ОДЕCЬКИЙ НАЦІОНАЛЬНИЙ УНІВЕРCИТЕТ імені І. І. МЕЧНИКОВА
Біологічний факультет
Кафедра мікробіології, вірусології та біотехнології


Кваліфікаційна робота
на здобуття ступеня вищої освіти «бакалавр»


на тему: «Протеолітичні ензими лактобактерій з Чорного моря та їх біотехнологічний потенціал»
«Proteolytic enzymes of lactobacteria from the Black Sea and their biotechnological potential»

Виконав: здобувач денної форми навчання
спеціальності 162 Біотехнології та біоінженерія Освітня програма: Біотехнології та біоінженерія Шаповал Єгор Євгенійович
Науковий керівник
кандидат біологічних наук, доцент
Мерліч Андрій Геннадійович	
Рецензент
кандидат біологічних наук, доцент Чернадчук Сніжана Сергіївна


Рекомендовано до захисту:	 Захищено на засіданні ЕК №	 Протокол засідання кафедри	протокол №	від	2025 р.
мікробіології, вірусології та
біотехнології	Оцінка 	/ 	/	
№	від	20	р.
Завідувачка кафедри	Голова ЕК
	Оксана ЗІНЧЕНКО				Ганна ЯМБОРКО




Одеса 2025

АНОТАЦІЯ
Кваліфікаційна робота присвячена питанню напрацювання протеолітичних ензимів на основі лактобактерій, виділених з Чорного моря для оцінки їх біотехнологічного потенціалу. Проведено комплексний скринінг на протеолітичну активність серед 12 штамів лактобактерій, виділених із води, мідій та крабів Чорного моря. Відібрано один штам – Enterococcus sp. В1.4, який був найактивнішим продуцентом протеолітичних ензимів. Частково очищена фракція протеолітичних ензимів в об’ємі 5 мл була отримана висолюванням 30% сульфатом амонію та діалізом, що гідролізувала знежирене молоко формуючи зони діаметром 8,8±0,49 мм.
Роботу викладено на 44 сторінках, вона містить 1 таблицю та 9 рисунків. Наведено посилання на 47 джерела літератури (2 кирилицею та 45 латиницею).
Ключові слова: протеолітичні ензими, морські лактобактерії, Чорне море, морські біотопи, біотехнологічний потенціал.

The issues of development of proteolytic enzymes based on lactobacteria isolated from the Black Sea in order to assess their biotechnological potential have been studied. A comprehensive screening for proteolytic activity was carried out among 12 strains of lactobacteria isolated from water, mussels and crabs of the Black Sea. One strain was selected – Enterococcus sp. B1.4, which was the most active producer of proteolytic enzymes. A partially purified fraction of proteolytic enzymes in a volume of 5 ml was obtained by salting out with 30% ammonium sulfate and dialysis, which hydrolyzed the skim milk, forming zones with a diameter of 8.8±0.49 mm.
Qualification work is expounded on 44 pages, it contains 1 table and 9 figures. It provides links to 47 references (2 cyrillic and 45 latinic).
Key words: proteolytic enzymes, marine lactobacteria, Black Sea, marine biotopes, biotechnological potential.
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ЗМ – знежирене молоко НОР – надосадова рідина
МКБ – молочнокислі бактерії ОЩ – оптична щільність
SMA – (англ. Skim Milk Agar) – агар на знежиреному молоці

ВСТУП

Сучасні дослідження мікробного біорізноманіття зосереджуються на морських екосистемах як джерелах унікальних біологічно активних молекул, серед яких особливу увагу привертають протеолітичні ферменти. Лактобактерії відзначаються високою екологічною пластичністю, що дозволяє їм успішно адаптуватися до різних середовищ існування, включаючи морські біотопи. У таких умовах Чорного моря вони можуть мати специфічні метаболічні особливості, зумовлені підвищеною мінералізацією води, гідродинамічними факторами та взаємодією з іншими мікроорганізмами екосистеми. Проте дослідження їхнього протеолітичного потенціалу наразі залишаються обмеженими, що підкреслює актуальність подальших наукових досліджень [Dumorne et al., 2018].
Протеолітичні ферменти відіграють важливу роль у біохімічних процесах, оскільки вони каталізують гідроліз білків до пептидів та амінокислот, необхідних для клітинного метаболізму та регуляції фізіологічних функцій. Ці ферменти мають критичне значення в біотехнології, зокрема для розробки екологічно безпечних методів утилізації органічних відходів. Дослідження протеолітичних ферментів, синтезованих лактобактеріями Чорного моря, відкриває нові можливості для вивчення їхньої специфічності, механізмів регуляції активності та потенційних біотехнологічних застосувань. Унікальні фізико-хімічні умови морського середовища можуть сприяти формуванню особливих ферментативних характеристик, що робить ці мікроорганізми перспективними для використання в промислових і медико-біологічних технологіях [Mahajan et al., 2023].
В останні роки особлива увага приділяється лактобактеріям, ізольованим з морських екосистем, оскільки ці мікроорганізми мають унікальні властивості, що дозволяють їм адаптуватися до екстремальних умов середовища. Чорне море, яке характеризується підвищеною солоністю,
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низькою температурою води, мінливим рівнем кислоти та обмеженою доступністю поживних речовин, є особливим середовищем для існування таких бактерій. В умовах таких екстремальних факторів морські лактобактерії розвинули складні метаболічні стратегії для підтримання життєдіяльності, зокрема здатність до продукції протеолітичних ензимів [Coulibaly et al., 2023].
Унікальність морських лактобактерій полягає в їхній здатності до метаболізму білків навіть у складних умовах морського середовища, де концентрація поживних елементів може бути дуже низькою або змінною [Trincone et al., 2017]. Не дивлячись на це, в науковій літературі дуже мало інформації про протеолітичні ензими чорноморських лактобактерій. Відсутніми є також приклади виділення та очищення протеаз з МКБ даного біотопу.
Метою даної роботи є напрацювати протеолітичні ензими на основі лактобактерій, виділених з Чорного моря з метою оцінки їх біотехнологічного потенціалу.
Для досягнення мети було необхідним вирішити наступні завдання:
1. Провести комплексний скринінг штамів МКБ, виділених з морської води, мідій та крабів, на протеолітичну активність й відібрати найактивніший штам-продуцент даних ензимів.
2. Виділити  та  частково  очистити  протеолітичні  ензими  штаму  МКБ
Enterococcus sp. В1.4.
3. Ліофілізувати частково очищені протеолітичні ензими з метою їх зберігання перед подальшим вивченням біотехнологічного потенціалу та детальною характеристикою.
4. Розробити та відпрацювати ефективну біотехнологічну схему напрацювання протеолітичних ензимів на основі чорноморських МКБ.
Об’єкт дослідження – біотехнології ензимів морських мікроорганізмів.
Предмет дослідження – особливості скринінгу та напрацювання протеолітичних ензимів морських лактобактерій.

ВИСНОВКИ

1. Проведено комплексний скринінг 12 штамів МКБ з Чорного моря, на протеолітичну активність й відібрано найактивніший штам-продуцент Enterococcus sp. В1.4, який було виділено з морської води.
2. Виділено та частково очищено протеолітичні ензими Enterococcus sp. В1.4 висолюванням 30% сульфатом амонію з наступним діалізом, що призвело до отримання 5 мл активних ензимів, які утворювали зони гідролізу SM діаметром 8,8±0,49 мм.
3. Ліофілізовано 1 мл частково очищених протеолітичних ензими за температури – 86,1 °С та тиску вакууму 0,541 мБар протягом 6 годин з метою їх зберігання перед подальшим вивченням біотехнологічного потенціалу та детальною характеристикою.
4. Розроблено та відпрацьовано ефективну біотехнологічну схему напрацювання протеолітичних ензимів на основі чорноморських МКБ.
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