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В настоящее время изучение ферментативного потенциала бактерий Bacillus subtilis яв-

ляется востребованным в силу того, что на их основе создаются пробиотические и фермен-
тативные препараты для использования их в животноводстве. Представлены результаты ис-
следования амилолитической активности 10  изолятов бактерий B.  subtilis, выделенных из 
микробиоты диких животных, на амилопектин. Определение активности бактериальных 
ферментов производили методом Шомоди – Нельсона. В качестве ферментного препарата 
взяты супернатанты культуральной жидкости посевов 1, 2, 3 и 7-го дня. Изоляты с высокими 
качественными показателями исследовали количественно с использованием спектрофотоме-
тра. Отобраны два изолята с лучшими показателями. Концентрацию белков определяли ме-
тодом Брэдфорда. Кроме изучения супернатантов изолятов, которые показали внеклеточную 
ферментативную активность, проведены исследования на внутриклеточные ферменты. Раз-
рушение клеток производилось с помощью ультразвукового дезинтегратора, в котором рас-
творенный осадок содержался в стеклянном флаконе, находящемся в колбе со льдом. Наилуч-
шие качественные показатели выявлены у изолятов B. subtilis 2СП и B. subtilis 5СП, имеющих 
высокую активность по амилопектину начиная с первого дня, поэтому дальнейшие количе-
ственные исследования продолжены с ними. Концентрация белка у указанных изолятов про-
грессировала по дням посевов. Удельная активность тоже соответственно увеличивалась и на 
7-й день у изолята B. subtilis 2СП составила 2,75 ед./мг, у B. subtilis 5СП – 2,67 ед./мг. Изуче-
ние активности внутриклеточных ферментов у данных изолятов подтвердили аналогичные 
качественные показатели. По результатам исследований отобраны перспективные для раз-
работки ферментных препаратов два изолята B.  subtilis, выделенные из микробиоты диких 
животных Крайнего Севера.
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At present, the study of the enzymatic potential of Bacillus subtilis bacteria is in demand due to 

the fact that probiotic and enzymatic preparations are created on their basis for their use in animal 
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lated from wildlife microbiota for amylopectin are presented. Determination of bacterial enzyme 
activity was performed by the Schomodi-Nelson method. The supernatants of the culture liquid of 
the 1st, 2nd, 3rd, and 7th day cultures were taken as enzyme preparation. Isolates with high quali-
tative indices were examined quantitatively using a spectrophotometer.  The two isolates with the 
best performance were selected. Protein concentration was determined by the Bradford method. 
In addition to studying supernatants of isolates that showed extracellular enzymatic activity, stud-
ies were performed on intracellular enzymes. Cell destruction was performed using an ultrasonic 
disintegrator, in which the dissolved sediment was contained in a glass vial in a flask with ice. The 
best qualitative indicators were found in B. subtilis 2SP and B. subtilis 5SP isolates, which had high 
amylopectin activity from day one, so further quantitative studies were continued with them. Protein 
concentrations in the above isolates progressed by the days of seeding. The specific activity also 
increased accordingly and on day 7, the B. subtilis 2SP isolate was 2.75 units/mg, B. subtilis 5SP 
2.67 units/mg. The study of the activity of intracellular enzymes in these isolates confirmed similar 
qualitative indicators. Two B. subtilis isolates were selected as promising for the development of 
enzyme preparations isolated from the microbiota of wild animals of the Far North.
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ВВЕДЕНИЕ

Bacillus subtilis – аэробная грамположи-
тельная почвенная бактерия, которая ис-
пользуется для производства гетерологич-
ных белков. Она выделяет многочисленные 
ферменты для деградации различных суб-
стратов, что позволяет бактериям выживать 
в почвенной среде, а также в ризосфере рас-
тений [1]. Этот вид и некоторые его близко-
родственные виды бактерий обладают от-
личной способностью секретировать белки, 
что делает их важными производителями ле-
карственных белков и промышленных фер-
ментов. Кроме того, она имеет прекрасные 
физиологические характеристики и высоко 
адаптируемый метаболизм, что позволяет 
легко культивировать ее на дешевых суб-
стратах. B. subtilis быстро растет, цикл фер-
ментации короткий (обычно около 48 ч), в то 
время как цикл ферментации Saccharomyces 
cerevisiae составляет около 180 ч [2].

В России и за рубежом B. subtilis приме-
няют в качестве пробиотических препаратов 
[3]. В Якутском научно-исследовательском 
институте сельского хозяйства (ЯНИИСХ) 
разработан препарат «Сахабактисубтил» 
на основе штаммов бактерий B.  subtilis 
«ТНП-3 ДЕП» и B.  subtilis «ТНП-5 ДЕП», 
выделенных из мерзлотных почв Якутии. 
Данный препарат обладает выраженным ан-
тагонистическим действием против многих 
патогенных и условно-патогенных микро-
организмов, нормализует микробиоценоз 
кишечника животных, обостряет иммуно-
биологическую реактивность организма [4]. 
По данным литературы, в микробиоте ди-
ких животных севера доминируют бактерии 
рода Bacillus [5–7].

Бактерии рода Bacillus являются перспек-
тивными микроорганизмами, которые ши-
роко применяют в животноводстве. На их 
основе создают кормовые добавки, в кото-
рых Bacillus выступает в качестве источника 
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гидролаз. В настоящее время для увеличения 
питательной ценности кормов, повышения 
перевариваемости используют ферментные 
препараты амилосубтилин, протосубтилин, 
моноспорин и др. Ферментные препараты на 
основе бацилл положительно влияют на пи-
щеварение и обмен веществ у сельскохозяй-
ственных птиц и животных [8].

Промышленное использование B.  subtilis 
быстро развивается в последние десятиле-
тия. Это один из основных микроорганизмов 
для производства многих промышленных 
продуктов. Химические вещества, продуци-
руемые B. subtilis, также играют важную роль 
в различных областях, например в производ-
стве продуктов питания, кормовых добавок, 
косметических средств, химикатов, а также в 
фармацевтике [9]. B. subtilis классифицирует-
ся как общепризнанно безопасная бактерия 
(GRAS), которую можно использовать в виде 
безопасного пищевого продукта [10].

Расшифровка геномных детерминант ги-
дролиза крахмала на основе компьютерного 
моделирования показала, что амилолитиче-
ская активность у грамположительных бак-
терий зависит от сложного преобразования 
генетической программы клетки. В то же 
время достоверно подтверждено, что способ-
ность бактерии расщеплять крахмал зависит 
не от наличия гена α-амилазы в его геноме, а 
от амилазной активности [11].

Цель работы – изучить ферментативную 
активность изолятов бактерий B. subtilis, вы-
деленных их микробиоты диких животных, 
на амилопектин.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследования проведены в 2022 г. в лабо-
ратории разработки микробных препаратов 
ЯНИИСХ и в лаборатории химии ферментов 
Тихоокеанского института биоорганической 
химии им. Г.Б. Елякова. Изоляты B. subtilis – 3, 
4, 5, 8, 11, 16, 24, 25, 2сп и 5сп, выделенные 
из микробиоты диких животных, взяты из ра-
бочей коллекции микроорганизмов ЯНИИСХ. 
Для посевов бактерий использован мясопеп-
тонный бульон. Для насыщения кислородом 
его инкубировали на качалке в колбах с ват-

но-марлевой пробкой при комнатной темпе-
ратуре.

При проведении исследований для опре-
деления активности бактериальных фермен-
тов использовали метод Шомоди – Нельсона. 
Концентрацию белков определяли методом 
Брэдфорда. 

Отобранные от посевной культуры алик-
воты центрифугировали при 4500 об./мин в 
течение 15 мин. Из полученных супернатан-
тов сделали смеси E + S (фермент с субстра-
том), E + H2O (фермент-контроль), S + H2O 
(субстрат-контроль), 100 и 200 мкл соответ-
ственно. Смесь дистиллированной воды с 
супернатантом показывает интенсивность 
расщепления собственных сахаров, с суб-
стратом – возможное расщепление сахаров 
без участия фермента. Время ферментации в 
термостате при 37  °C составило ~18  ч. По-
сле ферментации для определения активно-
сти бактериальных ферментов использова-
ли метод Шомоди – Нельсона с добавлени-
ем 300 мкл раствора Нельсона А + В в смеси 
E + S, E + H2O и S + H2O. Далее ставили в 
термостат при 99  °C на 15  мин, добавили 
300 мкл раствора Нельсона С и 500 мкл дис-
тиллированной воды. По итогам исследо-
ваний методом Нельсона определяли каче-
ственные показатели изолятов. С  высокими 
качественными показателями исследовали 
количественно с использованием спектрофо-
тометра при длине волны 750 нм. Концентра-
цию белков определяли методом Брэдфорда 
при 595 нм. В качестве субстрата использо-
вали раствор амилопектина в сукцинатном 
буферном растворе (pH 6,0) в концентрации 
1 мг/мл. Кроме изучения супернатантов изо-
лятов, которые показали внеклеточную фер-
ментативную активность, проведены иссле-
дования на внутриклеточные ферменты. Для 
этого после центрифугирования односуточ-
ной посевной культуры брали осадок и рас-
творяли в сукцинатном буферном растворе 
(pH  6,0). Разрушение клеток производилось 
с помощью ультразвукового дезинтегратора, 
в котором растворенный осадок содержался 
в стеклянном флаконе, находящемся в колбе 
со льдом. Дезинтегратор выключался с пери-
одичностью в 2 мин на протяжении 20 мин. 
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Качественные показатели амилолитической активности супернатантов B. subtilis по дням посевов
Qualitative indices of amylolytic activity of B. subtilis supernatants by days of planting

Изолят
Амило-
пектин E + H2O

Амило-
пектин E + H2O

Амило-
пектин E + H2O

Амило-
пектин E+H2O

1-й день 2-й день 3-й день 7-й день
11 – – – – + - ± ±
25 – – – – ± – ± ±
3 – – – – ± – ± ±
5 – – – – ± – ± ±
16 – – ± – ++ – ± ±
2СП +++ + +++ + +++ + +++ +
24 – – – – ± – ± ±
8 – – – – +± – ± ±
4 ± – ± – +± – ± ±
5СП +++ + +++ + +++ + +++ +
Контроль-субстрат – – – –

Примечание.  «–» – активность отсутствует, «±» – небольшая активность, «+» – средняя активность, «++» – невы-
сокая активность, «+++» – высокая активность. 

Рис. 1. Концентрация белка изолятов B. subtilis 
2СП и B. subtilis 5СП по дням посевов, мг/мл 
Fig. 1. Protein concentration of B. subtilis 2SP and 
B. subtilis 5SP isolates by days of planting, mg/ml

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По результатам исследований выявлена 
амилолитическая активность супернатантов 
изолятов B. subtilis на 1, 2, 3 и 7-й день посе-
ва на амилопектин (см. таблицу). Контроль-
субстраты были прозрачными, не имели го-
лубой окраски, что подтверждает достовер-
ность результатов. 

По результатам наших исследований, 
наилучшие качественные показатели выяв-
лены у изолятов B.  subtilis 2СП и B. subti-
lis 5СП. Они имели высокую активность по 
амилопектину начиная с первого дня, поэто-
му дальнейшие количественные исследова-
ния продолжены с ними. 

Как показывают данные рис. 1 и 2, ка-
чественные показатели изолятов подтвер-
дились количественными исследованиями. 
Концентрация белка изолятов прогрессиро-
вала по дням посевов (см. рис. 1). Удельная 
активность тоже соответственно увеличива-
лась и на 7-й день у B. subtilis 2СП состави-
ла 2,75 ед./мг, у B. subtilis 5СП – 2,67 ед./мг 
(см. рис. 2).

При исследовании внутриклеточных фер-
ментов активность на фермент-контроле не 
наблюдали, поэтому можно предположить, 
что изоляты штаммов B. subtilis 2СП и B. sub-
tilis 5СП расщепили именно субстрат амило-
пектина без примесей своих сахаров. Этот ме-

Рис. 2. Удельная активность лизатов на амило-
пектин по дням посевов, ед./мг белка
Fig. 2. Specific activity of lysates for amylopectin 
by days of planting, units/mg protein
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тод оказался мало информативен, за исключе-
нием того, что у изолятов не было активности 
в фермент-контроле, когда как качественные 
показатели по Нельсону на амилопектин со-
поставимы с исследованиями супернатантов 
на спектрофотометре. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для дальнейших исследований и разработ-
ки ферментных препаратов отобраны два пер-
спективных изолята B.  subtilis 2СП и B. sub-
tilis  5СП, выделенные из микробиоты диких 
животных Крайнего Севера, с амилолитиче-
ской активностью 2,75 и 2,67 ед./мг соответ-
ственно.
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