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В статье представлены результаты выделения бактерий C. 

cellulans из объектов окружающей среды. Результаты исследований 

показали, что коллекционный штамм максимально соответствовал по 

своим биологическим свойствам литературным данным. Из 14 

отобранных для данного этапа работы штаммов максимальное 

соответствие по своим свойства бактериям C. cellulans проявляли 6 

штаммов. Данные штаммы использовали для дальнейших 

экспериментов, посвященных определению целлюлозолитической 

активности. 

 

Введение 

Целлюлоза является основным компонентом растительной 

биомассы. Это распространенный дешевый биополимер и 

возобновляемый источник энергии. Ее полезность в качестве 

питательного вещества зависит от гидролиза до глюкозы, основного 

строительного элемента. Целлюлоза может быть гидролизована 

целлюлазами, группой ферментов, которые, действуя совместно, 

гидролизуют целлюлозу до более мелких полезных соединений, таких 

как целлиолигосахариды, целлобиоза и глюкоза. Целлюлазы обычно 

вырабатываются целлюлолитическими бактериями, которые свободно 

обитают в окружающей среде или ассоциированы с кишечным трактом 

травоядных животных, таких как термиты, рыбы и жвачные животные 

[1-4, 7]. 
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Было проведено большое количество исследований с целью 

разработки эффективных способов переработки биомассы в продукты с 

высокой добавленной стоимостью. Биологическая обработка считается 

перспективным подходом к утилизации целлюлозных отходов, 

поскольку большинство выделенных микробных ферментов часто 

могут катализировать гидролитические реакции в окружающей среде 

[5-6, 8, 10]. 

В связи с этим целью исследования являлось проведение 

выделения бактерий, имеющих целлюлозоразрушающие свойства. 

В качестве целевого объекта наших исследований были 

использованы образцы почвы и растительные остатки. 

Материалы и методы 

В качестве объектов исследования выступали 24 образца почвы, 

отобранные на территории Ульяновской области из различных типов 

почвы. Отбор образцов проводился из характерных для бактерий C. 

cellulans типов почвы (меловая почва), а также мест, где было отмечено 

разложение растительных остатков. 

Штаммы микроорганизмов 

Для целей настоящей работы были использованы 1 

коллекционный штамм бактерий C. cellulans Ас-1025, полученный из 

Всероссийской коллекции микроорганизмов (приложение 1) и 6 

штаммов, выделенные из образцов почвы. Всего в работе было 

использовано 72 полевых культуры микроорганизмов. 

Для выделения и культивирования микроорганизмов в работе 

были использованы питательные среды следующего состава: 

Среда LB (г/л дистиллированной воды): 10 г триптона; 5,0 г 

дрожжевого экстракта; 10,0 г NaCl. 

Базальная среда (г/л дистиллированной воды): KNO3 - 2,5 г; 

K2HPO4 - 1,0 г; CaCl2 - 0,1 г; MgSO4 х 7H2O - 0,3 г; NaCl - 0,1 г; FeCl3 - 

0,01 г, рН 7,0–7,2). 

Среда Гетчинсона (г/л дистиллированной воды): NaNO3 - 2,5 г; 

КН2РО4 - 1,0 г; MgSO4 х 7H2O - 0,3 г; NaCl - 0,1 г; СаСl2 - 0,1 г; FeCl3 - 

0,01 г; рН среды доводят до 7,2 добавлением 20%-ного раствора 

Na2CO3. 
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CMC среда (г/л дистиллированной воды): пептон – 10,0 г; КМЦ 

– 10,0 г; КН2РО4 – 2,0 г; агар-агар – 10,0 г; MgSO4 х 7H2O - 0,3 г; 

(NH4)2SO4 – 2,5 г; желатин – 2,0 г. 

Приборы и оборудование: лабораторная бактериологическая 

посуда, водяная баня, термометр ртутный, дистиллятор, шкаф 

сушильно-стерилизационный ШСС – 80, автоклав ГК-100-3, 

холодильники минусовые и бытовые, термостат TC-80М-2. Термостат 

(ТСО-1/80) ОАО «Смоленское СКТБ СПУ»; Термометр; 

Ультрафиолетовая лампа марки «Phillips» с длиной волны 253 нм; 

Спиртовка; Петля пастеровская; Плитка электрическая; Лабораторная 

стерильная посуда; Дистиллированная вода; Лабораторные весы; 

Автоклав (ГК-100-3); Дистиллятор (Liston); генцианвиолет 548-62-9 

(ЗАО «Вектон», РФ). 

Выделение почвенных микроорганизмов проводили путем 

суспендирования навески исследуемого образца массой 10 г в 100 мл 

физ.раствора. После внесения почвы в физ.раствор полученную 

суспензию активно перемешивали в течение 2 минут и давали отстоятся 

в течение 2-3 часов. Затем из полученной суспензии отбирали надосадок 

в объеме 5 мл и делали ряд последовательных разведений 1:10 до 

получения 1000-кратного разведения. Далее проводили посев 

полученных разведений на питательные среды и инкубировали посевы 

в условиях термостата при температуре 28 °С в течение 48 часов. 

Результаты исследований 

Первый этап исследований был посвящен выделению бактерий 

C. cellulans из отобранных образцов почвы. Для этого в соответствии с 

представленной ранее методикой образцы почвы суспендировали и 

проводили высев разведений на питательные среды Гетчинсона, 

базальную и СМС агар.  

Оценку роста колоний микроорганизмов на обозначенных 

питательных средах проводили ежесуточно. На первые сутки 

наблюдался рост небольшого количества мелких колоний, 

отличающихся друг от друга по морфологии. На вторые сутки 

культивирования образцов почвы отмечали рост большого количества 

разнообразных колоний бактерий и грибков. Для оценки 

целлюлозолитической активности на поверхность питательных сред 

наносили 8-10 капель стерильного раствора Люголя после чего 
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отмечали те колонии, которые обладали ферментативной активностью, 

что проявлялось в виде зон просветления вокруг них (рис. 1).  

 

 
Рис. 1. Рост колоний микроорганизмов на среде Гетчинсона через 

48 часов инкубирования 

 

Колонии, обладающие целлюлозолитической активностью 

отбирали в стерильный питательный бульон для дальнейшего 

культивирования и изучения. Всего на данном этапе работы был 

отмечен рост из исследуемых образцов почвы 72 колоний, обладающих 

целлюлозолитической активностью и морфологически похожих на 

бактерии вида C. cellulans.  

Далее была проведена первичная идентификация целевых 

микроорганизмов исходя из характерного для вида C. cellulans роста 

колоний и последующей окраски бактерий по Граму. Для этого был 

произведен высев на используемые ранее среды коллекционного 

штамма бактерий Ас-1025 и проведено визуальное сравнение характера 

роста данной бактерии с выделенными штаммами. 
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Рис. 2. Рост колоний штамма П2.2 на среде Гетчинсона 

 
Рис. 3. Сравнительный анализ клеток выделенных штаммов с 

коллекционным штаммом (слева штамм П1.3, справа штамм П3.1) 

 

Затем проведена окраска исследуемых бактерий по Граму и 

сравнение с коллекционным штаммом (рис. 3). Полученные результаты 

позволили из 72 выделенных штамм с целлюлозолитической 

активностью отобрать для дальнейших исследований 14 культур 

бактерий, наиболее похожих на типовой штамм. Все 14 отобранных 

штаммов представляли собой грамположительные короткие не 

имеющие споруляции клетки длиной около 1-3 мкм. 

Далее было проведено изучение биологических свойств 

отобранных штаммов бактерий для определения их принадлежности к 
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виду C. cellulans. Биологические свойства для изучения подбирали, 

основываясь на литературных данных. 

Основываясь на полученных данных, можно отметить, что 

ферментативная активность изучаемых штаммов бактерий в 

большинстве случаев проявлялись лишь на 2-3 сутки, в отдельных 

случаях реакция протекала слабо, что проявлялось в слабом изменение 

цвета питательной среды. 

Все изученные штаммы бактерий проявляли ферментативную 

активность в отношении глюкозы. В отношении сахарозы, ксилозы и 

маннозы активность отсутствовала у 3-х штаммов, манниты и мальтозы 

– по 2 штамма бактерий. Арабинозу ферментировали 11 изученных 

штаммов, сорбит и дульцит - только по 2 штамма. По отношению к 

лактозе и инозиту в соответствии с литературными данными бактерии 

C. cellulans проявляют вариабельность. Полученные результаты 

показали, что лактозу ферментировали только 2 штамма. По инозиту 

результаты разделили исследуемые штаммы пополам, 7 штаммов 

проявляла ферментативную активность. 

В таблице 1 представлены обобщенные данные в сравнение с 

используемым в работе коллекционным штаммом. 

Полученные результаты показали, что коллекционный штамм 

максимально соответствовал по своим биологическим свойствам 

литературным данным. Из 14 отобранных для данного этапа работы 

штаммов максимальное соответствие по своим свойства бактериям C. 

cellulans проявляли 6 штаммов: П3.1, П7.1, П11.1, П15.4, П18.5, П21.2. 

дальнейшие эксперименты, посвященные определению 

целлюлозолитической активности было принято решение проводить 

именно с данными штаммами бактерий. 
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Таблица 1. Некоторые биологические свойства изучаемых 

штаммов бактерий 
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Ас-1025 + + - - + + + - - + - + + + + + - + + + - - + - + + 
П1.3 + + - - + + + - - + + - + - + - + - - - + - + - + + 
П3.1 + + - - + + + - - + - + + + + + - + + + - + + - + + 
П5.2 + + - - + + - - - + + + + - + + - + + + - - + - - + 
П7.1 + + - - + + + - - + - + + + + + - + + + - - + - + + 
П8.2 + + - - - - - - - - - - - - + - - - + + - - - - + + 

П11.1 + + - - + + + - - + - + + + + + - + + + - + + - + + 
П12.3 + + - + + + - - - + - + + + + + - + + + - + + - + + 
П13.3 + + - - + - - - - + - + + - + + - - + + + + + + + + 
П15.4 + + - - + + + - - + - + + + + + + + + + - + + - + + 
П17.1 + + - - - + + - - + - - - - + + - + - -  - + - - + 
П18.5 + + - - + + + - - + - + + + + + - + + + - + + - + + 
П21.2 + + - - + + + - - + - + + + + + - + + + - + + - + + 
П22.3 + + - + + - - - + - - + - + + - - + + - - - - + + + 
П24.3 + + + - + - + - - + - - - - + + - + + - - - - - + + 

«+» - положительная реакция, «-» - отрицательная реакция 

 

Заключение 

Эффективная бактериальная биоконверсия 

целлюлозосодержащих материалов в значительной степени зависит от 

типов целлюлозы, источников целлюлолитического фермента и 

благоприятных условий для производства ферментов и их 

каталитической активности. Кроме того, природа и качество 

целлюлозы, температура аэрации, период инкубации, источники 

углерода, рН среды, добавки к среде и наличие различных индукторов 

также являются важными параметрами для максимального 

продуцирования различных ферментов целлюлазы. 

Эксперименты по выделению и характеристике активных 

микроорганизмов, продуцирующих целлюлазу, из различных 

источников, таких как почва, органические вещества, разложившиеся 

растительные материалы, фекалии жвачных животных, горячие 
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источники и компосты, продолжались в течение многих лет. Однако в 

большинстве исследований основное внимание уделялось грибам, а не 

бактериям как источнику выработки целлюлазы. Итак, основной целью 

данного исследования было выделение и идентификация видов 

бактерий, способных эффективно гидролизовать соединения 

целлюлозы и действовать в качестве усилителя биодеградации этих 

соединений целлюлозы. 

Проведено выделение целлюлозоразрушающих бактерий из 

объектов внешней среды. Первичный отбор бактерий для дальнейших 

исследований проводили на основе морфологических и культуральных 

свойств бактерий. Всего было выделено 72 штамма бактерий, 

обладавших целлюлозолитической активностью, из которых для 

дальнейших исследований были отобраны 14 культур, наиболее 

соответствующих виду Cellulosimicrobium cellulans. Все 14 отобранных 

штаммов представляли собой грамположительные короткие не 

имеющие споруляции клетки длиной около 1-3 мкм. 

Сравнительный анализ полученных результатов был проведен с 

использованием коллекционного штамма и литературных данных. 

Полученные результаты показали, что коллекционный штамм 

максимально соответствовал по своим биологическим свойствам 

литературным данным. Из 14 отобранных для данного этапа работы 

штаммов максимальное соответствие по своим свойства бактериям C. 

cellulans проявляли 6 штаммов. Данные штаммы использовали для 

дальнейших экспериментов, посвященных определению 

целлюлозолитической активности. 
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The article presents the results of isolation of C. cellulans bacteria 

from environmental objects. The research results showed that the collection 

strain corresponded to the literature data as much as possible in terms of its 

biological properties. Of the 14 strains selected for this stage of work, 6 

strains showed maximum compliance in their properties with C. cellulans 

bacteria. These strains were used for further experiments devoted to the 

determination of cellulolytic activity. 

  


