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Ô²ÁÐÈÍÎÃÅÍÎË²ÒÈ×ÍÀ ÀÊÒÈÂÍ²ÑÒÜ BACILLUS
LICHENIFORMIS ²ÌÂ Â-8008, ÂÈÄ²ËÅÍÎÃÎ Ç ÄÎÍÍÈÕ

ÎÑÀÄ²Â ×ÎÐÍÎÃÎ ÌÎÐß

Âñòàíîâëåíî, ùî Bacillus licheniformis ²ÌÂ Â-8008, ³çîëüîâàíèé ç äîííèõ îñàä³â
×îðíîãî ìîðÿ, ñèíòåçóº ïðîòåàçó, ÿêà ïðîÿâëÿº âèñîêó ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâ-
í³ñòü, ïî÷èíàþ÷è ç òðåòüî¿ äîáè êóëüòèâóâàííÿ. Ïîêàçàíî, ùî ñóòòºâèé âïëèâ íà
àêòèâí³ñòü äîñë³äæóâàíîãî ôåðìåíòà ìàº òåìïåðàòóðà âèðîùóâàííÿ. Ñóïåðíà-
òàíò êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008 ðîçùåïëþº íå ëèøå ô³áðèíî-
ãåí, ô³áðèí, åëàñòèí, à òàêîæ êàçå¿í òà êîëàãåí. Î÷èùåíèé åíçèìíèé ïðåïàðàò ç
ô³áðèíîãåíîë³òè÷íîþ àêòèâí³ñòþ ìàº ðÍ-îïòèìóì 10,0 ³ òåðìîîïòèìóì 50 oÑ.
Éîãî ìîëåêóëÿðíà ìàñà ñòàíîâèòü áëèçüêî 24 êÄà, ïèòîìà àêòèâí³ñòü —
335,4 îä/ìã á³ëêà.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: Bacillus licheniformis, äîíí³ îñàäè ×îðíîãî ìîðÿ, ô³áðèíîãåíî-
ë³òè÷íà àêòèâí³ñòü, ðÍ-îïòèìóì, òåðìîîïòèìóì, ìîëåêóëÿðíà ìàñà, ïèòîìà àê-
òèâí³ñòü.

Ñâ³òîâèé îêåàí º äæåðåëîì á³îëîã³÷íî àêòèâíèõ ñïîëóê ç âèñîêèì
á³îòåõíîëîã³÷íèì ïîòåíö³àëîì. Åêñòðåìàëüí³ òà ñïåöèô³÷í³ óìîâè
ìîðñüêîãî ñåðåäîâèùà çóìîâèëè åâîëþö³éíó àäàïòàö³þ ã³äðîá³îíò³â, ùî
âèðàæàºòüñÿ ó ñèíòåç³ óí³êàëüíèõ ôåðìåíò³â ç ð³çíîìàí³òíîþ ñóáñòðàò-
íîþ ñïåöèô³÷í³ñòþ. Òàê³ åíçèìè õàðàêòåðèçóþòüñÿ òåðìîñòàá³ëüí³ñòþ,
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ãàëîðåçèñòåíòí³ñòþ òà àêòèâí³ñòþ çà íèçüêèõ òåìïåðàòóð, ùî â³äêðèâàº
øèðîê³ ïåðñïåêòèâè äëÿ ¿õ çàñòîñóâàííÿ ó ïðîìèñëîâ³é á³îòåõíîëîã³¿ òà
ñó÷àñí³é á³îìåäèöèí³ [9, 16]. Íà ñüîãîäí³ ìîðñüê³ îðãàí³çìè âèçíàí³ âàæ-
ëèâèì ðåñóðñîì äëÿ åíçèìîëîã³¿. Ç íèõ âèä³ëåíî íèçêó ôåðìåíò³â, ùî
ïðîÿâëÿþòü àíòèì³êðîáíó, êîëàãåíîë³òè÷íó òà àëüã³íàòíó àêòèâí³ñòü
[7—9, 16]. Îêðåìó óâàãó ïðèâåðòàþòü ïðîòåàçè, çäàòí³ äî ñïåöèô³÷íîãî
ã³äðîë³çó òàêèõ á³ëê³â êðîâ³, ÿê ô³áðèíîãåí ³ ô³áðèí [6, 11—15]. ¯õ ³äåí-
òèô³êóþòü ÿê ó ïðåäñòàâíèê³â ìîðñüêî¿ ôàóíè (Annelida, Echinodermata),
òàê ³ â ì³êðîîðãàí³çìàõ [8—21].

Ïîïðè çíà÷í³ óñï³õè ç âèâ÷åííÿ îðãàí³çì³â, ÿê³ ìåøêàþòü ó òîâù³
âîäè, ïîçà óâàãîþ äîñë³äíèê³â òðèâàëèé ÷àñ çàëèøàëàñÿ ì³êðîôëîðà áåí-
òîñíèõ á³îòîï³â. Äîíí³ â³äêëàäåííÿ º êëþ÷îâèì àá³îòè÷íèì êîìïîíåí-
òîì âîäíèõ åêîñèñòåì, äå êîíöåíòðóºòüñÿ îñíîâíà ìàñà îðãàí³÷íî¿ ðå÷î-
âèíè òà ôîðìóþòüñÿ ñêëàäí³ ì³êðîáí³ êîíñîðö³óìè. ßê íåâ³ä’ºìíà ëàíêà
ã³äðîá³îöåíîçó, áåíòîñí³ ì³êðîîðãàí³çìè â³ä³ãðàþòü âèð³øàëüíó ðîëü ó
òðàíñôîðìàö³¿ ðå÷îâèíè òà åíåðã³¿, âèñòóïàþ÷è ãîëîâíèìè äåñòðóêòîðà-
ìè âèñîêîìîëåêóëÿðíèõ ïîë³ìåð³â. Â óìîâàõ àíòðîïîãåííîãî íàâàíòà-
æåííÿ òà åâòðîô³êàö³¿ âîäîéì ôåðìåíòàòèâíà àêòèâí³ñòü ã³äðîá³îíò³â-
äåñòðóêòîð³â âèçíà÷àº ³íòåíñèâí³ñòü ïðîöåñ³â ñàìîî÷èùåííÿ òà êðóãî-
îá³ãó àçîòîâì³ñíèõ ñïîëóê. Îñîáëèâèé ³íòåðåñ ñòàíîâèòü ì³êðîôëîðà
äîííèõ îñàä³â ×îðíîãî ìîðÿ, äå â óìîâàõ ñïåöèô³÷íîãî ã³äðîõ³ì³÷íîãî
ðåæèìó ôîðìóþòüñÿ àäàïòîâàí³ ñï³ëüíîòè ç óí³êàëüíèìè âëàñòèâîñòÿìè.
Äî òàêèõ îá’ºêò³â íàëåæàòü áàêòåð³¿ ðîäó Bacillus, çäàòí³ äî ñèíòåçó ô³áðè-
íîãåíîë³òè÷íèõ ïðîòåàç [3—5, 7, 9, 19, 21, 22], ÿê³ çàâäÿêè âèñîê³é òðîì-
áîë³òè÷í³é àêòèâíîñò³ òà áåçïåö³ ìîæóòü âèñòóïàòè ïðèðîäíîþ àëüòåðíà-
òèâîþ ñèíòåòè÷íèì ïðåïàðàòàì. Ðàí³øå [9] íàìè áóëî ³äåíòèô³êîâàíî
øòàì Bacillus licheniformis ²ÌÂ Â-8008, âèä³ëåíèé ³ç äîííèõ îñàä³â ×îðíî-
ãî ìîðÿ, çäàòíèé äî åôåêòèâíî¿ äåñòðóêö³¿ åëàñòèíó.

Ìåòîþ äàíî¿ ðîáîòè áóëî äîñë³äèòè çäàòí³ñòü B. licheniformis ²ÌÂ
Â-8008 äî ñèíòåçó ïðîòåàçè ç ô³áðèíîãåíîë³òè÷íîþ ä³ºþ ³ âèçíà÷èòè
äåÿê³ ¿¿ ô³çèêî-õ³ì³÷í³ âëàñòèâîñò³.

Ìàòåð³àë ³ ìåòîäèêà äîñë³äæåíü

Îá’ºêòîì äîñë³äæåííÿ áóâ øòàì B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008, ³çîëüîâà-
íèé ç äîííèõ îñàä³â ×îðíîãî ìîðÿ. Äëÿ äîñë³äæåííÿ äèíàì³êè ô³áðèíî-
ãåíîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ òà ¿¿ íàêîïè÷åííÿ â ÿêîñò³ áàçîâîãî âèêîðèñòî-
âóâàëè ñåðåäîâèùå òàêîãî ñêëàäó (ã/äì3): KH2PO4 — 1,0; MgSO4×7Í2Î —
0,75; ZnSO4×7Í2Î — 0,25; (NH4)2SO4 — 0,5; ìàëüòîçà — 1,0; æåëàòèí —
10,0; äð³æäæîâèé àâòîë³çàò — 0,15, ðÍ 7,0.

Êóëüòóðó B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008 âèðîùóâàëè ó ãëèáèííèõ óìîâàõ
çà òåìïåðàòóðè 28 oÑ ó êîëáàõ Åðëåíìåéºðà (750 ñì3), ÿê³ ì³ñòèëè 100 cì3

æèâèëüíîãî ñåðåäîâèùà. Á³îìàñó â³ää³ëÿëè öåíòðèôóãóâàííÿì ïðè
5000 g ïðîòÿãîì 45 õâ, ïîò³ì â ñóïåðíàòàíò³ êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèí³ âèçíà-
÷àëè ïðîòåîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü. Äëÿ îäåðæàííÿ î÷èùåíîãî åíçèìó äî ñó-
ïåðíàòàíòà êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè äîäàâàëè ñóõó ñ³ëü ñóëüôàòó àìîí³þ äî
ê³íöåâî¿ êîíöåíòðàö³¿ 90% íàñè÷åííÿ. Ñóì³ø âèòðèìóâàëè 12—16 ãîä çà
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òåìïåðàòóðè 4 oÑ ³ öåíòðèôóãóâàëè â òèõ æå óìîâàõ. Îñàä çáèðàëè, ðîç÷è-
íÿëè ó òðèêðàòíîìó îá’ºì³ 3 Ì ñóëüôàòó àìîí³þ. Äëÿ ïîäàëüøî¿ î÷èñòêè
çàñòîñîâóâàëè ìåòîäè ãåëü-ô³ëüòðàö³¿ òà ³îíîîáì³ííî¿ õðîìàòîãðàô³¿.
Ãåëü-ô³ëüòðàö³þ ïðîâîäèëè íà êîëîíö³ (2,5×90 ñì) ç íåéòðàëüíèì
TSK-ãåëåì — Toyopearl HW-65F (Toyo Soda, ßïîí³ÿ), âð³âíîâàæåí³é
0,01 Ì Òðèñ-ÍÑl áóôåðîì äî ðÍ 7,8. Îñàä, îòðèìàíèé â ðåçóëüòàò³ ôðàê-
ö³îíóâàííÿ ñóëüôàòîì àìîí³þ, ðîç÷èíÿëè â 1,5 îá’ºìàõ 0,01 Ì Òðèñ-ÍÑl
ðÍ 7,8. Çðàçîê íàíîñèëè íà êîëîíêó, åëþþâàëè òèì æå áóôåðîì ç³ øâèä-
ê³ñòþ 90 ìë/ãîä. Ôðàêö³¿, ÿê³ âèÿâëÿëè ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü,
çáèðàëè, îá’ºäíóâàëè òà êîíöåíòðóâàëè (≈ â 5 ðàç³â) óïàðþâàííÿì ï³ä âà-
êóóìîì. Îòðèìàí³ çðàçêè íàíîñèëè íà êîëîíêó (3�35 ñì) ç Fractogel
DEAE-650-Ì (Merck, Í³ìå÷÷èíà), âð³âíîâàæåíó 0,01 Ì Òðèñ-ÍÑl áóôå-
ðîì äî ðÍ 7,8. Åëþö³þ ïðîâîäèëè â ë³í³éíîìó ãðàä³ºíò³ NaÑl (0—1 Ì, ïî
200 ìë) ç³ øâèäê³ñòþ 24 ìë/ãîä.

Ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü âèçíà÷àëè êîëîðèìåòðè÷íî [1]. Çà
îäèíèöþ àêòèâíîñò³ ïðèéìàëè òàêó ê³ëüê³ñòü åíçèìó, ÿêà êàòàë³çóº ã³ä-
ðîë³ç 1 ìã ô³áðèíîãåíó çà 1 õâ.

Âì³ñò á³ëêà íà âñ³õ åòàïàõ äîñë³äæåííÿ ðåºñòðóâàëè íà ñïåêòðîôîòî-
ìåòð³ ÑÔ-26 ïðè 280 íì, éîãî ê³ëüê³ñòü âèçíà÷àëè çà ìåòîäîì [1]. ²íòåí-
ñèâí³ñòü çàáàðâëåííÿ ïðîá âèì³ðþâàëè ïðè äîâæèí³ õâèë³ 750 íì. ßê
ñòàíäàðò âèêîðèñòîâóâàëè áè÷à÷èé ñèðîâàòêîâèé àëüáóì³í.

Äëÿ äîñë³äæåííÿ âïëèâó òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ íà ô³áðèíîãå-
íîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü øòàì B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008 âèðîùóâàëè çà
òåìïåðàòóðè 16, 28, 37 ³ 42 oÑ.

Âèçíà÷åííÿ ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè åíçèìó ó íàòèâí³é ñèñòåì³ ïðîâîäèëè
çà äîïîìîãîþ ãåëü-ô³ëüòðàö³¿ íà êîëîíö³ (1,3�50 ñì) ç Sepharose 6B. Â³ëü-
íèé îá’ºì êîëîíêè, ÿêèé áóâ âñòàíîâëåíèé ³ç çàñòîñóâàííÿì áëàêèòíîãî
äåêñòðàíó 2000, ñòàíîâèâ 20 ìë. Êîëîíêó áóëî âð³âíîâàæåíî 0,01 Ì
Òðèñ-ÍÑl áóôåðîì äî ðÍ 7,8. Íà êîëîíêó íàíîñèëè 1 ìë ðîç÷èíó åíçèìó
(10 ìã), çá³ëüøèâøè ïîïåðåäíüî ãóñòèíó ðîç÷èíó äîäàâàííÿì ñàõàðîçè â
ê³íöåâ³é êîíöåíòðàö³¿ 0,5 Ì. Åëþö³þ ïðîâîäèëè òèì æå áóôåðîì ç 0,1 Ì
NaCl. Øâèäê³ñòü åëþö³¿ — 0,2 ìë/õâ. Êàë³áðóâàëüíó êðèâó äëÿ ðîçðàõóíêó
ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè áóäóâàëè çà äîïîìîãîþ á³ëê³â-ìàðêåð³â (Pharmacia,
Øâåö³ÿ): ðèáîíóêëåàçè (13,7 êÄà), ïðîòå³íàçè Ê (25,0 êÄà), îâàëüáóì³íó
êóðÿ÷îãî (43,0 êÄà), áè÷à÷îãî ñèðîâàòêîâîãî àëüáóì³íó (67,0 êÄà).

Äîñë³äæåííÿ âïëèâó òåìïåðàòóðè òà êèñëîòíîñò³ ñåðåäîâèùà ïðîâî-
äèëè â ³íòåðâàë³ òåìïåðàòóð â³ä 4 äî 70 îÑ òà ðÍ â³ä 2,0 äî 12,0, îñòàíí³é
ñòâîðþâàëè 0,01Ì óí³âåðñàëüíèì ôîñôàòíèì áóôåðîì (ÓÔÁ).

Òåðìîñòàá³ëüí³ñòü ïðåïàðàò³â âèçíà÷àëè çà òåìïåðàòóðè 37 îÑ (åêñ-
ïîçèö³ÿ 90 õâ), ðÍ-ñòàá³ëüí³ñòü — ïðè ïîêàçíèêàõ ðÍ ñåðåäîâèùà 7,0, 8,0
òà 9,0 (åêñïîçèö³ÿ 120 õâ). Ï³ñëÿ âè÷åðïàííÿ ÷àñó ä³¿ íà åíçèì â³äïîâ³äíî-
ãî ôàêòîðó â³äáèðàëè àë³êâîòè ïî 0,5 ìë ³ âèçíà÷àëè àêòèâí³ñòü, ÿê îïèñà-
íî âèùå.

Óñ³ äîñë³äè ïðîâîäèëè â 5—7 ïîâòîðíîñòÿõ. Äëÿ ïðîâåäåííÿ ñòàòè-
ñòè÷íîãî àíàë³çó âèêîðèñòîâóâàëè t-êðèòåð³é Ñòüþäåíòà. Äàí³ ïðåäñòàâ-
ëÿëè ÿê ñåðåäíº ± ñòàíäàðòíà ïîìèëêà (M±m) ³ ââàæàëè çíà÷óùèìè ïðè
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p<0,05. Ðåçóëüòàòè ïðåäñòàâëåí³ ó âèãëÿä³ ãðàô³ê³â, îáðîáëåíèõ çà äîïî-
ìîãîþ Microsoft Excel 2007.

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü

Â ñóïåðíàòàíò³ êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè (ÑÊÐ) B. licheniformis ²ÌÂ
Â-8008 áóëî âèÿâëåíî äîâîë³ øèðîêèé ñïåêòð ïðîòåîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³,
à ñàìå: ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó, ô³áðèíîë³òè÷íó, åëàñòîë³òè÷íó, êàçå¿íîë³-
òè÷íó òà êîëàãåíàçíó (òàáë. 1). Îñê³ëüêè øòàì ïðîÿâèâ âèñîêó åëàñ-
òîë³òè÷íó òà ô³áðèíîãåíîë³òè÷èó àêòèâí³ñòü, ÿê³ ïåðåâèùóâàëè ïîêàçíè-
êè â³äîìèõ â ñâ³ò³ ïðîäóöåíò³â, îòðèìàí³ íàìè ðåçóëüòàòè áóëè çàõèùåí³
ïàòåíòàìè Óêðà¿íè íà âèíàõ³ä [2, 3], à ùîäî åëàñòàçíî¿ àêòèâíîñò³ — âèê-
ëàäåí³ ó ñòàòò³ [9]. Òîìó â ö³é ñòàòò³ íàâåäåíî ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü
ò³ëüêè ùîäî ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³.

Âèâ÷åííÿ â äèíàì³ö³ êóëüòèâóâàííÿ B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008 ïî-
çàêë³òèííî¿ ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ ïîêàçàëî, ùî ìàêñèìàëüíå
çíà÷åííÿ â³äì³÷àºòüñÿ íà òðåòþ äîáó (ðèñ. 1). Ïî÷èíàþ÷è ç ÷åòâåðòî¿
äîáè âèðîùóâàííÿ â³äì³÷àëè ïîñòóïîâå çíèæåííÿ ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿
àêòèâíîñò³.

Ñóòòºâèé âïëèâ íà àêòèâí³ñòü åíçèì³â ìàâ òàêèé ïàðàìåòð êóëüòèâó-
âàííÿ ïðîäóöåíòà, ÿê òåìïåðàòóðà. Íàéá³ëüøà ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà àê-
òèâí³ñòü â ñóïåðíàòàíò³ êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008
â³äì³÷àëàñÿ çà òåìïåðàòóðè 28 îÑ (ðèñ. 2).

Íàñòóïíèì åòàïîì äîñë³äæåíü áóëî ï³ä³áðàòè óìîâè äëÿ îäåðæàííÿ
î÷èùåíîãî ïðåïàðàòó ïðîòåàçè ç ô³áðèíîãåíîë³òè÷íîþ àêòèâí³ñòþ, íà-
ñàìïåðåä â³ää³ëèòè éîãî â³ä åëàñòàçè. Äëÿ öüîãî áóëî çàñòîñîâàíî êîìï-
ëåêñ êëàñè÷íèõ á³îõ³ì³÷íèõ ìåòîä³â, âêëþ÷íî ç âèñîëþâàííÿì ñóëüôàòîì
àìîí³þ (òàáë. 2), ÿêèé íåçíà÷íîþ ì³ðîþ ï³äâèùóº àêòèâí³ñòü, àëå äàº
ìîæëèâ³ñòü ñêîíöåíòðóâàòè ïðåïàðàò äëÿ ïîäàëüøî¿ î÷èñòêè.

Òàê, â ðåçóëüòàò³ ãåëü-ô³ëüòðàö³¿ 90% âèñîëó ñóëüôàòîì àìîí³þ íà
TSÊ-HW-65F áóëî îòðèìàíî äâ³ ôðàêö³¿. Â ïåðø³é âèçíà÷àëàñÿ ô³áðèíî-
ãåíîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü, à â äðóã³é — åëàñòîë³òè÷íà (ðèñ. 3). Öå äàëî çìîãó
ï³äâèùèòè àêòèâí³ñòü ô³áðèíîãåíàçè â 15 ðàç³â ïîð³âíÿíî ç âèõ³äíîþ
(129 îä/ìã á³ëêà, òàáë. 2) ³ ïîçáàâèòèñÿ ïðîòåàçè ç åëàñòîë³òè÷íîþ àê-
òèâí³ñòþ.
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Òàáëèöÿ 1
Ñïåêòð ïðîòåîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ â ÑÊÐ B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008

Àêòèâí³ñòü Ïîêàçíèêè àêòèâíîñò³, îä/ìä

Ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà 8,6

Ô³áðèíîë³òè÷íà 4,2

Åëàñòîë³òè÷íà 35

Êîëàãåíîë³òè÷íâ 5

Êàçå¿íîë³òè÷íà 1,35



Ïîäàëüøà î÷èñòêà ôðàêö³¿ 1 ³îíîîáì³ííîþ õðîìàòîãðàô³ºþ íà Frac-
togel DEAE-TSÊ-650M ç âèêîðèñòàííÿì ãðàä³ºíòó NaCl (0—1 Ì) (ðèñ. 4)
ïðèçâåëà äî çíà÷íîãî ï³äâèùåííÿ ïèòîìî¿ àêòèâíîñò³ — äî 335,4 îä/ìã
á³ëêà, ùî â 39 ðàç³â âèùå â³ä âèõ³äíî¿ àêòèâíîñò³. Âèõ³ä î÷èùåíîãî åíçè-
ìó ñòàíîâèâ 1,12 %.

Ãîìîãåíí³ñòü âèä³ëåíîãî ïðåïàðàòó ç ô³áðèíîãåíîë³òè÷íîþ àêòèâ-
í³ñòþ áóëà ï³äòâåðäæåíà ãåëü-ô³ëüòðàö³ºþ íà êîëîíö³ ç Sepharose 6B ³
âñòàíîâëåíà éîãî ìîëåêóëÿðíà ìàñà (ðèñ. 5), ÿêà ñòàíîâèëà áëèçüêî
24 êÄà.
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Ðèñ. 1. Ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü â äèíàì³ö³ âèðîùóâàííÿ B. licheniformis ²ÌÂ
Â-8008

Ðèñ. 2. Âïëèâ òåìïåðàòóðè êóëüòèâóâàííÿ íà ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü B. lic-
heniformis ²ÌÂ Â-8008



Ãîìîãåíí³ñòü ïðåïàðàòó ï³äòâåðäæóºòüñÿ ³ äàíèìè ùîäî â³äñóòíîñò³
ñïåöèô³÷íîñò³ äî åëàñòèíó, êàçå¿íó ³ êîëàãåíó (òàáë. 3). Ùî ñòîñóºòüñÿ
ñïåöèô³÷íîñò³ äî ô³áðèíó, òî âîíà â 3,5 ðàçà ìåíøå, í³æ äî ô³áðèíîãåíó, ³,
ÿê ïîêàçàëè äîñë³äíèêè [7, 8], â îäíîìó åíçèì³ ñïåöèô³÷í³ñòü äî ô³áðèíó
äóæå ÷àñòî êîðåëþº ç³ ñïåöèô³÷í³ñòþ äî ô³áðèíîãåíó.

Âàæëèâîþ õàðàêòåðèñòèêîþ áóäü-ÿêèõ åíçèìíèõ ïðåïàðàò³â º îïòè-
ìàëüí³ ïàðàìåòðè ¿õíüî¿ ä³¿, çîêðåìà ðÍ ³ òåìïåðàòóðà. Âñòàíîâëåíî, ùî
î÷èùåíèé åíçèìíèé ïðåïàðàò ô³áðèíîãåíàçè B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008
àêòèâíèé â äîñèòü øèðîêîìó ³íòåðâàë³ ðÍ — â³ä 6,0 äî 12,0, ç îïòèìóìîì
ïðè 10,0 (ðèñ. 6), à òàêîæ â ä³àïàçîí³ çíà÷åíü òåìïåðàòóðè â³ä 4 äî 70 °C, ç
òåðìîîïòèìóìîì ïðè 50 °C (ðèñ. 7). Ô³áðèíîãåíàçà ñòàá³ëüíà â ä³àïàçîí³
äîñë³äæåíèõ òåìïåðàòóð ïðîòÿãîì 30 õâ (ðèñ. 8).
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Òàáëèöÿ 2
Îñíîâí³ åòàïè î÷èñòêè åíçèìíîãî ïðåïàðàòó B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008

Ñòàä³¿ î÷èñòêè
Çàãàëüíèé

âì³ñò á³ëêà,
ìã

Çàãàëüíà
àêòèâí³ñòü,

îä

Âèõ³ä,
%

Ïèòîìà àê-
òèâí³ñòü,

îä/ìã á³ëêà

Ñòóï³íü
î÷èñòêè

Ñóïåðíàòàíò êóëü-
òóðàëüíî¿ ð³äèíè

2500 175000 100 8,6 —

Îñàäæåííÿ 90% ñó-
ëüôàòîì àìîí³þ

1220 92025 48,8 12,5 1,5

Ãåëü-ô³ëüòðàö³ÿ íà
Toyopearl HW-65F

379,8 48994,2 15,192 129 15

Àí³îíîîáì³ííà õðî-
ìàòîãðàô³ÿ íà Frac-
togel DEAE-650Ì

28 9391,2 1,12 335,4 39

Ðèñ. 3. Ïðîô³ëü åëþö³¿ íà TSK-HW-65F åíçèìíîãî ïðåïàðàòó B. licheniformis
²ÌÂ Â-8008



Âèâ÷åííÿ ðÍ-ñòàá³ëüíîñò³ (ðèñ. 9) äîâîäèòü, ùî åíçèì ïðè òåìïåðà-
òóð³ 30 îÑ ³ ðÍ 9,0 òà 10,0 íà 100%, à ïðè ðÍ 11,0 — íà 80—90 % çáåð³ãàº àê-
òèâí³ñòü ïðîòÿãîì 90 õâ.

Îòæå, ïîêàçàíî, ùî B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008 ñèíòåçóº ïðîòåàçó, ÿêà
ïðîÿâëÿº âèñîêó ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü íà òðåòþ äîáó êóëüòè-
âóâàííÿ. Âñòàíîâëåíî, ùî òåìïåðàòóðà âèðîùóâàííÿ ñóòòºâî âïëèâàº íà
ô³áðèíîãåíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü. Âèçíà÷åíî ìîëåêóëÿðíó ìàñó îòðèìàíî-
ãî î÷èùåíîãî åíçèìíîãî ïðåïàðàòó: âîíà ñòàíîâèòü áëèçüêî 24 êÄà. Òåì-
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Ðèñ. 4. Ïðîô³ëü åëþö³¿ åíçèìíîãî ïðåïàðàòó B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008 íà Fractogel
DEAE-650-M â ãðàä³ºíò³ NaCl (0—1 M)

Ðèñ. 5. Ìîëåêóëÿðíà ìàñà ô³áðèíîãåíàçè B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008 ó íàòèâí³é ñèñ-
òåì³. Ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíèõ ìàñ: 1 — ðèáîíóêëåàçà (13,7 êÄà); 2 — ïðîòå¿íàçà Ê
(25 êÄà); 3 — îâàëüáóì³í êóðÿ÷èé (43 êÄà); 4 — áè÷à÷èé ñèðîâàòêîâèé àëüáóì³í
(67 êÄà); Å — åíçèìíèé ïðåïàðàò Bacillus licheniformis ²ÌÂ Â-8008



ïåðàòóðà 50°Ñ ³ ðÍ 10,0 º îïòèìàëüíèìè äëÿ ã³äðîë³çó ô³áðèíîãåíó B. li-
cheniformis ²ÌÂ Â-8008, ïèòîìà àêòèâí³ñòü 335,4 îä/ìã á³ëêà.

Îáãîâîðåííÿ ðåçóëüòàò³â äîñë³äæåíü

Ô³áðèíîãåíîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü ó ì³êðîîðãàí³çì³â çóñòð³÷àºòüñÿ äî-
ñèòü ð³äêî. Íà ñüîãîäí³ îïèñàí³ ïîîäèíîê³ øòàìè ç ô³áðèíîãåíîë³òè÷íîþ
àêòèâí³ñòþ ó Bacillus thuringiensis ²ÌÂ Â-7324, B. cereus, B. subtilis, B. vele-
zensis [4, 5, 7, 21]. Â ÑÊÐ B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008 âèçíà÷åíî ïðîòå-
îë³òè÷íó àêòèâí³ñòü ç³ ñïåöèô³÷í³ñòþ äî ô³áðèíîãåíó, ô³áðèíó, åëàñòèíó,
êàçå¿íó òà êîëàãåíó. Âèêîðèñòàííÿ êëàñè÷íèõ ìåòîä³â á³ëêîâî¿ õ³ì³¿, òà-
êèõ ÿê âèñîëþâàííÿ ñóëüôàòîì àìîí³þ, ãåëü-ô³ëüòðàö³ÿ òà ³îíîîáì³ííà
õðîìàòîãðàô³ÿ, äîçâîëèëî îòðèìàòè î÷èùåíèé ïðåïàðàò ô³áðèíîãåíî-
ë³òè÷íîãî ôåðìåíòó òà ï³äâèùèòè éîãî àêòèâí³ñòü â 39 ðàç ïîð³âíÿíî ç
âèõ³äíîþ. Ìîëåêóëÿðíà ìàñà î÷èùåíîãî ôåðìåíòó B. licheniformis ²ÌÂ
Â-8008 ñòàíîâèòü áëèçüêî 24 êÄà, ùî ìîæíà ïîð³âíÿòè ç ìîëåêóëÿðíîþ
ìàñîþ ô³áðèíîë³òè÷íèõ ôåðìåíò³â (18—38 êÄà), âèä³ëåíèõ ç ³íøèõ âè-
ä³â Bacillus [12]. Òàê, ìîëåêóëÿðíà ìàñà âåëåô³áðèíàçè áóëà íèæ÷îþ, í³æ ó
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Òàáëèöÿ 3
Ñóáñòðàòíà ñïåöèô³÷í³ñòü ô³áðèíîãåíàçè B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008

Ñóáñòðàòè Ïîêàçíèêè àêòèâíîñò³, îä/ìë á³ëêà

Ô³áðèíîãåí 335,4

Ô³áðèí 95,83

Åëàñòèí 0

Êîëàãåí 0

Êàçå¿í 0,12

Ðèñ. 6. ðÍ-îïòèìóì ä³¿ ô³áðèíîãåíàçè B. licheniformis²ÌÂ Â-8008



áàãàòüîõ ³íøèõ ô³áðèíîë³òè÷íèõ ôåðìåíò³â, òàêèõ ÿê áðåâ³òðîìáîëàçà
(56 êÄà) [14] òà ðóñåëîá³í (51,3 êÄà) [21], àëå òàêîæ âèùîþ, í³æ ó ê³ëüêîõ
ô³áðèíîë³òè÷íèõ ôåðìåíò³â, òàêèõ ÿê PAIEM (14,9 êÄà) [6] òà C142
(23,5 êÄà) [7]. Íèçüêà ìîëåêóëÿðíà ìàñà ô³áðèíîãåíàçè B. licheniformis
²ÌÂ Â-8008 ìîæå ñâ³ä÷èòè ïðî êîìïàêòíó ñòðóêòóðó åíçèìó, ùî ÷àñòî êî-
ðåëþº ç éîãî âèñîêîþ ñòàá³ëüí³ñòþ ó âîäíèõ åêîñèñòåìàõ.

Ïîð³âíÿëüíèé àíàë³ç ô³çèêî-õ³ì³÷íèõ âëàñòèâîñòåé ïîêàçàâ, ùî äîñ-
ë³äæåíèé øòàì ìàº âèðàæåíó àäàïòàö³þ äî ëóæíèõ óìîâ òà ï³äâèùåíî¿
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Ðèñ. 7. Òåðìîîïòèìóì ä³¿ ô³áðèíîãåíàçè B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008

Ðèñ. 8. Òåðìîñòàá³ëüí³ñòü ô³áðèíîãåíàçè B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008



òåìïåðàòóðè. Îïòèìàëüíèìè ïàðàìåòðàìè äëÿ ã³äðîë³çó ô³áðèíîãåíó åí-
çèìîì B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008 º pH 10,0 òà òåìïåðàòóðà 50 °C. Öå
ñâ³ä÷èòü ïðî á³ëüø âèðàæåíó òåðìî- òà àëêàëîñòàá³ëüí³ñòü ïîð³âíÿíî ç
ô³áðèíîë³òèêàìè íàçåìíîãî ïîõîäæåííÿ. Íàïðèêëàä, îïòèìàëüíà òåì-
ïåðàòóðà äëÿ ô³áðèíîë³òè÷íîãî ôåðìåíòó øòàìó Bacillus amyloliquefaci-
ens GUTU06 ñòàíîâèòü 45 °C, à äëÿ êîìåðö³éíèõ ïðåïàðàò³â, òàêèõ ÿê
óðîê³íàçà òà ëþìáðîê³íàçà — ëèøå 20—37 °C [19]. Ñõîæ³ õàðàêòåðèñòèêè
(pH 9,0 ³ 50 °C) ïðîäåìîíñòðóâàâ ôåðìåíò FELP, ùî ï³äòâåðäæóº çàãàëüíó
òåíäåíö³þ äî ï³äâèùåíî¿ ðåçèñòåíòíîñò³ ïðîòåàç ìîðñüêèõ ã³äðîá³îíò³â.
Âåëåô³áðèíàçà çáåð³ãàëà ô³áðèíîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü ó øèðîêîìó ä³àïà-
çîí³ çíà÷åíü pH òà òåìïåðàòóðè, ç îïòèìàëüíèì pH 7,0 òà òåìïåðàòóðîþ
40 °C, ùî â³äïîâ³äàº ô³ç³îëîã³÷íîìó ñåðåäîâèùó ëþäñüêîãî îðãàí³çìó.
Ô³áðèíîë³òè÷í³ ôåðìåíòè Streptomyces radiopugnans VITSD8 [8] ³ Serratia
marcescens [13], ùî ïîõîäÿòü ç ìîðñüêîãî ñåðåäîâèùà, õàðàêòåðèçóþòüñÿ
àíàëîã³÷íèìè âëàñòèâîñòÿìè.

Âàðòî çàçíà÷èòè, ùî ï³ê íàêîïè÷åííÿ ô³áðèíîãåíîë³òè÷íî¿ àêòèâ-
íîñò³ ó B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008 ñïîñòåð³ãàºòüñÿ íà òðåòþ äîáó êóëüòè-
âóâàííÿ. Òåìïåðàòóðíèé ðåæèì âèðîùóâàííÿ ñóòòºâî âïëèâàº íà á³î-
ñèíòåòè÷í³ ìîæëèâîñò³ øòàìó, ùî õàðàêòåðíî äëÿ ì³êðîîðãàí³çì³â, ³çî-
ëüîâàíèõ ³ç äîííèõ îñàä³â, äå òåìïåðàòóðí³ êîëèâàííÿ º âàæëèâèì ðåãó-
ëÿòîðíèì ÷èííèêîì ìåòàáîë³çìó. Âèñîêà àêòèâí³ñòü ïðè pH 10,0 â³ä-
ð³çíÿº ôåðìåíò äîñë³äæåíîãî øòàìó â³ä áàãàòüîõ ³íøèõ áàöèë, òàêèõ ÿê
B. mojavensis (pH 6,0) àáî B. subtilis NatTH9 (pH 8,0). Çäàòí³ñòü ôåðìåíòó
çáåð³ãàòè ñòàá³ëüí³ñòü ó ëóæíîìó ä³àïàçîí³ âêàçóº íà éîãî ïðèäàòí³ñòü íå
ëèøå äëÿ á³îìåäè÷íèõ ö³ëåé, à é äëÿ ïðîìèñëîâîãî çàñòîñóâàííÿ, äå ïðî-
öåñè ÷àñòî â³äáóâàþòüñÿ çà åêñòðåìàëüíèõ çíà÷åíü ðÍ. Íà â³äì³íó â³ä
ôåðìåíò³â, àêòèâí³ñòü ÿêèõ ð³çêî ïàäàº ïðè â³äõèëåíí³ â³ä íåéòðàëüíèõ
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çíà÷åíü ÷åðåç ðóéíóâàííÿ òðåòèííî¿ ñòðóêòóðè [10], ô³áðèíîãåíàçà B. li-
cheniformis ²ÌÂ Â-8008 äåìîíñòðóº çíà÷íó ñò³éê³ñòü êàòàë³òè÷íîãî öåíò-
ðó, òîìó âèêëèêàº îñîáëèâèé íàóêîâèé ³ ïðàêòè÷íèé ³íòåðåñ. Ïðîòåàçè ç
ô³áðèíîãåíîë³òè÷íîþ àêòèâí³ñòþ âèñîêîñïåöèô³÷íî ã³äðîë³çóþòü
Ñ-ê³íöåâ³ ä³ëÿíêè ìîëåêóëè ô³áðèíîãåíó, â³äùåïëþþ÷è â³ä éîãî Àα-,
Âβ-ëàíöþã³â ôðàãìåíòè ð³çíî¿ âåëè÷èíè. Ó á³ëüøîñò³ âèïàäê³â âíàñë³äîê
òàêî¿ ä³¿ ôîðìóþòüñÿ 250 êÄà Õ-ôðàãìåíòè ô³áðèíîãåíó, ÿê³ íå ïîë³ìåðè-
çóþòüñÿ ï³ä ä³ºþ òðîìá³íó. 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 [1, 6].
Êð³ì òîãî, ô³áðèíîãåíîë³òè÷íèé ôåðìåíò B. licheniformis ²ÌÂ Â-8008: à)
ìîæå áóòè âèêîðèñòàíèé ïðè âèâ÷åíí³ ïðîöåñ³â ïîë³ìåðèçàö³¿ ô³áðèíî-
ãåíó/ô³áðèíó; á) ìîæå ðîçãëÿäàòèñÿ ÿê îñíîâà äëÿ ñòâîðåííÿ ë³êàðñüêèõ
çàñîá³â, ñïðÿìîâàíèõ íà çìåíøåííÿ çàãðîçè âíóòð³øíüîñóäèííîãî òðîì-
áîóòâîðåííÿ øëÿõîì îáìåæåíîãî ïðîòåîë³çó ô³áðèíîãåíó, ùî öèðêóëþº
ó êðîâîòîö³ ïàö³ºíòà; â) ìîæå âõîäèòè äî ñêëàäó ïðåïàðàò³â, ÿê³ çàïîá³ãà-
þòü çãîðòàííþ êðîâ³ òà çíèæóþòü àðòåð³àëüíèé òèñê. Àíòèêîàãóëÿö³é-
íèé åôåêò ïðîòåàçè ï³äñèëþºòüñÿ é òèì, ùî çíà÷íà ÷àñòèíà öèõ åíçèì³â
âïëèâàº òàêîæ íà òðîìáîöèòàðíó ëàíêó ñèñòåìè ãåìîñòàçó, ³íã³áóþ÷è àã-
ðåãàö³þ òðîìáîöèò³â [19, 20].

Óí³êàëüí³ñòü á³îõ³ì³÷íèõ âëàñòèâîñòåé äîñë³äæóâàíîãî ì³êðîîðãà-
í³çìó òà éîãî ôåðìåíòíîãî êîìïëåêñó ï³äòâåðäæåíà îòðèìàííÿì äâîõ
ïàòåíò³â Óêðà¿íè íà âèíàõ³ä [2, 3]. Çîêðåìà, çàäåêëàðîâàíî ñïðîìîæí³ñòü
øòàìó âèñòóïàòè àêòèâíèì ïðîäóöåíòîì ôåðìåíò³â ç³ ñïåöèô³÷í³ñòþ íå
ò³ëüêè äî ô³áðèíîãåíó, à é ô³áðèíó òà åëàñòèíó, ùî º ð³äê³ñíîþ òà ö³ííîþ
âëàñòèâ³ñòþ äëÿ ïðîòåàç ì³êðîáíîãî ïîõîäæåííÿ. Òàê³ õàðàêòåðèñòèêè
øòàìó, âèä³ëåíîãî ç äîííèõ îñàä³â, âêàçóþòü íà éîãî âèñîêèé àäàïòèâíèé
ïîòåíö³àë ó äåñòðóêö³¿ ñêëàäíèõ á³ëêîâèõ àãðåãàò³â ó ïðèðîäíèõ ã³äðîåêî-
ñèñòåìàõ.

Âèñíîâêè

Âñòàíîâëåíî, ùî àêòèâí³ñòü ïîçàêë³òèííî¿ ô³áðèíîãåíàçè Bacillus li-
cheniformis ²ÌÂ Â-8008 ñóòòºâî çàëåæèòü â³ä òåðì³íó êóëüòèâóâàííÿ òà
òåìïåðàòóðíîãî ðåæèìó. Â ñóïåðíàòàíò³ êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè (ÑÊÐ) â³ä-
ì³÷àëè øèðîêèé ñïåêòð ñóáñòðàòíî¿ ñïåöèô³÷íîñò³ (ô³áðèíîãåíî-, ô³á-
ðèíî-, åëàñòî-, êàçå¿íî- òà êîëàãåíîë³òè÷íà àêòèâí³ñòü). Ïîêàçàíî, ùî ìî-
ëåêóëÿðíà ìàñà î÷èùåíîãî åíçèìíîãî ïðåïàðàòó ñòàíîâèòü áëèçüêî
24 êÄà, ðÍ-îïòèèóì — 10,0, òåðìîîïòèìóì — 50 °Ñ, ïèòîìà àêòèâí³ñòü —
335,4 îä/ìã á³ëêà. Âèñîêà ôåðìåíòàòèâíà àêòèâí³ñòü òà ñòàá³ëüí³ñòü ó
ëóæíîìó ñåðåäîâèù³ ðîáëÿòü äîñë³äæóâàíó ô³áðèíîãåíàçó ïåðñïåêòèâ-
íîþ äëÿ âèêîðèñòàííÿ â á³îòåõíîëîã³¿ òà ìåäèöèí³ ÿê åôåêòèâíîãî àãåíòà
äëÿ ðîçùåïëåííÿ ô³áðèíîãåíó.
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FIBRINOGENOLYTIC ACTIVITY OF BACILLUS LICHENIFORMIS IMV B-8008
ISOLATED FROM THE BLACK SEA BOTTOM SEDIMENTS

It was established that Bacillus licheniformis IMV B-8008, isolated from the bottom
sediments of the Black Sea, synthesizes a protease that exhibits high fibrinogenolytic activi-
ty, starting from the third day of cultivation. It was shown that the temperature of cultivati-
on has a significant effect on the activity of the studied enzyme. The supernatant of the cul-
ture liquid of Bacillus licheniformis IMV B-8008 hydrolysed not only fibrinogen, fibrin,
elastin, but also casein and collagen. The purified enzyme preparation with fibrinogenoly-
tic activity had a pH-optimum of 10.0, and a thermooptimum of 50 °C. Was molecular we-
ight is about 24 kDa, specific activity 335.4 U/mg of protein.

Key words: Bacillus licheniformis IMV B-8008, bottom sediments of the Black Sea, fib-
rinogenolytic activity, pH, thermo-optimum, molecular weight, specific activity.
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