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ÂÏËÈÂ ÒÅÌÏÅÐÀÒÓÐÈ ÊÓËÜÒÈÂÓÂÀÍÍß ÍÀ
ÀÊÒÈÂÍ²ÑÒÜ ÏÐÎÒÅÎË²ÒÈ×ÍÈÕ ÅÍÇÈÌ²Â

ÁÀÊÒÅÐ²É, ÂÈÄ²ËÅÍÈÕ Ç ÃËÈÁÎÊÎÂÎÄÍÈÕ
Â²ÄÊËÀÄ²Â ×ÎÐÍÎÃÎ ÌÎÐß

Âèçíà÷åíî, ùî òåìïåðàòóðà êóëüòèâóâàííÿ ïðîäóöåíò³â â³ä³ãðàº ñóòòºâó ðîëü
äëÿ äîñÿãíåííÿ ìàêñèìàëüíî¿ åëàñòàçíî¿, ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ ³ êîëàãåíàçíî¿ àêòèâ-
íîñò³ äîñë³äæóâàíèõ øòàì³â Bacillus subtilis 1, Priestia megaterium 55 ³ Bacillus licheni-
formis 249, âèä³ëåíèõ ç ãëèáîêîâîäíèõ â³äêëàä³â ×îðíîãî ìîðÿ. Ïîêàçàíî, ùî äèíàì³êà
ñèíòåçó åíçèì³â ó äîñë³äæóâàíèõ øòàì³â çà ð³çíèõ òåìïåðàòóð â³äð³çíÿºòüñÿ.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: áàêòåð³¿ ç ãëèáîêîâîäíèõ â³äêëàä³â ×îðíîãî ìîðÿ, òåìïåðàòóðà
êóëüòèâóâàííÿ, åëàñòîë³òè÷íà, ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà, êîëàãåíàçíà àêòèâí³ñòü.

Ñåðåä ðÿäó á³îëîã³÷íî àêòèâíèõ ðå÷îâèí îäíå ç ïðîâ³äíèõ ì³ñöü ó
ïðàêòè÷íîìó çàñòîñóâàíí³ â ð³çíèõ ãàëóçÿõ ïðîìèñëîâîñò³ òà ìåäèöèíè
ïîñ³äàþòü åíçèìè. Âèêîðèñòàííÿ åíçèì³â ì³êðîáíîãî ïîõîäæåííÿ âè-
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ã³äíå ÿê ç åêîíîì³÷íî¿, òàê ³ ç åêîëîã³÷íî¿ òî÷êè çîðó. Îñíîâíó ÷àñòèíó åí-
çèì³â ñâ³òîâîãî ðèíêó ñêëàäàþòü ïðîòåàçè [1, 5—7, 10, 13]. Âîíè øèðîêî
âèêîðèñòîâóþòüñÿ ïðè ïåðåðîáëåíí³ ïîáóòîâèõ â³äõîä³â, ó ñ³ëüñüêîìó
ãîñïîäàðñòâ³, õàð÷îâ³é ïðîìèñëîâîñò³. Íå ìåíø ïåðñïåêòèâíèì º âïðî-
âàäæåííÿ òåðìîñòàá³ëüíèõ ïðîòåàç ó â³ò÷èçíÿíå âèðîáíèöòâî ìèþ÷èõ
çàñîá³â [1, 10]. Á³îòåõíîëîã³÷íèé ñïîñ³á îäåðæàííÿ åíçèìíèõ ïðåïàðàò³â
çàëèøàºòüñÿ íàéäîö³ëüí³øèì çà åêîíîì³÷í³ñòþ òà åôåêòèâí³ñòþ. Òîìó
ïîøóê íîâèõ ïðîäóöåíò³â åíçèì³â ñåðåä ì³êðîîðãàí³çì³â, çîêðåìà áàê-
òåð³é, ÿê³ çàëèøàþòüñÿ åôåêòèâíèìè ïðîäóöåíòàìè ïîçàêë³òèííèõ ïðî-
òåàç äëÿ ïðîìèñëîâèõ âèðîáíèöòâ, º àêòóàëüíèì íàïðÿìîì äîñë³äæåíü
[1, 6, 7, 10]. Â³äîìî [1—7, 10, 13], ùî ì³êðîîðãàí³çìè ñèíòåçóþòü ð³çí³ ïðî-
òåàçè, îñîáëèâå çíà÷åííÿ ñåðåä ÿêèõ ìàþòü ò³, ùî çäàòí³ ðîçùåïëþâàòè
âàæêîðîç÷èíí³ ïðîòå¿íè, òàê³ ÿê êîëàãåí, åëàñòèí, ô³áðèí. Òàê³ ïðîòåàçè
ìîæóòü áóòè âèêîðèñòàí³ ïðè ñòâîðåíí³ ìåäè÷íèõ ïðåïàðàò³â äëÿ ë³êó-
âàííÿ òðîô³÷íèõ âèðàçîê, ãí³éíèõ ðàí, îï³ê³â, äëÿ ðîç÷èíåííÿ ô³áðèíî-
âèõ çãóñòê³â òà ³í. [3, 4].

Â ðåçóëüòàò³ ñêðèí³íãó àêòèâíèõ ïðîäóöåíò³â ïðîòåîë³- òè÷íèõ åí-
çèì³â ñåðåä 20 êóëüòóð áàêòåð³é, ³çîëüîâàíèõ ç ãëèáîêîâîäíèõ îñàä³â ×îð-
íîãî ìîðÿ, áóëî â³ä³áðàíî òðè øòàìè, ÿê³ ïðîÿâëÿëè íàéá³ëüøó åëàñòàç-
íó, ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó ³ êîëàãåíàçíó àêòèâí³ñòü. Ïðè ðîáîò³ ç ïðîäóöåí-
òàìè åíçèì³â îäíèì ³ç çàâäàíü äîñë³äíèêà º îäåðæàííÿ åíçèì³â ç ï³äâè-
ùåíîþ àêòèâí³ñòþ. Îäíèì ç âèçíà÷àëüíèõ ôàêòîð³â, ÿê³ âïëèâàþòü íà
öåé ïðîöåñ, º òåìïåðàòóðà êóëüòèâóâàííÿ ïðîäóöåíòà. Îñê³ëüêè øòà-
ìè-ïðîäóöåíòè áóëè âèä³ëåí³ ç ãëèáîêîâîäíèõ îñàä³â ×îðíîãî ìîðÿ, äå
òåìïåðàòóðà çàâæäè ñêëàäàº 5 oÑ, âàæëèâèì áóëî äîñë³äèòè ìîæëèâ³ñòü
çá³ëüøèòè àêòèâí³ñòü åíçèì³â øëÿõîì ï³äâèùåííÿ òåìïåðàòóðè êóëüòè-
âóâàííÿ ïðîäóöåíòà. Òîìó ìåòîþ ðîáîòè áóëî âèçíà÷èòè îïòèìàëüí³
òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ ïðîäóöåíò³â, íåîáõ³äí³ äëÿ äîñÿãíåííÿ ìàê-
ñèìàëüíî¿ àêòèâíîñò³ åëàñòàçíî¿, ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ ³ êîëàãåíàçíî¿ àê-
òèâíîñò³ äîñë³äæóâàíèõ øòàì³â Bacillus subtilis 1, Priestia megaterium 55 ³
Bacillus licheniformis 249.

Ìàòåð³àë ³ ìåòîäèêà äîñë³äæåíü

Îá’ºêòàìè äîñë³äæåííÿ áóëè øòàìè Bacillus subtilis 1, Priestia megate-
rium 55 ³ Bacillus licheniformis 249, âèä³ëåí³ ç äîííèõ â³äêëàä³â íà ãëèáèíàõ
1499 òà 1537 ì ó ×îðíîìó ìîð³, ç â³äïîâ³äíèõ ãîðèçîíò³â êåðí³â äîííèõ
îñàä³â ç ³íòåðâàëîì 5 ñì (òàáëèöÿ). Çðàçêè, ç ÿêèõ ³äåíòèô³êîâàíî øòàìè,
áóëè â³ä³áðàí³ ï³ä ÷àñ åêñïåäèö³¿ Ì 84/2 Áðåìåíñüêîãî óí³âåðñèòåòó íà êî-
ðàáë³ «Ìåòåîð» ó áåðåçí³ 2011 ð. òà ïåðåäàí³ äî Îäåñüêîãî íàö³îíàëüíîãî
óí³âåðñèòåòó äëÿ ì³êðîá³îëîã³÷íèõ äîñë³äæåíü Þ.Ï. Çàéöåâèì ³
Á.Ã. Àëåêñàíäðîâèì (²íñòèòóò á³îëîã³¿ ìîðÿ ÍÀÍ Óêðà¿íè). Â³ä³áðàí³
øòàìè áóëè ³äåíòèô³êîâàí³ ðàí³øå [2].

Â ÿêîñò³ áàçîâîãî âèêîðèñòîâóâàëè ñåðåäîâèùå òàêîãî ñêëàäó (ã/ë):
KH2PO4 — 1,0; MgSO4×7Í2Î — 0,75; ZnSO4×Í2Î — 0,25; (NH4)2SO4 — 0.5;
ìàëüòîçà — 1.0; æåëàòèí — 10.0; äð³æäæîâèé àâòîë³çàò — 0.15, ðÍ 7.
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Êóëüòóðè Bacillus subtilis 1, Priestia megaterium 55 ³ B. licheniformis 249
âèðîùóâàëè ó ãëèáèííèõ óìîâàõ ó êîëáàõ Åðëåíìåéºðà (750 ìë), ÿê³
ì³ñòèëè 100 ìë ïîæèâíîãî ñåðåäîâèùà, ïðè ïåðåì³øóâàíí³ 220 îá/õâ, çà
ð³çíèõ òåìïåðàòóð — 12, 28 ³ 42 oÑ.

Á³îìàñó â³ää³ëÿëè öåíòðèôóãóâàííÿì ïðè 5000 g 45 õâ, ³ â ñóïåðíà-
òàíò³ êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè âèçíà÷àëè ïðîòåîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü.

Åëàñòàçíó àêòèâí³ñòü âèçíà÷àëè êîëîðèìåòðè÷íî çà ³íòåíñèâí³ñòþ
çàáàðâëåííÿ ðîç÷èíó ïðè åíçèìàòè÷íîìó ã³äðîë³ç³ åëàñòèíó, çàáàðâëåíî-
ãî êîíãî ÷åðâîíèì [12]. ²íòåíñèâí³ñòü çàáàðâëåííÿ âèì³ðþâàëè íà ñïåê-
òðîôîòîìåòð³ ÑÔ-26 ïðè äîâæèí³ õâèë³ 515 íì. Çà îäèíèöþ àêòèâíîñò³
ïðèéìàëè òàêó ê³ëüê³ñòü åíçèìó, ÿêà êàòàë³çóº ã³äðîë³ç 1 ìã åëàñòèíó çà
1 õâ. Âèçíà÷åííÿ ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ ïðîâîäèëè çà ìåòîäîì
[9], âèêîðèñòîâóþ÷è ÿê ñóáñòðàò ô³áðèíîãåí. Óòâîðåííÿ ïðîäóêò³â ðîç-
ùåïëåííÿ ô³áðèíîãåíó âèì³ðþâàëè íà ñïåêòðîôîòîìåòð³ ÑÔ-26 ïðè
275 íì. Çà îäèíèöþ ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ ïðèéìàëè òàêó ê³ëü-
ê³ñòü åíçèìó, ÿêà ï³äâèùóº îïòè÷íó ãóñòèíó ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ íà 0,01 çà
1 õâ.

Êîëàãåíàçíó àêòèâí³ñòü âèçíà÷àëè çà ìåòîäîì [8]. Ïðîäóêòè ðîçùåï-
ëåííÿ êîëàãåíó âèçíà÷àëè â ðåàêö³¿ ç í³íã³äðèíîì íà ñïåêòðîôîòîìåòð³
ÑÔ-26 ïðè äîâæèí³ õâèë³ 600 íì. Çà îäèíèöþ êîëàãåíàçíî¿ àêòèâíîñò³
ïðèéìàëè ê³ëüê³ñòü ìêìîëåé âèâ³ëüíåíîãî ëåéöèíó çà 1 õâ.

Óñ³ äîñë³äè ïðîâîäèëè â 3—5 ïîâòîðíîñòÿõ. Äëÿ ïðîâåäåííÿ ñòàòè-
ñòè÷íîãî àíàë³çó âèêîðèñòîâóâàâñÿ t-êðèòåð³é Ñòüþäåíòà. Äàí³ ïðåäñòàâ-
ëåí³ ÿê ñåðåäíº ± ñòàíäàðòíà ïîìèëêà (M±m) ³ ââàæàþòüñÿ çíà÷óùèìè
ïðè p<0,05. Ðåçóëüòàòè, ïðåäñòàâëåí³ ó âèãëÿä³ ãðàô³ê³â, îïðàöüîâàí³ çà
äîïîìîãîþ Microsoft Excel 2007.

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü

Äîñë³äæåííÿ âïëèâó òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ ïðîäóöåíòà ïîêà-
çàëî (ðèñ. 1, à), ùî åëàñòàçíà àêòèâí³ñòü Bacillus subtilis 1 çì³íþºòüñÿ â äè-
íàì³ö³ ðîñòó. Òàê, íà ïåðøó äîáó êóëüòèâóâàííÿ ïðè 12 oÑ åëàñòàçíà àê-
òèâí³ñòü â ñóïåðíàòàíò³ êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè íå âèÿâëåíà, ïðè òåìïåðà-
òóð³ 28 oÑ êóëüòèâóâàííÿ ïðîäóöåíòà åëàñòàçíà àêòèâí³ñòü áóëà íåçíà÷-
íîþ ³ ñêëàäàëà 4,68 îä/ìë, à ïðè 42 oÑ âîíà áóëà ìàêñèìàëüíîþ —
29,83 îä/ìë.
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Òàáëèöÿ
Øòàìè áàêòåð³é

Íîìåðè ñòàíö³é, ãëèáèíà, ãîðèçîíòè Øòàìè

ñò. 242, 1499 ì, 5—10 ñì Bacillus subtilis 1

ñò. 233, 1537 ì, 0—5 ñì Priestia megaterium 55

ñò. 242, 1499 ì, 15—20 ñì Bacillus licheniformis 249



Ïðè ïîäàëüøîìó êóëüòèâóâàíí³ B. subtilis 1, ïî÷èíàþ÷è ç äðóãî¿ äîáè,
ñïîñòåð³ãàëè åëàñòàçíó àêòèâí³ñòü ïðè âñ³õ òåìïåðàòóðàõ êóëüòèâóâàííÿ,
àëå íàéâèùîþ âîíà áóëà íà ÷åòâåðòó äîáó ïðè 28 oÑ (29,0 îä/ìë), òîáòî
ìàéæå íà ð³âí³ àêòèâíîñò³ ïðè 42 oÑ. Íà ï’ÿòó äîáó êóëüòèâóâàííÿ åëàñ-
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Ðèñ. 1. Âïëèâ òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ íà åëàñòàçíó àêòèâí³ñòü Bacillus subtilis 1
(à), Priestia megaterium 55 (á) ³ Bacillus licheniformis 249 (â)



òàçíà àêòèâí³ñòü áóëà íåçíà÷íîþ, ìàéæå îäíàêîâîþ ïðè âñ³õ äîñë³äæóâà-
íèõ òåìïåðàòóðàõ âèðîùóâàííÿ. Äîñë³äæåííÿ âïëèâó òåìïåðàòóðè êóëü-
òèâóâàííÿ íà ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü B. subtilis 1 ïîêàçàëî (ðèñ. 2,
à), ùî íà ïåðøó äîáó àêòèâí³ñòü íå áóëà âèÿâëåíà çà æîäíî¿ òåìïåðàòóðè
âèðîùóâàííÿ ïðîäóöåíòà. Ñèíòåç äîñë³äæóâàíîãî åíçèìó ïî÷èíàºòüñÿ ç
äðóãî¿ äîáè êóëüòèâóâàííÿ ïðîäóöåíòà ïðè 28 oÑ òà 42 oÑ, àëå íå ïðè 12 oÑ.
Ìàêñèìàëüíó ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü ñïîñòåð³ãàëè íà ÷åòâåðòó
äîáó êóëüòèâóâàííÿ ïðè 28 oÑ (16,6 îä/ ìë).

Âèâ÷åííÿ âïëèâó òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ íà êîëàãåíàçíó àêòèâ-
í³ñòü B. subtilis 1 ïîêàçàëî (ðèñ. 3, à), ùî ïðè 12 oÑ âîíà íå áóëà âèÿâëåíà â
ïðîöåñ³ êóëüòèâóâàííÿ â³ä ïåðøî¿ äî ï’ÿòî¿ äîáè. Ìàêñèìàëüíó êîëàãå-
íàçíó àêòèâí³ñòü ñïîñòåð³ãàëè ç äðóãî¿ ïî ÷åòâåðòó äîáó êóëüòèâóâàííÿ
ïðîäóöåíòà ïðè 28 oÑ, ð³âåíü ¿¿ áóâ îäíàêîâèé ³ ñêëàäàâ 0,42 îä/ìë. Íà ï’ÿ-
òó äîáó êóëüòèâóâàííÿ àêòèâí³ñòü çíèæóâàëàñü ìàéæå â 2 ðàçè ³ ñêëàäàëà
âñüîãî 0,2 îä/ìë.

Òàêèì ÷èíîì, ïîêàçàíî, ùî ëèøå åëàñòàçíà àêòèâí³ñòü B. subtilis 1
ïðè 42 oÑ áóëà äåùî á³ëüøîþ (29,8 îä/ìë), í³æ ïðè 28 oÑ (29,0 îä/ìë), â òîé
÷àñ ÿê ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà ³ êîëàãåíàçíà àêòèâí³ñòü áóëè ìàêñèìàëüíè-
ìè ïðè âèðîùóâàíí³ ïðîäóöåíòà ïðè 28 oÑ.

Ïðè âèâ÷åíí³ âïëèâó òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ íà åëàñòàçíó àê-
òèâí³ñòü Priestia megaterium 55 ïîêàçàíî (ðèñ. 1, á), ùî ¿¿ â³äì³÷àëè, ïî÷è-
íàþ÷è âæå ç ïåðøî¿ äîáè êóëüòèâóâàííÿ çà âñ³õ äîñë³äæóâàíèõ òåìïåðà-
òóð, ïðè÷îìó íàéá³ëüø ñïðèÿòëèâîþ, íåçàëåæíî â³ä äîáè âèðîùóâàííÿ,
áóëà òåìïåðàòóðà 28 oÑ. Íàéâèùó àêòèâí³ñòü ïðè äàí³é òåìïåðàòóð³ â³ä-
ì³÷àëè íà äðóãó äîáó êóëüòèâóâàííÿ (41,4 îä/ìë). Äåùî íèæ÷îþ áóëà àê-
òèâí³ñòü ïðè âèðîùóâàíí³ êóëüòóðè ïðè 42 oÑ (23 îä/ìë), à íàéíèæ÷îþ
(5,5 îä/ìë) — ïðè 12 oÑ.

Ìàêñèìàëüíà ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü P. megaterium 55 â³ä-
ì³÷àëàñü íà òðåòþ äîáó êóëüòèâóâàííÿ ïðè 12 oÑ (15 îä/ìë) (ðèñ. 2, á), ùî
çíà÷íî ïåðåâèùóâàëî àêòèâí³ñòü ïðè á³ëüø âèñîêèõ òåìïåðàòóðàõ êóëü-
òèâóâàííÿ ïðîäóöåíòà.

Òàê, ïðè 28 oÑ ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü áóëà ìàéæå â 4 ðàçè
íèæ÷îþ ³ ñêëàäàëà 4 îä/ìë, à ïðè òåìïåðàòóð³ êóëüòèâóâàííÿ 42 oÑ – áóëà
â 7,5 ðàçà ìåíøîþ ³ ñòàíîâèëà 2 îä/ìë.

Íà â³äì³íó â³ä ïîïåðåäíüî äîñë³äæåíîãî øòàìó, ðåçóëüòàòè âïëèâó
òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ íà êîëàãåíàçíó àêòèâí³ñòü P. megaterium 55
âèÿâèëèñü íàäçâè÷àéíî ö³êàâèìè (ðèñ. 3, â). Òàê, íà ïåðøó ³ ï’ÿòó äîáó êó-
ëüòèâóâàííÿ àêòèâí³ñòü íå áóëà âèÿâëåíà çà æîäíî¿ ç äîñë³äæóâàíèõ òåì-
ïåðàòóð. Ìàêñèìàëüíà êîëàãåíàçíà àêòèâí³ñòü áóëà âèÿâëåíà íà òðåòþ
äîáó êóëüòèâóâàííÿ ïðè 12 oÑ ³ ñêëàäàëà 0,25 îä/ìë. Ïðè çá³ëüøåíí³ òåì-
ïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ àêòèâí³ñòü ïðîïîðö³éíî çíèæóâàëàñü. Àíàëî-
ã³÷í³ ðåçóëüòàòè â³äì³÷àëè ³ íà äðóãó äîáó êóëüòèâóâàííÿ. Íà ÷åòâåðòó
äîáó êóëüòèâóâàííÿ êîëàãåíàçíà àêòèâí³ñòü áóëà äîâîë³ íèçüêîþ ³ âèÿâ-
ëåíà ëèøå ïðè 12 ³ 28 oÑ (0,05 îä/ìë).

Åëàñòàçíó, ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó ³ êîëàãåíàçíó àêòèâí³ñòü ó Bacillus li-
cheniformis 249 â³äì³÷àëè (ðèñ. 1, â, 2, â, 3, â), ïî÷èíàþ÷è ç ïåðøî¿ ïî ï’ÿòó
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äîáó êóëüòèâóâàííÿ çà âñ³õ äîñë³äæóâàíèõ òåìïåðàòóð. Íàéâèùîþ åëàñ-
òàçíà àêòèâí³ñòü (33,3 îä/ìë) áóëà íà ÷åòâåðòó äîáó êóëüòèâóâàííÿ ïðîäó-
öåíòà ïðè 28 oÑ (äèâ. ðèñ. 1, â). Äåùî íèæ÷îþ áóëà àêòèâí³ñòü ïðè âèðî-
ùóâàíí³ êóëüòóðè ÿê ïðè 42, òàê ³ ïðè 12 oÑ.
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Ðèñ. 2. Âïëèâ òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ íà ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü Bacillus
subtilis 1 (à), Priestia megaterium 55 (á) ³ Bacillus licheniformis 249 (â)



Äîñë³äæåííÿ âïëèâó òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ íà ô³áðèíîãåíî-
ë³òè÷íó àêòèâí³ñòü B. licheniformis 249 ïîêàçàëî (äèâ. ðèñ. 2, â), ùî 28 oÑ º
îïòèìàëüíèìè íåçàëåæíî â³ä äîáè êóëüòèâóâàííÿ. Ìàêñèìàëüíà ô³áðè-
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Ðèñ. 3. Âïëèâ òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ íà êîëàãåíàçíó àêòèâí³ñòü Bacillus subtilis
1 (à), Priestia megaterium 55 (á) ³ Bacillus licheniformis 249 (â)



íîãåíîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü áóëà âèÿâëåíà íà ÷åòâåðòó äîáó êóëüòèâóâàíÿ ³
ñòàíîâèëà 20 îä/ìë.

Ö³êàâèì âèÿâèâñÿ òîé ôàêò, ùî ïðè êóëüòèâóâàíí³ B. licheniformis 249
ïðè 12 oÑ ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü áóëà âèùîþ, í³æ ïðè 42 oÑ, ³ ¿¿
ìàêñèìàëüíèé ð³âåíü ñòàíîâèâ 15 îä/ìë íà òðåòþ äîáó âèðîùóâàííÿ ïðî-
äóöåíòà.

Äåùî ³íøó êàðòèíó ñïîñòåð³ãàëè ïðè àíàë³ç³ êîëàãåíàçíî¿ àêòèâíîñò³
B. licheniformis 249 (ðèñ. 3, â). ¯¿ ìàêñèìàëüíà àêòèâí³ñòü â³äì³÷àëàñü íà
òðåòþ — ÷åòâåðòó äîáó êóëüòèâóâàííÿ ïðè 42 oÑ ³ äîñÿãàëà 0,85 îä/ìë, ùî
çíà÷íî ïåðåâèùóâàëî ïîêàçíèêè êîëàãåíàçíî¿ àêòèâíîñò³ äëÿ B. subtilis 1
(0,42 îä/ìë) òà P. megaterium 55 (0,25 îä/ìë).

Ïðè 28 oÑ âèðîùóâàííÿ ïðîäóöåíòà àêòèâí³ñòü áóëà äåùî íèæ÷îþ ³
ñòàíîâèëà 0,62 îä/ìë íà òðåòþ äîáó êóëüòèâóâàííÿ òà 0,25 îä/ìë — íà ÷åò-
âåðòó äîáó. Ñèíòåç åíçèìà ïî÷èíàâñÿ ç äðóãî¿ äîáè êóëüòèâóâàíí³ B. liche-
niformis 249 ³ ëèøå ì³í³ìàëüí³ ð³âí³ êîëàãåíàçíî¿ àêòèâíîñò³ ñïîñòåð³ãàëè
ïðè âèðîùóâàíí³ ïðîäóöåíòà ïðè 12 oÑ.

Òàêèì ÷èíîì, òåìïåðàòóðà êóëüòèâóâàííÿ ì³êðîîðãàí³çì³â â³ä³ãðàº
ñóòòºâó ðîëü äëÿ äîñÿãíåííÿ ìàêñèìàëüíîãî ñèíòåçó ïðîòåîë³òè÷íèõ åí-
çèì³â. Âèçíà÷åííÿ îïòèìàëüíî¿ òåìïåðàòóðè âèðîùóâàííÿ äîçâîëÿº
çá³ëüøèòè àêòèâí³ñòü åíçèì³â ç åëàñòàçíîþ, ô³áðèíîãåíîë³òè÷íîþ ³ êîëà-
ãåíàçíîþ ä³ºþ. Ïîêàçàíî, ùî äèíàì³êà ñèíòåçó åíçèì³â ó ð³çíèõ øòàì³â çà
ð³çíèõ òåìïåðàòóð ñóòòºâî â³äð³çíÿºòüñÿ.

Îáãîâîðåííÿ ðåçóëüòàò³â äîñë³äæåíü

Ïðîòÿãîì ì³ëüÿðä³â ðîê³â îêåàí º äæåðåëîì æèòòÿ íà Çåìë³, îñê³ëüêè
â³í ì³ñòèòü íàéá³ëüøó ê³ëüê³ñòü ñåðåäîâèù ³ñíóâàííÿ, â ÿêèõ ïðîæèâàº
á³ëüø³ñòü ôîðì æèòòÿ. Àëå, íåçâàæàþ÷è íà áåçïåðå÷íó ñï³ëüí³ñòü á³î-
ëîã³÷íèõ, ó òîìó ÷èñë³ ³ ì³êðîá³îëîã³÷íèõ ïðîöåñ³â, ùî ïðîò³êàþòü íà âñ³é
ïëàíåò³, á³îöåíîçè Ñâ³òîâîãî îêåàíó ³ñòîòíî â³äð³çíÿþòüñÿ ÿê â³ä ïð³ñíî-
âîäíèõ, òàê ³ â³ä íàçåìíèõ. Öå îáóìîâëåíî òèì, ùî âîíè ïåðåáóâàþòü ï³ä
âïëèâîì òàêèõ åêñòðåìàëüíèõ óìîâ, ÿê ãëèáîêîâîäí³ ã³äðîòåðìàëüí³
äæåðåëà, íàäçâè÷àéíà ñîëîí³ñòü, òèñê, íèçüê³ òåìïåðàòóðè. Êîíêóðåíö³ÿ
ì³æ ì³êðîîðãàí³çìàìè çà ïðîñò³ð ³ ïîæèâí³ ðå÷îâèíè â ìîðñüêîìó ñåðå-
äîâèù³ º ïîòóæíîþ ñåëåêòèâíîþ ñèëîþ, ÿêà ïðèçâåëà äî åâîëþö³¿, ÿêà
ï³äøòîâõíóëà ìîðñüê³ ì³êðîîðãàí³çìè äî ñòâîðåííÿ ð³çíîìàí³òíèõ ôåð-
ìåíòíèõ ñèñòåì äëÿ àäàïòàö³¿ äî ñêëàäíîãî ìîðñüêîãî ñåðåäîâèùà [13].
Òîìó âëàñòèâîñò³ åíçèì³â, ÿê³ ïðîäóêóþòüñÿ ìîðñüêèìè ì³êðîîðãàí³çìà-
ìè, ìîæóòü çíà÷íî â³äð³çíÿòèñÿ â³ä íàçåìíèõ. Îñê³ëüêè âèâ÷åí³ øòàìè
ì³êðîîðãàí³çì³â áóëè âèä³ëåí³ ³ç ãëèáîêîâîäíèõ â³äêëàä³â ×îðíîãî ìîðÿ,
äå òåìïåðàòóðà ñòàíîâèòü +5 oÑ, âàæëèâî áóëî âèâ÷èòè, ÿê òåìïåðàòóðà
âèðîùóâàííÿ ìîæå âïëèíóòè íà àêòèâí³ñòü äîñë³äæóâàíèõ åíçèì³â. Õî÷à
äîñë³äæóâàí³ êóëüòóðè áóëè âèä³ëåí³ ìàéæå ç îäíàêîâî¿ ãëèáèíè: B. subti-
lis 1 òà B. licheniformis 249 — 1499 ì, Priestia megaterium 55 — 1537 ì, ñóïåð-
íàòàíòè ¿õí³õ êóëüòóðàëüíèõ ð³äèí ïðîÿâëÿëè ð³çíó åíçèìàòè÷íó àêòèâ-
í³ñòü ÿê â çàëåæíîñò³ â³ä òåìïåðàòóðè, òàê ³ â äèíàì³ö³ ðîñòó. Òàê, ÿêùî
äëÿ B. subtilis 1 íàéá³ëüøà åëàñòàçíà àêòèâí³ñòü áóëà ìàéæå îäíàêîâîþ
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ïðè 42 ³ 28 oÑ (ïåðøà òà ÷åòâåðòà äîáà êóëüòèâóâàííÿ, 29,83 ³ 29,0 îä/ìë,
â³äïîâ³äíî), ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà òà êîëàãåíàçíà — ïðè 28 oÑ (÷åòâåðòà òà
ç äðóãî¿ ïî ÷åòâåðòó äîáó, 16,6 òà 0,42 îä/ìë, â³äïîâ³äíî), òî äëÿ P. megate-
rium 55 ëèøå äëÿ åëàñòàçíî¿ àêòèâíîñò³ îïòèìàëüíîþ áóëà òåìïåðàòóðà
28 oÑ (äðóãà äîáà, 41,4 îä/ìë), â òîé ÷àñ ÿê äëÿ ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ òà êî-
ëàãåíàçíî¿ àêòèâíîñò³ îïòèìàëüíîþ âèÿâèëàñü òåìïåðàòóðà 12 oÑ (òðåòÿ
òà òðåòÿ äîáà êóëüòèâóâàííÿ, 15,0 òà 0,25 îä/ìë, â³äïîâ³äíî). B. lichenifor-
mis 249 â³äð³çíÿºòüñÿ â³ä âèùåîïèñàíèõ øòàì³â òèì, ùî äëÿ éîãî êîëàãå-
íàçíî¿ àêòèâíîñò³ îïòèìàëüíîþ âèÿâèëàñü òåìïåðàòóðà 42 oÑ (òðåòÿ –
÷åòâåðòà äîáà, 0,85 îä/ìë), â òîé ÷àñ ÿê äëÿ åëàñòîë³òè÷íî¿ òà ô³áðèíîãå-
íîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ — 28 oÑ (÷åòâåðòà äîáà, 33,3 îä/ìë òà ÷åòâåðòà äîáà,
20 îä/ìë, â³äïîâ³äíî).

Ï³äâèùåííÿ àêòèâíîñò³ åíçèì³â, îäåðæàíèõ ç êóëüòóð, ùî âèðîùåí³
çà íèçüêèõ òåìïåðàòóð, ìîæíà ðîçãëÿäàòè ÿê îäèí ç ìåõàí³çì³â àäàïòàö³¿
îðãàí³çìó äî óìîâ íàâêîëèøíüîãî ñåðåäîâèùà. Â òîé ÷àñ ÿê çíèæåííÿ àê-
òèâíîñò³ ïðè ï³äâèùåíí³ òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ ïîâ’ÿçàíå ç³ çá³ëü-
øåííÿì øâèäêîñò³ äåíàòóðàö³¿ ïîçàêë³òèííîãî åíçèìó âæå ï³ä ÷àñ êóëü-
òèâóâàííÿ. Ðàçîì ç òèì äåÿê³ åíçèìè ìîæóòü ïðîÿâëÿòè àêòèâí³ñòü ïðè
êóëüòèâóâàíí³ øòàìó-ïðîäóöåíòà ÿê çà âèñîêèõ, òàê ³ çà íèçüêèõ òåìïåðà-
òóð. Îäåðæàí³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü, ùî îñîáëèâîñò³ äîñë³äæåíèõ øòàì³â
çàëåæàòü â³ä âëàñòèâîñòåé åíçèì³â, çîêðåìà ¿õíüî¿ ñòðóêòóðíî¿ îðãàí³çà-
ö³¿.

Ðîáîòè, ïðèñâÿ÷åí³ äîñë³äæåííÿì âïëèâó òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàí-
íÿ íà ïðîÿâ àêòèâíîñò³ ïðîòåîë³òè÷íèõ åíçèì³â ìîðñüêèõ ì³êðîîðãà-
í³çì³â, íà ñüîãîäí³ â ë³òåðàòóð³ ìàéæå â³äñóòí³. Ðàçîì ç òèì äåÿê³ àâòîðè
[5] ïîêàçàëè, ùî ó ñõ³äí³é ÷àñòèí³ ²íä³éñüêîãî îêåàíó ÷åðåç çì³íó òåìïå-
ðàòóðè âîäè, ñîëîíîñò³ ³ ð³âíÿ ôîñôàò³â ñïîñòåð³ãàþòüñÿ çì³íè â ì³êðîá-
íîìó ð³çíîìàí³òò³ äîííèõ îñàä³â. Äåâ’ÿòü ð³çíèõ êóëüòóð ç ìîðñüêèõ çðàç-
ê³â ²íä³éñüêîãî îêåàíó, çäàòíèõ ðîñòè â ïðèñóòíîñò³ 10 % NaCl, áóëè
âèä³ëåí³ àâòîðàìè [5]. Îïòèìàëüíîþ äëÿ ¿õíüîãî ðîñòó áóëà òåìïåðàòóðà
30 oC, pH ñåðåäîâèùà 7,0—8,0. Æîäíà ç êóëüòóð íå çäàòíà áóëà ðîñòè ïðè
òåìïåðàòóð³ âèùå 45 oC ³ íèæ÷å 15 oC. Áåçêë³òèííèé åêñòðàêò ëèøå îäí³º¿
êóëüòóðè, ÿêà íàëåæèòü äî ðîäó Marinobacter MBRI 7, ïðîÿâëÿâ ïðîòåî-
ë³òè÷íó àêòèâí³ñòü. Âèÿâëåíî, ùî îïòèìàëüíà òåìïåðàòóðà òà pH äëÿ àê-
òèâíîñò³ ñòàíîâèëè 40 oC òà 7,0 â³äïîâ³äíî. Íåî÷èùåíèé ôåðìåíò áóâ
ñòàá³ëüíèì çà òåìïåðàòóðè 30—80 oC ³ pH 5,0—9,0. Â³í çáåð³ãàâ 60 % àê-
òèâíîñò³ ïðè âèòðèìóâàíí³ ïðè 80 oC ïðîòÿãîì 4 ãîä òà ïîíàä 70 % àêòèâ-
íîñò³ — çà 70 oC ÷åðåç 1 ãîä. Ö³êàâî, ùî ôåðìåíò çáåð³ãàâ 50 % àêòèâíîñò³
ïðè pH 9,0 ïðîòÿãîì 1 ãîä. Ïîð³âíÿííÿ ç ³íøèìè ïðîòåàçàìè ç ð³çíèõ
ì³êðîáíèõ äæåðåë äàëî ìîæëèâ³ñòü àâòîðàì ïðèïóñòèòè, ùî íåéòðàëüíà
ïðîòåàçà ç ãàëîòîëåðàíòíîãî ìîðñüêîãî ³çîëÿòó Marinobacter MBRI 7 º íî-
âèì ôåðìåíòîì ç âèñîêîþ òåðìîñòàá³ëüí³ñòþ.

Òàêîæ ëèøå â îäíîãî ç 33 áàêòåð³àëüíèõ ³çîëÿò³â, âèä³ëåíèõ ç ìîðñü-
êèõ á³îòîï³â íà î. Ê³íã-Äæîðäæ (Àíòàðêòèäà), áóëà âèÿâëåíà âèñîêà ïðî-
òåîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü [13]. Öåé ³çîëÿò áóâ ³äåíòèô³êîâàíèé ÿê Pseudoalte-
romonas sp. P96-47. Îïòèìàëüíîþ òåìïåðàòóðîþ éîãî ðîñòó áóëî 20 oC, à
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ñèíòåçó ïðîòåàçè — 15 oC. Ïðîòåàçè áóëè î÷èùåí³ ç êóëüòóðàëüíîãî ñó-
ïåðíàòàíòà Pseudoalteromonas sp. P96-47 ³ ïîêàçàíî, ùî âîíè ïðåäñòàâëÿ-
þòü íåéòðàëüí³ ìåòàëîïðîòåàçè, îïòèìóì ä³¿ ÿêèõ ñòàíîâèâ 45 oC. ¯õíÿ
ñòàá³ëüí³ñòü áóëà âèùîþ ïðè íåéòðàëüíîìó çíà÷åíí³ pH ³ á³ëüøå 80% àê-
òèâíîñò³ çáåð³ãàëîñü ïðè pH 6—10 ï³ñëÿ 3 ãîä ³íêóáàö³¿ çà 4 oC. Ï³ñëÿ 90 õâ
³íêóáàö³¿ ïðè 40 ³ 50 oC ÷àñòêà çàëèøêîâî¿ àêòèâíîñò³ ñòàíîâèëà â³ä-
ïîâ³äíî 78 ³ 44%.

Òàêèì ÷èíîì, ìîðñüê³ ì³êðîáí³ ïðîòåàçè ìîæóòü áóòè ïåðñïåêòèâ-
íèìè äëÿ ïîäàëüøîãî ïðîìèñëîâîãî çàñòîñóâàííÿ.

Âèñíîâêè

Â ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåíèõ äîñë³äæåíü ùîäî âïëèâó òåìïåðàòóðè êóëü-
òèâóâàííÿ íà àêòèâí³ñòü ïðîòåîë³òè÷íèõ åíçèì³â âñòàíîâëåíî, ùî: 1)
P. megaterium 55 º íàéêðàùèì ïðîäóöåíòîì åëàñòîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³
(41,4 îä/ìë), ÿêèé ïðîÿâëÿº ¿¿ íà ÷åòâåðòó äîáó êóëüòèâóâàííÿ ïðè 28 oÑ;
2) B. licheniformis 249 ïðîÿâëÿº íàéâèùó êîëàãåíàçíó àêòèâí³ñòü
(0,85 îä/ìë) ïðè òåìïåðàòóð³ 42 oÑ (òðåòÿ òà ÷åòâåðòà äîáà êóëüòèâóâàííÿ)
òà ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü (20 îä/ìë) ïðè òåìïåðàòóð³ 28 oÑ (÷åò-
âåðòà äîáà êóëüòèâóâàííÿ). Çíà÷íèé òåîðåòè÷íèé ³íòåðåñ ïðåäñòàâëÿº
âñòàíîâëåíà çäàòí³ñòü P. megaterium 55 ïðîÿâëÿòè ìàêñèìàëüíó ô³áðèíî-
ãåíîë³òè÷íó (15,0 îä/ìë) òà êîëàãåíàçíó (0,25 îä/ìë) àêòèâí³ñòü ïðè òåì-
ïåðàòóð³ 12 oÑ íà òðåòþ äîáó êóëüòèâóâàííÿ.
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INFLUENCE OF CULTIVATION TEMPERATURE ON THE ACTIVITY OF
PROTEOLITIC ENZYMES OF BACTERIA ISOLATED FROM THE DEEP-WATER

BOTTOM SEDIMENTS OF THE BLACK SEA

It was determined, that the temperature of cultivation of producers plays a significant
role in achieving maximum elastase, fibrinogenolytic and collagenase activity of the studi-
ed strains of Bacillus subtilis 1, Priestia megaterium 55, Bacillus licheniformis 249, isolated
from deep-water bottom sediments of the Black Sea. It is shown that the dynamics of enzy-
me synthesis in different strains at different temperatures is different.

Key words: bacteria, isolated from deep-sea bottom sediments of the Black Sea, cultiva-
tion temperature, elastolytic, fibrinogenolytic, collagenase activity.
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