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УВОД 
 
Почвата е важна част от наземната среда и е важен 

елемент за съществуването на живите организми.  
Биологичната активност в почвата до голяма степен се 

концентрира в повърхностния й слой и се дължи главно на 
съдържащите се в нея биологични компоненти, особено на 
микроорганизмите. Въпреки сравнително малкия си обем в 
почвата, последните са основни участници в кръговрата на 
хранителните вещества. Микроорганизмите синтезират и 
излъчват в почвата редица ензими, които играят ключова роля в 
жизнените процеси и регулират функционирането на 
екосистемите. Синтезът и активността на почвените ензими се 
определят от много фактори, включително климатични условия, 
свойства на почвата и наличието на органични съединения от 
различен произход. Активността на съдържащите се в почвите 
ензими определят интензивността на обменните процеси на 
почвата. 

Почвените протеази, чиито основен източник са 
микроорганизмите, катализират хидролизирането на пептидните 
връзки при разграждането на белтъците и имат важно значение в 
азотния цикъл. Протеазната активност може да се повлияе от 
биотични и абиотични фактори. Основни регулатори на 
протеазната активност са протеазните инхибитори.  

Тъй като микроорганизмите значително по-бързо се 
повлияват от стреса на околната среда в сравнение с висшите 
организми, промените в популациите им или в тяхната 
функционална активност (вкл. синтез на екстрацелуларни 
ензими) могат да предхождат промени във физичните и 
химичните свойства на почвата и по този начин да служат за 
ранен индикатор на нейното състояние. Така, промените в 
извънклетъчната ензимна активност могат бъдат използвани като 
показатели за биологичния капацитет на почвата да осигурява 
кръговрата на веществата, а оттук и потока на енергия, 
определящи структурата, функционирането и динамиката на 
екосистемите. 



Следователно, изследването на ензимните наличности в 
почви от различни местообитания и активността на тези ензими 
(особено протеазната активност) могат да се използват за 
анализиране на състоянието на почвата. Изясняването на 
факторите, влияещи върху естествените ензимни комплекси в 
почвената екосистема може да допринесе за създаване на 
адекватни практики за управлението на почвеното „здраве“. 

Пълното охарактеризиране на функционалната активност 
и кинетичните свойства на ензими, изолирани от различни 
почвени местообитания, може да се извърши в лабораторни 
условия с използване на различни субстрати, температурни 
режими, промяна в киселинността на реакционната среда, 
прилагане на инхибитори и активатори.  

 
ЦЕЛ И ЗАДАЧИ  
 
Целта на настоящото изследване е да се направи 

сравнителен анализ на активността на микробни ензими 
(протеази и уреаза) от различни почвени местообитания. 

 
За постигане на поставената цел бяха поставени 

следните задачи: 
1. Сравняване на биохимичните характеристики на 

ензими (протеази и уреази), получени от почви от 
различни местообитания.  

2. Сравняване на биохимичните характеристики на 
активните вещества (протеази и протеазни 
инхибитори), получени от стрептомицети от 
различни местообитания. 

3. Изследване на продукцията на протеаза и 
протеазни инхибитори от стрептомицетни щамове 
в различни фази на растеж.  

4. Изолиране и пречистване на протеази и протеазни 
инхибитори. 

5. Биохимична характеристика на изолираните и 
пречистени протеази и протеазни инхибитори. 



6. Изследване и сравняване на влиянието на състава 
на средата върху продукцията на протеази и 
протеазни инхибитори.  

7. Проучване на активността на протеазите и 
протеазните инхибитори по отношение на 
селективност и условия на реакцията. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ 

1. Почви - почвените проби са събрани от 4 места на остров 
Ливингстън (Антарктика) и 4 места от умерения климатичен пояс 
(България, Европа). 
2. Микроорганизми - щамовете са предоставени от колекцията на 
Катедра по “Обща и Промишлена Микробиология” на 
Биологическия факултет при СУ “Св. Климент Охридски”. 
3. Хранителни среди - агарова минерална среда Гаузе 1. 
4. Култивиране на микробните култури – повърхностно и 
дълбочинно. 
5. Определяне на кинетиката на растежа – според натрупаното 
сухо тегло. 
6. Следферментационни обработки на културалните течности. 

6.1. Частично пречистване на протеази и протеазните 
инхибитори. 

7. Определяне концентрацията на белтък по метода на Lowry et 
al. (1951). 
8. Изследване на протеазна активност в културалните течности по 
метода на Wikström et al., (1981) с модификации и Hill and Gasson 
(1986). 
9. Определяне на протеазна и протеазно инхибиторна активност 
със субстрат казеин по метода на Kunitz (1946). 
10. Определяне на протеазно-инхибиторна активност със 
синтетичен субстрат L-BAPNA. 
11. Определяне алкалнофосфатазната активност по метода на 
Bessey et al., (1946). 
12. Полиакриламидна гел електрофореза (SDS-PAGE). 
13. Определяне на рН на почвите. 
14. Определяне съдържанието на нитрати (N-NO3

–) в почвени 
проби (кит HI-93728-01)  



15. Определяне съдържанието на амоняк (N-NH4
+) в почвени 

проби (кит HI-93715) 
16. Ензимна активност на почвени проби 

16.1. Определяне на протеазна активност по метода на Speir 
and Ross (1975). 
16.2. Определяне на уреазна активност по метода на Alef & 
Nannipieri (1995). 
16.3. Определяне на кинетичните параметри. 

 
РЕЗУЛТАТИ  

В настоящата работа бяха извършени две серии 
изследвания: 

А. Изследване на активност на протеази и уреази в 
почвени проби от различни местообитания: полярни открити 
хабитати (от района на Българската полярна база "Св. Климент 
Охридски" на остров Ливингстън, Южни Шетландски острови, 
Антарктика) и умерени открити и закрити хабитати; 

Б. Изследване на протеазна активност и протеазни 
инхибитори от щамове Streptomyces, изолирани от различни 
почви. 

А. Изследване на активност на протеази и уреази в 
почвени проби от различни местообитания 

1. Определяне на рН и съдържанието на неорганични 
азотни форми (N-NO3

–, N-NH4
+) на почвените проби 

Данните от анализа на рН и съдържанието на 
неорганични азотни форми (N-NO3

–, N-NH4
+) на почвените проби 

от изследваните местообитанията са представени в Таблица 1. 
Средните рН стойности на антарктическите почвени 

проби е като цяло по-висока, въпреки че не е статистически 
значима, спрямо тези на почвените проби от умерения 
климатичен пояс (7.33 ± 0.26 срещу 6.78 ± 0.12, р = 0.07). 
Независимо от произхода си (от Антарктика или от умерените 
географски ширини) всички почвени проби от открити хабитати 
имат по-високи стойности на рН в сравнение с тези от 
затворените местообитания (Таблица. 1). 



Средната стойност на рН от изследваните открити хабитати 
е 7.29 ± 0.023, докато средната стойност на рН на изследваните 
почвени проби от затворени хабитати са 6.68 ± 0.09. Само проба 
S1 има по-ниска стойността на рН на (6,87) и е подобена на 
стойностите на средните рН от затворени хабитати (6.68 ± 0.09). 

Съдържанието на неорганични форми на азот показва 
подобни зависимости. Във всички почвени проби от затворени 
хабитати се определят значително по-високи концентрации на N-
NO3

– и N-NH4
+. Средната стойност на съдържанието на N-NO3

– в 
изследваните почвени проби от антарктически местообитания е 
2.45 ± 0.55 µg g-1, докато средната стойност на съдържанието на 
N-NO3

–от изследваните почвени проби от умерената зона е 10.0 ± 
2.10 µg g-1. 

Таблица 1. Почвените характеристики (рН и йонна концентрация 
на азот (N-NO3

–, N-NH4
+) 

 

N-NO3
– N-NH4

+  
 

Климатична 
зона 

Тип 
хабитат 

pH (µg g-1 
soil) 

(µg g-1 
soil) 

S1 6,87 3,6 3,41 
S2 7,16 1,5 2,79 
S3 8,08 3,2 5,68 
S4 

полярна открит 

7,21 1,5 2,79 
S5 открит 7,11 3,9 9,11 

S6 6,83 11,9 18,21 

S7 6,70 10,8 17,54 

S8 

умерена 
затворен 

6,51 13,4 16,17 
 
Анализът на проба S5, която е събрана от умерения 

климатичен пояс, показа по-ниско количество N-NO3
– (3.9 µg g-1), 

който е подобен на стойностите, отчетени в S1 (3.6 2 µg g-1) и S3 
(3.2 µg g-1) проби от Антарктическата зона. Резултатите за 
съдържанието на N-NH4

+ в изследваните почвени проби показват, 
че пробите от полярната зона са много по-бедни  на амоняк (3,67 



± 0,68 µg g-1), отколкото тези от умерената зона (15.26 ± 2.09). 
Полярната почвена проба с най-високо съдържание на амоняк 
(S3: 5,68 µg g-1) имаше два пъти по-малко съдържание на N-NH4

+ 
спрямо почвенената проба от умерената зона с най-ниско 
съдържание (S5: 9.11 µg g-1). Тук, също така, трябва да се 
отбележи, че в затворени хабитати отчетената концентрацията на 
N-NH4

+ е значително по-висока (min: 16.17; max: 18.21 µg g-1) 
сравнено с резултатите, получени от почвените проби от 
изследваните открити хабитати (max: 9.11 µg g-1). 

2. Определяне на протеазна активност в почвени проби 

Получените резултати за протеазна активност в 
анализираните почвени проби са представени на фиг. 1. 
Резултатите от анализа показват, че  средните стойности на 
протеазната активност в почвените проби, получени от всички 
антарктически местообитания (S1-S4: 2.1 ± 0.55 µg tyrosine g-1 
soil 24 h-1) са подобни на S5, проба от открит хабитат в умерена 
климатична зона (S5: 2.6 µg tyrosine g-1 soil 24 h-1). Въпреки 
това, протеазните активности от пробите от затворените 
местообитанията от умерената зона S6, S7 и S8 са значително по-
високи (7.76 ± 0.38 µg tyrosine g-1 soil 24 h-1). 
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Фиг. 1. Протеазна активност (с казеин като субстрат, инкубирани 

24 h при 35°С) в почвените проби от антарктическата зона 
(S1-S4) и от умерената зона (S5-S8). 

 



Получените резултати за температурната зависимост на 
протеазната активност в анализираните почвени проби (при 
температура 5, 25 и 35°С), със субстрат казеин 0,2 mM са 
представени  на фиг. 2, а със субстрат казеин (0,85 mM) са 
представени на фиг. 3 
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Фиг. 2. Протеазна активност (със субстрат казеин - 0.2 mM, 
инкубирани 24 при 5, 25 и 35°С) в почвени проби от 
антарктическата зона (S1-S4) и от умерената зона (S5-S8) 
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Фиг.3. Протеазна активност (със субстрат казеин - 0.85 mM, 
инкубирани 16h при 5, 25 и 35°С) в почвените проби от 
антарктическата зона (S1-S4) и от умерената зона (S5-S8) 



 
Изчислените стойности за Vmax и Km на изследваните 

почвени проби са представени на Таблица 2. 
 

Таблица 2. Изчислени стойности на Vmax и Km (mmol.l-1 при 
35°C) на изследваните почвени проби. 

 

проба Vmax Km 

S1 0,604065 0,036874 

S2 1,664083 0,035971 

S3 5,345115 0,093783 

S4 4,738014 0,063253 

S5 3,533631 0,141659 

S6 7,808099 0,244249 

S7 8,855402 0,22256 

S8 10,17145 0,193124 

3. Определяне на уреазна активност в почвени проби 

Активността на уреаза в изследваните почвени проби, 
изразени чрез количеството отделен амоняк получен от 
хидролизата на урея, е представена на фиг. 4. Средната стойност 
на уреазната активност на всички полярни почвени проби бе 8.7 ± 
2.5 µg N-NH4

+ g-1 soil 1 h-1. Най-ниска уреазна активност се 
наблюдава в полярните почвени проби S1 (3.5 µg N-NH4

+ g-1 
почва 1 h-1) и S2 (5.4 5 µg N-NH4

+ g-1 почва 1 h-1). Стойностите на 
проби S3 и S4 са около два пъти по-високи: 12.45 и 13.45 5 µg N-
NH4

+ g-1 почва 1 h-1, съответно. Тези активности са близки до 
измерената активност в почвената проба S5 (15.2 µg N-NH4

+ g-1 
почва 1 h-1) от открит хабитат в умерения климатичен пояс. 
Всички проби от закрити хабитати от умерения климатичен пояс 
показват значително по-високи стойности на уреазна активност 
(22.87 ± 0.34 5 µg N-NH4

+ g-1 почва 1 h-1). 
 



 

 
Фиг.4. Уреазна активност (субстрат урея) в почвени проби от 

антарктическата (S1-S4) и умерената (S5-S8) зони. 
 

Получените резултати за температурната зависимост на 
урезната активност в анализираните почвени проби при 
температура 5, 25 и 35 °С със субстрат урея (1M) са представени 
са представени на фиг. 5.  
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Фиг.5. Уреазна активност (със субстрат урея – 1 M, инкубирани 

1h при 5, 25 и 35°С) в почвени проби от антарктическата 
(S1-S4) и от умерената (S5-S8) зони. 



Изчислените стойности за Vmax и Km на изследваните 
почвени проби са представени на таблица 3. 

 
Таблица 3. Изчислени стойности на Vmax и Km (mol.l-1, при 35 

°C) на изследваните почвени проби 
 

проба Vmax Km 
S1 3,41154 0,129904 
S2 5,832352 0,098008 
S3 12,98836 0,165275 
S4 17,34793 0,358593 
S5 18,02883 0,476254 
S6 31,94342 0,818209 
S7 33,89949 0,677448 
S8 34,40753 0,5363 

 
Корелационният анализ на изследваните параметри е 

представен в Таблица 4. Установени са значителни положителни 
корелации между определените протеазна и уреазна активности и 
съдържанието на нитрати и амоняк в анализираните проби. 

Таблица 4. Корелации между почвените характеристики и 
ензимните активности (маркираните корелации са 
значими при р <0.05) 

Параметър 
Средна 

стойност 
Станд. 

отклонение pH 
N-

NO3
– 

N-
NH4

+ 
Протеазна 
активност 

pH 7.058 0.477     
N-NO3

– 6.225 4.938 -0.653    

N-NH4
+ 9.462 6.833 -0.569 0.956   

Протеазна 
активност 4.281 3.008 -0.493 0.958 0.944  

Уреазна 
активност 13.650 8.364 -0.401 0.862 0.852 0.910 

 



Приликите между почвените проби въз основа на техните 
характеристики и ензимна активност бяха допълнително 
проучени чрез Euclidean distance metrics. Групирането се извърши 
по метода unweighted pair group average (UPGMA). 
Дендрограмата (Фиг. 6.) показва наличието на две основни групи 
почвени проби, които се различават значително в изследваните 
характеристики. Първият клъстер включени почвените проби S6, 
S7 и S8, а останалите проби образуват втората група. Вторият 
клъстер е разделен на две подгрупи: проби S1 и S2, от една 
страна, и S4, S3, S5 от друга. Получената дендрограмата 
потвърди приликата между откритите хабитати, независимо от 
техния произход и тяхната разлика от закритите 
местообитанията, които на свой ред са групирани близо един до 
друг. 
 

 

Фиг.6. Дендограма на сходството по почвени характеристи и 
отчетените ензимни активности (метод на непретеглените 
групови средни -UPGMA) 

Б. Изследване на протеазна активност и протеазни 
инхибитори от щамове Streptomyces, изолирани от 
почви. 

Тъй като ензимната активност в почвата има предимно 
микробиален произход, а стрептомицетите произвеждат 



изключително голямо количество протеази, следващата стъпка в 
работата беше да се изследва активността на протеази и 
протеазни инхибитори от щамове Streptomyces, изолирани от 
почви от различни местообитания. 

1. Изследване на растежа на щамовете 

Динамиката на растежа беше определена чрез сухата 
биомаса на изследваните щамове, култивирани в минерална среда 
Гаузе 1 с глюкоза като въглероден източник. Изменението на 
биомасата по време на жизнения цикъл на щамовете позволява да 
се установят специфични особености на растежа и 
биосинтетичните процесите протичащи в жизнения цикъл. 
Резултатите са представени на фиг. 7. 

Увеличаването на биомасата на трите щама до 120-я час на 
култивирането показва експоненциален растеж, последван от 
кратка стационарна фаза. След този час, растежът рязко намалява 
и от 168-я до 240-я час се запазва почти непроменен. Кривите на 
растеж на двата щама Streptomyces М4 и Streptomyces 3-146-К 
следват почти идентичен ход. Най-слаб растеж на използваната 
хранителна среда показва щам Streptomyces M3.  

 

Фиг. 7. Растежни криви на щамове М3, М4 и 3-146-К 



2. Протеазна активност на изследваните щамове: Streptomyces 
М3, Streptomyces М4 и Streptomyces 3-146-К 

2.1. Скрининг за протеазна активност на изследваните 
щамове 

Синтезът на протеази е взаимосвързан с натрупването на 
биомаса. Изменението на биомасата през жизнения цикъл на 
Streptomyces е свързан и с биосинтез на белтъци с ензимни, 
регулаторни и транспортни функции.  

Като се има предвид натрупването на биомаса по време на 
жизнения цикъл, беше изследвана способността на 
стрептомицетната култура да синтезира протеази. 
Протеолитичната активност на културалната среда беше оценена 
на 144 час от култивацията на културите.  

Културалната течност беше изсолена и концентрирана с 
използване на мембранни филтри. Получените фракции бяха 
използвани за изследване на протеазната активност чрез 
използване на радиална дифузия (фиг. 8 и фиг. 9). 

 
 
   а    б 
 
Фиг. 8. Протеолитична активност на културалната супернатанта 

(CS) ретентат 30KD и ретентат 10KD наблюдавани от 
щамовете Streptomyces 1 - 3-146-K, 2 – M4, 3 – M3 със 
субстрат а – казеин и б – бета-лактоглобулин;  
B – фосфатен буфер с pH 8; PK – протеиназа К; Tr – 
трипсин. 
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  а          б 
Фиг. 9. Протеолитична активност на културалната супернатанта 

(CS) ретентат 30KD и ретентат 10KD наблюдавани от 
щамовете Streptomyces 1 - 3-146-K, 2 – M4, 3 – M3 със 
субстрат а – казеин и б – бета-лактоглобулин;  
B – фосфатен буфер с pH 7; PK – протеиназа К; Tr – 
трипсин. 
 
От представените резултати на фиг. 9. се вижда ясно, че 

протеазна активност срещу казеин и бета-лактоглобулин се 
установява при културалната супернатанта и ретентат 30kDa. Не 
се наблюдава протеазна активност във фракцията от ретентат 
10kDa. Представените резултати на фиг. 8. показват по-ясни и 
голями по размер чисти зони за пробите от щама М3. 
Наблюдаваната чиста зона със субстрат казеин е сравнима с 
чистата зона на протеиназа К. По-малки чисти зони се 
наблюдават при щамовете М4 и 3-146-К. 

Протеазната активност на пробите на изследваните щамове 
Streptomyces зависи от рН на средата. Понижаването на рН на 
реакционната среда води до намаляване на протеазната активност 
(фиг. 9.). 

Резултатът от електрофоретично разделяне на пробите, 
получени след инкубация на културалната среда с бета-

CS 

R30 

 
R10 

CS 

R30 

 
R10 

1            2          3 1            2          3 

B            PK          Tr B             PK           Tr 



лактоглобулин и казеин за 4 часа при при 37°C е показан на фиг. 
10. Изследваните щамове Streptomyces (3-146-K, M4, M3) 
произвеждат протеази, които разграждат казеин и бета-
лактоглобулин.  

 
Фиг. 10. SDS-PAGE от разграждането на бета-лактоглобулин 

(Blg) и казеин след инкубация. M – стандартни белтъчни 
маркери; 1 – Blg; 2 – Blg+3-146-K; 3 – Blg+M4, 4 – 
Blg+M3; 5 – казеин, 6 – казеин+3-146-K; 7 – казеин+M4, 8 
– казеин+M3. 

 
Изследваните проби и на трите щама в присъствие на бета-

лактоглобулин като субстрат притежават протеазна активност. Тя 
е най-висока при щам М3 в сравнение с щамовете М4 и 3-146-К. 
Когато като субстрат е използван казеин, се проявява тотална 
деградация на последния. Отново протеазната активност е най 
висока при щам Streptomyces М3. 

 



2.2. Динамика на протеазна активност на културалните 
течности от изследваните щамовете 

Както показват резултатите представени на фиг. 7, по време 
на култивирането на изследваните щамове се наблюдава 
повишаване на биомасата до 120ти час, след което се понижава и 
преминава във фаза на относително постоянство (144 – 240 ти 
час). Като се имат предвид тези криви, беше изследвано 
наличието на протеолитична активност в културалната среда на 
48, 96, 144–ти час. Това са съответно фази на активен растеж (48ми 
час), относително нарастване с пик (96 – 120–ти час) и начало на 
фаза на относително постоянство – 144–ти час. 

Беше изследвано наличието на протеазна активност в 
зависимост от състава на средата на култивиране (минерална 
среда Гаузе 1 с глюкоза и с неразтворима скорбяла като 
въглероден източник на средата), спрямо два субстрата – BLG 
(бета-лактоглобулин) и казеин. 

Протеазната активност на културалната среда от трите 
стрептомицетни щама, култивирани върху минерална среда Гаузе 
1 с глюкоза, регистрирана със субстрат за разграждане – казеин е 
представена на фиг. 11. В тези условия се установява висока 
протеазна активност на първите 48 часа, която се понижава на 
96ти час и практически отсъства и при трите щама на 144ти час. 

Щамовете Streptomyces М3 и Streptomyces М4, изолирани от 
чернозем, показват протеазна активност, която многократно 
превишава активността на щама Streptomyces 3-146-К, изолиран 
от изтощени почви. Максималната активност е отчетена в 
ранните етапи на експоненциалната фаза, след която постепенно 
намалява. Това вероятно е в резултат на изчерпването на 
хранителната среда и включването на регулаторни механизми. 

Замяната на въглеродния източник глюкоза в среда Г1, 
със скорбяла води до съществено понижаване на протеазната 
активност и при трите щама. На този фон се наблюдават 
относително малки различия при отделните щамове (фиг. 12).  

Регистрираната протеазна активност зависи от 
използвания субстрат на разграждане.  
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Фиг.11. Динамика на протеазната активност в културалните 

среди на изследваните стрептомицетни щамове, 
култивирани на среда Гаузе 1 (с глюкоза) със субстрат 
казеин. 
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Фиг.12. Динамика на протеазната активност в културалните 

среди на изследваните стрептомицетни щамове, 
култивирани на среда Гаузе 1 (с неразтворима скорбяла) 
със субстрат казеин 

Като се има предвид задачите на настоящата работа, бяха 
проведени експерименти за определянето на протеазна активност 
и с помощта на синтетичен субстрат – L-BAPNA. Беше 
използвана изсолена и диализирана културална среда, получена 
по време на култивирането. Във всички случаи не беше 
регистрирана протеазна активност, което позволява да се 



предположи, че индикираните протеази на фиг. 10. и фиг. 11. не 
разграждат синтетичния субстрат. 
 
3. Протеазно-инхибиторна активност на щамовете М3, М4, 3-
146-К 

Една от задачите на настоящата работа беше да се изследва 
активността на белтъчните инхибитори, продуцирани от три 
щама Streptomyces: М3, М4 и 3-146-К върху протеази.  

Протеазнитените инхибитори са широко разпространени 
сред бактериите от род Streptomyces. Продукцията на протеазните 
инхибитори е пряко свързана с диференциацията и мицеларния 
растеж. 

Проведените първоначални изследвания за протеазно-
инхибиторната активност към трипсин показаха, че културалната 
среда и на трите щама притежава слабо изразена инхибиторна 
активност спрямо трипсин (Фиг. 13). 

Продуцирането на инхибитор зависи от състава на средата 
за култивиране. В нашата работа бяха използвани 2 среди – Гаузе 
1 с въглероден източник глюкоза и среда с пептон. Изборът на 
среда Гаузе 1 с глюкоза като въглероден източник беше с цел 
евентуално установяване на конститутивна експресия на 
протеазен инхибитор. От друга страна, използването на среда с 
глюкоза, значително би облекчило по-нататъшното изолиране и 
пречистване на инхибитора. 
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Фиг.13. Динамика на протеазно-инхибиторна активност в 
културалните среди на изследваните стрептомицетни 
щамове, култивирани на среда Гаузе 1 (с неразтворима 
скорбяла) 

По-долу са представени резултати получени при изследване 
на културалната среда изследваните щамовете. В качеството на 
субстрат беше използвана протеазната активност на търговски 
препарат на трипсин “DIFCO”. 

В тази връзка експериментите включваха изследване на 
наличието на протеазен инхибитор в културалната течност от 
трите щама, получена след култивирането им в продължение на 
144 часа.  

Инхибиторната активност на културалните среди на 
изследваните щамове отглеждане в среда съдържаща пептон е 
показана на фиг. 14. 
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Фиг.14. Влияние на изсолена и диализирана фракция от 

културалната среда на Streptomyces sp. M3 Streptomyces sp. 
M4, Streptomyces sp. 3-146-K. спрямо трипсин. (1. 
Контрола; 2. Културална течност от щам М3 - 0.ml (712µg 
бел); 3. Културална течност от щам М4 - 0.25 ml (947,5µg 
бел); 4. Културална течност от щам 3-146-К - 0.25 ml 
(865µgбел))  
 
Протеазната активност беше регистрирана в реакционна 

среда съдържаща: 10мМ KCl, 80µML-BAPNA, 50mMTrisHCl, 
pH=8, на стайна температура. Реакцията беше стартирана чрез 
внасяне на 50µl разтвор на трипсин (500µgбелтък). Описаните 
проби съдържат 0.25 ml препарат от различните щамове. Краен 
обем на пробата 2 ml.  

 
Влиянието на различни концентрации на културалната 

течност изолиран от Streptomyces M3 върху активността на 
трипсин е представено на фиг. 15.  
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Фиг.15. Влияние на изсолена и диализирана фракция от 

културалната среда на Streptomyces M3, върху 
протеазната активност на трипсин. (1. Контрола; 2. 150µl 
(427,5µg белтък); 3. 250 µl (712 µgбелтък)). (Протеазната 
активност беше регистрирана в реакционна среда 
съдържаща: 10 мМ KCl, 80 µM L-BAPNA, 50 mM Tris 
HCl, pH=8, на стайна температура. Реакцията беше 
стартирана чрез внасяне на 50 µl разтвор на трипсин (500 
µg белтък). Описаните проби съдържат 0.25 ml препарат 
от различните щамове. Краен обем на пробата 2 ml). 
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Фиг.16. Влияние на изсолена и диализирана фракция от 
културалната среда  на Streptomyces sp. M4 върху 
протеазната активност на трипсин (1. Контрола; 2. 150 µl 
(568,5 µg белтък); 3. 250µl (947,5 µg белтък)) 
(Протеазната активност беше регистрирана в реакционна 
среда съдържаща: 10 мМ KCl, 80 µM L-BAPNA, 50mM 
Tris HCl, pH=8, на стайна температура. Реакцията беше 
стартирана чрез внасяне на 50 µl разтвор на трипсин (500 
µg белтък). Описаните проби съдържат 0.25 ml препарат 
от различните щамове. Краен обем на пробата 2 ml). 

 
Аналогични резултати бяха получени при използване на 

културални течности на щамовете Streptomyces М4 и 
Streptomyces 3-146-К. (фиг. 16, фиг. 17). 

Както показват представените резултати, повишаване 
концентрацията на белтък води до повишаване на инхибиторната 
активност.  

Използването на непречистени културални течности 
затруднява оценката за инхибиторна активност, но най-висока е 
при анализ на културална течност изолирана от щама 
Streptomyces М3.  
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Фиг. 17. Влияние на изсолена и диализирана фракция от 
културална среда на Streptomyces sp. 3-146-K върху 
протеазната активност на трипсин. (1. Контрола; 2. 150 µl 
(519 µg белтък); 3. 250 µl (865 µg белтък))(Протеазната 
активност беше регистрирана в реакционна среда 
съдържаща: 10мМ KCl, 80µML-BAPNA, 50 mM TrisHCl, 
pH=8, на стайна температура. Реакцията беше стартирана 
чрез внасяне на 50 µl разтвор на трипсин (500 µg белтък). 
Описаните проби съдържат 0.25 ml препарат от 
различните щамове. Краен обем на пробата 2 ml). 
 

Представените на фигури 15 - 17 резултати показват, че 
култивираните на среда с пептон щамове на Streptomyces sp. (M3, 
M4, 3-146-K) продуцират белтъчни инхибитори, подтискащи 
активността на трипсин. 

Използването на среда с пептон би затруднило по 
нататъшните опити за пречистване на инхибитора. По тази 
причина бяха проведени експерименти, в които 
стрептомицетните щамове бяха култивирани на среда Гаузе 1 с 
въглероден източник глюкоза.  

Влиянието на изсолена и диализирана фракция на 
културална среда (Гаузе 1 с глюкоза) от 6-тия ден (144 часа) от 



началото на култивирането, на изследваните щамове (М3, М4, 3-
146-К) е представено на фиг. 18. 
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Фиг.18. Влияние на изсолена и диализирана фракция от 

културална среда на изследваните щамове (М3, М4, 3-
146-К) върху протеазната активност на трипсин. (шест 
дневно култивиране, среда Г1 с глюкоза)(1. Контрола 
(трипсин); 2. Културална течност от щам М3 – 200 µl (42 
µg белтък); 3. Културална течност от щам М4 – 200 µl (46 
µg белтък) ;4. Културална течност от щам 3-146-К – 200 
µl (10 µg белтък)  
 
Повишаването на времето за култивиране до 168 часа 

показва намаляване на инхибиторната активност фиг. 19. 
 



0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0 100 200 300

time [s]

m
o

l 
p

-N
A

/m
g

 б
ел

тъ
к

К

М3

М4

3-146-К

 
 
Фиг.19. Влияние на изсолена и диализирана фракция върху 

протеазната активност на трипсин (7-ми ден на 
култивиране, среда с глюкоза)(1. Контрола; 2. Културална 
течност от щам М3 – 200 µl (93,4 µg белтък); 3. 
Културална течност от щам М4 – 200 µl (44,8µg белтък); 
4. Културална течност от щам 3-146-К – 200 µl (16µg 
белтък)). 

 
Както се вижда от представените резултати, продукцията 

на инхибитор в среда от Гаузе 1 с глюкоза води до получаване на 
фракции с ниска инхибиторна активност без предварително 
пречистване (Фиг. 18 и 19.). 

Фигура 20 демонстрира влиянието на изолираните 
инхибиторни фракции върху протеазната активност на трипсин, 
при рН = 7 на реакционната среда. Както и в предходните 
експерименти, най-висока инхибиторна активност притежава 
фракцията получена от културалната среда на Streptomyces М3.  

 
Едновременно с това инхибирането намалява при 

повишаване на рН на средата както се вижда на фиг. 21. при рН 8, 
и фиг. 22. при рН 9. 
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Фиг.20. Влияние на изсолена и диализирана културална среда от 

Streptomycessp. върху протеазната активност на трипсин 
при рН 7.  
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Фиг. 21. Влияние на изсолена и диализирана културална среда от 
Streptomyces sp. върху протеазната активност на трипсин 
при рН 8.  
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Фиг. 22. Влияние на изсолена и диализирана културална среда от 

Streptomyces sp. върху протеазната активност на трипсин 
при рН 9.  

 
Активността на инхибитора при стойности на рН 7, 8 и 9 в 

проценти след 5 мин е представена на фиг. 23. Регистрация (За 
100% е приета активността в 5-та минута на регистрация от 
резултатите представени на фиг 18 - 19. Както се вижда, най-
ниска протеазна активност на трипсина и съответно най-високо 
инхибиране проявява фракцията изолирана от културалната среда 
на щам М3. Повишаването на рН от 7 на рН 8 понижава 
инхибиращата активност с 16.5% от щам М3. При рН 9  
инхибиращата активност от препарата М3 е около 16.6%  
(колонка 2), а инхибиращата активност от щам М4 е 8.3%.  
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Фиг. 23. Инхибиторна активност на препаратите изолирани от 

културалната среда на Streptomyces sp. При стойности на 
рН на регистрация 7, 8 и 9. За 100% е приета активността 
в 5та минута на регистрация от резултатите представени 
на фиг. 20 - 22 (1. Контрола; 2. 200 µl от щама М3 (32 
µg/белтък); 3. 200 µl от щам М4 (40 µg/белтък); 4. 200 µl 
от щам 3-146-К (24 µg/белтък) 

 
Представените резултатите показават, че изследваните 

стрептомицетни щамове продуцират инхибитори по всяка 
вероятност с белтъчна природа, които подтискат протеазната 
активност на трипсин. От трите изследвани щама, с най-висока 
протеазна инхибиторна активност се отличава щам Streptomyces 
sp. М3.  

4. Определяне на алкалнофосфатазната активност 

Алкалнофосфатазна активност е открита в редица 
представители на р. Streptomyces. Получените резултати за 
алкалнофосфатазната активност на изследваните щамове са 
представени на фиг. 24. Резултатите показват наличие на два 
пика на алкалнофосфатазна активност в началото и в края на 
жизнения цикъл на щамове Streptomyces М3 и Streptomyces М4 



(144 h), докато при щам Streptomyces 3-146-К активността 
нараства в целия период. 

 

 
Фиг. 24. Динамика на алкалнофосфатазната активност на 

културалните течности от отделните етапи на 
ферментация на изследваните щамове Streptomyces 

 
ДИСКУСИЯ 

Почвите са продукт на въздействието на климат, 
растителна покривка и фауна, и топографията върху коренната 
скала в течение на времето. Тези пет фактора са известни като 
„почвообразуващи“ фактори.   

Запасът, потокът и скоростта на кръговрата на веществата в 
екосистемите са фундаментални параметри, определящи тяхната 
структура, функциониране и динамика. Протеазите в почвата 
играят важна роля в минерализацията на азота, която е ключов 
процес, регулиращ количеството достъпен за растенията азот.  

Антарктика е изолиран район със специфична природа, за 
която има сравнително малко данни. Природните особености там 
се определят от специфични екологични закономерности. Като 
част от антарктическата природа, почвите също са подчинени на 
тези закономерности. По-голямата част от Антарктика е покрита 
с ледени щитове и сняг, като само 0.32% от континента се 



освобождават от ледената иснежна покривка през летния сезон 
(Aislabie et al., 2006). В продължение на дълго време наземните 
местообитания на Антарктика са се приемали за стерилни, 
лишени от живот, поради екстремните условия на средата. 
Молекулярни изследвания обаче, по-късно са показали, че има 
значително разнообразие от почвени микроорганизми, 
независимо от суровите условия на средата. 

Обект на изследване в настоящата работа бяха почвени 
проби от остров Ливингстън, втория по големина сред архипелага 
Южни Шетландски острови. Площта на остров Ливингстън е 845 
km2, като само 10% от нея са свободни от лед и сняг в периода на 
краткото антарктическо лято. Именно там се формират 
местообитания, които поддържат значително биоразнообразие. 
Развитието на почвените екосистеми и разпространението на 
микроорганизмите в Антарктика имат петнисто разпространение 
и са концентрирани главно в крайбрежните райони.  

Една от важните характеристики на изследваните почви е 
тяхното рН, тъй като киселиността на средата е определяща за 
протичането на редица биохимични процеси, които се извършват 
в почвата. Почвеното рН има особено значение за наличността на 
хранителните вещества чрез контролиране на химичните им 
форми и оттам възможността им за усвояване в следващите 
трофични нива. Това се отнася както за микро-, така и за 
макроелементите (Buol et al., 2002). Така например, леко до 
умерено алкалните почви увеличават наличността на молибдена 
и макроелементите (с изключение на фосфор), но намаляват 
нивата на P, Fe, Mn, Zn, Cu и Co, а в кисели почви се увеличава 
наличността на микроелементите (с изключение на Мо и Во). 
Концентрацията на наличния азот е по-малко чувствителна към 
стойностите на рН в почват. Изследванията на почвените проби 
от Антарктика показват, че поред киселинността си, почвеният 
слой на повърхността се характеризира със слабо кисела до 
алкална реакция. В настоящата работа в три от почвените проби 
стойностите са алкални и варират от 7.16 до 8.08. Само една от 
пробите (S1) има рН = 6.87 (Таблица 1). Sokolovska et al. (2015) 
също установат алкално рН в рамките на 7.60 – 8.22 в почви от 
района на българската полярна база. Слабо киселото рН в другите 



зони се дължи на задържаното разграждането на наличната, 
макар и ограничена растителна покривка поради 
преобладаващите ниски температури и формиране на кисели 
субстрати в тези условия.  

В изследваните почви с рН между 6 и 8 беше установено, 
че концентрацията на разтворимия азот (под формата на амоняк 
(NH4

+) или нитрати (NO3
-)) е най-висока. Следователно, в тези 

почви, установеното рН благоприятства азотното подхранване на 
почвата. Получените резултати показват, че количественото 
съдържание на азот в почвата корелира със съдържанието хумус, 
респ. въглерод, независимо, че азотът има малък дял в състава на 
хумуса - 5-10%. Съдържанието на азот е по-висока в почвите с 
налична растителност. Колкото е повече растителното покритие, 
толкова и съдържанието на азот е по-голямо (напр. проба S3).  

Получените резултати от настоящето изследване, показват 
наличието на различия в ензимната активност сред изследваните 
почвени проби от остров Ливингстън (Антарктида), което 
съответно е свързано с кръговрата на биогенните елементи. Най-
високата протеазна активност се определя в проба S3, където 
беше установена и най-висока концентрация N-NH4

+ и 
значително количество N-NO3

– в сравнение с другите проби. 
Освен това, в тази проба се измерва най-висока стойност алкално 
рН между всички тествани почви. Активността на уреазата в 
изследваните антарктически почви показаха големи различия с 
отклонение от 2.5 до 14 µg N-NH4

+g-1soil 1 h-1. Най-ниската 
уреазна активност (3.5 µg N-NH4

+g-1soil 1 h-1) се наблюдава в 
проба от почва (S1) представляваща непокрита с растения площ - 
сипей. По-висока уреаза дейност (5.4 µg N-NH4

+g-1soil 1 h-1) се 
наблюдава в почвена проба (S2) покрита с мъхове и лишеи. Най-
високата уреазна активност (12.45 и 13.45 µg N-NH4

+g-1soil 1 h-1) 
беще установена в почвените проби (S3 и S4) от един сайт с мъх 
и рядко тревно покритие. Вероятно, тези вариации в уреазната 
активност са свързани с вида на растителната покривка, която от 
своя страна променя характеристиките на местообитанието. 

Уреазната активност на изследваните проби от остров 
Ливингстън беше като цяло по-ниска от активността в 
сравняваните почви на умерената климатична зона. Това е 



особено видно при закритите местообитания. Въпреки това, в 
някои проби (S7 и S8) стойностите на уреазна активност са 
близки до тези, измерени в почвената проба от открит тип 
местообитание от умерения пояс. Същата връзка се наблюдава по 
отношение на протеазната активност. По този начин, може да се 
заключи, че активността на ензимите в почвените проби зависи 
предимно от типа на хабитата и в незначителна степен от 
климатичните условия, когато се определят при лабораторни 
условия.  

Синтезата и активността на протеазите в почвата се 
регулира от много фактори, включително климат, почвени 
свойства и наличието на съединения от растителен и 
микробиален произход. Увеличението на стойността на 
максималната скорост на почвените протеази в различните 
местообитания може да се дължи и на фактори като количеството 
органичен въглерод, общия азот и достъпния фосфор (Kujur and 
Patel, 2012). Kujur and Patel са докладват (2014), че почвената 
протеазна активност и нейната Vmax проявява положителна 
корелация с капацитета на почвата за задържане на вода, рН, 
органичен въглерод, общия азот и достъпния фосфор. Откритите 
местообитания се характеризират с относително ниско 
съдържание на органични вещества и почвени микроорганизми. 
Въпреки, че се наблюдават ниски концентрации на N-NH4

+ във 
всички изследвани почвени проби, при сравняване на 
концентрацията на N-NH4

+ наблюдавахме в проба (проба S3) 
почти два пъти по-високи нива. Вероятно, това се дължи на 
наличието на растителна покривка (трева и мъх), което от своя 
страна е свързано с дейността на почвените микроорганизми. 
Кореновите секрети и растителната покривка активират процеса 
на минерализация и оказват влияние на процесите на 
трансформация в почвата (Bolter et al., 2002). Вида на 
растителността и свързаната с нея разлика в количеството на 
коренови ексудати може да допринесе за повишаване на 
стойността Vmax (Stone et al., 2011). По-високата ензимна 
активност в закрити хабитати вероятно се дължи и на по-
високите нива на акумулация на органичен въглерод и N-NH4

+ 
(Sardans & Penuelas, 2005; Tischer, 2005), което се отразява върху 



биоразнообразието и активността на протеолитичните 
микроорганизми (Sardans et al, 2008; Subrahmanyam et al., 2011). 

Измерените концентрации на N-NO3
– показват, че те са по-

високи в пробите S1 и S2, в сравнение с другите тествани проби. 
Ензимната активност може да бъде засегната от редица природни 
фактори, като температура и съдържание на влага (Fioretto et al., 
2000), рН (DeForest et al., 2012), растителна покривка 
(Waldrop&Zak, 2006) и наличие на органична материя 
(Blonska&Lasota, 2014).  

Наблюдаваните корелациите между ензимната активност и 
количеството на органичното вещество в антарктически почви 
(виж Sokolovska et al., 2015) предполага тясната връзка между 
активността на ензима, почвената микробната активност и 
кръговрата на органична материя (Kandeler al., 1999) в 
изследваните почви, и по този начин показват, състоянието на 
развитие на почвата (Emmerling et al., 2002; Nannipieri et al., 
2003).  

Наземните екосистеми в Антарктика са сравнително бедни 
на органична материя (Convey, 1996). Хранителните мрежи в тях 
имат относително проста структура и са доминирани от 
микроорганизми, които допринасят съществено за кръговрата на 
хранителните вещества и процеса на почвообразуване. 

По-голямата част от материята (и енергията) се асимилират 
от първичната продуктивност под формата на детрит поради 
липса на тревопасни животни (Heal&Block, 1987). Почвите с 
високо съдържание на органични вещества, имат и по-голямо 
изобилие и функционално разнообразие на микроорганизми 
(Allison&Vitousek, 2005; Hernandez&Hobbie, 2010). Местата с 
висока микробна биомаса могат да поддържат в наличност и да 
рециклират повече хранителни вещества (Kaschuk et al, 2010), 
които да се използват от растенията и други организми, като по 
този начин съдействат за подобряване на устойчивостта на 
дадена екосистема. Почвените бактерии играят решаваща роля в 
този процес, поради наличието на корелация между почвената 
ензимна активност и броя на почвени микроорганизми (Nasreen, 
2012). В почвите от остров Ливингстън се наблюдава 
относително високо бактериално обилие с преобладаване на 



амонифициращи бактерии в състава на почвените микробни 
съобщества (Kenarova et al., 2013, Sokolovska et al., 2015). 

Биомасата на гъбите превъзхожда до три пъти тази на 
почвените бактерии (Bogoev & Gyosheva, 1996; Bogoev et al., 
1999; Kenarova & Bogoev, 2004) за разлика от броят им, който е 
на два порядъка по-малък от копиотрофните бактерии. Това 
несъответствие се обяснява с различните жизнени стратегии на 
гъбите, които образуват малко на брой, но много добре развити 
колонии, срещу жизнените стратегии на бактериите, които растат 
и се разпространяват в почвите като малки, но многобройни 
колонии. От друга страна, едноклетъчните дрожди преобладават 
над микромицетите сред групата на почвените гъби. Почвите на 
о-в Ливингстон се оказват по-подходящи за хетеротрофните 
бактерии.  

Бактериите, участващи в кръговрата на хранителните 
вещества, са с голямо значение за почвената продуктивност и за 
подобряването на съдържанието на биогенни елементи. 

Три физиологични групи бактерии участват в цикъла на 
азота в почвите: 1) бактерии утилизиращи неорганичен азот; 2) 
бактерии, утилизиращи органичен азот и 3) азотфиксиращи 
бактерии. Групата на бактериите усвояващи неорганичен азот 
могат да се интерпретират като конкуренти на растенията за азот 
(нитрани и амониеви източници), докато другите групи се 
интерпретират като доставчици на азот за растенията.  

Стратегиите на преживяване на микроорганизмите са по-
скоро адаптиране, отколкото модифициране на средата, 
включително синтезиране на ензими за деградация на местни 
азотни източници. Ограничаващ фактор за  дейността на тази 
функционална група от бактерии вероятно е ниската влажност на 
въздуха, а не температурния режим (Sokolovska et al., 2015). 

Стрептомицетите, като важни производители на почвени 
ензими, се характеризират със сложен жизнен цикъл. С цел  
проследяване на специфични особености на растежа и 
биосинтетичните процеси, протичащи в жизнения цикъл на 
бактериите, беше проследен растежа на изолирани от почви 
щамове чрез определяне на натрупаната биомаса по време на 
развитието им в експериментални условия. Резултатите от 



изследаването на динамиката на растежа (Фиг 7.) показаха, че и 
при трите изследвани щама се наблюдава екпоненциален растеж, 
последван от забавяне съвпадащо с края на стационарна фаза на 
развитие. 

Синтезът на протеази при микроорганизмите е свързан с 
натрупването на биомаса. Проучванията на щамове Streptomyces 
показват, че те произвеждат най-малко три типа извънклетъчни 
протеази в течни култури: химотрипсин-подобна протеаза, 
трипсин-подобна протеаза и металопротеаза (Jeong  al., 1993; 
Kang et al, 1995), като тяхната активност се промена по време на 
жизнения цикъл (Chater et al, 2010). В нашето изследване беше 
проведен скрининг за протеолитична активност в културалната 
среда на 144-я час, когато количеството на натрупана биомаса е 
най-високо. Независимо от идентичния ход на кривите на растеж, 
се открива разлика в активността на наблюдавана при щамовете 
M3 и 3-146-K. Имайки предвид, че двата щама са с произход от 
различни климатични зони/хабитати може да предположим 
наличие на разлики в екологията им, водещи до по-ранното 
включване на  регулаторни механизми в лицето на автогенин 
протеазни инхибитори (Chater et al, 2010). 

Изследването на динамиката на протеазната активност в 
културалните среди на изследваните стрептомицетни щамове, 
показва максималната активност е в ранните етапи на 
ескпоненциалната фаза, след която тя постепенно намалява. В 
случая, отново се наблюдава съществена разлика между 
щамовете от различни хабитати. Щамовете от умерената 
климатична зона показват по-висока протеазна активност, в 
сравнение с  тези, изолирани от бедни почви, независимо от 
разликата в натрупване на биомаса по време на разтежа. Замяната 
на въглеродния източник в средата с нишесте води до съществено 
понижаване на протеазната активност и при трите изследвани 
щама. Глюкозата обикновено е много добре усвоима от тях, но е 
известно, че при високи концентрации потиска биосинтеза на 
редица вторични метаболити антибиотици. В периодични 
култури съдържащи няколко субстрата, като вьглеродни 
източници, обикновено най-напред се усвоява глюкозата при 
отсъствие на антибиотична продукция (Антонова-Николова, 



Иванова, 1999). Наблюдавания ефект от смяната на въглеродния 
източник, обаче противоречи на резултатите докладвани от Kim 
& Lee (1995) за положителен ефект на глюкозата върху синтеза 
на протеазният инхибитор леупептин продуциран от Stretomyces 
exоfoliatus SMF13, съпроводено с потискане на синтезата на 
протеази.  

Протеазните инхибитори са широко разпространени сред 
представителите от род Streptomyces, като за да имат индуктивна 
синтеза е необходима среда, съдържаща белтъци, пептиди, 
полизахариди (Taguchi et al., 1994; Hiraga et al., 2000; Nitta et al., 
2002; Chater et al, 2010). Получените от нас резултати показват, че 
култивираните в среда съдържаща пептон щамове на Streptomyces 
sp. (M3, M4, 3-146-K) продуцират белтъчни инхибитори, 
подтискащи активността на трипсин. 

Сравнението на ефекта на инхибиране в културалните 
среди след 144 и 168 часа на култивиране показва намаляване на 
инхибиторната активност, което е в съответствие с докладваното 
от Taguchi еt al. (1993), че максималната продукция на 
инхибитори, наблюдавана при Streptomyces, е в късната 
експоненциална фаза.  

Използването на среда с пептон затруднява пречистването 
на синтезирания инхибитора. По тази причина бяха проведени 
експерименти, в които стрептомицетните щамове бяха 
култивирани на среда с въглероден източник глюкоза.  
Получените резултати показват, че смяната на въглеродния 
източник води до получаване на фракции с по-ниска инхибиторна 
активност без предварително пречистване. Това предполага, че 
синтезата му се индуцира от полипептоните съдържащи се в 
средата. Резултатът се потвърждава от литературните данни за 
условията на култивиране на протеазните инхибитори от 
стрептомицети, които сочат че протеазните инхибитори 
изолирани до този момент се синтезират единствено в среда 
съдържаща полипептонен комплекс от растителен, животински 
или микробиален произход (Taguchi et al., 1992; Taguchi et al., 
1993; Hiraga et al., 2000; Nitta et al., 2002). 

Устойчивостта на ниски стойности на pH е една от 
основните особености на протеазните инхибитори продуцирани 



от стрептомицети (Laskowski and Sealock, 1971; Laskowski, Kato, 
1980; Taguchi et al., 1993). При изследване на влиянието на 
стойностите на рН (около оптималното рН за трипсин) на 
реакционната среда върху инхибиторната способност на 
изолираните фракции беше установено, че повишаването на рН 
понижава инхибиторната активност, като най-висока 
инхибиторна активност се регистрира при рН = 7.0. 

Резултатите от изследване на протеазата и протеазна 
инхибиторна активност на езследваните щамове Streptomyces 
показават, че изследваните стрептомицети продуцират 
инхибитори, по всяка вероятност с белтъчна природа, които 
подтискат протеазната активност на трипсин. От трите 
изследвани щама, по-висока протеазна и инхибиторна протеазна 
активност показват щамове изолирани от черноземни почви в 
умерената климатична зона, в сравнение с щама 3-146-К, 
изолиран от слаборазвитите гвинейски почви. Подобни резултати 
са докладвани от Katsifas et al (1999), който при изследване на 
стрептомицети в различни почвени местообитания от Гърция 
докладва за наблюдавани различия в метаболитната активност 
между представителите от различните местообитания. 
Докладвани са и различия в биоактивния потенциал при почвени 
актиномицети от различни хабитати (George et al., 2012).  

Алкалнофосфатазна активност е описана в редица 
представители на род Streptomyces (Moura et al., 2001; Nitta et al., 
2002). Алкалните фосфатази са важни ензими необходими за 
разграждането на органичните съединения от актиномицетите в 
почвата. Nita et al. (2002) докладва за алкална фосфатаза (S-ALP) 
продуцирана от Streptomyces hiroshimensis прояваваща и 
инхибиторна активност. Доказано е, че част от протеиназните 
инхибитори действат като полифункционални ензими, отговорни 
едновременно както за дефосфорилирането на биологично 
активните междинни продукти, чрез алкалнофосфатазната си 
активност, така и за регулацията чрез инхибиране на 
протеиназите подобно на SSI белтъците. 



ИЗВОДИ 

От проведените изследвания и получените резултати могат 
да бъдат направени следните по-важни изводи: 

 
1. Изследваните почви от района на Антарктида, формиращи 

се в сурови условия, показват значителна протеазна и 
уреазна активности, които обаче са като цяло по-ниски от 
тези от почвите от другите климатични райони. 
Активността на най-богатата антарктическа почва (с 
тревно покритие) се доближава до активността на почвите 
от откритите хабитати от другите изследвани райони.  

2. Активността на почвените ензимите зависи предимно от 
типа на хабитата и в по-малка степен от климатичните 
условия. Те зависят от растителното покритие и 
биологичното разнообразие на изследваните хабитати 
като нараства с увеличение на съдържанието на органични 
вещества и неорганични азотни форми N-NO3

–, N-NH4
+. 

Активностите на изследваните в настоящата работа 
протеази и уреази от почви от открити хабитати е като 
цяло е по-ниска от тези от закрити хабитати. 

3. Изследваните стрептомицетни щамове (М3, М4, 3-146-К) 
продуцират протеази. Продукцията на протеазите зависи 
от въглеродния източник на средата, както и от произхода 
на стрептомицетните щамове. По-висока активност 
притежават щамове с произход от богати черноземни 
почви, в сравнение с щам К-3-146 изолиран от бедни 
латеритни почви. 

4. Изследваните стрептомицетни щамове продуцират 
инхибитори, които подтискат протеазната активност 
(модел трипсин). Продукцията на инхибитори зависи от 
състава на средата за култивиране и е най-висока при 
среда съдържаща пептон и скорбяла.  

5. Инхибиторната активност зависи от рН на средата и е най-
висока при неутрално рН (около 7.0). По-висока 
инхибиторна активност демонстрират щамове с произход 
от черноземни почви, в сравнение с латеритни почви. 

 



 
ОСНОВНИ НАУЧНИ ПРИНОСИ 

 

1. За първи път са изследвани протеазна и уреазна активност 

в почви от Антарктика и са сравнени с почви от 

умерената климатична зона. Установено е, че ензимната 

активност зависи от растителното покритие и 

биологичното разнообразие на изследваните хабитати, 

като нараства с увеличение на съдържанието на 

органични вещества и неорганични азотни форми. 

2. Направена е цялостна характеристика на активността и 

кинетичните зависимости (субстратна специфичност и 

влияние на концентрацията на субстрата върху скоростта 

на ензимната реакция, зависимост на скоростта на 

ензимната реакция от рН и температуратурата) на 

протеази от стрептомицетни щамове, изолирани от 

различни почвени местообитания.  

3. Проведен е сравнителен анализ на продукцията на 

протеази и протеазни инхибитори от стрептомицетни 

щамове, изолирани от различни почвени местообитания. 

Установено е, че по-висока активност се наблюдава при 

щамове с произход от богати на черноземни почви в 

сравнение с щамове от бедни латеритни почви. 
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