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ÇÄÀÒÍ²ÑÒÜ ÁÀÊÒÅÐ²É ×ÎÐÍÎÃÎ ÌÎÐß
Ã²ÄÐÎË²ÇÓÂÀÒÈ Ô²ÁÐÈÍ, Ô²ÁÐÈÍÎÃÅÍ ÒÀ

ÊÎËÀÃÅÍ

Â ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåíèõ äîñë³äæåíü ùîäî âèâ÷åííÿ çäàòíîñò³ åêçîïðîòåàç ñó-
ïåðíàòàíò³â êóëüòóðàëüíèõ ð³äèí áàêòåð³é, âèä³ëåíèõ ³ç äîííèõ îñàä³â ×îðíîãî
ìîðÿ, ã³äðîë³çóâàòè ô³áðèí, ô³áðèíîãåí òà êîëàãåí, â³ä³áðàíî àêòèâí³ ïðîäóöåíòè
Bacillus subtilis 248 òà Bacillus subtilis 231. Ïîêàçàíî, ùî ¿õ ÷àñòêîâî î÷èùåí³ åíçèìí³
ïðåïàðàòè â³äð³çíÿëèñÿ çà ô³çèêî-õ³ì³÷íèìè âëàñòèâîñòÿìè. Òàê, ô³áðèí(îãåí)îë³-
òè÷íà àêòèâí³ñòü B. subtilis 248 ìàº ðÍ îïòèìóì 9,0, à òåðìîîïòèìóì ô³áðèíîãå-
íîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ — 4—20 oÑ, â òîé ÷àñ ÿê ô³áðèíîë³òè÷íî¿ — 15—20 oÑ.
×àñòêîâî î÷èùåíèé åíçèìíèé ïðåïàðàò B. subtilis 231 ìàº äâà ðÍ îïòèìóìà ô³á-
ðèí(îãåí)îë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ — 7,0 òà 11,0, à òåðìîîïòèìóì — 37 oÑ. Âñòàíîâëå-
íî, ùî Bacillus subtilis 248 òà Bacillus subtilis 231, ìîæóòü áóòè ïåðñïåêòèâíèìè äëÿ
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ïîäàëüøèõ íàóêîâèõ äîñë³äæåíü ÿê ïðîäóöåíòè ïðîòåàç çα/β/γ -ô³áðèíîãåíàçíîþ òà
α/β-ô³áðèíàçíîþ àêòèâí³ñòþ.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: åíçèìè ìîðñüêèõ ì³êðîîðãàí³çì³â, åêçîïðîòåàçè, ô³áðèí(îãåí)î-
ë³òè÷íà, êîëàãåíàçíà àêòèâí³ñòü.

Ìîðÿ òà îêåàíè, íå ìåíø, í³æ ïð³ñí³ âîäîéìè, ïðèäàòí³ äëÿ ïðîæè-
âàííÿ ì³êðîîðãàí³çì³â, ÿê³ ïðèñòîñóâàëèñÿ äî òàêèõ åêñòðåìàëüíèõ óìîâ,
ÿê ñîëîí³ñòü, âèñîêèé òèñê, íèçüêà òåìïåðàòóðà òà ñïåöèô³÷íå îñâ³òëåí-
íÿ. Ö³ ôàêòîðè ñòèìóëþþòü ðîçâèòîê óí³êàëüíèõ ì³êðîîðãàí³çì³â ç íå-
çâè÷àéíèìè âëàñòèâîñòÿìè òà ãåíåòè÷íèìè àäàïòàö³ÿìè. Â ìîðñüêîìó
ñåðåäîâèù³ çóñòð³÷àþòüñÿ ð³çíîìàí³òí³ âèäè, áàãàòî ç ÿêèõ íå ìàþòü íà-
çåìíèõ àíàëîã³â. Òîìó îäåðæàííÿ á³îëîã³÷íî àêòèâíèõ ñïîëóê íîâèõ
ñòðóêòóðíèõ òèï³â, à òàêîæ âèÿâëåííÿ âèñîêîïðîäóêòèâíèõ ïðîäóöåíò³â
òàêèõ ñïîëóê, ÿê åíçèìè ìîðñüêèõ ì³êðîîðãàí³çì³â, ïðîäîâæóþòü çíàõî-
äèòèñÿ â öåíòð³ ³íòåðåñ³â äîñë³äíèê³â, ÿê³ íà ñüîãîäí³ âèä³ëèëè òà îõàðàê-
òåðèçóâàëè ðÿä åíçèì³â. Ãîëîâíèì ÷èíîì, öå ãë³êîçèäàçè, çäàòí³ ã³äðî-
ë³çóâàòè ñêëàäí³ ïîë³ñàõàðèäè, ùî çíàõîäÿòüñÿ â ìîðñüêîìó ñåðåäîâèù³,
òàê³ ÿê ïîë³ñàõàðèäè âîäîðîñòåé, êðîõìàëü, öåëþëîçà, ë³ãí³í, ïåêòèí,
êñèëàí, òà ³íø³ [14, 20]. Ùî ñòîñóºòüñÿ ïðîòåîë³òè÷íèõ åíçèì³â ð³çíî¿ ñïå-
öèô³÷íîñò³, òî íàéá³ëüø âèâ÷åíèìè ÿâëÿþòüñÿ ô³áðèíîë³òè÷í³ åíçèìè
ðÿäó âèä³â ì³êðîîðãàí³çì³â [1—6], äåùî ìåíøå äîñë³äæåí³ ïðîäóöåíòè
êîëàãåíàç [18, 23] òà ô³áðèíîãåíàç [5, 21]. Åêçîïðîòåàçè, çîêðåìà ç êîëàãå-
íàçíîþ òà ô³áðèí(îãåí)îë³òè÷íîþ àêòèâí³ñòþ, ùî ïðîäóêóþòüñÿ ìîðñü-
êèìè áàêòåð³ÿìè, â³ä³ãðàþòü êëþ÷îâó ðîëü ó âîäíèõ åêîñèñòåìàõ. Ö³ ôåð-
ìåíòè ðîçùåïëþþòü á³ëêè, òàê³ ÿê ô³áðèí, ô³áðèíîãåí òà êîëàãåí, ÿê³
ïîò³ì âèêîðèñòîâóþòüñÿ ³íøèìè ì³êðîîðãàí³çìàìè ÿê äæåðåëî ¿æ³. Åê-
çîïðîòåàçè òàêîæ âïëèâàþòü íà äîñòóïí³ñòü ïîæèâíèõ ðå÷îâèí äëÿ ô³òî-
³ çîîïëàíêòîíó, ùî º îñíîâîþ õàð÷îâèõ ëàíöþã³â ó âîäíèõ ñåðåäîâèùàõ
[9]. Äîñë³äæåííÿ á³îõ³ì³÷íèõ õàðàêòåðèñòèê ïðîòåîë³òè÷íèõ ôåðìåíò³â,
óìîâ ¿õ åêñïðåñ³¿ òà âïëèâó íà åêîëîã³÷í³ ïðîöåñè ìàþòü çíà÷åííÿ äëÿ ðî-
çóì³ííÿ äèíàì³êè âîäíèõ ñåðåäîâèù [11].

Íåîáõ³äíî â³äì³òèòè, ùî âñ³ â³äîì³ íà ñüîãîäí³ ïðîäóöåíòè âèùåâêà-
çàíèõ ïðîòåîë³òè÷íèõ åíçèì³â ãîëîâíèì ÷èíîì âèä³ëåí³ ³ç àêâàòîð³¿ Òè-
õîãî îêåàíó òà áëèçüêî ðîçòàøîâàíèõ ìîð³â, çîêðåìà òàêèõ, ÿê Ï³âäåí-
íî-Êèòàéñüêå, Ñõ³äíî-Êèòàéñüêå. Ðàçîì ç òèì äæåðåëà ôåðìåíò³â ³ç ³í-
øèõ ìîðñüêèõ ñåðåäîâèù äîñë³äæåíî çíà÷íî ìåíøå. Òàê, ëèøå ïîîäè-
íîê³ ïðîäóöåíòè âèä³ëåí³ ç Àíòàðêòèêè òà ²íä³éñüêîãî îêåàíó. Ðàí³øå
[12] íàìè â ðåçóëüòàò³ ñêðèí³íãó 20 øòàì³â áàêòåð³é, âèä³ëåíèõ ³ç äîííèõ
îñàä³â ×îðíîãî ìîðÿ, áóëè â³ä³áðàí³ 8 øòàì³â, ÿê³ áóëè åôåêòèâíèìè ïî
â³äíîøåííþ äî ô³áðèíó, ô³áðèíîãåíó ³ êîëàãåíó.

Äîñë³äæåííÿ åíçèì³â ç ô³áðèíîë³òè÷íîþ àêòèâí³ñòþ º ïåðñïåêòèâ-
íèìè ç îãëÿäó íà ¿õíº ìîæëèâå âèêîðèñòàííÿ äëÿ òðîìáîë³çèñó. Ïîÿñ-
íþºòüñÿ öå òèì, ùî ñàìå ô³áðèíîãåí, ïåðåòâîðþþ÷èñü íà ô³áðèí, íàáó-
âàº çäàòíîñò³ äî ïîë³ìåðèçàö³¿ ³ ñêëàäàº îñíîâó êðîâ’ÿíîãî çãóñòêó —
òðîìáó. Çà óìîâ àäðåñíî¿ äîñòàâêè ïðîòå¿íàç äî çîíè âíóòð³øíüîñóäèí-
íîãî òðîìáîóòâîðåííÿ, òàê³ åíçèìè ìîæóòü åôåêòèâíî òà øâèäêî ðóéíó-
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âàòè ô³áðèíîâó îñíîâó òðîìáó, çàáåçïå÷óþ÷è ðåîêëþç³þ. Ä³ÿ ô³áðèíîãå-
íîë³òè÷íèõ åíçèì³â ðîçãëÿäàºòüñÿ ÿê ñïîñ³á çíèæåííÿ ó ïëàçì³ êðîâ³
êîíöåíòðàö³¿ ô³áðèíîãåíó, çäàòíîãî äî ïîë³ìåðèçàö³¿. ×àñòêîâî ã³äðî-
ë³çîâàíèé ñïåöèô³÷íèìè ïðîòå¿íàçàìè ô³áðèíîãåí íå åë³ì³íóâàòèìåòü-
ñÿ, ÿê ïðîäóêòè ã³äðîë³çó ïëàçì³íîì, à öèðêóëþâàòèìå ó êðîâîòîö³, õî÷à é
ìàòèìå ìåíøèé ïðîêîàãóëÿíòíèé ïîòåíö³àë [7, 8, 15, 16]. Îêð³ì òîãî, åí-
çèìè, çäàòí³ ã³äðîë³çóâàòè ô³áðèíîãåí, ìîæóòü ñòàòè ³íñòðóìåíòàìè äîñ-
ë³äæåíü ñòðóêòóðè òà ôóíêö³é ö³º¿ ìîëåêóëè, áóäó÷è âèêîðèñòàíèìè äëÿ
îòðèìàííÿ ÷àñòêîâî ã³äðîë³çîâàíèõ ôðàãìåíò³â ô³áðèíîãåíó òà äëÿ îö³í-
êè äîñòóïíîñò³ òèõ ÷è ³íøèõ ä³ëÿíîê ìîëåêóëè ä³¿ ïðîòå¿íàç [21].

Ï³äâèùåíó óâàãó äîñë³äíèê³â â îñòàíí³ ðîêè ïðèâåðòàþòü òàêîæ ìîð-
ñüê³ ïðîäóöåíòè êîëàãåíàç, çäàòíèõ äåãðàäóâàòè òàê³ êîìïîíåíòè ìîðñü-
êèõ îðãàí³çì³â, ÿê øê³ðà, ëóñêà, ê³ñòêè, ñóõîæèëëÿ, çóáè, ÿê³ º äæåðåëàìè
êîëàãåíó. Êîëàãåíè ÿâëÿþòüñÿ íàéá³ëüø ïîøèðåíèìè ïðîòå¿íàìè ó âñ³õ
âèùèõ îðãàí³çì³â, âêëþ÷àþ÷è ìîðñüê³ òâàðèíè. Â³äñóòí³ñòü çíàíü ùîäî
ìîðñüêèõ êîëàãåíîë³òè÷íèõ ïðîòåàç º âåëèêîþ ïåðåøêîäîþ äëÿ ç’ÿñóâàí-
íÿ ìåõàí³çìó äåãðàäàö³¿ ìîðñüêîãî êîëàãåíó. Ðàçîì ç òèì, ì³êðîáí³ êîëà-
ãåíàçè ìîæóòü áóòè âèêîðèñòàí³ äëÿ ïðîäóêö³¿ íîâèõ êîëàãåíîâèõ ïåï-
òèä³â, ÿê ôóíêö³îíàëüíèõ õàð÷îâèõ ³íãðåä³ºíò³â.

Òîìó ìåòîþ äàíî¿ ðîáîòè áóëî äîñë³äèòè çäàòí³ñòü åêçîïðîòåàç ñó-
ïåðíàòàíò³â êóëüòóðàëüíèõ ð³äèí áàêòåð³é, âèä³ëåíèõ ³ç äîííèõ îñàä³â
×îðíîãî ìîðÿ, ã³äðîë³çóâàòè ô³áðèí, ô³áðèíîãåí òà êîëàãåí, à òàêîæ
îö³íèòè ô³çèêî-õ³ì³÷í³ âëàñòèâîñò³ òà ñóáñòðàòíó ñïåöèô³÷í³ñòü ÷àñòêî-
âî î÷èùåíèõ ïðåïàðàò³â åíçèì³â íàéá³ëüø ïåðñïåêòèâíèõ øòàì³â.

Ìàòåð³àë ³ ìåòîäèêà äîñë³äæåíü

Îá’ºêòàìè äîñë³äæåííÿ áóëè øòàìè Bacillus subtilis 1, Bacillus atro-
phaeus 08, Priestia megaterium 035, Priestia megaterium 116, Bacillus subtilis
231, Bacillus sp. Myco, Bacillus licheniformis 249, Bacillus subtilis 248, ÿê³ áóëè
âèä³ëåí³ ç äîííèõ â³äêëàä³â íà ãëèáèíàõ 1499, 888 òà 2080 ì ó ×îðíîìó
ìîð³, ç â³äïîâ³äíèõ ãîðèçîíò³â êåðí³â äîííèõ îñàä³â ç ³íòåðâàëîì 5 ñì
(òàáëèöÿ 1). Çðàçêè, ç ÿêèõ ³äåíòèô³êîâàíî øòàìè, áóëè â³ä³áðàí³ ï³ä ÷àñ
åêñïåäèö³¿ Ì 84/2 Áðåìåíñüêîãî óí³âåðñèòåòó íà êîðàáë³ «Ìåòåîð» ó áå-
ðåçí³ 2011 ð. òà ïåðåäàí³ äî Îäåñüêîãî íàö³îíàëüíîãî óí³âåðñèòåòó äëÿ
ì³êðîá³îëîã³÷íèõ äîñë³äæåíü Þ.Ï. Çàéöåâèì ³ Á.Ã. Àëåêñàíäðîâèì (²í-
ñòèòóò á³îëîã³¿ ìîðÿ ÍÀÍ Óêðà¿íè). Â³ä³áðàí³ øòàìè áóëè ³äåíòèô³êîâàí³
àâòîðàìè çà ñïåêòðàìè æèðíèõ êèñëîò çà äîïîìîãîþ àâòîìàòè÷íî¿ ñèñòå-
ìè ³äåíòèô³êàö³¿ Sherlock Microbial Identification System [3].

Êóëüòóðè Bacillus subtilis 1, Bacillus atrophaeus 08, Priestia megaterium
035, Priestia megaterium 116, Bacillus subtilis 231, Bacillus sp. Myco, Bacillus
licheniformis 249, Bacillus subtilis 248 âèðîùóâàëè ó ãëèáèííèõ óìîâàõ â
êîëáàõ Åðëåíìåéºðà (750 ìë), ÿê³ ì³ñòèëè 100 ìë ïîæèâíîãî ñåðåäîâèùà,
ïðè ïåðåì³øóâàíí³ 212 îá/õâ, ïðè òåìïåðàòóðè 28 oÑ. 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.

53

Çäàòí³ñòü áàêòåð³é ×îðíîãî ìîðÿ ã³äðîë³çóâàòè ô³áðèí, ô³áðèíîãåí òà êîëàãåí

ISSN 0375-8990. Ã³äðîá³îëîã³÷íèé æóðíàë. 2024. 60(4)



Á³îìàñó â³ää³ëÿëè öåíòðèôóãóâàííÿì ïðè 5000 g 45 õâ, ³ â ñóïåðíà-
òàíò³ êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè (ÑÊÐ) âèçíà÷àëè ïðîòåîë³òè÷í³ àêòèâíîñò³.

Âèçíà÷åííÿ ô³áðèí(îãåí)îë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ ïðîâîäèëè çà ìåòî-
äîì [1], âèêîðèñòîâóþ÷è ÿê ñóáñòðàò ô³áðèí(îãåí). Óòâîðåííÿ ïðîäóêò³â
ðîçùåïëåííÿ ô³áðèí(îãåí)ó âèì³ðþâàëè íà ñïåêòðîôîòîìåòð³ ÑÔ-26
ïðè 275 íì. Çà îäèíèöþ ô³áðèí(îãåí)îë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ ïðèéìàëè
òàêó ê³ëüê³ñòü åíçèìó, ÿêà ï³äâèùóº îïòè÷íó ãóñòèíó ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³
íà 0,01 çà 1 õâ.

Êîëàãåíàçíó àêòèâí³ñòü âèçíà÷àëè çà ìåòîäîì [16]. Ïðîäóêòè ðîç-
ùåïëåííÿ êîëàãåíó âèçíà÷àëè â ðåàêö³¿ ç í³íã³äðèíîì íà ñïåêòðîôîòî-
ìåòð³ ÑÔ-26 ïðè äîâæèí³ õâèë³ 600 íì. Çà îäèíèöþ êîëàãåíàçíî¿ àêòèâ-
íîñò³ ïðèéìàëè ê³ëüê³ñòü ìêìîëåé âèâ³ëüíåíîãî ëåéöèíó çà 1 õâ.

Çàãàëüíó ïðîòåîë³òè÷íó (êàçå¿íîë³òè÷íó) àêòèâí³ñòü âèçíà÷àëè çà ìå-
òîäîì Àíñîíà, ÿêèé áàçóºòüñÿ íà ê³ëüê³ñíîìó âèçíà÷åíí³ òèðîçèíó, ùî
óòâîðþºòüñÿ ï³ä ÷àñ ôåðìåíòàòèâíîãî ã³äðîë³çó êàçå¿íó ï³ä âïëèâîì äîñ-
ë³äæóâàíèõ ôåðìåíò³â [1].

Äëÿ âèä³ëåííÿ òà î÷èñòêè ô³áðèíîãåíó âèêîðèñòîâóâàëè ïëàçìó êðî-
â³ ëþäèíè [8]. Äî ïëàçìè êðîâ³ äîäàâàëè ïðè ïîñò³éíîìó ïåðåì³øóâàíí³
BaSO4 (30 ã íà ë ïëàçìè) äëÿ âèäàëåííÿ â³òàì³í Ê-çàëåæíèõ á³ëê³â. Ïëàçìó
ïåðåì³øóâàëè ïðîòÿãîì ãîäèíè. Ïîò³ì ïðîâîäèëè öåíòðèôóãóâàííÿ
ïëàçìè çà 1300 g âïðîäîâæ 10 õâ. Ïðîöåäóðó äîäàâàííÿ BaSO4 ïîâòîðþâà-
ëè äâ³÷³. Ïîò³ì íà âîäÿí³é áàí³ íàãð³âàëè ïëàçìó êðîâ³ íå á³ëüøå í³æ äî
27 oÑ ïðîòÿãîì 30 õâ ³ äîäàâàëè 1/10 â³ä çàãàëüíîãî îá’ºìó 1 Ì ãë³öèíîâî-
ãî áóôåðó, ðÍ 9,0 ³ ïðè ïîñò³éíîìó ïåðåì³øóâàíí³ ïîâ³ëüíî äîäàâàëè íå-
âåëèêèìè ïîðö³ÿìè 16 % Na2SO4. Îñàä, ùî óòâîðèâñÿ, â³ää³ëÿëè öåíòðè-
ôóãóâàííÿì (1300 g, 30 õâ) ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³, à äî ñóïåðíàòàíòó
äîäàâàëè ðîç÷èí 16 % Na2SO4, öåíòðèôóãóâàëè ïðè 1300 g ïðîòÿãîì 30 õâ
çà òåìïåðàòóðè 10—15 oÑ ³ îäåðæóâàëè îñàä ô³áðèíîãåíó. Îñàä ðîç÷èíÿ-
ëè ó 0,2 Ì NaCl. Ïîò³ì ô³áðèíîãåí ïåðåîñàäæóâàëè çà äîïîìîãîþ ð³âíîãî
îá’ºìó 16 % Na2SO4. Äàë³ ïåðåîñàäæåíèé ô³áðèíîãåí ðîç÷èíÿëè ïðè ê³ì-
íàòí³é òåìïåðàòóð³ ó 0,15 Ì NaCl ³ çáåð³ãàëè ïðè —20 oÑ [15].
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Òàáëèöÿ 1
Øòàìè áàêòåð³é

Âèä, øòàì Íîìåð ñòàíö³é, ãëèáèíà, ãîðèçîíò

Bacillus subtilis 1 242, 1499, 5—10

Bacillus atrophaeus 08 242, 1499, 10—15

Priestia megaterium 035 258, 888, 30—35

Priestia megaterium 116 269, 2080, 0—5

Bacillus subtilis 231 258, 888, 5—10

Bacillus sp. Myco 242, 1499, 15—20

Bacillus licheniformis 249 258, 888, 0—5

Bacillus subtilis 248 242, 1499, 15—20



Ïðîòåîë³ç ô³áðèí(îãåí)ó òà êîëàãåíó ïðîâîäèëè çà ê³íöåâî¿ êîíöåíò-
ðàö³¿ ïðîòå¿í³â 2 ìã/ìë â 0,05 Ì òðèñ-ÍÑl áóôåð³, ðÍ 7,4, ÿêèé ì³ñòèâ
0,13 Ì NaCl, à òàêîæ ñóïåðíàòàíòè êóëüòóðàëüíèõ ð³äèí äîñë³äæóâàíèõ
êóëüòóð áàêòåð³é, çà òåìïåðàòóðè 37 oÑ. Ðåàêö³þ ã³äðîë³çó çóïèíÿëè äîäà-
âàííÿì áóôåðó äëÿ çðàçê³â, ùî ì³ñòèâ β-ìåðêàïòîåòàíîë, òà íàñòóïíèì
êèï’ÿò³ííÿì îòðèìàíî¿ ñóì³ø³.

Äëÿ äîñë³äæåííÿ ã³äðîë³çó ô³áðèíó ñóïåðíàòàíòàìè êóëüòóðàëüíèõ
ð³äèí âèêîðèñòîâóâàëè: áóôåðíèé ðîç÷èí 0,05 Ì òðèñ-ÍÑl ðÍ 7,4 ç
0,13 Ì NaCl; ðîç÷èí ô³áðèíîãåíó â êîíöåíòðàö³¿ 6 ìã/ìë, ðîç÷èí òðîì-
á³íó ç àêòèâí³ñòþ 1,5 NIH/ìë òà ðîçáàâëåí³ â 100 ðàç³â ðîç÷èíè ñóïåðíà-
òàíò³â êóëüòóðàëüíèõ ð³äèí äîñë³äæóâàíèõ áàêòåð³é. Âíîñèëè ó ñêëÿí³
ïðîá³ðêè îäíàêîâ³ îá’ºìè ðîç÷èíó ô³áðèíîãåíó, ñóïåðíàòàíòè êóëüòóðà-
ëüíèõ ð³äèí òà òðîìá³íó. Ó êîíòðîëüíó ïðîáó çàì³ñòü ñóïåðíàòàíò³â êóëü-
òóðàëüíèõ ð³äèí âíîñèëè áóôåðíèé ðîç÷èí. Ðåàêö³éí³ ñóì³ø³ ³íêóáóâàëè
çà òåìïåðàòóðè 37 oÑ ïðîòÿãîì 1 ãîäèíè. Ó ïðèãîòîâàí³ çðàçêè äîäàâàëè
áóôåðíèé ðîç÷èí äëÿ åëåêòðîôîðåòè÷íèõ çðàçê³â ó ñï³ââ³äíîøåíí³ 1:1,
ùî ì³ñòèâ β-ìåðêàïòîåòàíîë.

Åëåêòðîôîðåç ó ïîë³àêð³ëàì³äíîìó ãåë³ çà ìåòîäîì Ëåìë³ [17] ïðîâî-
äèëè ç âèêîðèñòàííÿì òðèñ-ãë³öèíîâî¿ ñèñòåìè. Ðîçä³ëåííÿ ïðîòå¿í³â
ïðîâîäèëè ïðè ñèë³ ñòðóìó 19 ìÀ ó êîíöåíòðóþ÷îìó ³ 35 ìÀ äëÿ ðîç-
ïîä³ëüíîãî ãåë³â.

Ïðîÿâëåííÿ ãåëþ ïðîâîäèëè çàáàðâëåííÿì ó ôàðáóþ÷îìó ðîç÷èí³
(0,01 % ðîç÷èí Êóìàññ³ G-250 â 25 % ³çîïðîïàíîë³ òà 10 % îöòîâ³é êèñëîò³)
ïðîòÿãîì 15 õâèëèí. Äëÿ âèäàëåííÿ çàëèøê³â áàðâíèêà âèêîðèñòîâóâàëè
2—8 % ðîç÷èí îöòîâî¿ êèñëîòè.

Äëÿ âñòàíîâëåííÿ ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè á³ëê³â âèêîðèñòîâóâàëè ìàð-
êåðí³ ïðîòå¿íè («Thermo Fisher Scientific», ÑØÀ) (250, 130, 100, 70, 55, 35,
25, 15, 10 êÄa).

Ïðè ïðîâåäåíí³ åíçèì-åëåêòðîôîðåçó 12 % ÏÀÀÃ áóâ çàïîë³ìåðèçî-
âàíèé ó ïðèñóòíîñò³ 0,5 ìã/ìë ô³áðèíîãåíó. Ï³ñëÿ åëåêòðîôîðåçó, ïðîâå-
äåíîãî çà ìåòîäîì Ëåìë³, SDS âèäàëÿëè ç ãåëþ òðèðàçîâîþ ïðîìèâêîþ â
2,5 % ðîç÷èí³ òðèòîíó Õ-100 ïðîòÿãîì 30 õâ. Ïîò³ì ãåëü ³íêóáóâàëè ó
0,05 Ì òðèñ-ÍÑl ðÍ 7,4 ç 0,13 Ì NaCl ïðîòÿãîì 12 ãîä. Ãåëü çàáàðâëþâàëè
Coomassi R-250 òà ³äåíòèô³êóâàëè çîíè ïðîòåîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ çà ïî-
ëîæåííÿì íåçàáàðâëåíèõ ïëÿì íà ãåë³ [17].

Àíàëîã³÷íèì ÷èíîì ãîòóâàëè ãåëü, çàïîë³ìåðèçîâàíèé ç 0,5 ìã/ìë êî-
ëàãåíó. Äëÿ âèâ÷åííÿ ô³áðèíîë³òè÷íî¿ ä³¿ ìåòîäîì ãåëü-åëåêòðîôîðåçó â
ãåëü çàïîë³ìåðèçîâóâàëè ô³áðèíîãåí, à ï³ñëÿ â³äìèâêè SDS äîäàòêîâî
³íêóáóâàëè ïðîòÿãîì ãîäèíè ó 0,05 Ì òðèñ-ÍÑl ðÍ 7,4 ç 0,13 Ì NaCl ç
0,25 NIH/ìë òðîìá³íó.

Êîíöåíòðàö³þ á³ëêà âèçíà÷àëè çà ìåòîäîì Ëîóð³ [1]. ßê ñòàíäàðò âè-
êîðèñòîâóâàëè áè÷à÷èé ñèðîâàòêîâèé àëüáóì³í (1 ìã/ìë).

×àñòêîâî î÷èùåí³ ôåðìåíòí³ ïðåïàðàòè îäåðæóâàëè øëÿõîì îñàä-
æåííÿ ñóëüôàòîì àìîí³þ. Äî ñóïåðíàòàíòó êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè äîäàâà-
ëè ñóõó ñ³ëü (NH4)2SO4 äî ê³íöåâî¿ êîíöåíòðàö³¿ 90 %. Ñóì³ø âèòðèìóâàëè
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6 ãîä çà òåìïåðàòóðè 4 oÑ òà öåíòðèôóãóâàëè ïðè 5000 g 45 õâ. Îñàä çáèðà-
ëè, ðîç÷èíÿëè ó òðèêðàòíîìó îá’ºì³ 3 Ì ñóëüôàòó àìîí³þ.

Äîñë³äæåííÿ âïëèâó òåìïåðàòóðè òà ðÍ ñåðåäîâèøà ïðîâîäèëè â
³íòåðâàë³ òåìïåðàòóð â³ä 4 äî 80 oÑ òà ðÍ â³ä 3,0 äî 12,0, îñòàíí³é ñòâîðþ-
âàëè 0,05 Ì óí³âåðñàëüíèì ôîñôàòíèì áóôåðîì.

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

Â ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåíîãî íàìè ðàí³øå [12] ñêðèí³íãó ñåðåä áàêòåð³é,
âèä³ëåíèõ ³ç äîííèõ îñàä³â ç ð³çíèõ ãëèáèí ×îðíîãî ìîðÿ, áóëî â³ä³áðàíî
8 øòàì³â, ÿê³ ïðîÿâëÿëè íàéá³ëüøó àêòèâí³ñòü (òàáë. 2) ïî â³äíîøåííþ äî
ô³áðèíîãåíó, ô³áðèíó òà êîëàãåíó.

Çäàòí³ñòü ñóïåðíàòàíò³â êóëüòóðàëüíèõ ð³äèí äîñë³äæóâàíèõ øòàì³â
ïðîÿâëÿòè âêàçàí³ ïðîòåîë³òè÷í³ àêòèâíîñò³ áóëà ï³äòâåðäæåíà (ðèñ. 1)
äîñë³äæåííÿìè ¿õ çäàòíîñò³ ã³äðîë³çóâàòè ô³áðèíîãåí, ô³áðèí òà êîëàãåí
â ÏÀÀÃ åëåêòðîôîðåç³. Òàê, áóëî ïîêàçàíî (äèâ. ðèñ. 1, à), ùî íàéá³ëüø
àêòèâíèé ã³äðîë³ç ô³áðèíîãåíó ñïîñòåð³ãàºòüñÿ çà ä³¿ ÑÊÐ Bacillus subtilis
248, ÿêèé óæå çà ÷àñ ã³äðîë³çó ðîçùåïèâ íå ò³ëüêè àëüôà ëàíöþã, àëå ïî÷àâ
ã³äðîë³çóâàòè ³ áåòà ëàíöþã. Íàéã³ðøå ã³äðîë³çóâàëè ô³áðèíîãåí ÑÊÐ Pri-
estia megaterium 035, Priestia megaterium 116 òà Bacillus sp. Myco, çîêðåìà
îñòàíí³é äóæå ñëàáî ã³äðîë³çóâàâ ò³ëüêè àëüôà ëàíöþã. Ç ìåòîþ ³äåí-
òèô³êàö³¿ ïðîòåîë³òè÷íî àêòèâíèõ åíçèì³â áóâ ïðîâåäåíèé åíçèì-åëåêò-
ðîôîðåç (ðèñ. 1, á), ÿêèé ï³äòâåðäèâ çàêîíîì³ðí³ñòü, ÿêà ñïîñòåð³ãàëàñÿ

56

Ãóäçåíêî Î.Â., Ñòîãí³é ª.Ì., Âàðáàíåöü Ë.Ä., ×åðíèøåíêî Â.Î., ²âàíèöÿ Â.Î.

ISSN 0375-8990. Gidrobiologièeskij urnal. 2024. 60(4)

Òàáëèöÿ 2
Ïðîòåîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü ñóïåðíàòàíò³â êóëüòóðàëüíèõ ð³äèí äîñë³äæóâàíèõ

øòàì³â áàêòåð³é

Âèä, øòàì

Àêòèâí³ñòü, îä/ìë

ô³áðèíîãå-
íîë³òè÷íà

ô³áðèíîë³òè÷íà êîëàãåíàçíà

Bacillus subtilis 1 16,66 15,66 0,42

Bacillus atrophaeus 08 11,0 10,00 0,10

Priestia megaterium 035 5,60 5,50 0,20

Priestia megaterium 116 8,60 8,50 0,47

Bacillus subtilis 231 20,00 13,00 0,09

Bacillus sp. Myco 13,3 13,00 0,18

Bacillus licheniformis 249 20,0 19,0 0,25

Bacillus subtilis 248 21,66 20,5 0,32
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Ðèñ. 1. Ïðîòåîë³ç ô³áðèíîãåíó, ïîë³ìåðíîãî ô³áðèíó òà êîëàãåíó ñóïåðíàòàíòàìè êó-
ëüòóðàëüíèõ ð³äèí ì³êðîîðãàí³çì³â: 1 — Bacillus subtilis 1; 3 — Bacillus atrophaeus 08, 6
— Priestia megaterium 035; 11 — Priestia megaterium 116; 13 — Bacillus subtilis 231; 16 —
Bacillus sp. Myco; 19 — Bacillus licheniformis 249, 20 — Bacillus subtilis 248. à —
SDS-PAGE ã³äðîë³çó ô³áðèíîãåíó ïðîòåàçàìè, ùî ì³ñòÿòüñÿ â ÑÊÐ. Fg — êîíòðîëüíà
ïðîáà ô³áðèíîãåíó. á — Åíçèì-åëåêòðîôîðåç ÑÊÐ ì³êðîîðãàí³çì³â. Ô³áðèíîãåí êî-
ïîë³ìåðèçóâàëè â ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåë³. â — SDS-PAGE ã³äðîë³çó ïîë³ìåðèçîâàíî-
ãî ô³áðèíó ïðîòåàçàìè ÑÊÐ. Fn — êîíòðîëüíèé çðàçîê ô³áðèíó. ã — Åíçèì-åëåêòðî-
ôîðåç ÑÊÐ ì³êðîîðãàí³çì³â. Ïîë³ìåðíèé ô³áðèí êîïîë³ìåðèçóâàëè â ïîë³àêðèëà-
ì³äíîìó ãåë³. ä — SDS-PAGE ã³äðîë³çó êîëàãåíó ïðîòåàçàìè ÑÊÐ. C — êîíòðîëüíèé
çðàçîê êîëàãåíó. å — Åíçèì-åëåêòðîôîðåç ÑÊÐ ì³êðîîðãàí³çì³â. Êîëàãåí êîïîë³ìå-
ðèçóâàëè â ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåë³. Ì — ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè(êÄà)



ïðè ïðîâåäåíí³ ÿê åëåêòðîôîðåçó, òàê ³ ñïåêòðîôîòîìåòðè÷íèì ìåòîäîì
(òàáë. 2).

Åëåêòðîôîðåç ã³äðîë³çó ô³áðèíó (ðèñ. 1, â) ñâ³ä÷èòü, ùî ÑÊÐ øåñòè ³ç
âîñüìè äîñë³äæóâàíèõ øòàì³â ìàéæå â îäíàêîâ³é ñòóïåí³ âîëîä³ëè ô³á-
ðèíîë³òè÷íîþ àêòèâí³ñòþ. Priestia megaterium 116 ñëàáî ðîçùåïëþâàâ, à
Bacillus sp. Myco çîâñ³ì íå ðîçùåïëþâàâ ô³áðèí. Ö³ ðåçóëüòàòè áóëè
ï³äòâåðäæåí³ òàêîæ åíçèì-åëåêòðîôîðåçîì (ðèñ. 1, ã).

Ùî ñòîñóºòüñÿ ã³äðîë³çó êîëàãåíó (ðèñ. 1, ä, å), òî íàéâèùó àêòèâí³ñòü
ïðîÿâèëè ÑÊÐ Bacillus subtilis 1, Bacillus atrophaeus 08, Bacillus licheniformis
249, íåçíà÷íó — Priestia megaterium 035, Priestia megaterium 116. ÑÊÐ Ba-
cillus sp. Myco ìàéæå íå ïðîÿâëÿâ êîëàãåíàçíó àêòèâí³ñòü. Àíàëîã³÷í³
äàí³ îäåðæàí³ ÿê åëåêòðîôîðåçîì, òàê ³ åíçèì-åëåêòðîôîðåçîì.

Îñê³ëüêè ÑÊÐ Bacillus subtilis 248 ³ Bacillus subtilis 231 âèÿâèëè íàéâè-
ùó ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü, íàìè áóëè îòðèìàí³ ÷àñòêîâî î÷è-
ùåí³ åíçèìí³ ïðåïàðàòè öèõ êóëüòóð, íà ÿêèõ äîñë³äæåí³ òàê³ âëàñòèâîñò³,
ÿê ðÍ-, òåðìîîïòèìóì òà ñóáñòðàòíà ñïåöèô³÷í³ñòü.

Âñòàíîâëåíî, ùî êîìïëåêñíèé åíçèìíèé ïðåïàðàò Bacillus subtilis 231
ìàº 2 îïòèìóìè ðÍ ÿê ô³áðèí(îãåí)îë³òè÷íî¿ (9,0 ³ 11,0), òàê ³ êîëàãåíàç-
íî¿ (7,0 ³ 11,0) àêòèâíîñòåé (ðèñ 2, à).

Äëÿ êîìïëåêñíîãî åíçèìíîãî ïðåïàðàòó B. subtilis 248 îïòèìàëüíîþ
äëÿ ô³áðèí(îãåí)îë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ áóëà ðÍ 9,0, â òîé ÷àñ ÿê äëÿ êîëà-
ãåíàçíî¿ àêòèâíîñò³ ðÍ îïòèìóì ñêëàäàâ 7,0—8,0 (ðèñ. 2, á).

Âñòàíîâëåíî, ùî êîìïëåêñíèé åíçèìíèé ïðåïàðàò B. subtilis 231 àê-
òèâíèé â ³íòåðâàë³ òåìïåðàòóð â³ä 4 äî 55 oÑ (ðèñ. 3, à). Îïòèìóì ô³á-
ðèí(îãåí)îë³òè÷íî¿ ñêëàäàâ 37 oÑ. Òîä³ ÿê äëÿ êîëàãåíàçíî¿ àêòèâíîñò³
â³äì³÷àëè 2 îïòèìóìè çà òåìïåðàòóðè 15 ³ 50 oÑ.

Êîìïëåêñíèé åíçèìíèé ïðåïàðàò B. subtilis 248 õàðàêòåðèçóâàâñÿ
òåðìîîïòèìóìîì äëÿ êîëàãåíàçíî¿ àêòèâíîñò³ çà òåìïåðàòóðè 50 oÑ, òîä³
ÿê äëÿ ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ âñòàíîâëåíî òåðìîîïòèìóì çà
òåìïåðàòóðè 4—20 oÑ, à äëÿ ô³áðèíîë³òè÷íîþ — 15—20 oÑ (ðèñ. 3, á).

Âèâ÷åííÿ ñóáñòðàòíî¿ ñïåöèô³÷íîñò³ êîìïëåêñíèõ åíçèìíèõ ïðåïà-
ðàò³â B. subtilis 231 òà B. subtilis 248 ïîêàçàëî, ùî âîíè ã³äðîë³çóþòü âñ³
äîñë³äæåí³ á³ëêîâ³ ñóáñòðàòè, àëå â ð³çí³é ñòóïåí³ (òàáë. 3). Íàéá³ëüø àê-
òèâíî âîíè ã³äðîë³çóâàëè ô³áðèíîãåí ³ ô³áðèí.

Çà ñóáñòðàòíîþ ñïåöèô³÷í³ñòþ îáèäâà øòàìè ïðîÿâëÿþòü îäíàêîâó
çàêîíîì³ðí³ñòü. Íàéâèùà ïèòîìà àêòèâí³ñòü ïðåïàðàòó Bacillus subtilis
231 âèÿâëåíà ùîäî ô³áðèíîãåíó òà ô³áðèíó (â³äïîâ³äíî 55,00 òà
45,00 îä/ìã á³ëêà), ³ íåçíà÷íà äî êàçå¿íó òà êîëàãåíó (â³äïîâ³äíî 0,12 òà
0,09 îä/ìã á³ëêà).

Äëÿ êîìïëåêñíîãî åíçèìíîãî ïðåïàðàòó B. subtilis 248 íàéâèùà ïèòî-
ìà àêòèâí³ñòü â³äì³÷àëàñÿ ùîäî ô³áðèíîãåíó òà ô³áðèíó (80,00 òà
55,00 îä/ìã á³ëêà â³äïîâ³äíî), ³ íåçíà÷íà äî êîëàãåíó òà êàçå¿íó (â³äïî-
â³äíî 0,33 òà 0,14 îä/ìã á³ëêà).

Äîñë³äæåííÿ çäàòíîñò³ ÷àñòêîâî î÷èùåíèõ êîìïëåêñíèõ ïðåïàðàò³â
åíçèì³â ã³äðîë³çóâàòè ô³áðèíîãåí (ðèñ. 4) ñâ³ä÷àòü, ùî ïðè ³íêóáàö³¿ ô³á-
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ðèíîãåíó ç åíçèìîì Bacillus subtilis 231 â³äáóâàºòüñÿ ã³äðîë³ç éîãî Àα òà Âβ
ëàíöþã³â, â òîé ÷àñ ÿê ³íêóáàö³ÿ ç åíçèìîì Bacillus subtilis 248 ïðèçâîäèëà
äî ã³äðîë³çó âñ³õ ëàíöþã³â ô³áðèíîãåíó: Àα, Âβ òà γ. Îòðèìàí³ äàí³ ï³ä-
òâåðäæóþòüñÿ åíçèì-åëåêòðîôîðåçîì, îñê³ëüêè çîíà ä³¿ íà ô³áðèíîãåí
î÷èùåíîãî êîìïëåêñíîãî ïðåïàðàòó åíçèì³â Bacillus subtilis 248 çíà÷íî
á³ëüøà, í³æ Bacillus subtilis 231.

Òàêèì ÷èíîì, ìîðñüê³ øòàìè Bacillus subtilis 231 ³ 248 ìîæíà ââàæàòè
ïåðñïåêòèâíèìè äëÿ ïîäàëüøèõ íàóêîâèõ äîñë³äæåíü ÿê ïðîäóöåíò³â
ïðîòåàç ç ô³áðèí(îãåí)îë³òè÷íîþ àêòèâí³ñòþ.
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Ðèñ.2. ðÍ îïòèìóì ä³¿ êîìïëåêñíèõ ôåðìåíòíèõ ïðåïàðàò³â B. subtilis 231 (à) ³ B. sub-
tilis 248 (á): 1 – ô³áðèíîë³òè÷íà, 2 – ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà, 3 – êîëàãåíàçíà àêòèâíîñò³



Îáãîâîðåííÿ ðåçóëüòàò³â äîñë³äæåíü

Â ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåíèõ äîñë³äæåíü âñòàíîâëåíî, ùî äâà ³ç âîñüìè

äîñë³äæåíèõ øòàì³â áàêòåð³é, âèä³ëåíèõ ³ç ãëèáîêîâîäíèõ â³äêëàäåíü

×îðíîãî ìîðÿ, B. subtilis 248 òà Bacillus subtilis 231, º ïåðñïåêòèâíèìè äëÿ

¿õ ïîäàëüøèõ äîñë³äæåíü ÿê ïðîäóöåíò³â ô³áðèí(îãåí)îãåíàç. Çäàòí³ñòü

ñóïåðíàòàíò³â ¿õ êóëüòóðàëüíèõ ð³äèí òà ÷àñòêîâî î÷èùåíèõ åíçèì³â ã³ä-

ðîë³çóâàòè ô³áðèí òà ô³áðèíîãåí ïîêàçàíî ðÿäîì ìåòîä³â, çîêðåìà ñïåê-

òðîôîòîìåòðè÷íèì [7] òà åíçèì-åëåêòðîôîðåòè÷íèì. Íà îñíîâ³ õàðàêòå-

ðó äåãðàäàö³¿ ô³áðèíîãåíó ìîæíà ñêàçàòè, ùî â ÑÊÐ Bacillus subtilis 248
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Ðèñ. 3. Òåðìîîïòèìóì ä³¿ êîìïëåêñíèõ ôåðìåíòíèõ ïðåïàðàò³â B. subtilis 231 (à) ³
B. subtilis 248 (á)



ïðèñóòíÿ α/β/γ-ô³áðèíîãåíàçíà àêòèâí³ñòü, â òîé ÷àñ ÿê â ÑÊÐ Bacillus

subtilis 231 — ò³ëüêè α/β-ô³áðèíîãåíàçíà àêòèâí³ñòü. Ùî ñòîñóºòüñÿ ô³á-

ðèíó, òî ÑÊÐ îáîõ øòàì³â ðîçùåïëþâàëè ò³ëüêè α-ëàíöþãè ô³áðèíó.

Äîñë³äæåííÿ ô³çèêî-õ³ì³÷íèõ âëàñòèâîñòåé ÷àñòêîâî î÷èùåíèõ åí-

çèìíèõ ïðåïàðàò³â ïîêàçàëè, ùî ô³áðèí(îãåí)îë³òè÷íà àêòèâí³ñòü B. sub-

tilis 248 ìàº ðÍ îïòèìóì 9,0, à òåðìîîïòèìóì ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ àêòèâ-

íîñò³ — 4—20 oÑ, â òîé ÷àñ ÿê ô³áðèíîë³òè÷íîþ — 15—20 oÑ. ×àñòêîâî

î÷èùåíèé åíçèìíèé ïðåïàðàò B. subtilis 231 ìàº äâà ðÍ îïòèìóìà ô³á-

ðèí(îãåí)îë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ 7,0 òà 11,0, à òåðìîîïòèìóì — 37 oÑ.
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Òàáëèöÿ 3
Ñóáñòðàòíà ñïåöèô³÷í³ñòü êîìïëåêñíèõ åíçèìíèõ ïðåïàðàò³â Bacillus subtilis 231

òà Bacillus subtilis 248

Ñóáñòðàò
Ïèòîìà àêòèâí³ñòü, îä/ìã á³ëêà

Bacillus subtilis 231 Bacillus subtilis 248

Ô³áðèí 45,00 55,00

Ô³áðèíîãåí 55,00 80,00

Êîëàãåí 0,09 0,33

Êàçå¿í 0,12 0,14

Ðèñ. 4. Åëåêòðîôîðåãðàìà ô³áðèíîãåíó (à) òà ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà åíçèìîãðàìà (á)
ã³äðîë³çîâàíîãî ô³áðèíîãåíó ÷àñòêîâî î÷èùåíèìè êîìïëåêñíèìè ïðåïàðàòàìè åí-
çèì³â Bacillus subtilis 231 (13) òà Bacillus subtilis 248 (20). Ì — ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíî¿
ìàñè(êÄà); Fg — íàòèâíèé ô³áðèíîãåí. Çðàçêè ïðèãîòîâàíî çà íàÿâíîñò³ 0.2% β-ìåð-
êàïòîåòàíîëó



Çà öèìè ïîêàçíèêàìè äîñë³äæåí³ íàìè åíçèìí³ ïðåïàðàòè â³äð³çíÿþ-
òüñÿ â³ä îäåðæàíèõ äîñë³äíèêàìè ðàí³øå [22] äàíèõ ùîäî îïòèìàëüíèõ
óìîâ ä³¿ ô³áðèíîë³òè÷íîþ¿ ïðîòåàçè Bacillus velezensis Z01, âèä³ëåíî¿ ç
ìîðñüêîãî ìóëó Ï³âäåííî-Êèòàéñüêîãî ìîðÿ, ðÍ îïòèìóì ä³¿ ÿêî¿ ñêëà-
äàâ 7,0, à òåðìîîïòèìóì 40 oÑ, ùî â³äïîâ³äàº ô³ç³îëîã³÷íîìó ñåðåäîâèùó
ò³ëà ëþäèíè. Àíàëîã³÷í³ äàí³ áóëè îäåðæàí³ àâòîðàìè äëÿ ô³áðèíîë³òè÷-
íèõ åíçèì³â, ³çîëüîâàíèõ ³ç ìîðñüêèõ âèä³â Streptomyces radiopugnans
VITSD8 [10] òà Serratia marcescens [16].

Ùî ñòîñóºòüñÿ êîëàãåíàçíî¿ àêòèâíîñò³ åíçèì³â, òî ïîêàçàíî, ùî îï-
òèìóìè ¿õ ä³¿ ñêëàäàëè: ðÍ 7,0—8,0 ³ òåìïåðàòóðà 50 oÑ äëÿ B. subtilis 248 ³
ðÍ 9,0 òà 11,0 (äâà îïòèìóìà) ³ òåìïåðàòóðà 15 ³ 50 oÑ (äâà îïòèìóìà) äëÿ
B. subtilis 231.

Äîñë³äæåííÿ êîëàãåíîë³òè÷íèõ åíçèì³â ìîðñüêèõ áàêòåð³é íà ñüî-
ãîäí³ íåçíà÷í³ ³ ïîïåðåäí³. Ïîâ³äîìëÿëîñÿ ïðî äåÿê³ ìîðñüê³ áàêòåð³¿, ùî
ïðîäóêóþòü êîëàãåíîë³òè÷í³ åíçèìè. Òàê, àâòîðè [13] ïîêàçàëè, ùî ïðî-
òåàçà ç êîëàãåíîë³òè÷íîþ àêòèâí³ñòþ, âèä³ëåíà ç Pseudoalteromonas sp.
SM9913, º ëóæíîþ, òåðìîîïòèìóì ÿêî¿ 60 oÑ, àëå åíçèì çäàòíèé çáåð³ãàòè
12,4 % íàéâèùî¿ àêòèâíîñò³ ïðè 0 oÑ. Äîñë³äæåííÿ ³íøîãî øòàìó Pseudo-
alteromonas sp. SJN2 [23], ³çîëüîâàíîãî ç ïðèáåðåæíî¿ çîíè Ï³âäåííî-Êè-
òàéñüêîãî ìîðÿ, ñâ³ä÷èòü, ùî öÿ êîëàãåíàçà ïðîÿâëÿëà îïòèìóì àêòèâ-
íîñò³ ïðè ðÍ 8,5 ³ òåìïåðàòóð³ 32 oÑ. Àâòîðè ïîêàçàëè, ùî êîëàãåíàçà Pse-
udoalteromonas sp. SJN2 åôåêòèâíî ã³äðîë³çóâàëà ìîðñüêèé êîëàãåí, îñîá-
ëèâî ³ç ðèá’ÿ÷î¿ ê³ñòêè ³ñïàíñüêî¿ ñêóìáð³¿ òà ðèá’ÿ÷î¿ ëóñêè ìîðñüêîãî
ëÿùà.

×àñòêîâî î÷èùåí³ åíçèìí³ ïðåïàðàòè äîñë³äæåíèõ íàìè êóëüòóð
B. subtilis 248 ³ B. subtilis 231 ïðîÿâëÿëè âèñîêó ñóáñòðàòíó ñïåöèô³÷í³ñòü
ÿê äî ô³áðèíó, òàê ³ äî ô³áðèíîãåíó, ïðè÷îìó äî îñòàííüîãî âîíà áóëà
á³ëüø âèñîêîþ. Çäàòí³ñòü öèõ åíçèìíèõ ïðåïàðàò³â ã³äðîë³çóâàòè ô³áðè-
íîãåí áóëà ï³äòâåðäæåíà äàíèìè åëåêòðîôîðåçó.

Ðåçóëüòàòè ïðîâåäåíèõ äîñë³äæåíü äîçâîëÿþòü íàì ïðèïóñòèòè, ùî
äëÿ ïîäàëüøèõ äîñë³äæåíü ïåðñïåêòèâíèì º B. subtilis 248, ÷àñòêîâî î÷è-
ùåíèé åíçèìíèé ïðåïàðàò ÿêîãî ïðîÿâëÿâ òåðìîîïòèìóì ô³áðèíîãå-
íîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ ïðè 4—20 oÑ. Çàñòîñóâàííÿ õîëîäîàêòèâíèõ ïðî-
òåàç â îñòàíí³ ðîêè ïðèâåðòàº âñå á³ëüøó óâàãó äîñë³äíèê³â, îñê³ëüêè òàê³
åíçèìè õàðàêòåðèçóþòüñÿ òàêèìè ïåðåâàãàìè ÿê çáåðåæåííÿ âèñîêî¿ êà-
òàë³òè÷íî¿ åôåêòèâíîñò³ çà íèçüêèõ òåìïåðàòóð òà íåçíà÷íèìè âèòðàòà-
ìè åíåðã³¿ ï³ä ÷àñ ¿õ âèðîáíèöòâà. Îäíàê ìîæëèâ³ñòü ¿õ çàñòîñóâàííÿ ùå
íå ïîâí³ñòþ ðîçðîáëåíà, ùî îáìåæóº ïðîñóâàííÿ òà çàñòîñóâàííÿ àäàïòî-
âàíèõ äî õîëîäó ïðîòåàç ó ð³çíèõ ãàëóçÿõ ïðîìèñëîâîñò³ ³ ìåäèöèíè.

Îáèäâà äîñë³äæåíèõ íàìè ìîðñüê³ øòàìè áàöèë º ïåðñïåêòèâíèìè
òàêîæ ÿê òðîìáîë³òè÷í³ àãåíòè, ÿê³ ìîæóòü áóòè âèêîðèñòàí³ ó ìàéáóòíü-
îìó. Â ðîçðîáö³ òà âäîñêîíàëåíí³ òðîìáîë³òè÷íèõ çàñîá³â âèêîðèñòî-
âóºòüñÿ íîâà òåíäåíö³ÿ, ÿêà ïîëÿãàº â ïîñèëåíí³ ¿õ ô³áðèí-ñïåöèô³÷íîñò³
òà åôåêòèâíîñò³ çâ’ÿçóâàííÿ, ùî áóëî âñòàíîâëåíî íàìè ïðè åëåêòðîôî-
ðåòè÷íîìó äîñë³äæåíí³ åíçèì³â äâîõ êóëüòóð, ÿê B. subtilis 248, òàê ³ B. sub-
tilis 231.
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Óí³êàëüíà ñïåöèô³÷í³ñòü ô³áðèíîãåíîë³òè÷íèõ åíçèì³â äîçâîëÿº îò-
ðèìóâàòè çà ¿õ äîïîìîãîþ íåô³ç³îëîã³÷í³ ôðàãìåíòè ìîëåêóëè ô³áðèíî-
ãåíó, ÿê³ çà ñâî¿ìè âëàñòèâîñòÿìè â³äð³çíÿþòüñÿ â³ä ô³ç³îëîã³÷íèõ ïðî-
äóêò³â ïëàçì³íîâîãî ã³äðîë³çó. Âèâ÷àþ÷è ôóíêö³îíóâàííÿ îêðåìèõ ôðàã-
ìåíò³â ìîëåêóëè ìîæíà çðîáèòè âèñíîâîê ùîäî çíà÷åííÿ îêðåìèõ ¿¿
ä³ëÿíîê ó ïðîòå¿í-ïðîòå¿íîâèõ òà ïðîòå¿í-êë³òèííèõ âçàºìîä³ÿõ.

Âèñíîâêè

Ïðîòåàçè ìîðñüêèõ áàêòåð³é â³ä³ãðàþòü âàæëèâó ðîëü ó ã³äðîá³îëî-
ã³÷íèõ ïðîöåñàõ. Äîñë³äæåííÿ öèõ ôåðìåíò³â íåîáõ³äí³ äëÿ êðàùîãî ðî-
çóì³ííÿ äèíàì³êè âîäíèõ åêîñèñòåì òà ðîçðîáêè íîâèõ á³îòåõíîëîã³÷íèõ
ïðîäóêò³â.

Ïîêàçàíà çäàòí³ñòü åêçîïðîòåàç ñóïåðíàòàíò³â êóëüòóðàëüíèõ ð³äèí
áàêòåð³é, âèä³ëåíèõ ³ç äîííèõ îñàä³â ×îðíîãî ìîðÿ, ã³äðîë³çóâàòè ô³áðèí,
ô³áðèíîãåí òà êîëàãåí. Âñòàíîâëåíî, ùî äâà ³ç âîñüìè äîñë³äæåíèõ øòà-
ì³â áàêòåð³é, à ñàìå Bacillus subtilis 248 òà Bacillus subtilis 231, º ïåðñïåêòèâ-
íèìè äëÿ ¿õ ïîäàëüøèõ äîñë³äæåíü ÿê ïðîäóöåíò³â ô³áðèí(îãåí)îãåíàç.
Âèâ÷åííÿ ô³çèêî-õ³ì³÷íèõ âëàñòèâîñòåé ÷àñòêîâî î÷èùåíèõ ïðåïàðàò³â
åíçèì³â öèõ øòàì³â ïîêàçàëî, ùî ïðåïàðàòè Bacillus subtilis 248 ³ Bacillus
subtilis 231 â³äð³çíÿþòüñÿ çà ô³çèêî-õ³ì³÷íèìè âëàñòèâîñòÿìè, çîêðåìà
ðÍ òà òåðìîîïòèìóìîì. Òàê, ô³áðèí(îãåí)îë³òè÷íà àêòèâí³ñòü B. subtilis
248 ìàº ðÍ îïòèìóì 9,0, à òåðìîîïòèìóì ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ àêòèâ-
íîñò³ — 4—20 oÑ, â òîé ÷àñ ÿê ô³áðèíîë³òè÷íî¿ — 15—20 oÑ. ×àñòêîâî
î÷èùåíèé åíçèìíèé ïðåïàðàò B. subtilis 231 ìàº äâà ðÍ îïòèìóìà ô³á-
ðèí(îãåí)îë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ — 7,0 òà 11,0, à òåðìîîïòèìóì — 37 oÑ. Ïî-
êàçàíà çäàòí³ñòü ÷àñòêîâî î÷èùåíîãî êîìïëåêñíãî ïðåïàðàòó åíçèìó Ba-
cillus subtilis 231 ã³äðîë³çóâàòè ò³ëüêè Àα òà Âβëàíöþãè ô³áðèíîãåíó, â òîé

÷àñ ÿê åíçèìíèé ïðåïàðàò Bacillus subtilis 248 ã³äðîë³çóâàâ âñ³ 3 ëàíöþãè
ô³áðèíîãåíó: Àα, Âβ òà γ. Âèâ÷åííÿ ñóáñòðàòíî¿ ñïåöèô³÷íîñò³ ñâ³ä÷èòü,
ùî Bacillus subtilis 248 òà Bacillus subtilis 231 ìîæóòü áóòè ïåðñïåêòèâíèìè
äëÿ ïîäàëüøèõ íàóêîâèõ äîñë³äæåíü ÿê ïðîäóöåíòè ïðîòåàç ç ô³á-
ðèí(îãåí)àçíîþ àêòèâí³ñòþ.
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THE ABILITY OF THE BLACK SEA BACTERIA TO HYDROLYZE FIBRIN,
FIBRINOGEN AND COLLAGEN

Active producers were selected as a result of studies on the ability of exoproteases of
supernatants of culture liquids of bacteria isolated from bottom sediments of the Black Sea
to hydrolyze fibrin, fibrinogen, and collagen. It was shown that partially purified enzyme
preparations of Bacillus subtilis 248 and Bacillus subtilis 231 differed in physicochemical
properties. Thus, the fibrin(ogen)olytic activity of B. subtilis 248 has a pH optimum of 9.0,
and the thermooptimum of fibrinogenolytic activity is 4—20 °Ñ, while that of fibrinolytic
activity is 15—20 oÑ. The partially purified enzyme preparation B. subtilis 231 has two pH
optimums of fibrin(ogen)olytic activity — 7.0 and 11.0, and the thermooptimum — 37 oÑ.
It was established that Bacillus subtilis 248 and Bacillus subtilis 231 may be promising for
further scientific research as producers of proteases with α/β/γ -fibrinogenase and α/β-fib-
rinase activity.

Keywords: enzymes of marine microorganisms, exoproteases, fibrinolytic, fibrinogeno-
lytic, collagenase activity.
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