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СУБСТРАТНА СПЕЦИФIЧНIСТЬ ПЕПТИДАЗИ 2  
ВACILLUS THURINGIENSIS IМВ В-7324

Мета. Вивчення субстратної специфічності очищеної пептидази 2 
Вacillus thuringiensis IМВ В-7324. Методи. Для вивчення субстратної 
специфічності пептидази 2 використовували білки: еластин, фібрин, 
фібриноген, колаген і казеїн. Визначення оптимальних співвідношень 
ензим-субстрат проводили за допомогою повного двофакторного 
досліду. Спорідненість (константу Міхаеліса,  Km) до субстратів 
пептидази 2 B.  thuringiensis IMB B-7324 визначали за методом 
подвійних обернених величин в координатах Лайнуївера-Берка (1/
ν0–1/[S]). Для обчислення та графічного представлення результатів 
повного двофакторного експерименту використовували метод 
стрімкого сходження (метод Бокса-Уілсона) та комп’ютерну систему 
аналізу даних STATISTICA 8.0. Результати. Дослідження гідролізу на-
тивних білкових субстратів пептидазою 2 В. thuringiensis IМВ В-7324 
показало, що ензим здатний розщеплювати фібрин, фібриноген, казеїн 
і колаген. Для ефективного гідролізу білків за результатами повного 
двофакторного досліду було встановлено оптимальні співвідношення 
концентрацій ензиму і субстратів: 1 мг пептидази 2 здатен розщеплю-
вати 54 мг фібрину, 67 мг фібриногену, 25 мг казеїну і 49 мг колагену. 
Показано, що досліджуваний ензим виявляє вищу спорідненість до 
фібрину і казеїну, для яких значення константи Міхаеліса Km стано-
вить 1,1 і 1,2 мг, відповідно. Висновки. Пептидаза 2 B. thuringiensis 
IМВ В-7324 характеризується вищою специфічністю щодо фібрину і 
фібриногену, ніж до казеїну і колагену, проте більшою спорідненістю 
до фібрину і казеїну.

К люч о в і  с л о в а :  субстратна специфічність, пептидаза, константа 
Міхаеліса Km.

Основною функцією мікробних позаклітинних пептидаз є розщеплення 
білків, які містяться в навколишньому середовищі, і перетворення їх у 
форму, яка здатна легко проникати в клітину. Вивчення пептидаз, що 
гідролізують такі важкорозчинні білкові субстрати як фібрин, еластин 
і колаген, є на сьогодні актуальною проблемою наукових досліджень, 
оскільки такі ензими можуть знайти застосування для видалення руб-
цевої тканини, у складі косметичних препаратів, у мийних засобах для 
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видалення білкових плям, у фармацевтичній промисловості як інгредієнти 
ліків, особливо тромболітичних, а також у шкіряній промисловості для 
зневоложування і зм’якшення шкіри, поліпшуючи її якість, зберігаючи 
товщину готової шкіри і використовуючи відщеплену щетину як вторинну 
сировину. Участь пептидаз в таких різних процесах зумовлена їх специ-
фічністю, збереженням каталітичної активності в широких межах рН і 
температур. Раніше нами було показано [2, 3], що Вacillus thuringiensis 
IМВ В-7324 у стаціонарній фазі на 48 год культивування синтезує метало-
пептидазу (24 кДа) з фібринолітичною активністю, яка здатна зберігати 
активність в інтервалі значень рН від 6,0 до 11,0 і температури від 20 до 
50 °С протягом 1 год. Тому метою даної роботи було вивчення субстратної 
специфічності очищеної пептидази 2 В. thuringiensis IМВ В-7324.

Матеріали і методи
Об’єктом дослідження була пептидаза 2, виділена з B. thuringiensis 

IMB B-7324. Культивування штаму, виділення і очистку досліджуваного 
ензиму проводили як описано в роботах [2, 3].

Субстратну специфічність пептидази 2 оцінювали, використовуючи 
різні субстрати: еластин, фібрин, фібриноген, колаген і казеїн. 

Загальну казеїнолітичну (пептидазну) активність визначали за мето-
дом Ансона в модифікації Петрової [4], який базується на кількісному 
визначенні тирозину, що утворюються при гідролізі казеїну під дією до-
сліджуваного ензиму. За одиницю активності приймали здатність ензиму 
перетворювати за 1 хв при температурі 37 °С казеїн в неосаджений ТХО 
стан в кількості, яка відповідає 1 мкмоль тирозину.

Визначення фібринолітичної активності проводили за методом Masada 
[12], використовуючи як субстрат фібрин, отриманий з плазми крові лю-
дини на станції переливання крові. Утворення продуктів розщеплення 
фібрину реєстрували на спектрофотометрі СФ-26 при 275 нм. За одиницю 
фібринолітичної активності приймали таку кількість ензиму, яка підви-
щує оптичну густину реакційної суміші на 0,01 за 1 хв в умовах досліду.

Еластолітичну активність визначали колориметрично за інтенсивністю 
забарвлення розчину при ензиматичному гідролізі еластину, забарвленого 
конго червоним [15]. Iнтенсивність забарвлення вимірювали на 
спектрофотометрі СФ-26 при довжині хвилі 515 нм. За одиницю активності 
ензиму приймають здатність ферменту  гідролізувати 1 мг еластину за 
даних умов (37 °С, 5 год).

Для визначення фібриногенолітичної активності в дослідну пробірку 
додавали фібриноген, 0,01 М Трис-HCl буфера (рН 7,5) і досліджуваний 
препарат. Реакційну суміш інкубували на водяній бані при 37 °С протягом 
30 хв. Реакцію зупиняли додаванням 10% ТХО. В контрольну пробірку 
ТХО додавали до початку інкубації. Зразки витримували при кімнатній 
температурі 20 хв, центрифугували при 10000g протягом 5 хв. В супер-
натанті вимірювали утворення продуктів розщеплення фібриногену на 
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спектрофотометрі СФ-26 при 275 нм. За одиницю фібриногенолітичної 
активності брали таку кількість ензиму, яка підвищує оптичну густину 
реакційної суміші на 0,01 за 1 хв в умовах досліду. 

Для визначення колагеназної активності використовували колаген 
(з  бичачого сухожилля). Продукти розщеплення визначали на спектро-
фотометрі СФ-26 при довжині хвилі 600 нм. Одиниця колагеназної актив-
ності еквівалентна кількості мкмолей лейцину, знайдених зі стандартної 
кривої  [11].

Питому активність досліджуваної пептидази по відношенню до кожно-
го субстрату виражали числом одиниць ензиматичної активності на 1  мг 
білка. Кількість білка визначали за методом Lowry [10]. Iнтенсивність 
забарвлення проб вимірювали при довжині хвилі 750 нм. Як стандарт 
використовували бичачий сироватковий альбумін.

Для визначення оптимальних співвідношень ензим-субстрат для 
ефективного гідролізу останнього був проведений повний двофакторний 
дослід (ПФД). Спорідненість (константу Міхаеліса, Km) до кожного 
субстрату пептидази 2 B. thuringiensis IMB B-7324 визначали за графіком, 
побудованим за методом подвійних обернених величин в координатах 
Лайнуївера-Берка (1/ν0 – 1/[S]).

Обчислення та графічне представлення результатів повного 
двофакторного експерименту було проведено за методом стрімкого 
сходження (метод Бокса-Уілсона) за допомогою комп’ютерної системи 
аналізу даних STATISTICA 8.0. На рисунках наведено середні арифметичні 
значення за результатами п’яти повторностей, відхилення від середнього 
значення не перевищувало 5% [1].

Результати та їх обговорення
Початок дослідження субстратної специфічності пептидази 2 

В. thuringiensis IМВ В-7324 щодо широкого спектру білкових субстратів 
показало (рис. 1), що ензим гідролізує фібрин, фібриноген, казеїн і кола-
ген, але не здатен розщеплювати еластин. Найвища питома активність 
виявлена до фібрину і фібриногену (88,75 і 76,25 од/мг білка, відповідно). 

Порівняння субстратної специфічності досліджуваного ензиму з 
пептидазами інших представників групи B. cereus, до якої відноситься 
В. thuringiensis, дало змогу виявити, що отримана нами металопептидаза 
подібна за субстратною специфічністю до металопептидаз, виділених з 
B. cereus і B. anthracis. Так, у одного зі штамів B. anthracis [6] виділено 
дві нейтральні металопептидази з молекулярними масами 36 і 46 кДа, які 
здатні розщеплювати різні нативні субстрати: казеїн, еластин і желатин. 
Отримана з B. cereus DSM 14729 нейтральна металопептидаза камелізин 
[7] проявляє специфічність щодо таких білкових субстратів, як колаген 
типу I, фібрин і фібриноген. Здатність розщеплювати ці субстрати зумов-
лює участь цього ензиму у взаємодії між хазяїном і патогеном.
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Рис. 1. Гідроліз білкових субстратів пептидазою 2 В. thuringiensis IМВ В-7324

Fig. 1. Hydrolysis of protein substrates by peptidase 2 B. thuringiensis IMV 
B-7324

Відомо [5, 14, 16], що мікробні пептидази здатні гідролізувати різ-
ні білкові субстрати, зокрема, і важкорозчинні. Так [16], пептидаза 
B. subtilis DC33 здатна розщеплювати фібрин, фібриноген і казеїн, але 
майже не розщеплює сироватковий альбумін. Iнший ензим, виділений з 
Candida guilliermondii NRRL Y-2075, проявляє високу активність щодо 
фібрину, азоказеїну і колагену [14]. Колагеназа B. licheniformis F11.4 з 
високою швидкістю гідролізує колаген і казеїн, але з меншою – фібрин 
і желатин [5].

Для застосування протеолітичних ензимів в різних галузях промисло-
вості необхідно знати не тільки їх субстратну специфічність щодо різних 
білків, але й оптимальні співвідношення концентрацій ензиму і субстратів 
для ефективного гідролізу останніх. Тому нами був проведений пошук 
оптимальних співвідношень концентрацій пептидази 2 B. thuringiensis 
IMB B-7324 і білків-субстратів. На основі отриманих даних двофакторного 
досліду було побудовано тривимірне зображення поверхні відгуку для 
визначення оптимального співвідношення концентрацій субстратів 
(фібрин, фібриноген, казеїн і колаген) і досліджуваної пептидази, при яких 
досягається максимальна ензиматична активність в реакційній суміші. 
Так, при дії ензиму було виявлено підвищення активності при збільшенні 
концентрацій субстрату і самого ензиму (рис. 2). За таких умов було 
визначено оптимальне співвідношення пептидази 2 і білкових субстратів. 

Показано (табл. 1), що 1 мг пептидази 2 здатен розщеплювати більшу 
кількість молекул фібрину (67 мг) і фібриногену (54 мг), ніж колагену 
(49 мг) і казеїну (25 мг).
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Рис. 2. Поверхня відгуку для визначення оптимальних концентрацій ензиму 
і  субстратів 

1 – фібрин, 2 – фібриноген, 3 – колаген, 4 – казеїн

Fig. 2. The response surface for determination of the optimal enzyme  
and substrate concentrations 

 1 – fibrin, 2 – fibrinogen, 3 – collagen, 4 – casein

Для практичного використання протеази 2 B.  thuringiensis IMB 
B-7324 і можливості порівняння з аналогами необхідно вивчити її кіне-
тичні характеристики. 

Таблиця 1
Оптимальне співвідношення ензим : субстрат (Е : S) для  реакції гідролізу

Table 1
 The optimal ratio of enzyme : substrate (E : S) for hydrolysis 

Субстрати Е : S, (мг : мг)

Еластин -

Фібрин 1 : 54

Фібриноген 1 : 67

Казеїн 1 : 25

Колаген 1 : 49
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Основним показником каталітичної активності ензимів є константа 
Міхаеліса (Кm), яка свідчить про міру спорідненості ензиму до субстрату. 
Тому наступним етапом було встановлення параметру Кm, який визна-
чався для таких концентрацій субстратів, за яких швидкість гідролізу 
збільшувалася лінійно. Для цього використовували обернені координа-
ти Лайнуївера-Берка. Визначення константи Міхаеліса досліджуваної 
пептидази показало, що вона має найбільшу спорідненість до фібрину 
і казеїну, на що вказує найменше значення Кm, яке становить 1,1 та 
1,2  мг, відповідно. 

Рис. 3. Графік Лайнуївера-Берка для визначення константи Міхаеліса Km при 
гідролізі пептидазою 2 B. thuringiensis IMB B-7324 субстратів

1 – казеїн, 2 – фібриноген, 3 – фібрин, 4 – колаген

Fig. 3. Lineweaver-Burk plots for B. thuringiensis IMV B-7324 peptidase 2 
indicating the Km values using various substrates
1 – casein, 2 – fibrinogen, 3 – fibrin, 4 – collagen

Порівняння Km пептидаз різних мікроорганізмів щодо досліджуваних 
білків показало (табл. 2), що пептидаза 2 B. thuringiensis IMB B-7324 
характеризувалася більшою спорідненістю по відношенню до фібрину, ніж 
пептидаза C. guilliermondii NRRL Y-2075 (Km 1,1 і 5,0, відповідно) [14].

Що стосується гідролізу казеїну, то Km пептидази 2 B. thuringien-
sis IMB B-7324 значно менша, ніж для пептидаз B. licheniformis Bl8 і 
Aspergillus tubingensis NIICC 08155 (1,2; 3,1 і 45,0, відповідно) [8, 13]. 
Проте, при розщепленні колагену значення Km досліджуваного ензиму 
більше, ніж для пептидаз, виділених з B. cereus MBL13 і B. licheniformis 
F11.4 [5, 9]. На жаль, в літературі відсутня інформація щодо Km різних 
пептидаз відносно фібриногену, тому провести порівняльний аналіз нам 
не вдалося. 
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Таблиця 2

Km різних пептидаз мікробного походження
Table 2 

Km of different microbial peptidases

Субстрат Джерело пептидпзи Km, мг

Фібрин
B. thuringiensis IMB B-7324 1,1

Candida guilliermondii NRRL Y-2075 [14] 5,0

Фібриноген B. thuringiensis IMB B-7324 3,3

Колаген

B. thuringiensis IMB B-7324 11,1

B. cereus MBL13 [9] 1,3

B. licheniformis F11.4 [5] 0,3

Казеїн

B. thuringiensis IMB B-7324 1,2

B. licheniformis Bl8 [8] 3,1

Aspergillus tubingensis NIICC 08155 [13] 45,0

Таким чином, пептидаза 2 B. thuringiensis IМВ В-7324 характеризу-
ється більшою специфічністю щодо фібрину і фібриногену, ніж до казеїну 
і колагену, проте більшою спорідненістю щодо фібрину і казеїну.

Н.А. Нидялкова, Е.В. Мацелюх, Л.Д. Варбанец

Институт микробиологии и вирусологии НАН Украины, ул. Академика Заболотного, 154, 
Киев ГСП, Д03680,Украина, тел.: +38 (044) 526 23 39,

e-mail: Nidialkova@gmail.com

СУБСТРАТНАЯ СПЕЦИФИЧНОСТЬ ПЕПТИДАЗЫ 2  
ВACILLUS THURINGIENSIS ИМВ В-7324

Реферат

Цель. Исследование субстратной специфичности очищенной 
пептидазы 2 Вacillus thuringiensis ИМВ В-7324. Методы. Для изучения 
субстратной специфичности пептидазы 2 использовали белки: эластин, 
фибрин, фибриноген, коллаген и казеин. Определение оптимальных 
соотношений фермент-субстрат проводили с помощью полного 
двухфакторного опыта (ПФО). Сродство (константу Михаэлиса,  Km) к 
субстратам пептидазы 2 B.  thuringiensis ИMB B-7324 определяли по 
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методу двойных обратных величин в координатах Лайнуивера-Бэрка  
(1/ν0 – 1/[S]). Для вычисления и графического представления результатов 
полного двухфакторного опыта использовали метод стремительного 
восхождения (метод Бокса-Уилсона) и компьютерную систему анализа 
данных STATISTICA 8.0. Результаты. Исследование гидролиза нативных 
белковых субстратов пептидазой 2 В. thuringiensis ИМВ В-7324 показало, 
что фермент расщепляет фибрин, фибриноген, казеин и коллаген. Для 
эффективного гидролиза белков по результатам полного двухфакторного 
опыта (ПФО) были установлены оптимальные соотношения концентраций 
фермента и субстратов: 1 мг пептидазы 2 может расщепить 54 мг фибри-
на, 67 мг фибриногена, 25 мг казеина и 49 мг коллагена. Показано, что 
исследуемый фермент проявляет большее сродство к фибрину и казеину, 
для которых значения константы Михаэлиса Km составляет 1,1 и 1,2 мг, 
соответственно. Выводы. Пептидаза 2 B. thuringiensis ИМВ В-7324 ха-
рактеризуется более высокой специфичностью к фибрину и фибриногену, 
чем к казеину и коллагену, но большим сродством к фибрину и казеину. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а : субстратная специфичность, пептидаза, кон-
станта Михаэлиса Km.

N.A. Nidialkova, О.V. Matseliukh, L.D. Varbanets

Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, NASU, 
154, Acad. Zabolotny St., Kyiv, GSP, D03680, Ukraine,
tel.: +38 (044) 526 23 39, e-mail: Nidialkova@gmail.com

SUBSTRATE SPECIFICITY OF ВACILLUS THURINGIENSIS 
IМV В-7324 PEPTIDASE 2

Summary

Aim. Investigation of substrate specificity of the purified peptidase 2 
from Вacillus  thuringiensis IМV В-7324. Methods. To study the substrate 
specificity of the peptidase 2 we used protein: elastin, fibrin, fibrinogen, 
collagen and casein. Determination of the optimal ratio of the enzyme-
substrate was carried out a two-level factorial design. Substrate affinity 
(Michaelis constant, Km) of enzyme was established by the double recipro-
cal coordinates in the Lineweaver-Burk (1/ν0 - 1 / [S]). For calculation and 
graphic presentation of the results obtained by two factorial experiments 
there were used Box-Wilson method and computer program STATISTICA 
8.0. Results. The study of hydrolysis of native protein substrates by 
В. thuringiensis IМV В-7324 peptidase 2 showed that the enzyme is able 
to cleave the fibrin, fibrinogen, casein and collagen. For effective hydrolysis 
of proteins according to the results of full two-way experience (CFE) was 
determined the optimal correlation of enzyme concentration and substrates 
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concentration.  So 1 mg of peptidase 2 is able to cleave 54 mg of fibrin, 
67 mg of fibrinogen, 25 mg of casein and 49 mg of collagen. It was shown 
that the examine enzyme is more affinity to the fibrin and casein for that 
the Michaelis constant Km is 1.1 and 1.2 mg, respectively. Conclusions. 
The peptidase 2 of B. thuringiensis IМV В-7324 is characterized by higher 
specificity to the fibrin and fibrinogen than to casein and collagen, but more 
affinity to fibrin and casein.

K e y   w o r d s :  substrate specificity, peptidase, Michaelis constant Km.
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