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С целью получения новых штаммов микроорганизмов-целлюлолитиков для использования в техно-
логиях переработки растительных и других целлюлозосодержащих отходов выделены из различных 
источников четыре новых бактериальных штамма рода Streptomyces. В тестах с Конго красным у изо-
лятов определяли способность к деструкции карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ), микрокристалличе-
ской целлюлозы (МКЦ) и природных целлюлозосодержащих материалов – соломы, опила березы 
и дуба. Количественно активность целлюлазы оценивали при ферментации соломы. На средах с каж-
дым из модельных источников углерода определяли радиальную скорость роста, как показатель, ха-
рактеризующий способность изолятов к колонизации различных субстратов. Сопряженная харак-
теристика целлюлазной активности и радиальной скорости роста на субстратах различной природы 
позволила оценить перспективы дальнейшего использования исследуемых штаммов в качестве де-
структоров целлюлозосодержащих отходов. Лидировал в исследованной выборке штамм Streptomyces 
thermocarboxydus Т1-3, отличающийся наиболее активным ферментативным гидролизом всех модель-
ных источников целлюлозы, высокой радиальной скоростью роста (до 87 ± 3 мкм/ч) и достижением 
в течение 24 ч максимальной активности целлюлазы (171.25 ± 8.13 Ед/мл) при ферментации соломы.
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В Российской Федерации ежегодно накапли-
вается около 300 млн. тонн отходов сельско-
хозяйственного производства (солома, стебли, 
жмых) и целлюлозно-бумажной промышленности 
(лигнин), а также порядка 50 млн. тонн бытовых 
целлюлозосодержащих отходов (бумага, картон) 
(Громова, 2012). Целлюлоза в окружающей среде 
без ферментативного гидролиза разлагается крайне 
медленно, поэтому сокращение количества от-
ходов и сведение к минимуму неблагоприятного 
воздействия отходов на экономику, окружающую 
среду и здоровье человека – одна из серьезных 
задач современной биотехнологии.

Разложение целлюлозы до глюкозы осущест-
вляется посредством скоординированного дей-
ствия по меньшей мере трех ферментов целлюлаз-
ного комплекса: β-1,4-эндоглюканазы (ЕС 3.2.1.4), 
β-1,4-экзоглюканазы (ЕС 3.2.1.91) и β-D-
глюкозидазы (целлобиазы) (ЕС 3.2.1.21), продуци-
ровать которые способен довольно широкий круг 
микроорганизмов (Jayasekara, Ratnayake, 2019). 

Наиболее изученными и практически востребо-
ванными продуцентами целлюлаз являются грибы, 
в основном, представители родов Trichoderma и As-
pergillus, благодаря более высокой, чем у бактерий, 
продуктивности и стабильности ферментов, а так-
же способности мицелия к проникновению вглубь 
целлюлозосодержащей биомассы. Однако, в срав-
нении с грибами, целлюлазные системы бактерий 
могут обладать рядом биотехнологических преиму-
ществ: субстратной специфичностью, термоустой-
чивостью, особыми оптимумами активности (Gupta 
et al., 2012; Franco-Cirigliano et al., 2013, Escudero-
Agudelo et al., 2023).

Бактерии рода Streptomyces – наиболее многочис-
ленная группа мицелиальных прокариот в почвах, 
где они осуществляют разнообразные химические 
превращения сложных субстратов, которые подчас 
недоступны или труднодоступны другим микроор-
ганизмам. Гены важных для расщепления целлю-
лозы ферментов (Carbohydrate-Active enZYmes  – 
CAZy) ‒ гликозилгидролазы, гликозилтрансферазы, 
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углевод-эстеразы и некоторые окислительно-вос-
становительные ферменты, обладающие вспомо-
гательной активностью, ‒ широко распростра-
нены среди стрептомицетов, однако практически 
значимые уровни целлюлолитической активности 
в действительности встречаются у стрептомицетов 
достаточно редко (Book et al., 2016). На основании 
данных сравнительной геномики авторы связыва-
ют это с отсутствием у большинства представите-
лей рода Streptomyces, не ассоциированных с хозя-
евами-эукариотами, фактора транскрипции CebR, 
как главного регулятора катаболизма целлюлозы 
(Marushima et al., 2009). Геномы высокоактивных 
штаммов включают особую комбинацию семейств, 
важных для расщепления целлюлозы ферментов. 
Отсутствие у стрептомицетов любого из генов, ко-
дирующих ферменты CAZy, относящиеся к  се-
мействам GH9, GH12 и GH74 (с предполагаемой 
активностью эндоглюканазы), GH48 (целлобио-
гидралазы), GH10 и GH11 (ксиланазы), приводит 
к  ограничению целлюлолитической активности 
штаммов (Book et al., 2016).

Традиционные стратегии генетических мани-
пуляций со стрептомицетами для корректировки 
их метаболического потенциала значительно усту-
пают по результативности тем, что уже используют-
ся на практике в отношении продуцентов грибных 
целлюлаз (Рожкова, Кислицин, 2021). Причины 
такого отставания связывают, прежде всего, с вы-
соким содержанием гуанина (G) и  цитозина (C) 
в геномах актиномицетов и ограниченным выбо-
ром генетических инструментов в связи со слабой 
рекомбинацией у  стрептомицетов гомологичной 
ДНК (Kieser et al., 2000; Zhao et al., 2020). Много-
обещающим инструментом для генной инженерии 
стрептомицетов стала технология редактирования 
генома на основе системы CRISPR-Cas9 (Kormanec 
et al., 2019). Однако на практике, при разработке на-
дежных процедур редактирования, еще предстоит 
преодолеть многочисленные технические трудности 
(Ye et al., 2020).

Несмотря на успехи синтетической биологии 
в отношении многих биотехнологически значимых 
микрооорганизмов, целенаправленный поиск новых 
штаммов с более высокой активностью и уникальны-
ми свойствами продолжает сохранять свое значение, 
о чем свидетельствуют многочисленные работы по-
следних лет, направленные на разработку техноло-
гий и биопрепаратов на основе целлюлолитически 
активных стрептомицетов (Bispo et al., 2018; Celaya-
Herrera et al., 2021; Waheeb et al., 2021; Shrestha et al., 
2023; Escudero-Agudelo et al., 2023). Деструктивный 
потенциал стрептомицетов в технологиях конвер-
сии растительной биомассы использован далеко 
не в полной мере. Информация о ферментативных 
системах отдельных видов и обусловленных ими 
различиях в утилизации различных целлюлозных 
субстратов носит фрагментарный характер. Недо-
статочно исследована способность стрептомицетов 
колонизировать различные субстраты в качестве 
источника углерода.

Цель настоящей работы – оценка радиальной 
скорости роста и способности к деструкции различ-
ных целлюлозных субстратов у природных изолятов 
стрептомицетов для выявления штаммов, наиболее 
пригодных к использованию в технологиях перера-
ботки растительных отходов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Микроорганизмы, выделение и культивирование. 
Объектами исследования служили четыре при-
родных изолята бактерий, полученные из почв раз-
ного генезиса (таблица). Выделение осуществляли 
с использованием селективного приема – образцы 
почв перед посевом прогревали при 70°С в течение 
4 ч для ограничения роста немицелиальных бак-
терий. Для посева использовали казеин-глицери-
новый агар (Нетрусов и соавт., 2005). Инкубация 
посевов при 28°С длилась в течение двух недель. 

Таблица. Происхождение и филогенетическое положение штаммов по результатам анализа фрагментов гена 
16S pPНК

Источник выделения Штамм 
№ доступа 

по базе данных 
NCBI

Ближайшие родственники 
по базе данных NCBI Сходство, %

Подзол песчаный  
на древнеаллювиальных песках,  
Кировская обл.

Мb4-2 ON164840.1 S. griseoaurantiacus BQAB-05d
S. indiaensis 1910ICU61 99.37

Выработанный торфяник  
низинного типа, Кировская обл. T1-3 ON164813.1 S. thermocarboxydus EGI124 98.52

Серая лесная почва,  
Нижегородская обл. N27-25 OR215430 S. hygroscopicus XM201

S. geldanamycininus Z374 99.82

Серая лесная почва,  
Нижегородская обл. Н13-3 OR215467.1 S. ryensis zw24 99.47
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Отсев отдельных колоний производили на овся-
ный агар. После процедуры очистки культуры те-
стировали с Конго красным на минеральной сре-
де с 1% карбоксиметилцеллюлозой (КМЦ) (Wood 
et al., 1988). Объем тестируемой выборки составил 
87 изолятов. Для дальнейшей работы были ото-
браны штаммы Мb4-2, T1-3, N27-25 и Н13-3, обе-
спечившие в тесте наиболее значительные (˃35 мм) 
зоны гидролиза КМЦ.

Филогенетический анализ. Таксономическое по-
ложение исследуемых штаммов определяли на ос-
нове анализа фрагментов гена 16S рРНК в НПК 
“Синтол” (г. Москва). ДНК экстрагировали 
из чистых изолятов, ген 16S рРНК амплифици-
ровали с помощью ПЦР с использованием уни-
версальных бактериальных праймеров 16SF75 – 
AGTGGCGGACGGGTGAGTAA и  16SR1100  – 
TTACTAGCGATTCCGACTTCA. Условия для 
ПЦР использовали следующие: начальная денату-
рация при 95°С в течение 4 мин, 32 цикла при 94°С 
в течение 20 с, 58°С в течение 30 с и 72°С в течение 
45 с, конечная элонгация 5 мин при 68°С. Продукты 
ПЦР секвенировали на анализаторе ДНК ABI3130xl 
(“Thermo Fisher Scientific”, СШA). Для установле-
ния процента сходства полученных нуклеотидных 
последовательностей с  имеющимися в  GenBank 
проводили множественные выравнивания после-
довательностей с помощью программы MEGA 11 
(Tamura et al., 2021). Полученные в работе после-
довательности генов 16S рРНК бактерий были 
депонированы в  GenBаnk с  присвоением соот-
ветствующих номеров (таблица).

ПЦР-амплификация генов целлюлазы. Для вы-
явления генов целлюлаз у стрептомицетов прово-
дили ПЦР с использованием двух специфичных 
к генам ферментов семейства GH74 праймеров, 
которые были сконструированы в  ходе работы. 
Разработку праймеров начинали с  поиска ами-
нокислотных последовательностей эндоглюка-
наз семейства GH74 из имеющихся в базе данных 
CAZy (http://www.cazy.org/) для представителей 
рода Streptomyces. Затем находили соответствую-
щие им нуклеотидные последовательности в пол-
ных геномах Streptomyces spp., представленных 
в базе GenBank Nucleotide (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/nuccore/?term). Множественное выравни-
вание нуклеотидных последовательностей прово-
дили в программе Clustal Omega (Sievers, Higgins, 
2014) (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
Подбор праймеров к консервативным участкам 
генов ферментов семейства GH74 осуществляли 
вручную. Специфичность праймеров оценивали 
в программе BLAST Nucleotide (http://www.ncbi.
nlm. nih.gov/Blast.cgi). Разработанные прайме-
ры GH74F2 5'-GTTCGGCTGGTGGATCCAG-3' 
и GH74R2 5'-GTGGTACATCACGCCGATGTC-3' 
(размер ампликона 216 п.н.) синтезированы 
в НПК “Синтол” (г. Москва).

Суммарные нуклеиновые кислоты выделяли 
по  методике (Sambrook et  al., 1989). Реакцион-
ная смесь (10 мкл) содержала 1 нг ДНК, 200 мкМ 
dNTPs, 10 pМ каждого праймера, 1× PCR-буфер 
и 3.75 ед. Taq-полимеразы (“СибЭнзим”, Россия). 
ПЦР проводили на программируемом термостате 
ТП4-ПЦР-01 Терцик (НПО “ДНК-Технология”, 
Россия) при следующем режиме: 1 цикл 95°С  – 
5 мин, 35 циклов по 95°С – 30 с, 72°С –30 с, 72°С – 
1 мин 30 с, 1 цикл 72°С – 8 мин. Продукты реакции 
разделяли методом вертикального электрофореза 
в 7.0% полиакриламидном геле, который окраши-
вали бромистым этидием (Sambrook et al., 1989). 
Визуализацию результатов электрофореза прово-
дили с помощью трансиллюминатора Квант-312 
(“Helicon”, Россия). Секвенирование по Сэнгеру 
ПЦР-продуктов, полученных в ходе амплифика-
ции с праймерами GH74F2 и GH74R2, выполнено 
в НПК “Синтол” (г. Москва). Биоинформатический 
анализ полученных последовательностей проводи-
ли в два этапа: 1) автоматический с использовани-
ем сервиса BLAST на сайте NCBI; 2) попарные вы-
равнивания в программе Clustal Omega с исходными 
аминокислотными последовательностями, использо-
ванными для дизайна праймеров, после их обратной 
трансляции in silico (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/
st/emboss_backtranseq). Процент сходства рассчиты-
вали на сайте https://molbiol.kirov.ru/.

Эксперименты по деструкции целлюлозных суб-
стратов. Для разных вариантов опыта в  агари-
зованную среду Гетчинсона вносили в  качестве 
единственного источника углерода (10 г/л): КМЦ, 
микрокристаллическую целлюлозу (МКЦ), а так-
же природные целлюлозосодержащие материалы – 
солому, опил березы и опил дуба, которые пред-
варительно размалывали до  состояния порошка. 
Микроорганизмы засевали на чашку уколом в трех-
кратной повторности, в каждом варианте использо-
вали по три чашки. Инкубировали посевы при 28°С 
в течение 14 сут. Затем поверхность заливали 0.1% 
водным раствором Конго красного, экспонировали 
15 мин при комнатной температуре, раствор слива-
ли и поверхность промывали 1М раствором NaCl 
в течение 10 мин. О продукции целлюлаз на раз-
личных субстратах судили по величине обесцвечен-
ной зоны вокруг колонии тестируемого штамма, по-
скольку продукты разрушения целлюлозы не окра-
шиваются красителем (Wood et al., 1988).

Определение радиальной скорости роста. Для из-
мерения радиальной скорости роста (Kr) культуры 
стрептомицетов засевали на агаризованную среду 
Гетчинсона с каждым из модельных целлюлозных 
субстратов таким же образом, как описано выше – 
по 9 уколов для каждого штамма. В контроле про-
изводили посев штаммов на  минеральный агар 
Гаузе 1, источник углерода в котором представлен 
крахмалом (20 г/л) (Гаузе и соавт., 1983). Чашки 
с  посевами инкубировали при 28°С. Измерение 



638	 БОКОВ  и др.

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 5 2024

диаметров колоний проводили через 48, 96, 120, 
168, 216 и 336 ч от начала культивирования. За ди-
аметр отдельной колонии в данный момент вре-
мени принимали среднее арифметическое 9  из-
мерений. Радиальную скорость роста определяли 
по формуле:

Кr = (d2 ‒ d1)/(t2 ‒ t1),

где d1 и d2 – диаметр колоний (мкм) в начальный 
(t1) и конечный (t2) моменты времени измерения 
соответственно (ч) (Билай, 1973).

Определение активности целлюлаз при разложе-
нии соломы. Культуры выращивали в жидкой мине-
ральной среде следующего состава (г/л): K2HPO4 – 2; 
NH4Cl – 2, NaCl – 2; MgSO4 ‧ 7H2O – 1; MnSO4 – 
0.05; FeSO4 ‧ 7H2O – 0.05; CaCl2 ‧ 2H2O – 0.1. В ка-
честве единственного источника углерода в среду 
вносили измельченную солому в количестве 10 г/л. 
Культивирование осуществляли в стационарных 
условиях при 28°С в течение 6 сут. Для определе-
ния целлюлазной активности мицелий осаждали 
центрифугированием при 6000 об./мин в течение 
10 мин. Для анализа использовали надосадочную 
жидкость. Активность фермента измеряли при 
50°С и рН 5 по начальной скорости образования 
восстанавливающих сахаров, концентрацию ко-
торых определяли спектрофотометрически при 
540 нм с реагентом на основе 3,5-динитросалици-
ловой кислоты согласно методике (Ghose, 1987). 
За единицу активности принимали такое количе-
ство фермента, при действии которого на субстрат 
в условиях ферментативной реакции за 1 ч образу-
ется 1 мкмоль редуцирующих сахаров в пересчете 
на глюкозный эквивалент. Все измерения прово-
дили в трех повторностях, погрешность измерений 
не превышала 5%.

Статистическая обработка результатов и постро-
ение графиков выполнены с использованием про-
грамм Microsoft Excel и  Statgraphics. Результаты 
определения способности стрептомицетов к  де-
струкции различных целлюлозных субстратов были 
кластеризованы и представлены в виде тепловой 
карты с помощь веб-сервиса NGCHM-web-builder 
(Ryan et al., 2019).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Предварительная идентификация штаммов-
целлюлолитиков, основанная на  анализе фраг-
мента гена 16S рРНК, подтвердила, что выделен-
ные штаммы Мb4-2, T1-3, N27-25 и Н13-3 явля-
ются представителями рода Streptomyces, семейства 
Streptomycetaceae, порядка Kitasatosporales, класса 
Actinomycetes. Сравнение полученных нуклеотид-
ных последовательностей с другими представлен-
ными в  NСBI последовательностями позволило 

с  высокой долей вероятности (уровень сходства 
составил более 98.5%) заключить, что изучаемые 
микроорганизмы являются ближайшими генети-
ческими родственниками видов S. griseoaurantia-
cus/S. indiaensis (Мb4-2), S. thermocarboxydus (T1-3) 
S. hygroscopicus/S. geldanamycininus (N27-25) и “S. 
ryensis” (Н13-3) (таблица). Осторожность в  ин-
терпретации результатов в отношении видов рода 
Streptomyces обусловлена тем, что сходство генов 
16S рРНК не всегда гарантирует достаточно высо-
кий уровень родственности бактериальных геномов, 
и в большинстве случаев для видовой идентифика-
ции стрептомицетов необходим мультилокусный 
или полногеномный анализ (Komaki, 2023).

В образцах ДНК всех выделенных по способ-
ности к  гидролизу КМЦ штаммов в  ходе ПЦР-
амплификации с праймерами GH74F2/ GH74R2 
был выявлен целевой ампликон – 216 п.н. Для про-
верки идентичности амплифицированных фраг-
ментов генам целлюлаз ПЦР-продукты исследуемых 
штаммов подвергли секвенированию. Cервисом 
BLAST установлено сходство (87.6‒98.2%) полу-
ченных нуклеотидных последовательностей с после-
довательностями полных геномов Streptomyces spр. 
В связи с тем, что данные полных геномов не дают 
информации о конкретном гене, полученные после-
довательности ПЦР-продуктов стрептомицетов по-
парно выравнивали с исходными аминокислотными 
последовательностями, использованными для дизай-
на праймеров, после их обратной трансляции in silico. 
Процент сходства с последовательностями глико-
зид-гидролаз семейства GH74 изменялся от 57.9 
до 78.0% в зависимости от штамма. Наиболее вы-
сокое (78.0%) сходство ПЦР-продукта с последо-
вательностью β-1,4-эндоглюканазы S. viridosporus 
T7A (регистрационный номер QEU87985.1 
в GenBank), принадлежащей к семейству GH74, 
установлено для штамма “S. ryensis” Н13-3. После-
довательности ампликонов, полученные для штам-
мов S. griseoaurantiacus Мb4-2 и S. thermocarboxydus 
T1-3, совпадали с  последовательностью β-1,4-
эндоглюканазы S. pristinaespiralis (ALC25053.1) 
на  61.4 и 59.9% соответственно. ПЦР-продукт 
штамма S. hygroscopicus N27-25 был гомологичен 
целевому ферменту S. glaucescens (QEU68415.1) 
только на 57.9%. Невысокий уровень выявленно-
го сходства может быть обусловлен как наличием 
генного полиморфизма исследуемых ферментов, 
так и пока ограниченным количеством представ-
ленных в GenBank данных (López-Mondéjar et al., 
2016). Тем не менее результаты указывают на нали-
чие у исследуемых культур генов, кодирующих син-
тез 1,4-β-эндоглюканаз, относимых по международ-
ной классификации ферментов к семейству GH74.

Эндо-1,4-глюканазы (ЕС 3.2.1.4) катализируют 
гидролиз 1,4-β-D-гликозидных связей в различных 
β-глюканах, что является одним из необходимых ус-
ловий процесса конверсии растительной биомассы. 
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В  целлюлозе при этом гидролизу подвергаются 
преимущественно ее аморфные области, однако 
известны эндоглюканазы, способные разлагать 
кристаллическую целлюлозу (Cecchini et al., 2018).

Стрептомицеты характеризуются неодинаковой 
способностью к утилизации различных источников 
углерода. Чтобы выяснить возможность деструкции 
тех или иных целлюлозосодержащих субстратов 
новыми изолятами, их высевали на синтетические 
среды, содержащие в качестве единственного ис-
точника углерода КМЦ, МКЦ, а также природные 
целлюлозосодержащие материалы – солому, опил 
березы и опил дуба. Результаты определения в те-
сте с Конго красным величины зон их деструкции 
различными штаммами представлены в виде те-
пловой карты (рис. 1).

Столбцы обозначают различные источники 
целлюлозы, а  строки  – исследуемые штаммы. 
Наибольшей активностью деструкции модельных 
целлюлозных субстратов, судя по величине зон 
гидролиза, характеризовался S. thermocarboxydus 
T1-3. Так, обесцвеченные зоны гидролиза 
МКЦ и КМЦ составили у этого штамма 51 ± 3 
и 48 ± 2 мм соответственно, т.е. существенно пре-
высили зоны гидролиза КМЦ, образуемые лучши-
ми целлюлолитическими изолятами стрептомице-
тов из почв Египта – 25 мм (Waheeb et al., 2021) 
и соляных лагун Мексики – от 30 мм (Escudero-
Agudelo et al., 2023). Кластеризация полученных 
данных автоматизированным алгоритмом выде-
лила штамм S. thermocarboxydus T1-3 в отдельный 
кластер А, объединив в кластер Б три другие куль-
туры S. griseoaurantiacus Мb4-2, S. hygroscopicus N27-
25 и “S. ryensis” Н13-3, менее эффективно разла-
гающие как кристаллические формы целлюлозы, 
так и природные целлюлозосодержащие субстра-
ты. Между собой штаммы кластера Б различались, 
в основном, по способности к деструкции дубового 
опила и КМЦ.

При построении тепловой карты были сгруппи-
рованы по доступности для микробного разложения 
также сами модельные субстраты. В кластер I вошли 
природные целлюлозосодержащие материалы, до-
ступность которых снижалась в ряду: солома–бере-
зовый опил–дубовый опил (рис. 1). Второй кластер 
(II) объединил субстраты, представляющие собой 
кристаллические формы целлюлозы.

Величина зон гидролиза МКЦ (35‒41 мм) 
и КМЦ (19‒48 мм) почти у всех изолятов суще-
ственно превышала величину зон гидролиза при-
родных целлюлозных материалов (12‒25  мм). 
Только у  штамма S. hygroscopicus N27-25 спо-
собность разлагать КМЦ (20  ±  3 мм), солому 
(17 ± 1 мм) и опил березы (19 ± 1 мм) существенно 
не различалась.

С помощью двухфакторного дисперсионного 
анализа полученных данных было установлено, что 
на варьирование величины зоны гидролиза фак-
тор “субстрат” (F = 76.06; p ≤ 0.05) оказал втрое 
большее влияние, чем фактор “штамм” (F = 25.62; 
p ≤ 0.05). Варьирование показателя, обусловленное 
взаимодействием факторов “штамм” × “субстрат” 
(F = 24.28; p ≤ 0.05), оказалось близким по силе 
к влиянию самого фактора “штамм”. Известно, что 
целлюлаза представляет собой многокомпонентную 
ферментную систему, синтез отдельных компонен-
тов которой индуцируется используемым субстра-
том (Rajagopal, Kannan, 2017). Различия исследуемых 
штаммов по способности утилизировать модельные 
целлюлозные субстраты, очевидно, обусловлены осо-
бенностями состава их ферментного комплекса.

Процесс разложения целлюлозной массы тес-
но связан с колонизацией субстрата микроорга-
низмами-деструкторами. Мицелиальное строение 
стрептомицетов позволяет им с успехом распро-
страняться на  поверхности и  проникать внутрь 
субстратов. Радиальную скорость роста (Кr) каж-
дого изолята оценивали путем периодического 

Рис. 1. Тепловая карта, отражающая различия в величине зон гидролиза стрептомицетами целлюлозы в составе раз-
личных субстратов: 1 – опил дуба; 2 – солома; 3 – опил березы; 4 – КМЦ; 5 – МКЦ.
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замера диаметра колоний, растущих в  чашках 
Петри на  средах с  модельными целлюлозными 
субстратами в качестве единственного источника 
углерода. Кr определяли за определенный проме-
жуток времени. На рис. 2 приведены зависимости 
значений Кr от времени роста на модельных ис-
точниках углерода. Рост культур на целлюлозосо-
держащих средах начинался на 2‒3 сут позже, чем 
на контрольной среде с крахмалом.

Динамика роста стрептомицетов на разных сре-
дах при одинаковых условиях инкубации была нео-
динакова. Так, S. thermocarboxydus T1-3 развивался 
на всех модельных источниках целлюлозы с высо-
кой скоростью, близкой к росту на среде с крахма-
лом (63 ± 6 мкм/ч), за исключением среды с МКЦ 
(Кr = 29 ± 13 мкм/ч) (рис. 3).

Наиболее быстрым ростом в течение всего вре-
мени экспозиции (Кr = 87 ± 3 мкм/ч) штамм ха-
рактеризовался на среде с соломой. На всех средах, 
содержащих природные растительные материалы, 
до 168 ч экспозиции Кr была примерно одинакова, 
затем на средах с древесным опилом, как и на сре-
де с КМЦ, постепенно снижалась (рис. 2).

S. griseoaurantiacus Мb4-2 рос на всех источни-
ках углерода, включая крахмал, с одинаково невы-
сокой скоростью (Кr от 31 ± 1 до 43 ± 7 мкм/ч). 
Продолжительность фазы логарифмического роста 
у этой культуры варьировала от 48 и 96 ч на средах 

с соломой и древесным опилом до 168 ч на сре-
дах с КМЦ и МКЦ. В промежутке 216‒336 ч для 
этого штамма отмечена вторая лог-фаза, наи-
более интенсивная на  среде с  дубовым опилом 
(Кr = 67 ± 16 мкм/ч).

S. hygroscopicus N27-25 тоже рос с 7-суточной 
периодичностью при культивировании на  сре-
дах с природными растительными материалами. 
На  среде с  КМЦ рост этой культуры проявился 
только в  самом конце экспозиции (216‒336 ч), 
Кr составляла 29 ± 4 мкм/ч.

Рост “S. ryensis” Н13-3 наблюдали на  средах 
со всеми модельными источниками углерода, кро-
ме дубового опила, что можно объяснить как чув-
ствительностью штамма к танинам (Scalbert, 1991), 
так и отсутствием соответствующих субстрат-специ-
фичных ферментов. Наиболее высокая скорость ро-
ста выявлена на средах с соломой (Кr = 50 ± 2 мкм/ч) 
и опилом березы (Кr = 55 ± 5 мкм/ч) (рис. 3).

На варьирование параметра Кr, как показали ре-
зультаты двухфакторного дисперсионного анализа, 
существенное влияние оказывали оба фактора – 
“штамм” (F = 934; p ≤ 0.05) и “субстрат” (F = 383; 
p ≤ 0.05), а также взаимодействие факторов “суб-
страт” × “штамм” (F = 83; p ≤ 0.05). При этом ва-
рьирование величины Кr, обусловленное фактором 
“штамм”, более чем в два раза превышало варьи-
рование, обусловленное фактором “субстрат”, и на 
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Рис. 2. Динамика скорости радиального роста на средах с различными источниками углерода штаммов: 1 – S. 
griseoaurantiacus Мb4-2; 2 – S. thermocarboxydus T1-3; 3 – S. hygroscopicus N27-25; 4 – “S. ryensis” Н13-3.
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порядок – изменчивость, обусловленную взаимо-
действием этих факторов. Главенствующую роль 
штамма в скорости заселения субстрата необходимо 
учитывать при выявлении культур стрептомицетов, 
пригодных для деструкции целлюлозосодержащих 
материалов.

Сопоставление данных по радиальной скорости 
роста с результатами определения целлюлазной ак-
тивности стрептомицетов на средах с различными 
источниками углерода, вопреки ожиданию, не выя
вило строгого соответствия между этими параметра-
ми ни для одной из культур. Если зоны деструкции 
природных растительных субстратов в тесте с Конго 
красным и диаметры колоний совпадали по величи-
не, или расхождение составляло не более 1‒2 мм, 
то в отношении КМЦ и МКЦ такое соответствие 
прослеживалось не всегда. Величина колоний, об-
разуемых штаммами N27-25 и Н13-3, значительно 
уступала величине зон ферментативного гидролиза. 
Согласно литературным данным, регуляция разме-
ра колоний связана у стрептомицетов с феноменом 
программируемой клеточной смерти (ПКС), про-
исходит в соответствии с доступностью источни-
ков углерода и тем самым способствует установле-
нию оптимального соотношения размеров колонии 
с реальным запасом ресурсов среды (Филиппова, 
Виноградова, 2017). Согласно этим представлени-
ям, все исследуемые штаммы хорошо метаболизи-
руют растительные субстраты, поскольку зоны де-
струкции целлюлозы и колонизации пространства 

по  величине совпадают, и  гораздо хуже  – кри-
сталлическую целлюлозу, о чем свидетельствуют 
не только меньшие значения радиальной скорости 
роста, но и перекрывание у штаммов N27-25 и Н13-
3 размеров колоний зонами деструкции целлюлозы.

Оценка связи между целлюлазной активностью 
и средней скоростью радиального роста стрепто-
мицетов с помощью корреляционного анализа вы-
явила слабую, но достоверную обратную зависимость 
(r = ‒0.22, p ≤ 0.05) между этими показателями. Воз-
можно, у некоторых стрептомицетов недостаточная 
активность целлюлазного комплекса отчасти ком-
пенсируется скоростью их расселения в пространстве 
для поиска более доступных источников углерода.

Определение целлюлазной активности по ко-
личеству редуцирующих сахаров с ДНС-реагентом 
проводили при выращивании стрептомицетов 
в жидкой среде с соломой в качестве единствен-
ного источника углерода. Результаты позволили 
ранжировать исследуемые штаммы в порядке воз-
растания активности фермента: S. hygroscopicus 
N27-25 (63.00 ± 9.45 Ед/мл) < S. griseoaurantiacus 
Мb4-2 (124.38 ± 18.67 Ед/мл) ≤ “S. ryensis” Н13-3 
(149.38 ± 10.52 Ед/мл) < S. thermocarboxydus Т1-3 
(171.25  ±  8.13 Ед/мл). Продолжительность фер-
ментации соломы до момента достижения макси-
мальной активности целлюлазы у этих штаммов 
составила 96, 48, 24 и 24 ч соответственно. Осо-
бый интерес представляет S. thermocarboxydus Т1-3, 
продемонстрировавший максимальную активность 
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уже через 24 ч ферментации соломы. Хотя сравне-
ние наших результатов с  данными, известными 
из литературы, затруднено из-за различий в услови-
ях определения активности и синтеза фермента, все 
же отметим, что исследуемые изоляты обладают до-
статочно высокой специфической ферментативной 
активностью по сравнению с другими целлюлолити-
ческими представителями рода Streptomyces. Напри-
мер, в предыдущих исследованиях при росте штамма 
Streptomyces sp. F262 на среде с измельченной пше-
ничной соломой (1.2%) и добавлением дрожжевого 
экстракта максимальная активность эндоглюконазы 
наблюдалась только после 7-дневной ферментации 
и составила 1.73 Ед/мл (Tuncer et al., 2004). В дру-
гой работе оценка способности S. thermocarboxydus 
использовать для синтеза ферментов восемь различ-
ных видов агроотходов в погруженной культуре вы-
явила максимальную активность целлюлазы только 
через 72 и 96 ч ферментации при росте штамма на ко-
журе граната (1.07 Ед/мл) и апельсина (5.53 Ед/мл) 
соответственно (Shrestha et al., 2023). Эндоглюконаз-
ная активность штамма Streptomyces sp. STCH565-A 
в жидкой среде с КМЦ и добавлением глюкозы из-
менялась от 0.15 до 0.27 Ед/мл, начиная с 4-х сут ро-
ста (Escudero-Agudelo et al., 2023). Результаты, сопо-
ставимые по величине активности фермента с на-
шими, были получены для штамма S. diastaticus 
PA-01 на 4-е сут ферментации кукурузного жмыха 
(154.45 Ед/мл) и на 5-е сут ферментации жома са-
харного тростника (148.11 Ед/мл). Но максималь-
ную активность (1180.3 Ед/мл) этот штамм проявил 
после 5-сут ферментации на среде и в условиях, оп-
тимизированных с помощью метода поверхности 
отклика в  многофакторном эксперименте (Bispo 
et al., 2018). Все другие приведенные значения фер-
ментативной активности получены авторами в ус-
ловиях без проведения процедуры их оптимизации.

Таким образом, наилучшим кандидатом для ис-
пользования в качестве деструктора растительных 
отходов стал штамм S. thermocarboxydus T1-3, отли-
чающийся наиболее активным ферментативным 
гидролизом всех модельных источников целлюло-
зы, высокой радиальной скоростью роста на боль-
шинстве субстратов, максимальной активностью 
целлюлазы, достигаемой при ферментации соломы 
за рекордно короткое время.

Использование несложных, но  эффективных 
методик по обнаружению и оценке целлюлазной 
активности у новых штаммов актиномицетов по-
зволит шире использовать их потенциал для нужд 
биотехнологии.
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EXPERIMENTAL ARTICLES 

Cellulolytic Potential of New Strains of Soil Streptomycetes
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Abstract. In order to  obtain new strains of  cellulolytic microorganisms for use in  technologies 
for processing plant and other cellulose-containing waste, four new bacterial strains of the genus 
Streptomyces have been isolated from various sources. In tests with Congo red, the isolates’ ability 
to degrade carboxymethylcellulose (CMC), microcrystalline cellulose (MCC) and natural cellulose–
containing materials – straw, birch and oak sawdust was determined. The activity of cellulase was 
quantified during fermentation of straw. On media with each of the model carbon sources, the radial 
growth rate was determined as an indicator characterizing the ability of isolates to colonize various 
substrates. The conjugate characteristic of cellulase activity and radial growth rate on substrates of various 
natures made it possible to assess the prospects for further use of the studied strains as destructors 
of cellulose-containing waste. The strain Streptomyces thermocarboxydus T1-3 was the leader in the 
studied sample, characterized by the most active enzymatic hydrolysis of all model cellulose sources, 
a high radial growth rate (up to 87±3 microns/hour), and the achievement of maximum cellulase activity 
(171.25±8.13 U/ml) during straw fermentation within 24 hours.

Keywords: cellulose, Streptomyces, destruction, endoxyloglucanases, substrate colonization, radial growth rate
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