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Ñ öåëüþ ïîèñêà ïåðñïåêòèâíûõ ïðîäóöåíòîâ
àìèëàç ïðîâåäåí ñêðèíèíã ìèêðîîðãàíèçìîâ èç
ïî÷â ðàçëè÷íûõ ðåãèîíîâ Ðåñïóáëèêè Áàøêîð-
òîñòàí, â ðåçóëüòàòå ÷åãî áûëî âûäåëåíî 75 èçî-
ëÿòîâ, ãèäðîëèçóþùèõ êðàõìàë. Ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè èçîëÿòîâ íà àãàðèçîâàííîé êðàõìàë-
ñîäåðæàùåé ñðåäå âûÿâëåíî 6 øòàììîâ ñ àìè-
ëàçíîé àêòèâíîñòüþ áîëåå 0.45 ÌÅ. Íàèáîëü-
øàÿ ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü, ñîñòàâëÿþùàÿ
1.18±0.01 ÌÅ, îáíàðóæåíà ó øòàììà À25.5. Ïî
ñîâîêóïíîñòè èññëåäîâàííûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ
è ôèçèîëîãî-áèîõèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ øòàìì
À25.5 îòíåñåí ê ðîäó Bacillus.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àìèëàçà; Bacillus sp.; êðàõ-
ìàë; ìèêðîîðãàíèçìû; ñêðèíèíã; ôåðìåíòàòèâ-
íàÿ àêòèâíîñòü.

The microorganisms screening was carried out
from soils in different regions of the Republic  of
Bashkortostan in order to search for promising
producers of amylases. 75 isolates hydrolyzing
starch were recovered. As a result of the
cultivation of isolates on agarized starch-
containing medium, 6 strains with an amylase
activity of more than 0.45 IU were detected. The
highest enzymatic activity was found for the
strain A25.5, it was 1.18±0.01 IU. The strain
A25.5 is assigned to the genus Bacillus on the
basis of studied morphological and physiological-
biochemical properties.

Key words: amylase; Bacillus sp.; fermentation
activity; microorganisms; screening; starch.

Àìèëàçû ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç ïðîìûø-
ëåííî âàæíûõ ôåðìåíòîâ. Íà ìèðîâîì ðûíêå
ôåðìåíòîâ íà èõ äîëþ ïðèõîäèòñÿ ïðèìåðíî
25% ïðîäàæ 1. Àìèëàçû íàõîäÿò øèðîêîå ïðè-
ìåíåíèå â ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè ïðè îñà-
õàðèâàíèè çåðíîâîãî è êàðòîôåëüíîãî êðàõìà-
ëà; ïðè ïîëó÷åíèè ðàçëè÷íûõ âèäîâ ïàòîê,
ãëþêîçû è ãëþêîçîôðóêòîçíûõ ñèðîïîâ; äëÿ
óñêîðåíèÿ ïðîöåññà ñîçðåâàíèÿ è óëó÷øåíèÿ
êà÷åñòâà òåñòà; äëÿ óëó÷øåíèÿ êà÷åñòâà êîí-
öåíòðàòîâ è áûñòðî ðàçâàðèâàåìûõ áëþä 2. Èõ
èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå äîáàâîê ê êîðìàì ñ öå-
ëüþ ïîâûøåíèÿ èõ ïåðåâàðèâàåìîñòè ïðè êîð-
ìëåíèè ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ è
ïòèö, à òàêæå â êà÷åñòâå ðàçæèæàþùåãî ïðåïà-
ðàòà ïåðåä ðàçâàðèâàíèåì ñûðüÿ â ñïèðòîâîé è
ïèâîâàðåííîé ïðîìûøëåííîñòè 3. Îíè âõîäÿò
â ñîñòàâ ôåðìåíòíûõ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðå-
ïàðàòîâ, óëó÷øàþùèõ ïèùåâàðåíèå, è ñèíòå-
òè÷åñêèõ ìîþùèõ ñðåäñòâ äëÿ ñíÿòèÿ óãëåâîä-

Äàòà ïîñòóïëåíèÿ 28.05.18

íûõ çàãðÿçíåíèé 4. Àìèëàçû òàêæå èñïîëüçó-
þò â òåêñòèëüíîé ïðîìûøëåííîñòè äëÿ ðàñ-
øëèõòîâêè òêàíåé è â öåëëþëîçíî-áóìàæíîé
ïðîìûøëåííîñòè äëÿ óâåëè÷åíèÿ ïëîòíîñòè è
ïðî÷íîñòè áóìàãè 5.

Àìèëàçû ïîäðàçäåëÿþòñÿ íà äâå ãðóïïû:
ýíäîàìèëàçû (α-àìèëàçà (Ê.Ô 3.2.1.1)) è ýê-
çîàìèëàçû (β-àìèëàçà (ÊÔ 3.2.1.2), ãëþêî-
àìèëàçà (ÊÔ 3.2.1.3) è α-ãëþêîçèäàçà (ÊÔ
3.2.1.20)) 6. Ýíäîàìèëàçû âûçûâàþò ãèäðîëè-
òè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ
α-1,4-ãëèêîçèäíûõ ñâÿçåé êðàõìàëà ñ îáðàçîâà-
íèåì îëèãîñàõàðèäîâ ðàçëè÷íîé äëèíû. Ýêçîà-
ìèëàçû àòàêóþò ïîëèñàõàðèä ñ íåðåäóöèðóþùå-
ãî êîíöà ñ îáðàçîâàíèåì íèçêîìîëåêóëÿðíûõ
ïðîäóêòîâ, íàïðèìåð, ãëþêîçû è ìàëüòîçû.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ïðîìûøëåííîñòè
âûïóñêàþòñÿ àìèëîëèòè÷åñêèå ïðåïàðàòû ãðè-
áîâ (Aspergillus oryzae) è áàêòåðèé (Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis è Bacillus
amyloliquefaciens) 7. Îäíàêî íåñìîòðÿ íà ýòî,
ïîèñê íîâûõ âûñîêîàêòèâíûõ ïðîäóöåíòîâ
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àìèëàç è ñåãîäíÿ îñòàåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé.
Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû – ïîèñê ìèêðîîð-

ãàíèçìîâ ðîäà Bacillus, ñïîñîáíûõ ïðîäóöèðî-
âàòü àìèëàçû.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Ñêðèíèíã ïðîäóöåíòîâ àìèëàç ïðîâîäèëè
ïî ñõåìå, ïðåäñòàâëåííîé íà ðèñ. 1.

 

Накопительная культура  
(суспензия образца почвы в 0.85%-ном 

растворе NaCl, 15 мин при 80 оС) 

Рассев и культивирование 
на агаризованной крахмалсодержащей среде, 

72 ч 

Выделение чистых культур из колоний,  
дающих зоны просветления после обработки  

раствором Люголя  

Количественное определение активности 
амилаз спектрофотометрическим  

методом 

Ðèñ. 1. Ñõåìà ñêðèíèíãà ïðîäóöåíòîâ àìèëàç

Â êà÷åñòâå ïðèðîäíûõ èñòî÷íèêîâ íîâûõ
ïðîäóöåíòîâ àìèëàç èñïîëüçîâàëè îáðàçöû ïî-
÷âû, îòîáðàííûå â ðàçëè÷íûõ ðåãèîíàõ Ðåñ-
ïóáëèêè Áàøêîðòîñòàí ïî ñòàíäàðòíîé ìåòî-
äèêå (ÃÎÑÒ 17.4.4.02-84).

Êóëüòèâèðîâàíèå ìèêðîîðãàíèçìîâ.
Ìèêðîîðãàíèçìû âûðàùèâàëè íà àãàðè-

çîâàííîé êðàõìàëüíîé ñðåäå (ÀÊ) ñëåäóþùåãî
ñîñòàâà (ã/ë): ðàñòâîðèìûé êðàõìàë – 5.0;
ÊÍ2ÐÎ4 – 0.5; MgSO4⋅7Í2Î – 0.2;
CaCl2⋅2Í2Î – 0.1; ïåïòîí – 5.0; äðîææåâîé
àâòîëèçàò – 5.0; àãàð-àãàð ìèêðîáèîëîãè÷åñ-
êèé – 15.0; ðÍ ñðåäû 6.8 – 7.0.

Ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ñòåðèëèçîâàëè â àâòî-
êëàâå â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè òåìïåðàòóðå 120 îÑ
ïîä äàâëåíèåì 1.1 êãñ/ñì2. Âûðàùèâàíèå ìèê-
ðîîðãàíèçìîâ îñóùåñòâëÿëè íà ÷àøêàõ Ïåòðè
ïðè òåìïåðàòóðå 37 îÑ â òå÷åíèå 72 ÷.

Âûäåëåíèå ïî÷âåííûõ èçîëÿòîâ, îáëàäà-
þùèõ àìèëàçíîé àêòèâíîñòüþ.

Äëÿ âûäåëåíèÿ áàêòåðèé ðîäà Bacillus èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîä 8. 1 ã êàæäîãî îáðàçöà ïî÷âû

ñóñïåíäèðîâàëè â 5 ìë 0.85% ôèçèîëîãè÷åñêî-
ãî ðàñòâîðà. Çàòåì ïîëó÷åííûå ñóñïåíçèè íà-
ãðåâàëè ïðè òåìïåðàòóðå 80 îÑ â òå÷åíèå 15
ìèí, âûñåâàëè íà ïëîòíóþ àãàðèçîâàííóþ ñðå-
äó ÀÊ è âûðàùèâàëè äî ôîðìèðîâàíèÿ êîëî-
íèé (72 ÷). Ïîñëå îáðàáîòêè ðàñòâîðîì Ëþãî-
ëÿ èç êîëîíèé, âîêðóã êîòîðûõ èìåëèñü çîíû
ïðîñâåòëåíèÿ çà ñ÷åò ãèäðîëèçà êðàõìàëà, âû-
äåëÿëè ÷èñòûå êóëüòóðû ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Ýêñòðàêöèÿ ôåðìåíòà.
100 ìã áèîìàññû ñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë

0.1Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà (ðÍ 7.0) è ýêñòðàãè-
ðîâàëè âíåêëåòî÷íûå ôåðìåíòû íà âîçâðàòíî-
ïîñòóïàòåëüíîì øåéêåðå â òå÷åíèå 30 ìèí.
Äàëåå áèîìàññó îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 7000 îá./ìèí. Ïîëó÷åí-
íûå ñóïåðíàòàíòû èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå
íåî÷èùåííûõ ôåðìåíòíûõ ðàñòâîðîâ ïðè îï-
ðåäåëåíèè àìèëàçíîé àêòèâíîñòè.

Îïðåäåëåíèå àìèëàçíîé àêòèâíîñòè.
Àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ñîãëàñíî ìåòîäè-

êå, èçëîæåííîé â ðàáîòå 9. Àìèëàçíóþ àêòèâ-
íîñòü èçìåðÿëè ïî íà÷àëüíîé ñêîðîñòè îáðàçî-
âàíèÿ âîññòàíàâëèâàþùèõ ñàõàðîâ: 0.1 ìë
ôåðìåíòíîãî ðàñòâîðà èíêóáèðîâàëè ñ 0.1 ìë
1%-íîãî ðàñòâîðà êðàõìàëà â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè 25 îÑ è ðÍ 7.0.

Ñîäåðæàíèå âîññòàíàâëèâàþùèõ ñàõàðîâ
îïðåäåëÿëè 3.5-äèíèòðîñàëèöèëîâûì ìåòî-
äîì 10. Ê ðåàêöèîííîé ñìåñè äîáàâëÿëè 0.2 ìë
ðåàêòèâà 3,5-äèíèòðîñàëèöèëîâîé êèñëîòû è
êèïÿòèëè ïðè 100 îÑ â òå÷åíèå 10 ìèí. Äàëåå â
ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîáàâëÿëè 2 ìë âîäû è èç-
ìåðÿëè ïîãëîùåíèå ïðè 540 íì íà ôîòîêîëî-
ðèìåòðå ÊÔÊ-2. Êîëè÷åñòâî îáðàçîâàâøåãîñÿ
ïðîäóêòà (ìàëüòîçû) îïðåäåëÿëè ïî êàëèáðî-
âî÷íîé êðèâîé.

Àìèëàçíóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà âûðàæà-
ëè â ìåæäóíàðîäíûõ åäèíèöàõ: îäíà åäèíèöà
ñîîòâåòñòâóåò êîëè÷åñòâó ôåðìåíòà, êîòîðîå âû-
çûâàåò îáðàçîâàíèå 1 ìêìîëü âîññòàíàâëèâàþ-
ùèõ ñàõàðîâ (â ïåðåñ÷åòå íà ìàëüòîçó) â ìèíóòó
èç ðàñòâîðà êðàõìàëà ïðè 25 îÑ è ðÍ 7.0.

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà.
Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ

îñóùåñòâëÿëè ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäîâ ïàðàìåò-
ðè÷åñêîé è íåïàðàìåòðè÷åñêîé ñòàòèñòèêè
(âû÷èñëåíèå ñðåäíåàðèôìåòè÷åñêèõ çíà÷åíèé

( x ) è ñðåäíåêâàäðàòè÷åñêîãî îòêëîíåíèÿ
(ó(õ)). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó ñðåä-
íèìè âåëè÷èíàìè îöåíèâàëè ñîãëàñíî t-êðèòå-
ðèþ Ñòüþäåíòà, ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëèñü çíà÷èìû-
ìè ïðè ð< 0.05 11. Âñå ýêñïåðèìåíòû è èçìåðå-
íèÿ ôåðìåíòíîé àêòèâíîñòè ïðîâîäèëè â òðåõ
ïîâòîðíîñòÿõ.
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Ñðåäíåå àðèôìåòè÷åñêîå èìåþùèõñÿ äàí-
íûõ ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå: 

ix
x ,

n
= ∑

 

ãäå n – ÷èñëî èçìåðåíèé. 
 
Ñðåäíåå êâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå ðàññ÷è-

òûâàëè ïî ôîðìóëå: 
2

1
i( x x )

( x )
n

σ
−

=
−

∑
 

Îòíîñèòåëüíóþ ïîãðåøíîñòü îïðåäåëèëè 
êàê ∆ = t⋅σ , ãäå t – êîýôôèöèåíò Ñòüþäåíòà, 
îïðåäåëÿåìûé ïî òàáëèöàì çíà÷åíèé êðèòåðèÿ 
Ñòüþäåíòà â çàâèñèìîñòè îò äîâåðèòåëüíîé âå-
ðîÿòíîñòè è ðàçìåðà âûáîðêè. Îêîí÷àòåëüíàÿ 
ôîðìà çàïèñè äàííûõ âûãëÿäèò êàê x = x ± ∆. 

Èäåíòèôèêàöèÿ èçîëÿòîâ. 
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ òàêñîíîìè÷åñêîé ïðè-

íàäëåæíîñòè âûäåëåííûõ èçîëÿòîâ èçó÷àëè èõ 
ìîðôîëîãè÷åñêèå è ôèçèîëîãî-áèîõèìè÷åñêèå 
ñâîéñòâà. Äëÿ ýòîãî ïðîâîäèëè îêðàñêó êëåòîê 
ïî Ãðàìó; îïðåäåëÿëè ðàçìåð, ôîðìó, ïðî-
ôèëü, êðàé è êîíñèñòåíöèþ êîëîíèé; ôîðìó 
êëåòîê, ïîäâèæíîñòü, ñïîðîîáðàçîâàíèå. Âû-
ïîëíåíû ðàçëè÷íûå áèîõèìè÷åñêèå òåñòû: èñ-
ïîëüçîâàíèå óãëåâîäîâ â êà÷åñòâå èñòî÷íèêîâ 
óãëåðîäà è ýíåðãèè; ãèäðîëèç êðàõìàëà; ðàç-
æèæåíèå æåëàòèíû; îáðàçîâàíèå ñåðîâîäîðîäà 
è ñïîñîáíîñòü ê ñóëüôàòðåäóêöèè; âîññòàíîâ-
ëåíèå íèòðàòîâ; îòíîøåíèå ê êèñëîðîäó; êàòà-
ëàçíàÿ àêòèâíîñòü; îïðåäåëåíèå ñïîñîáíîñòè ê 
áðîæåíèþ 12. 

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå 

Íà ïåðâîì ýòàïå ñêðèíèíãà ïðîäóöåíòîâ 
àìèëàç îñóùåñòâëÿëè ïîñåâ íàêîïèòåëüíûõ 
êóëüòóð íà ïîâåðõíîñòü àãàðèçîâàííîé êðàõ-
ìàëñîäåðæàùåé ñðåäû. Ìèêðîîðãàíèçìû, ñïî-
ñîáíûå îáðàçîâûâàòü àêòèâíûå àìèëàçû, äàâà-
ëè çîíû ïðîñâåòëåíèÿ âîêðóã êîëîíèé, õîðîøî 
ïðîñìàòðèâàþùèåñÿ ïîñëå ïðîêðàøèâàíèÿ 
êðàñèòåëåì (ðèñ. 2). 

Èç 26 îáðàçöîâ ïî÷â áûëî âûäåëåíî 75 
øòàììîâ áàêòåðèé, ïðîäóöèðóþùèõ àìèëàçû. 

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ñêðèíèíãà îïðåäåëÿ-
ëàñü àìèëàçíàÿ àêòèâíîñòü âûäåëåííûõ êóëüòóð 
ìèêðîîðãàíèçìîâ, äëÿ ÷åãî â êà÷åñòâå âíåêëå-
òî÷íûõ ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòîâ èñïîëüçîâàëè 
ýêñòðàêòû áèîìàññû, âûðàùåííîé íà àãàðèçî-
âàííîé êðàõìàëñîäåðæàùåé ñðåäå. Â ðåçóëüòàòå 
ñêðèíèíãà áûëî âûÿâëåíî 6 øòàììîâ ñ àìèëàç-
íîé àêòèâíîñòüþ áîëåå 0.45 ÌÅ. Íàèáîëüøàÿ 
ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü, ñîñòàâëÿþùàÿ 
1.18±0.01 ÌÅ, îáíàðóæåíà ó øòàììà À25.5. 

 
Ðèñ. 2. Çîíû ãèäðîëèçà êðàõìàëà èññëåäóåìûìè 
ìèêðîîðãàíèçìàìè 

 

Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ôåðìåíòàòèâíîé àê-
òèâíîñòè íàèáîëåå àêòèâíûõ øòàììîâ ïðèâå-
äåíû â òàáë. 

Таблица 
Амилазная активность ферментных  

препаратов наиболее активных штаммов  
(условия реакции:  0.2 мл неочищенного 
ферментного раствора;  0.2  мл 1%�ного 

раствора крахмала;  рН 7.0;  25  о С;  30 мин)  

№ Штамм Амилазная ак-
тивность, МЕ 

1 А3.5 0.72±0.01 
2 А5.2 0.73±0.01 
3 А16.1 0.46±0.01 
4 А19.2 0.65±0.01 
5 А19.4 0.69±0.01 
6 А25.5 1.18±0.01 

 
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ òàêñîíîìè÷åñêîãî ïîëî-

æåíèÿ íàèáîëåå àêòèâíîãî èçîëÿòà À25.5 ïðî-
âåëè èçó÷åíèå íåêîòîðûõ åãî ìîðôîëîãè÷åñêèõ 
è ôèçèîëîãî-áèîõèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî êëåòêè èçó÷àåìûõ áàêòåðèé ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ïðÿìûå ïàëî÷êè, ñ çàêðóãëåí-
íûìè êîíöàìè; ïîäâèæíûå; ñïîðîîáðàçóþùèå, 
ïîëîæèòåëüíî îêðàøèâàþùèåñÿ ïî Ãðàìó; êà-
òàëàçîïîëîæèòåëüíûå; ôàêóëüòàòèâíûå àýðî-
áû. Áàêòåðèè ãèäðîëèçóþò êðàõìàë; íå âîñ-
ñòàíàâëèâàþò ñóëüôàòû è íèòðàòû. Óãëåâîäû 
(ãëþêîçó, ñàõàðîçó, ëàêòîçó, ìàëüòîçó) ôåð-
ìåíòèðóþò ñ îáðàçîâàíèåì êèñëîòû. Ñïîñîáíû 
ê áðîæåíèþ; ïðîäóêòîì ñáðàæèâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ 
ëàêòàò; ñàì ïðîöåññ áðîæåíèÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ 
âûäåëåíèåì ãàçà. Ïî ñîâîêóïíîñòè ïðèçíàêîâ 
øòàìì À25.5 îòíåñåí ê ðîäó Bacillus. 

Òàêèì îáðàçîì, øòàìì Bacillus sp. À25.5 
ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ïðîäóöåíòîì àìèëî-
ëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ. 
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