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The Actinomycetes have long been known for their ability to produce different kinds of secondary metabolite 
compounds with broad biological activities that may find application in many industries. It is also true that the 
actinomycetes enzyme production has been so far neglected. However, the investigation of their full enzymatic potential 
could reveal metabolites with improved properties. In this review we have summarized the published articles concerning 
the ability of actinomycete strains to produce proteolytic enzymes. 
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Въведение  
Актиномицетите са широко разпространени в 

природата прокариоти, срещани  предимно в 
почви, компост и водни местообитания. Те са 
Грам-положителни бактерии с нишковидна 
структура и високо съдържание на гуанин-
цитозин в техните ДНК молекули (ГЦ%> 55). По-
голямата част от представителите на тази група 
микроорганизми са аероби с добре развит 
разклонен субстратен и/или въздушен мицел. 
Образуват спори върху въздушният си мицел, 
които се подреждат във верижки.  

Големият интерес към актиномицетите се 
дължи на тяхната способност да продуцират 
вторични метаболити с разнообразни химични 
структури и биологични активности.  До момента 
са изолирани и характеризирани десетки хиляди 
съединения, а голяма част от тях се влагат в 
различни лекарства като активна съставка против 
множество болести [19]. Сред най-застъпените 
индустриално приложими метаболити от 
актиномицети са антибиотиците, като повече от 
60% се продуцират от представители на род 
Streptomyces, а 15% от други родове 
актиномицети (Micromonospora, Actinomadura, 
Streptoverticillium and Thermoactinomycetes) [25]. 

Продуциране на ензими от актиномицети 
Ензимите са биокатализатори, произвеждани от 
живите клетки и участващи в специфични 
метаболитни процеси. Способността на 
микроорганизмите да продуцират различни 
количества от даден ензим варира, както в 
зависимост от вида, така и от щама. Сред 
използваните в практиката микробиални 
продуценти актиномицетите не са фаворити, но 
интересът към произвежданите от тях ензими е 
сравнително постоянен [42]. Manivasagan и 
съавтори [22] изолират от морски седименти 29 

актимоницетни щамове, от които 10 
демонстрират мултиензимна активност – 
амилазна, целулазна и протеазна - трите най-
широко приложими ензима. α-амилази от 
актиномицети са докладвани още и от румънски 
[6] и индийски изследователи [30], [37]. 
Актиномицети продуциращи целулази са 
докладвани и от други колективи [14], [33]. 
Други ензими продуцирани от актиномицети са 
кератиназа [9] и [16]; хитиназа [21], [27]; липаза 
[41]; инвертаза [18] и други.  

Продуциране на протеаза от 
актиномицети 
Протеазите са хидролази, които разкъсват 
пептидните връзки в белтъчните молекули. 
Тяхното производство представлява близо 60% 
от световния пазар на ензими [34]. Те намират 
приложение във фармацефтичната, 
хранителновкусовата, кожарската индустрия като 
основен дял се пада на производството на 
детергенти в перилните и почистващи препарати. 
Изисквания към тези ензими са да имат pH 
оптимум на действие между 9 и 11, както и висок 
температурен оптимум – между 50 - 60°C [1]. 
Сред микробиалните източници на протеази род 
Bacillus е с най-голямо приложение, дължащо се 
на сравнително лесното изолиране от различни 
източници.  
Много малко са излседванията върху 
способността на актиномицети да продуцират 
протеази. Въпреки това в литературата се срещат 
предимно протеази изолирани от род 
Streptomyces [4, 15, 17, 20. 31, 38]. Gulve и 
съавтори [10] провеждат скрининг на 
актиномицети от морски седименти, както и 
изследване на продуцираните от тях ензими. От 
90 изолата 50 принадлежат на род 
Streptomyces, от които 80% проявяват 
протеолитична активност. 21% от изолатите 
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проявили протеолитична активност принадлежат 
към род Micromonospora и под 5% към родовете 
Intrasporangium, Saccharopolyspora, 
Streptosporangium, Rhodococcus, 
Sacchromonospora и Nocardia. Други колективи 
докладват Nocardiopsis prasina като продуцент на 
алкална протеаза [29]. Не липсват данни и за 
продуциране на повече от една протеаза от един 
щам. Chandrasekaran и Dhar изолират 5 различни 
протеази, продуцирани от Streptomyces moderatus 
[5].  Xie и съавтори също пречистват 4 различни 
кератинази от Streptomyces sp. 16. Те установяват, 
че два от ензимите са в мономерно състояние, а 
останалите два съответно хомо-октамер и хомо-
димерно такова [43]. В таблица 1 са обобщени 
някои от известните до момента щамове 

актиномицети, продуценти на протеази, както и 
условията за анализ на протеолитичната им 
активност.  

Въглероден и азотен източник и условия 
на култивиране 
Несъмнено изборът на подходящи условия и 
хранителна среда са от първостепенно значение 
за получаване на даден метаболит. Голяма част 
от докладваните актиномицети продуценти на 
протеази са мезофили (Таблица 1). Те се 
култивират средно при 30°С, като при тази 
тазмпература продуцират максимални 
количества от ензима. От публикуваната 

литература до момента обаче прави впечатление, 
че термофилните щамове се развиват по-бързо и 
съответно продуцират за по-кратко време 
външноклетъчни портеази. El Zawahry и 
колектив установяват, че термофилният 
Streptomyces halstedii salh-12 (50°C) натрупва 
максимални количества от ензима 48 часа по-
рано от мезофилният Streptomyces endus salh-40 
(35°C) [7]. При изследване кинетиката на 
продуциране на протеаза от актиномицетен 
изолат МА1-1 Hames-Kocabas установяват, че то 
започва на 24ия час в началото на 
експоненциалната фаза на растеж и достига своя 
максимум на 72ия час, в началото на 
стационарната фаза [12]. До същите резултати 
стигат и Narayana и Vijayalakshmi, който 

Шам Хранителна среда Продължителност на 
култивиране/температура 

Максимална протеазна 
активност/субстрат/условия на 
провеждане 

Източник  

Streptomyces 
halstedii salh-12 

Маноза, казеин, 
соли 96 часа/50°С 89,7 U/ml / желатин/ 50°С/ 30 мин [7] 

Streptomyces endus 
salh-40 

Маноза, казеин, 
соли 144 часа/35°С 109  U/ml / желатин/35°С/ 30 мин [7] 

Streptomyces 
clavuligerus Mit-1 

Желатин, пептон, 
дрождев екстракт, 
NaCl+добавка на 
1%  0,1% бутанол  
 

192 часа/30°С 620 U/ml; / казеин/ 70°С [38] 

Щам MA1-1 Нишесте, пептон, 
соли  72 часа /30°С 700 U/ml / казеин/ 30°С/ 20 мин [12] 

Streptomyces sp. 
Казеин, глюкоза, 
пептон, дрождев 
екстракт, соли 

144 часа /30°С 81 U/ml / казеин/ 45°С / 10 мин [17] 

Streptomyces  sp.  
DP2 

Глюкоза, пептон, 
дрождев екстракт, 
соли 

48 часа/45°С 37,6 U/ml / казеин/ 30°С, 10 мин [4] 

Не идентифициран 
щам 

Глюкоза, пептон, 
дрождев екстракт, 
соли 

32часа/ 37°С  70 U/ml / казеин/ 37°С, 10 мин [23] 

Streptomyces sp. 
CS624 

Глюкоза, овесено 
брашно, соли 72 часа/28°С 27,8 U/ml / азоказеин /60°С, 20 

мин [20] 

Streptomyces sp.  
AB1 Пера, соли 120 часа/30°С 9500 U/ml / кератин / 75°С, 20 

мин [15] 

Таблица 1 

Актиномицети продуциращи протеази; условия на култивиране и ензимна активност 
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култивират Streptomyces albidoflavus и 
установяват пълно препокриване на кривата на 
растеж на културата с тази на натрупване на 
външноклетъчна протеаза [26]. Другo изследване 
на мезофилен стрептомицетен щам показва, че са 
нужни 144 часа за натрупване на максимални 
количества от продуцираната алкална протеза 
[17]. В същото време други колективи 
установяват, че в края на жизнения цикъл на 
стрептомицетен щам - Streptomyces 
clavuligerus NRRL 3585 и мутантния  644 се 
регистрира повече от три пъти по-висока 
протеолитична активност, отколкото в края на 
експоненциалната фаза на растеж [24]. Това най-
вероятно се дължи на лизиране на 
актиномицетните клетки и освобождаване на 
съдържащите се ензими, в това число и протеаза. 
По отношение на pH на култивиране то повечето 
актиномицетни щамове са алкалофили и 
съответно продуцират енизма при стойности на 
pH между 7 и 10 [7, 15, 17, 23, 24, 26, 39, 43,]. 
Актномицетите предпочитат комплексни, 
органични източници за източник на азот, най-
често това са пептон и дрождев ектракт, които са 
богати на аминокиселини и къси пептиди. 
Използвани, обаче в по-високи концентрации, те 
по скоро потискат продуцирането на ензима [23]. 
Ningthoujam и съавтори докладват, че 5% 
захароза и 0,2% пептон са оптимални стойности 
за продуциране на протеаза от актиномицетен 
изолат HA-4 [29]. 0,5% пептон, както и 0,5% 
друждев екстракт са най-подходящи при 
култивиране на Streptomyces clavuligerus Mit-1, а 
като въглероден източник се посочва 1% желатин 
[38]. Освен това, максимална протеолитична 
активност е постигната при добавяне на 0,1% 
бутанол към хранителната среда.  Пептон 
присъства и в хранителната среда на S. 
fungicidicus MML1614, но в 0,4% и 0,3 % глюкоза, 
като въглероден източник [31]. След изследване 
влиянието на различни въглеродни източници 
върху продуцирането на протеаза от щам MA1-1, 
авторите установяват, че използването на 1% 
нишесте, вместо първоначално използваният 1% 
глицерол, увеличава с повече от 4 пъти 
протеолитичната активност [12]. 0,5% нишесте, 
0,1% дрождев екстракт и 0,4% изсушена кожа от 
човешки стъпала са използвани за продуцирането 
на 4 кератинази от стрептомицетен щам [43]. 
Интересни резултати получават и Bajaj и 
колектив. След 48 часа култивиране и 1% 
фруктоза като въглероден източник, Streptomyces 
sp. DP2 продуцира три пъти повече ензим, 
сравнено с контрола – глюкоза. Като азотен 
източник най-подходящ се оказва 1 % от т.нар. 
mustard cake, следван от овесено брашно [4]. 

Други автори също използват mustard cake като 
активатор за продуциране на протеаза [35].  

Свойства на протеази получени от 
актиномицети 
Индустриално значимите ензими трябва да могат 
да издържат на сурови условия като екстремни 
температури, стойности на pH и присъствие на 
инхибитори. За тази цел е нужно фокусът да бъде 
изместен към нови източници от необичайни 
местообитания. В това отношение изолираните 
до момента протеази от актиномицети 
представляват добра алтернатива. Подходът по 
пречистване на протеази от актиномицети е 
сходен с този на бактериините протеази. Като 
първа стъпка се предприема утаяване са амониев 
сулфат с различно насищане, след което се 
преминава към хроматографски методи за 
разделяне. Предимно се използват колони 
запълнени със Sephacryl S-200 [15, 43], Sepharose 
CL 6B [20], Sephadex G-200 [7], DEAE-cellulose 
[39]. Чрез двустепенно пречистване са 
постигнати 11% добив със степен на пречистване 
141 пъти [39]. Публикувани са и четири стъпкови 
схеми на пречистване, но добивът при тях е по-
нисък [15, 20].  
Един от основните доводи при избора на 
бактериен щам пред актиномицетен бе по-
бързото развитие и натрупване на желания 
метаболит. Bajaj и съавтори докладват, че 
оптималното време за натрупване на максимални 
количества от алкална протеаза на изолираният 
Streptomyces sp. DP2 е едва след 48 часа. Hmidet 
[13] и Ramnani [32] и колективи култивират 
протеолитични щамове Bacillus licheniformis за 
същото време. Поглеждайки към температурната 
стабилност, обаче, се вижда, че бактериините 
щамове се инактивират при температури по-
високи от 50°С за време от 30 [13] до 60 [32] 
минута, а актиномицетната протеаза, не само 
остава напълно активна за 2 часа при 50°С, но и 
запазва над 80% от своята активност при 70°С в 
продължение на 30 минути. Четирите изолирани 
кератинази от Streptomyces sp. 16 запазват повече 
от 70% от своята активност в интервала 40-60°С 
след един час престой [43]. Три от тях имат 
температурен оптимум при 50°С, а четвъртата 
при 60°С.  
По-голямата част от пречистените до момента 
протеази проявяват максимална активност при 
неутрални към алкални стойности на pH. 
Продуцираната от Streptomyces sp. CS624 
протеаза е с ясно изразен pH оптимум и 
стабилност за 24 часа при pH 7 [23]. Друга 
неутрална протеаза от Streptomyces sp. CS684 е 
докладвана от Simkhada и съавтори обаче е 
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стабилна от pH 7 до 9 [36]. Jaouadi и колектив 
установяват, че изолираната от род Streptomyces 
пречистена кератиназа проявява максимална 
активност при pH 11,5 [15], термостабилна 
алкална протеаза от Streptomyces clavuligerus Mit-
1 пък е активна от pH 9 – 11 [39]. Същата алкална 
протеаза остава напълно активна след 6 часа 
престой в буфер с pH 9 и 10. Тук е интересно да 
се отбележи, че тази протеаза се инактивира 
напълно от 8М уреа, но едва след 72 часа. Висока 
активност и стабилност при pH 10-11 е 
докладвана и за термостабилна, алкална потеаза 
от Nocardiopsis alba OK-5 [8]. 
 Що се касае до влиянието на метални йони 
изолираните протеази от актиномицети по нищо 
не отстъпват на бактериините такива. Протеазата 
изолирана от Nocardiopsis prasina HA-4 показва 
завишена активност в присъствието на 10mM 
FeSO4, което се среща рядко [29].  Протеазата 
изолирана от Streptomyces clavuligerus Mit-1 също 
не се влияе от присъствието на железни йони 
(5mM), както и от наличието на Cu2+ и Na+ йони. 
Присъствието на Cd2+ оказва лек акивиращ ефект 
(120%), докато за протеазата изолирана от 
термофилен щам Bacillus HUTBS71 този метал 
действа напълно инхибиращо в същата 
концентрация [3]. Живачните йони инактивират 
напълно, както актиномицетни [29, 31, 39], така и 
бактериини [28, 40] протеази. 
Други интересни свойства на изолирани до 
момнета протеази от актиномицети са 
изключителната им стабилност на детергенти и 
органични разтворители. Jaouadi и колектив 
пречистват термостабилна алкална протеаза, 
която остава напълно активна 72 часа при 40°С в 
присъствието на 15% H2O2, както и в редица 
други комерсиално значими детергенти [15]. 
Същият ензим е активен и стабилен в 
присъствието на редица органични разтворители, 
като се инхибира единствено от изопропанол и 
ацетонитрил. Рядко се среща подобен ензим без 
намесата на генното инженерство [11]. 

Приложение 
Изолираните до момента актиномицетни 
протеази са предимно алкални и термостабилни. 
Тези две техни свойства ги правят изключително 
подходящи за влагането им като детергенти в 
почистващи и измивни препарати. Ramesh и 
съавтори извършват интересен опит [31]. Те 
тестват стабилността на изолираната от 
Streptomyces fungicidicus MML1614 протеаза в 
различни перилни препарати от търговската 
мрежа в продължение на час и половина при 
60°С. След като установяват, че ензимът е 
стабилен   в повечето от избраните препарати, 

авторите изследват степентта на изпиране на 
изцапан с кръв памучен плат. За тази цел 3200 
единици от протеазата е смесена с търговски 
перилни препарати в колби, след което се оставя 
да действа за 15 минути на 60°С върху силно 
зацапаният с кръв памучен плат. Паралелно се 
прави същият анализ, но без добавяне на ензим 
към перилните препарати. При отчитане на 
резултатите веднага се забелязва почти пълното 
отстраняване на замърсяването в присъствието на 
ензим, отколкото при пробите без добавянето му. 
За сравнение има докладвана бактериина 
протеаза от род Bacillus subtilis, с подобен ефект 
при премахване на петнa, но за тази цел са 
използвани 5000 единици [2]. Подобни успешни 
тестове са правени и с други актиномицетни 
протеази [7].  
Освен в почистващите и перилни препарати 
актиномицетни протеази могат да намерят 
приложение и в редица други индустрии, като 
например в т. нар. Feather meal продукти. 
Технологията, по която се приготвят днес 
включва хидролиз на птичи пера при висока 
температура и налягане. В същото време 
Streptomyces sp. AB1 може да расте върху птичи 
пера като единствен въглероден и азотен 
източник, като продуцира високоефективна 
кератиназа [15]. По този начин би могло да се 
разработи ефективен процес на биоразграждане 
на кератин съдържащи отпадъци. 

Заключение 
Актиномицетите са интересна и благодатна за 
научни изследвания група микроорганизми. Те 
предлагат изключително разнообразие от 
метаболити, които са слабо проучени. Доскоро 
подценявани като продуценти на протеази все 
повече колективи се ориентират към изолиране 
на протеолитични щамове от различни, 
неизследвани местообитания. От публикуваните 
до момента резултати става ясно, че протеази от 
актиномицети са активни и изключително 
стабилни при високи температури и екстремни 
стойности на pH. Сред тях има и устойчиви на 
високи концентрации на органични разтворители 
и детергенти. Te биха могли да конкурират 
напълно успешно бактериини протеази в 
индустрии като производството на перилни и 
почистващи препарати, кожарска промишленост 
и други. Остава отворен въпросът за 
възможностите на актиномицети да продуцират  
нови и интересни от биотехнологична гледна 
точка ензими. 
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