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Фібринолітичні ензими — представники
класу пептидаз, здатні гідролізувати нероз�
чинний протеїн крові фібрин. Застосування
таких ензимів у медичній практиці запобі�
гає і сприяє лікуванню серцево�судинних за�
хворювань, причиною яких є тромбози,
спричинені утворенням фібринових згустків
усередині судин і в порожнинах серця. У су�
часній медицині застосовують фібринолі�
тичні агенти як ендогенного, так і екзоген�
ного походження: урокіназу, фібринолізин,
гепарин, стрептокіназу, стафілокіназу, те�
рилітин та ін. Попри їх широке застосуван�
ня, вони мають деякі недоліки, а саме: ко�
роткий час напіврозпаду, висока вартість,
ризик виникнення алергічних реакцій та
ускладнень, пов’язаних із кровотечами [1].
З огляду на це пошук нових продуцентів
фібринолітичних ензимів триває. Так, відо�
мо [2], що найбільш активними продуцента�
ми є представники роду Bacillus. Раніше [3,
4] у результаті скринінгу було відібрано
штам Bacillus thuringiensis 27, який окрім
еластолітичної виявляв ще й високу фібри�
нолітичну активність. Шляхом хімічного
мутагенезу з B. thuringiensis 27 було отрима�
но мутантний варіант B. thuringiensis ІМВ 
В�7324 зі збільшеною ензиматичною ак�

тивністю. Показано, що, змінюючи умови
і тривалість культивування, із цього штаму
можна одержувати пептидазні ензими
різної специфічності [3]. При цьому підбір
оптимального складу живильного середови�
ща є важливим для підвищення синтезу
потрібного екзоензиму. Тому метою даної ро�
боти була оптимізація умов культивування
B. thuringiensis ІМВ В�7324 для біосинтезу
пептидази з фібринолітичною активністю.

Матеріали та методи

Об’єктом дослідження був отриманий за
допомогою хімічного мутагенезу штам
B. thuringiensis [5], що зареєстрований у Де�
позитарії Інституту мікробіології і вірусоло�
гії ім. Д. К. Заболотного НАН України за но�
мером ІМВ В�7324. Для культивування
штаму як базове використовували оптимізо�
ване раніше [6] для підвищення продукуван�
ня пептидаз середовище такого складу (г/л):
KH2PO4 — 1,6; MgSO4·7H2O — 0,75;
ZnSO4·7H2O — 0,25; (NH4)2SO4 — 0,5; маль�
тоза — 1,0; желатин — 10,0; дріжджовий ав�
толізат — 0,15, рН — 6,5–6,7. Як джерело
вуглецю слугувала мальтоза, азоту — жела�
тин і сульфат амонію. Загальний вміст вуг�
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Досліджено умови культивування Bacillus thuringiensis ІМВ В�7324 для біосинтезу пептидази
з фібринолітичною активністю. Встановлено, що максимальний синтез ензиму (4,17 од/мг протеїну)
відбувається у стаціонарній фазі росту штаму в умовах глибинного культивування. Показано, що
для біосинтезу пептидази значущими є всі компоненти базового середовища, крім желатину, вилу�
чення якого призводить до підвищення активності в 4 рази (21 од/мг). Вивчено вплив різних джерел
азоту і вуглецю на синтез ензиму. Виявлено, що оптимальними джерелами є сульфат амонію і маль�
тоза, використання яких дає змогу збільшити вихідну активність у 12 разів (50 од/мг протеїну). За
допомогою двофакторного експерименту на чотирьох рівнях було визначено оптимальні концент�
рації мальтози і сульфату амонію в середовищі, за яких вдалося підвищити фібринолітичну ак�
тивність у 25 разів (105 од/мг протеїну). Оптимізоване середовище містило (г/л): мальтозу — 19,0,
(NH4)2SO4 — 12,0, КН2РО4 — 1,6, ZnSO4·7H2O — 0, 25, MgSO4·7H2O — 0,75. 
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лецю й азоту в базовому середовищі стано�
вив 0,55 і 0,2% відповідно. Вміст цих еле�
ментів в органічних сполуках середовища
розраховували за усередненими даними з
літератури [7, 8]. Так, вміст у желатині ста�
новив 50% (С) і 18,3% (N), а в дріжджовому
автолізаті — 17,21% (С) і 10% (N).

Вплив джерел азоту вивчали, виключаю�
чи зі складу базового середовища культиву�
вання всі азотвмістні сполуки (желатин,
(NH4)2SO4, дріжджовий автолізат), заміню�
ючи їх досліджуваною сполукою в еквіва�
лентній кількості до вмісту азоту в базовому
середовищі. Як джерела азоту використову�
вали: метіонін, валін, серин, треонін, ала�
нін, лейцин, аспарагін, ізолейцин, гліцин,
аспарагінову і глутамінову кислоти, аргінін,
гістидин, нітрат натрію, сульфат амонію,
желатин та дріжджовий автолізат.

Вивчення впливу різних джерел вуглецю
проводили, виключаючи зі складу базового
середовища мальтозу, желатин, дріжджовий
автолізат і замінюючи їх вуглецевмісними
сполуками в еквівалентній до вмісту вугле�
цю в базовому середовищі кількості. Джере�
лами вуглецю слугували моносахариди (ара�
біноза, галактоза, глюкоза, ксилоза, маноза,
рамноза, сорбоза); дисахариди (мальтоза,
лактоза, сахароза); трисахариди (рафіноза),
багатоатомні спирти (маніт, сорбіт, дуль�
цит), а також соєве та кукурудзяне борошно.

Штам B. thuringiensis ІМВ В�7324 куль�
тивували на рідкому живильному середо�
вищі зазначеного вище складу в колбах при
42 °С, 200 об/хв качалки, упродовж 2 діб.
Інокулюм отримували, культивуючи штам в
колбах на тому самому середовищі впро�
довж 18 год, і вносили в колби у кількості
105–106 КУО/мл.

Кількість біомаси визначали ваговим ме�
тодом. Клітини відділяли від культуральної
рідини центрифугуванням за 8 000 g протя�
гом 15 хв, осад відмивали від компонентів
живильного середовища та висушували до
постійної маси при 100 °С. Ріст культури
оцінювали за оптичною густиною бактеріа�
льної суспензії, яку вимірювали на спектро�
фотометрі СФ�26 за довжини хвилі 590 нм.

Ензиматичну активність та протеїн ви�
значали в супернатанті культуральної рідини.
Вміст протеїну ватановлювали за методом
Лоурі [9]. Загальну пептидазну (казеїно�
літичну) активність оцінювали за методом
Ансона в модифікації Петрової [10], який
базується на кількісному визначенні тиро�
зину і триптофану, що утворюються у про�
цесі ензиматичного гідролізу казеїну під
дією досліджуваних ензимів. Продукти роз�

щеплення визначали спектрофотометрично
за довжини хвилі 670 нм. За одиницю актив�
ності приймали таку кількість ензиму, яка
каталізує гідроліз протеїну з утворенням
1 мкмоль тирозину за 1 хв. Фібринолітичну
активнiсть визначали за методом Masada
[11], використовуючи фібрин як субстрат.
Утворені продукти розщеплення вимірюва�
ли на спектрофотометрі СФ�26 при 275 нм.
За одиницю фібринолітичної активності
брали таку кількість ензиму, яка підвищує
оптичну густину реакційної суміші на 0,01
за 1 хв в умовах досліду. 

Значущі елементи мінерального живлен�
ня базового середовища виявляли шляхом
відсіювального досліду [12], в якому нижній
рівень концентрацій усіх компонентів прий�
мали за нуль. Значення верхнього рівня
дорівнювали концентрації кожного компо�
нента в базовому середовищі культивуван�
ня. Для кожного компонента знаходили ко�
ефіцієнт регресії (b) методом найменших
квадратів за допомогою комп’ютерної систе�
ми аналізу даних STATISTICA. Для визна�
чення оптимальних концентрацій джерел
азоту і вуглецю в живильному середовищі
було проведено повний двофакторний дослід
(ПФД) на чотирьох рівнях. Фактори жи�
вильного середовища позначали як Хn.
Вплив кожного фактора вивчали на чоти�
рьох рівнях. Обчислення та графічне подання
результатів повного двофакторного експери�
менту здійснювали за методом стрімкого
сходження (метод Бокса–Уїлсона) за допо�
могою комп’ютерної системи аналізу даних
STATISTICA. 

Усі експерименти проводили у трьох
повторюваностях. Наведено середні арифме�
тичні величини; відхилення від середнього
значення не перевищувало 5%.

Результати та обговорення

Відомо, що бацили синтезують пептида�
зи в основному в стаціонарній фазі росту.
Так, було показано [13], що металоендопеп�
тидаза Bacillus intermedius 7Р синтезується
в стаціонарній фазі з максимальним рівнем
активності на 30�ту год росту. Максималь�
ний рівень фібринолітичної активності
Bacillus amyloliquefaciens CH86�1 також до�
сягається у стаціонарній фазі розвитку [2].
Субтилізиноподібна серинова ендопептида�
за B. intermedius 7Р секретується в ранній та
пізній стаціонарних фазах росту [14]. Так
само двофазний характер синтезу субтилізи�
ноподібної пептидази було показано для
B. amyloliquefaciens Н2 [15]. 
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B. thuringiensis ІМВ В�7324 синтезує пеп�
тидази із широким спектром субстратної
специфічності. Раніше [16] було встановле�
но, що в експоненційній фазі росту синте�
зується пептидаза з еластолітичною дією,
причому максимальний синтез ензиму
збігається з максимальною швидкістю росту
культури. Синтез ензиму залежить від кон�
центрації джерела азоту в середовищі і з під�
вищенням вмісту азоту до 0,5% пригнічує�
ться. Однак при цьому в культуральній
рідині штаму залишається фібринолітична
активність, що може свідчити про те, що за
гідроліз еластину і фібрину відповідають,
найімовірніше, різні пептидази. Вивчення
динаміки накопичення пептидазного ензи�
му з фібринолітичною активністю на базово�
му середовищі показало, що після першої
доби культивування рівень фібринолітичної
активності становить 1,7 од/мг, а на 48�му
год — 4,17 од/мг протеїну (рис. 1). Таким
чином, було показано, що за еластолітичну
і фібринолітичну активність B. thuringiensis
ІМВ В�7324 відповідають різні пептидази, котрі
синтезуються на різних стадіях росту клітини.
Тому постало питання оптимізації складу жи�
вильного середовища для максимального
біосинтезу фібринолітичної пептидази.

За результатами відсіювального досліду
було розраховано коефіцієнт регресії, який 

для всіх компонентів, окрім желатину, мав
позитивне значення (табл. 1). Таким чином,
показано, що для біосинтезу фібринолітич�
ної пептидази значущими є всі компоненти
живильного середовища, крім желатину.
Рівень фібринолітичної активності за виро�
щування на стандартному середовищі,
з якого було вилучено желатин, становив до
21 од/мг, що в 4 рази більше, ніж за його
присутності. 

Відомо, що на синтез пептидаз бацилами
однаковою мірою можуть впливати джерела 

Рис. 1. Динаміка накопичення пептидазного 
ензиму з фібринолітичною активністю 

за культивування B. thuringiensis ІМВ В<7324
на базовому середовищі

Таблиця 1. Визначення значущих факторів базового середовища культивування 
B. thuringiensis ІМВ В<7324 для біосинтезу фібринолітичної пептидази

№ ZnSO4•7H2O MgSO4•7H2O KH2PO4 (NH4)2SO4
Жела<

тин 

Дріжджо<
вий ав<
толізат 

Маль<
тоза 

Фібринолі<
тична актив<
ність, од/мг

1 – + + + + + + 2,36  

2 + – + + + + + 0,30  

3 + + – + + + + 0,38  

4 + + + – + + + 3,47  

5 + + + + – + + 21,24  

6 + + + + + – + 4,19  

7 + + + + + + – 0,92  

8 – – + + + + + 2,78  

9 + – – + + + + 0,84  

10 + + – – + + + 1,50  

11 – – – + + + + 2,03  

12 + – – – + + + 0,00  

13 – – – – + + + 0,00  

14 – + – + + + + 0,10  

15 – + + – + + + 0,15  

16 + – + – + + + 1,00  

Коефіцієнт
регресії, b 0,75 2,83 1,78 1,08 –18,1 0,21 2,22 12,80  

Примітка: «+» — наявність, «�» — відсутність відповідного компонента.
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як азоту, так і вуглецю. Передбачити, яка
саме форма джерела азоту (вуглецю), орга�
нічна чи неорганічна, сприятиме макси�
мальному синтезу пептидази, неможливо.
Так, для росту і вияву фібринолітичної ак�
тивності штамом Bacillus natto NLSSE опти�
мальним джерелом азоту є соєвий пептон
[17], а для Bacillus sp. AS�S20�I — казеїн
і сульфат амонію [18]. Додавання солей амо�
нію в середовище культивування Bacillus
pumilis KMM 62 [19] має подвійний ефект:
репресує синтез ензиму на ранній стаціонар�
ній фазі розвитку і стимулює його біосинтез
після 46–48 год росту. Комплекс органічних
субстратів (альбумін, казеїн, гемоглобін
і желатин) репресують біосинтез пептидази
цим штамом. За даними літератури [20],
амінокислоти не однаково впливають на
синтез пептидазних ензимів, як індукуючи,
так і репресуючи його. Ріст B. pumilis KMM
62 репресувався зі внесенням у живильне се�
редовище валіну та лейцину [19]. Синтез
фібринолітичних ензимів Paenibacillus peo)
riae NRRL BD�62 і Paenibacillus polymyxa
SCE 2 підвищувався за культивування їх на
середовищі з тіаміном і біотином [21]. 

Відомо [22], що амінокислоти можуть
виступати тільки як джерело азоту за умови
достатньої концентрації в середовищі інших
джерел вуглецю. У результаті проведення
однофакторного експерименту встановлено
(рис. 2, а), що заміна джерела азоту в жи�
вильному середовищі на треонін призводила
до збільшення синтезу ензиму вже на першу
добу культивування в 14 разів. Підвищений
біосинтез також спостерігали в разі вико�
ристання деяких інших амінокислот — ас�
парагіну, аланіну, аргініну, метіоніну, серину
і валіну. Внесення як джерел азоту міне�
ральних сполук сульфату амонію і нітрату
натрію спричинювало збільшення активнос�
ті в 11 і 5 разів, відповідно. Для подальших
дослідів було вирішено як джерело азоту ви�
користовувати сульфат амонію, виходячи
з його доступності і невисокої вартості. До�
давання глютамату, аспарагінату, лейцину,
гліцину, триптофану, а також високомоле�
кулярних сполук желатину і дріжджового
автолізату пригнічувало синтез ензиму. Це
може свідчити про те, що для синтезу фібри�
нолітичної пептидази клітині передусім
потрібні легкодоступні джерела азоту. Інгі�
буючий вплив дріжджового автолізату,
який за результатами попередньо проведе�
ного відсіювального експерименту (табл. 1)
виявився одним зі значущих факторів,
найімовірніше, можна поясненити різни�
цею в концентраціях, у яких цю сполуку

вносили в середовище в різних дослідах.
Імовірно, в ньому можуть міститись факто�
ри, які у великих концентраціях пригнічу�
ють синтез протеїну і/або інгібують ензима�
тичну активність. Вивчення казеїнолітичної
активності в супернатанті культуральної
рідини B. thuringiensis ІМВ В�7324 за умов
додавання до складу середовища різних
джерел азоту (рис. 2, б), виявило деякі зако�
номірності, схожі з такими за фібринолітич�
ною активністю: дріжджовий автолізат її
пригнічував, а в разі росту на середовищі
з глютаматом, аспарагінатом та триптофа�
ном пептидазна активність була повністю
відсутня.   

Аналіз даних літератури щодо впливу
джерел вуглецю на синтез пептидаз із фібри�
нолітичною активністю показав, що орга�
нічні джерела вуглецю є кращими для росту
культури та накопичення таких ензимів.
Так, крохмаль і глюкоза стимулюють синтез
пептидаз і ріст B. licheniformis CUMC 305
і Bacillus coagulans CUMC 512 [23], а нат�
токіназа B. subtilis ZK8 [24], яка міститься в
натто — традиційній ферментованій їжі
японців, — за культивування на середовищі
з ксилозою (2%). З урахуванням даних літе�
ратури наступний однофакторний експеримент

Рис. 2. Питома фібринолітична (а) і загальна
пептидазна (б) активність за культивування 
В. thuringiensis ІМВ В<7324 на середовищах 

з різними джерелами азоту

а

б
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з дослідження впливу різних джерел вугле�
цю проводили, використовуючи як джерело
вуглецю різні низькомолекулярні та високо�
молекулярні вуглецевмісні сполуки в екві�
молярній з базовим середовищем кількості.
У цих дослідах джерелом азоту слугував
сульфат амонію. Показано (рис. 3, а) пригні�
чувальну дію більшості вуглеводів, зокрема
й глюкози, на синтез B. thuringiensis ІМВ 
В�7324 пептидази з фібринолітичною актив�
ністю. Оптимальними джерелами вуглецю
для синтезу фібринолітичного ензиму були
дульцит, мальтоза і арабіноза, використан�
ня яких підвищувало активність у 8–12 ра�
зів. Меншою мірою стимулювали синтез
пептидази ксилоза, маноза і галактоза
(у 3–4 рази). Питома активність при цьому
становила від 10 до 52 од/мг протеїну. Беру�
чи до уваги вартість, серед трьох найопти�
мальніших джерел вуглецю для подальшої
роботи було обрано мальтозу. Заміна просто�
го джерела вуглецю в живильному середо�
вищі на багатокомпонентні високомолеку�
лярні сполуки, такі як соєве та кукурудзяне
борошно, призводила до пригнічення фібри�
нолітичної активності. На противагу цьому,
раніше було встановлено, що високомолеку�
лярні сполуки стимулюють синтез пептидаз
з еластолітичною активністю на ранніх фа�
зах розвитку культури [16]. Дослідження
загальної пептидазної активності B. thurin)
giensis ІМВ В�7324 показало, що дисахариди
(сахароза, лактоза, мальтоза), трисахарид
(рафіноза) і багатоатомні спирти (маніт,
дульцит і сорбіт) стимулюють синтез шта�
мом інших пептидаз (рис. 3, б). Пептидазна
активність при цьому досягала значень
0,47–0,77 од/мг протеїну.

Відомо, що іони двовалентних металів
необхідні для формування функціонально
активної конформації багатьох пептидаз,
а також стабілізації молекули ензимів, що
може сприяти підвищенню їхньої актив�
ності [15]. Так, було встановлено (табл. 1),
що крім джерел азоту і вуглецю значущими
факторами є й компоненти мінерального
живлення (сульфат цинку, фосфат калію,
сульфат магнію). Оскільки не встановлено,
що саме впливає — катіон металу чи аніон,
було проведено наступну серію однофактор�
них експериментів (№1–6), в яких штам
культивували на середовищах, що містили
підібрані раніше джерела азоту і вуглецю,
а сульфат цинку замінювали на ацетат і хло�
рид цинку; сульфат магнію — на карбонат
магнію; фосфат калію — на хлорид калію,
фосфат натрію і фосфат кальцію (табл. 2).
Було встановлено, що для максимального

синтезу фібринолітичної пептидази необхід�
ним є додавання в середовище сульфату цин�
ку (№1, табл. 2). Питома фібринолітична ак�
тивність при цьому становила 50 од/мг.

Завдання зі знаходження оптимального
співвідношення відібраних джерел вуглецю й
азоту на фоні постійних рівнів інших фак�
торів середовища розв’язували за допомогою
двофакторного експерименту на чотирьох
рівнях. Як джерело азоту і вуглецю викорис�
товували сульфат амонію і мальтозу, відпо�
відно. Також, враховуючи попередні резуль�
тати, для експерименту замість сульфату
цинку застосовували ацетат цинку, концент�
рація якого перебувала на постійному рівні.
Фактори живильного середовища позначали:
Х1 — (NH4)2SO4, Х2 — мальтоза (табл. 3).
Для кожного фактора визначали інтервал
варіювання. Було показано, що для макси�
мального синтезу фібринолітичної пептидази
слід збільшувати концентрацію як джерела
азоту, так і джерела вуглецю (табл. 4). Най�
вищі показники активності культуральної
рідини було зафіксовано за вмісту сульфату
амонію 12 г/л. Оптимальний вміст мальтози
коливався в межах від 18 до 24 г/л.

Рис. 3. Питома фібринолітична (а) і загальна
пептидазна (б) активність за культивування 
В. thuringiensis ІМВ В<7324 на середовищах 

з різними джерелами вуглецю

а

б
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На основі отриманих даних двофактор�
ного досліду було побудовано тривимірне
зображення поверхні відгуку (рис. 4, а) для
визначення оптимальних концентрацій
мальтози і сульфату амонію, за яких дося�
гається максимальна питома фібринолітич�
на активність супернатанта культуральної 

рідини В. thuringiensis ІМВ В�7324. Зміна
параметрів культивування за основними
елементами живлення показала досить
сильну ступінь кривизни 3D�поверхні, за до�
помогою якої можна легко знайти опти�
мальні концентрації (рис. 4, б): мальтози —
19 г/л, сульфату амонію — 12 г/л. В умовах
досліду використання таких концентрацій
мальтози і сульфату амонію в живильному
середовищі дало змогу досягти на другу добу
культивування рівня фібринолітичної актив�
ності культуральної рідини 100–105 од/мг
протеїну. При цьому в оптимізованому сере�
довищі загальний вміст азоту було підвище�
но в 12,5 раза (з 0,2 до 2,5%), а вміст вугле�
цю — в 14,6 раза (з 0,55 до 8,04%). Таким
чином, у ході цього досліду вдалося збіль�
шити активність фібринолітичної пептида�
зи майже в 25 раз порівняно з активністю на
базовому середовищі. 

Таблиця 2. Підбір компонентів мінерального живлення в середовищі культивування 
В. thuringiensis ІМВ В<7324 для біосинтезу фібринолітичної пептидази

№
до<
слі
ду

Мальтоза
+

(NH4)2SO4

KH2PO4 MgSO4 ·7H2O ZnSO4·7H2O  (CH3COO)2Zn ZnCl2 MgCO3 NaH2PO4 CaH2PO4

Питома
ФА,

од/мг 
(2 доба)

1 + + + + – – – – – 50±2,5   

2 + – + + – – – + – 23±1,15  

3 + – + + – – – – + 39±1,95  

4 + + – + – – + – – 34±1,7  

5 + + + – + – – – – 24±1,2  

6 + + + – – + – – – 27±1,4  

Таблиця 3. Значення факторів у натуральних
змінних, одиниці варіювання (σσ г/л) 
і концентрації основних компонентів 

живильного середовища

Досліджувані
фактори

Рівні досліджуваних факторів*

1 2 3 4

(NH4)2SO4, (г/л), Х1 6 12 18 24  

Мальтоза, (г/л), Х2 6 12 18 24  

«*» — Концентрації KH2PO4, MgSO4·7H2O,
ZnSO4·7H2O в середовищі залишалися на постійно�
му рівні (1,6, 0,75, 0,25 г/л, відповідно).

Таблиця 4. Результати повного факторного 
експерименту для двох факторів

Номер
варіанта Х1 Х2 Фібринолітична активність,

од/мг протеїну

1 1 1 49,13±2,46  
2 1 2 49,87±2,49  
3 1 3 57,38±2,87  
4 1 4 42,80±2,11  
5 2 1 66,97±3,35  
6 2 2 77,17±3,86  
7 2 3 94,50±4,72  
8 2 4 93,40±4,67  
9 3 1 33,77±1,69  

10 3 2 38,59±1,93  
11 3 3 44,66±2,23  
12 3 4 52,73±2,64  
13 4 1 25,0±1,25  
14 4 2 26,78±1,34  
15 4 3 38,59±1,93  
16 4 4 40,19±2,0  

Рис. 4. Тривимірне зображення поверхні 
відгуку, що показує ефект впливу різних 

концентрацій мальтози і сульфату амонію 
на питому фібринолітичну активність 

В. thuringiensis ІМВ В<7324
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Таким чином, у результаті проведених на�
ми досліжень можна зробити такі висновки.

В. thuringiensis ІМВ В�7324 синтезує по�
заклітинну фібринолітичну пептидазу
в умовах глибинного культивування. Мак�
симальна активність на базовому середови�
щі становить 4,17 од/мг і досягається у ста�
ціонарній фазі росту культури. 

Для біосинтезу фібринолітичної пептида�
зи значущими є практично всі компоненти
живильного середовища, крім желатину.
Виключення його із середовища культиву�
вання дає змогу підвищити фібринолітичну
активність культуральної рідини до 21 од/мг.

Підвищення питомої фібринолітичної
активності досягається за вирощування
культури на живильному середовищі з тре�
оніном або сульфатом амонію як джерелами
азоту та дульцитом або мальтозою як джере�
лами вуглецю. Оптимальними для викорис�
тання є сульфат амонію і мальтоза, при цьо�
му значення питомої активності становить
50 од/мг протеїну.

Максимальної питомої активності — 105 од/мг
протеїну — досягнено на середовищі такого
складу (г/л): мальтоза — 19,0, (NH4)2SO4 —
12,0, КН2РО4 — 1,6, ZnSO4·7H2O — 0,25,
MgSO4•7H2O — 0,75, рН — 6,5�7,0.
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ФИБРИНОЛИТИЧЕСКОЙ ПЕПТИДАЗЫ
Bacillus thuringiensis ИМВ В<7324

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

Институт микробиологии и вирусологии 
НАН Украины, Киев
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Исследованы условия культивирования
Bacillus thuringiensis ИМВ В�7324 для биосин�
теза пептидазы с фибринолитической актив�
ностью. Установлено, что максимальный син�
тез энзима (4,17 ед/мг протеина) происходит
в стационарной фазе роста штамма при глу�
бинном культивировании. Показано, что для
биосинтеза пептидазы значимыми являются
все компоненты базовой среды, кроме желати�
на, удаление которого приводит к повышению
активности в 4 раза (21 ед/мг). Изучено влия�
ние источников азота и углерода на синтез эн�
зима. Установлено, что оптимальными источ�
никами являются сульфат аммония и
мальтоза, использование которых позволяет
увеличить исходную активность в 12 раз
(50 ед/мг протеина). С помощью двухфактор�
ного эксперимента на четырех уровнях были
определены оптимальные концентрации маль�
тозы и сульфата аммония в среде, использова�
ние которых способствует повышению фибри�
нолитической активности в 25 раз (105 ед/мг
протеина). Оптимизированная среда содержа�
ла (г/л): мальтозу — 19,0, (NH4)2SO4 — 12,0,
КН2РО4 — 1,6, ZnSO4·7H2O — 0, 25,
MgSO4·7H2O — 0,75. 

Ключевые слова: фибринолитическая пепти�
даза, Bacillus thuringiensis, источники углеро�
да и азота, двухфакторный эксперимент.

OPTIMIZATION 
OF THE MEDIUM FOR THE SYNTHESIS 

OF THE Bacillus thuringiensis ІМВ В<7324
FIBRINOLYTIC PEPTIDASE

N. A. Nidialkova
O. V. Matselyukh
L. D. Varbanets 

Institute of microbiology and virology 
of National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv

E)mail: varbanets@serv.imv.kiev.ua

The cultivation conditions of Bacillus
thuringiensis ІМV В�7324 with fibrinolytic
activity was studied. It was found that maximal
synthesis of enzyme (4,17 U/mg of the protein)
occured at the stationary phase of the strain by
submerged cultivation. It was shown that all the
components of the basic medium without gelatin
were significant for biosynthesis of peptidase.
Elimination of gelatin resulted in increasing of
the activity in 4 times (21 U/mg of protein).
Influence of nitrogen and carbon sources on
enzymatic synthesis was studied. It was found
that the optimal synthesis sources were ammoni�
um sulfate and maltose. Their application
enabled to increase the initial activity in 12
times (50 U/mg of protein). The optimal concen�
trations of ammonium sulfate and maltose in the
medium which allowed increasing the fibrinoly�
tic activity in 25 times (105 U/mg of protein)
was determined by bifactorial experiment on
four levels. The optimized nutritious medium
contained (g/l): maltose — 19,0, (NH4)2SO4 —
12,0, КН2РО4 — 1,6, ZnSO4·7H2O — 0,25,
MgSO4·7H2O — 0,75.

Key words: fibrinolytic peptidase, Bacillus
thuringiensis, carbon and nitrogen sources,
bifactorial experiment.




