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Способность Bacillus mojavensis PS17 к росту 
и синтезу экзогенных ферментов в условиях 
низких температур
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Микроорганизмы, растущие при низкой температуре, играют ключевую роль в био-
химических циклах холодной экосистемы.  Эти микроорганизмы выделяют ферменты с широким 
спектром действия при низкой температуре, которые могут быть использованы в различных обла-
стях биотехнологической промышленности. 

Методы. Для изучения психротолерантной бактерий Bacillus mojavensis PS17 использовали суспен-
зию, которую приготовили из ночной культуры. Способность Bacillus mojavensis PS17 расти в услови-
ях пониженных температур  изучали путем кинетического измерения оптической плотности (OD) при 
длине волны (l) 595 нм. Для этого бактериальную суспензию Bacillus mojavensis PS17 инокулировали 
в минимальную среду и инкубировали при различных низких температурах (5, 8 и 12 ±1 °C). Кривую 
роста измеряли каждый час с использованием спектрофотометра. Активность экзогенных фермен-
тов определяли путем инокуляции и инкубации при температуре 4 ±1 °C бактериальной суспензии 
Bacillus mojavensis PS17 на минимальной среде BM с добавлением 1% различных субстрактов, такие 
как сухое молоко, Tween-80 и карбоксиметилцеллюлоза натрия. 

Результаты. Рeзультаты показали, что при низких температурах Bacillus mojavensis PS17 способ на к 
росту. Оценка активности экзогенных ферментов показала, что выделяемые ферменты исследуемо-
го штамма не теряют свои свойства. Полученные данные могут свидетельствовать о широком тем-
пературном интервале активности штамма B. mojavensis PS17 и препаратов на его основе, а также 
о возможности промышленного использования экзоферментов этого штамма в различных отраслях 
промышленности: пищевой, текстильной и фармацевтической.

Ключевые слова: психротолерантные бактерии, активность экзогенных ферментов, фитаза, 
протеиназа, амилаза, целлюлаза, Bacillus mojavensis PS17
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The ability of Bacillus mojavensis PS17 to grow 
and synthesize exogenous enzymes at low 
temperatures 
ABSTRACT
Relevance.  Microorganisms growing at low temperatures play a key role in the biochemical cycles in cold 
ecosystems.  These microorganisms secrete enzymes with a wide range of activity at low temperature, 
which can be used in various fields of the biotechnology industry. 

Methods.  To study the psychrotolerant ability of Bacillus mojavensis PS17 bacteria, a bacterial 
suspension prepared from a nocturnal culture was used. The ability of Bacillus mojavensis PS17 to grow 
at low temperatures was studied by kinetic measurement of optical density (OD) at a wavelength (l) of 
595 nm. For this purpose, bacterial suspension of Bacillus mojavensis PS17 was inoculated into a basal 
medium and incubated at various low temperatures (5, 8, and 12 ± 1 °C) for 12 hours. The growth curve 
was measured every hour using a spectrophotometer. The activity of exogenous enzymes was determined 
by inoculation and incubation at a temperature of 4 ± 1 °C a Bacillus mojavensis PS17 bacterial suspension 
on a basal medium amended with 1% of different substrates such as milk powder, Tween-80 and sodium 
carboxymethylcellulose. 

Results.  The results showed that Bacillus mojavensis PS17 can grow at low temperatures. Evaluation of 
the activity of exogenous enzymes showed that the isolated enzymes of the studied strain do not lose their 
properties in conditions of low temperatures. The studied psychrotolerant properties of Bacillus mojavensis 
PS17 bacteria can be used in various manufacturing biotechnology such as food, textile and pharmaceutical.

Key words: psychrotolerant bacteria, exogenous enzymes activity, phytase, protease, amylase, 
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Введение / Introduction
Абиотические факторы стресса, такие как засуха, за-

соление почвы и низкие температуры, наносят серьез-
ный ущерб росту и продуктивности продовольственных 
культур [1]. Среди этих факторов низкие температурные 
условия в средней полосе  особенно часты и негативно 
влияют на состав, разнообразие, структуру сообщества 
микроорганизмов, почвенную микробную биомассу, а 
также снижают запас питательных веществ в почве [2]. 

Кроме ростовой активности микроорганизмов, при 
пониженных температурах может также снижаться ак-
тивность выделяемых ими ферментов: известно, что при 
снижении температуры до 10 °C десятикратно снижается 
активность большинства ферментов [3]. Психрофильные 
бактерии представляют собой микроорганизмы, способ-
ные расти при низких температурах, а психротолерант-
ные — способны переносить более низкие температуры 
с более медленными темпами роста [4]. Способность 
психрофильных и психротолерантных микроорганизмов 
расти при низких температурах основана на механизмах, 
которые позволяют им преодолевать стрессы, вызван-
ные низкой температурой окружающей среды. 

Это стрессы, которые снижают активность фер-
ментов, текучесть мембран, транспорт питательных 
веществ, скорость транскрипции, трансляции, клеточ-
ного деления, а также стрессы, которые вызывают хо-
лодовую денатурацию белков [5, 6]. Психрофильные и 
психротолерантные микроорганизмы обладают широ-
ким спектром метаболической активности в холодных 
экосистемах. 

Применение ферментов этих микроорганизмов в 
различных отраслях промышленности, таких как пище-
вая, текстильная, химическая, фармацевтическая [7, 9], 
снизит желательные температуры химических реакций, 
сейчас требующих высоких температур, кроме того, их 
можно легко инактивировать при использовании высо-
ких температур. 

В сельском хозяйстве важными факторами являются 
температурные условия. Например, посев и обработка 
посадочных озимых культур (таких так ячмень, пшеница) 
биопрепаратами, как правило, происходят при доста-
точно низких температурах; чтобы обработка растений 
органическими препаратами была успешной, необхо-
димо, чтобы используемый штамм был психротолерант-
ным, следовательно, использование психрофильных/
психротолерантных бактерий является эффективной 
и экологичной возможностью для оптимизации сель-
скохозяйственного производства и компенсации воз-
действия низких температур. Учитывая тот факт, что 
ферменты, активные при более низких температурах, 
востребованы в производствах, скрининг полезных 
психротолерантных микроорганизмов всегда актуален. 

Целью работы была оценка B. mojavensis PS17 в ка-
честве психротолерантной бактерии, а также ее спо-
собности продуцировать внеклеточные ферменты при 
низких температурах.

Материал и методы исследования /  
Materials and method 
Штамм B. mojavensis PS17 (патент РФ RU2737208C1) 

[10], используемый в данной работе, был выделен из 
семян яровой пшеницы (Triticum aestivum) сорта Са-
дакат (Республика Таджикистан). Штамм депонирован 
во Всероссийской промышленной коллекции микро-
организмов (Москва, Россия) под регистрационным 
номером B-13415. Последовательность 16S рРНК B. 
mojavensis PS17 депонирована в базе данных GenBank 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) под 
регистрационным номером MW350040.

Приготовление бактериальной суспензии: культу-
ру B. mojavensis PS17 выращивали в бульоне Lysogeny 
broth (LB), состоящем из 10 г/л пептона; 5 г/л дрожже-
вого экстракта и 10 г/л NaCl, в течение 15 часов при 
28 °C с непрерывным перемешиванием со скоростью 
200 об/мин. Полученную культуру осаждали центрифу-
гированием при 4000 об/мин в течение 10 мин. Осадок 
ресуспендировали в стерильном фосфатно-солевом 
буфере («VWR», США). Плотность полученной суспензии 
была доведена до 0,5 при 595 мм с помощью разведе-
ния в том же фосфатном буфере.

Способность Bacillus mojavensis PS17 расти в ус-
ловиях пониженных температур изучали путем кине-
тического измерения оптической плотности (OD) при 
длине волны (l) 595 нм. Для этого 1/100 объема бак-
териальной суспензии B. mojavensis PS17 инокулиро-
вали в минимальную питательную среду (БМ: К2НPO4, 
5,8 г/л; К2НPO4, 3 г/л; (NH4)2SO4, 1г /л; агар, 18 г/л) и 
инкубировали при разных температурах (5, 8, и 12 ±1°C).  
Кривую роста B. mojavensis PS17 измеряли каждый час 
с использованием спектрофотометра «SPECTROstar 
NANO» («BMG Labtech», Германия). Для статистической 
достоверности каждый эксперимент проводился в трёх 
повторах. Определение энзиматической активности 
производили при 4 °C, проверяя чашки ежедневно в те-
чение 10 дней. 

Для определения протеазной активности штамм B. 
mojavensis PS17 высевали на агаризованную питатель-
ную среду BM с добавлением 1% сухого молока. О про-
теазной активности судили по появлению зоны просвет-
ления вокруг колонии PS17. Целлюлазную активность 
определяли на среде BM с добавлением 1% карбокси-
метилцеллюлозы (натриевая соль). После инкубирова-
ния в течение 1–10 дней при 4 °С чашки Петри прокра-
шивали 0,2%-ным раствором конго красного в течение 
5 минут, а затем промывали 0,5%-ный раствором KCl. О 
целлюлазной активности судили по появлению непро-
крашиваемых зон около бактериальных колоний. Для 
определения липазной активности в среду добавляли 
1% полисорбата 80 (Tween-80). Липазная активность 
проявлялась в виде белых кристаллов, возникающих 
под колонией в агаре. 

Амилазную активность определяли путём инокули-
рования бактериальной суспензии B. mojavensis PS17 
на амилазную питательную среду (пептон, 0,5 %; KCl, 
0,1%; MgSO4 · 7H2O, 0,длина волны5%; (NH4)SO4, 0,1%; 
NH4NO3, 0,1%, крахмал, 2%). Фитазную активность B. 
mojavensis PS17 при низких температурах проверя-
ли путем инокулирования и инкубирования при тем-
пературе 4 °C бактериальной суспензии на фитазную 
питательную среду (глюкоза, 15 г/л; фитат кальция 
(C6H6Ca6O24P6), 5 г/л; NH4NO3, 5; MgSO4·7H2O, 0,5 г/л; 
KCl, 0,5 г/л; FeSO4·7H2O, 0,01 г/л; MnSO4·H2O, 0,01 г/л; 
агар, 18 г/л). Образование просветления вокруг коло-
ний рассматривалось как фитазная активность. 

Результаты и обсуждение /  
Results and discussion 
Результат эксперимента по моделированию тем-

пературных условий показал, что B. mojavensis PS17 
умеренно растет при низких температурах (рис. 1), по-
скольку наблюдается снижение скорости роста по срав-
нению с ростом при оптимальной температуре 28 °C 
(рис. 1). Скорость роста B. mojavensis PS17 снижалась 
пропорционально снижению температуры от 12 до 5 °C. 
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О способности представителей 
рода Bacillus развиваться при низ-
ких температурах было сообщено 
во многих исследованиях [11–13]. 
Например, Bacillus subtilis (близкий 
родственник Bacillus mojavensis), 
выделенный из ферментированного 
корма, проявил способность расти в 
различных диапазонах температур 
(от 4 до 50 °C) [14]. Следовательно, 
полученный результат подтвержда-
ет выдвинутую нами гипотезу, что 
Bacillus mojavensis PS17 является 
психротолерантной бактерией. 

Способность Bacillus mojavensis 
PS17 продуцировать экзогенные 
ферменты, такие как протеаза, 
целлюлаза, бета-глюконаза, была 
описана в нашем предыдущем ис-
следовании [15]. В данной работе 
экзоферменты (амилаза, протеазы, 
целлюлазы и фитазы), продуциру-
емые B. mojavensis PS17, активно 
синтезировались в условиях низких 
температур. Результаты скрининга 
показали, что продуцируемые вне-
клеточные гидролитические фер-
менты активны при температуре 
4±1 °C, поскольку образование зоны 
гидролиза субстратов наблюдалось 
на всех тестовых средах (рис. 2). 
Среди них протеаза и амилаза были 
наиболее активными внеклеточны-
ми гидролитическими ферментами 
(рис. 2a и 2с). 

Выводы / Conclusion 
На основании проведенных ис-

следований можно сделать сле-
дующие выводы. Штамм Bacillus 
mojavensis PS17 способен расти в 
условиях низких температур. Бакте-
риальный штамм Bacillus mojavensis 
PS17 является психротолерант-
но-мезофильной бактерией. Выде-
ляемые штаммом Bacillus mojavensis 
PS17 протеолитические экзофер-
менты активны при низких темпера-
турах (4±1 °C). Полученные резуль-
таты свидетельствуют о высоком 
потенциале применения данного 
штамма в различных отраслях био-
технологии.

Рис. 1.  Динамика роста B. mojavensis PS17 в моделированных условиях низких температур

Fig. 1. Growth dynamics of B. mojavensis PS17 under modeled low-temperature conditions
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Рис. 2.  Анализ активности экзогенных ферментов (а) протеаза, (b) целлюлаза, (c) амилаза 
и (d) фитазы Bacillus mojavensis PS17 при низкой температуре (4± 1 °C). Стрелки 
указывают на образование зоны активности ферментов. PS17 и PCL — Bacillus 
mojavensis PS17 и Pseudomonas putida PCL1760. P. putida PCL1760 был использован 
в качестве отрицательного контроля

Fig. 2.  Exogenous enzymatic assay (a) protease, (b) cellulase, (c) amylase, and (d) phytase of B. 
mojavensis PS17 at low temperature (4± 1 °C). The arrows indicate the formation of enzymatic 
activities zones. PS17 and PCL — Bacillus mojavensis PS17 and Pseudomonas putida PCL1760. 
P. putida PCL1760 was used as a negative control
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