодинаковой по степени пектолити-
ческой активностью. При этом 143 штамма (40,5%) из них образовывали 
только прозрачные зоны, 71 штамм (20,1% от всех исследованных) – зоны 
с молочным ореолом и только 46 штаммов из исследованных образовывали 
и те и другие зоны, а 139 штаммов бацилл (39,4%) оказались вообще не 
способными расщеплять пектиновый субстрат.

Штаммы, которые образовывали те и другие зоны и наибольшего 
диаметра (20 мм и более), были отобраны для последующего этапа 
скрининга с целью выяснения закономерностей синтеза и проявления 
пектолитической активности у изучаемых бактерий при их глубинном 
культивировании на средах, где в качестве единственного источника 
углерода использовали глюкозу, пектин или оба источника вместе.

 Большинство штаммов на среде с пектином характеризовались бо-
лее активным синтезом полигалактуроназы, чем на среде с глюкозой, 
что является подтверждением индуцированного характера синтеза этого 
фермента у изучаемых бактерий и согласуется с имеющимися  данными 
для большинства других микроорганизмов [2–4, 6, 10].

В тоже время 74 штамма различных  видов бацилл полигалактуро-
назу синтезировали более активно на среде без пектина. Очевидно, ПГ 
у этих культур является конститутивным ферментом. Подобные сооб-
щения  также имеются [9, 13]. Следовательно, при изучении свойств ми-
кроорганизмов, продуцирующих пектолитические ферменты, необходимо 
обязательно учитывать их свойство менять свой обмен в зависимости от 
состава среды и условий культивирования. 

И несмотря на то, что в пектолитическом комплексе исследуемых 
бацилл обнаружено ПЭ в значительно меньших количествах, чем ПГ (в 
5–36 и более раз), такое присутствие ее в препаратах очень важно, по-
скольку по данным ряда исследователей она гидролизует пектин в 1000 
раз быстрее и более глубоко по сравнению с ПГ, а в сочетании с ПГ она 
значительно усиливает расщепление пектинового субстрата. Однако име-
ются и другие сообщения, что присутствие этого фермента в препаратах 
в значительных количествах не всегда желательно, так как, отщепляя 
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метоксильные группы в пектинових веществах, он может способствовать 
накоплению  нежелательного токсичного метанола [11].

Из штаммов бацилл, синтезирующих ПЭ, было отобрано для дальней-
шей работы 12 штаммов, способных продуцировать достаточно высокие 
количества этого фермента, и 7 штаммов бацилл, активных только по 
ПГ, а также 14 штаммов, активных и по ПЭ, и по ПГ. 

Таким образом, исследуемые бактерии обладают в целом выраженной 
пектолитической активностью. Эти ферменты различаются между собой 
по механизму действия и субстратной специфичности. Исходя из этого, 
можно предвидеть, что включение ферментных препаратов из бацилл, 
активных как по ПЭ, так и ПГ в корм животным, должно способствовать 
снижению в нем вязкости пектиновых веществ, увеличению количества 
растворимых веществ и повышению его усвояемости в целом.
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ПЕКТОЛIТИЧНА АКТИВНIСТЬ БАКТЕРIЙ РОДА  BACILLUS

Реферат

Досліджена здатність синтезувати позаклітинні пектолітичні фермен-
ти з широким спектром дії у 353 штамів бактерій роду Bacillus чашковим 
і титрувальним методами. Показано, що велика частина досліджених 
бактерій здатна синтезувати і виділяти в середовище полігалактуроназу 
(60,6% досліджених штамів), і лише 13,9% з них виділяли в середовище 
пектинестеразу. Встановлено, що активність пектинрозщеплюючих фер-
ментів у бацил різна і залежить від складу поживного середовища.

К л ю чові     слова     :  пектинази, бактерії роду Bacillus.
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PECTOLITIC BACTERIA ACTIVITY OF GENUS BACILLUS

Summary

There have been investigated the ability of synthesising of extracellular 
pectolitic enzymes with a wide spectrum among 353 strains of genus Bacil-
lus. There have been shown that the most of them (60.6% of investigated 
strains) are capable to synthesising and allocating the polyhalactouronases 
in the medium, and only 13.9% of them allocated the pectynesterases in 
the medium.There have been established that activity of pectolytic enzymes 
of bacilli is different and depends upon nutrient of the medium.

K e y  w o r d s :  pectinases, bacteria of genus Bacillus.


