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EFFECT OF DIFFERENT FACTORS ON PROTEOLYTIC ACTIVITY
OF STRAIN ENTEROCOCCUS FAECALIS AN1 

Гидролиз казеинов молока играет важную роль в созревании  и формировании тексту-
ры ферментированных молочных продуктов [2, 8].  Первичный гидролиз казеинов молока 
осуществляется протеазами молочнокислых бактерий (далее по тексту – МБК), присутс-
твующих как в качестве стартерных, так и в качестве нестартерных культур в ферментиро-
ванных молочных продутах [6, 7]. Протеолитическая система МКБ обеспечивает их ами-
нокислотами, необходимыми для роста и жизнедеятельности, и включает  3 компонента: 
экзопротеазы, которые связаны с клеточной стенкой и осуществляют первоначальный 
гидролиз казеинов молока до олигопептидов; транспортную систему, осуществляющую 
транспорт олигопептидов через клеточную стенку в цитоплазму; эндопептидазы – боль-
шого количества олиго- ди- и трипептидаз, которые осуществляют дальнейший гидролиз 
внутри клетки до аминокислот [1, 9]. 
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Аннотация: Цель данной работы состояла в изуче-
нии влияния  температуры и рН среды на протеолити-
ческую активность штамма Enterococcus faecalis AN1. 
Исследуемый штамм был изолирован из традицион-
ного сыра, произведенного в Азербайджане. Влияние 
рН и температуры на протеолитическую активность ис-
следовали с помощью непролифирирующей системы 
клеток. Наличие гидролиза белков молока проверяли с 
помощью электрофореза в додецил-сульфат-натрий-
полиакриламидном геле. Изучение влияния рН на 
протеолитическую активность исследуемого штамма 
показало, что рН оптимум для протеолитических фер-
ментов штамма Enterococcus faecalis AN1 находится в 
нейтральных значениях.  Изучение протеолитической 
активности штамма при  различных температурах по-
казало наличие гидролиза субстрата при всех иссле-
дуемых значениях температуры, от 150С до 550С. 
Однако, температурный оптимум для протеаз данного 
штамма находится в пределах 30-370С.

Ключевые слова: Enterococcus faecalis, сыр, проте-
олитическая активность, рН среды, температура.

Abstract. The aim of this work was to study pH 
and temperature effect on proteolytic activity of strain 
Enterococcus faecalis AN1. The strain was isolated from 
traditional homemade dairy cheese of Azerbaijan and 
was identifi ed as producer of proteolytic enzymes. Protein 
hydrolysis and peptides profi les arising from enzymatic 
activities of the studied strain were analyzed by SDS-
PAGE. PH and temperature effect on proteolytic activity 
of the strain was studied in non proliferative cells system. 
Maximal protein degradation was observed in the pH 
range 6.0 - 7.2. Further increase or decrease of pH led to 
decrease in the proteolysis level. It can be concluded that 
the optimal pH values for proteinases activity of the strain 
in assayed system are in the neutral pH range. Optimal 
temperature for hydrolysis of caseins was found to be 
30-37ºС for strains A121, A124, A1221, A1232 and 37 °C 
in case of strains A71 and AN1. However, hydrolysis of 
substrate was observed in all assayed temperatures. 

Key words: Enterococcus faecalis, cheese, proteolytic 
activity, pH, temperature.
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Как известно, протеолитическая актив-
ность каждого штамма строго специфична и 
зависит от многих факторов, в том числе и от 
значений кислотности среды. В большинс-
тве случаев МКБ продуцируют несколько 
различных экзопротеаз, которые обладают 
различными оптимумами рН [5]. Темпера-
тура среды также имеет большое значение, 
поскольку температурный оптимум протеаз 
МКБ не всегда совпадает с оптимальной тем-
пературой для их роста [4]. 

Данные о протеолитической системе 
нестартерных МКБ, которые являются до-
минирующей микрофлорой традиционных 
сыров домашнего производства, крайне ог-
раничены. Изолирование и изучение про-
теолитических штаммов МКБ из фермен-
тированных молочнокислых продуктов 
открывает огромные перспективы в плане 
разработки новых стартерных культур. Бо-
лее того, применение протеолитических 
штаммов МКБ в качестве стартерных куль-
тур позволит снизить аллергенность молоч-
ных белков и разработать гипоаллергенные 
молочные продукты, а также ферментиро-
ванные продукты, содержащие биологичес-
ки активные пептиды [3, 12]. Цель данной 
работы состояла в изучении влияния  тем-
пературы и рН среды на протеолитическую 
активность штамма Enterococcus faecalis AN1.

Материалы и методы
Бактериальные штаммы и условия куль-

тивирования. Штамм Enterococcus faecalis 
AN1, исследуемый в данной работе, был изо-
лирован из традиционного сыра, произве-
денного в Азербайджане. Штамм хранился 
при температуре –80°C в 30% (о/о) глицеролe. 
Перед использованием штамм дважды куль-
тивировали в  M17 среде. 

Влияние рН и температуры на протеоли-
тическую активность. Влияние рН и темпе-
ратуры на протеолитическую активность ис-
следовали с помощью непролифирирующей 
системы клеток. При использовании этого 
метода протеолитическая активность изме-
рялась в стационарной фазе роста и при кон-
тролируемых значениях рН и температуры 

среды. Свежую культуру исследуемого штам-
ма культивировали на поверхности молоко-
цитратагаризованной среды (обезжиренное 
молоко 4.4%,  Na-цитрат 0.8%, дрожжевой 
экстракт 0.1%, глюкоза 0.5%, агар 1.5% (м/о)) 
[5] в чашках Петри для индукции протеаз. 
Через 48 часов клетки собирали с поверх-
ности молоко-цитратагаризованной среды и 
растворяли в 100 мМ фосфатном буфере для 
получения клеточной суспензии с OП600nm 
20, что приблизительно равно 2x1010 КФЕ/мл.  
Далее в этом же буфере растворяли субстрат 
(смесь казеинов в концентрации 12 мг/мл), 
смешивали в равном количестве с клеточной 
суспензией и инкубировали в течении 24 ч. 
При изучении влияния температуры на про-
теолитическую активность для приготовле-
ния клеточной суспензии и раствора казеи-
нов использовали 100 мМ фосфатный буфер 
со значением рН 7.0, и затем смесь клеток с 
субстратом инкубировали при различных 
температурах  (20, 30, 37, 45 и 55 °C). При 
изучении влияния рН на протеолитическую 
активность для приготовления клеточной 
суспензии и раствора казеинов использова-
ли 100 мМ фосфатный буфер с различными  
значениями рН  (5.4, 5.7, 6.0, 6.5, 7.2 and 8.0), 
и затем смесь клеток с субстратом инкубиро-
вали при температуре  37°C. В качестве кон-
троля использовали раствор субстрата без 
клеток.  В определенные интервалы времени 
смесь клеток с субстратом центрифугиро-
вали (10000 об /мин в течение 15 мин.) для 
осаждения клеток. Наличие гидролиза казе-
инов проверяли с помощью электрофореза в 
12% додецил-сульфат-натрий-полиакрила-
мидном геле (ДС-Na-ПААГ), с концентраци-
ей акриламида 12%. Надосадочную жидкость 
смешивали в равном количестве с раствором 
для введения образцов в гель (ДС-Na 4%; Трис 
HCl 50 мМ рН 6,8; глицерин 20%; бромфенол 
синий; β-меркаптоэтанол) и подвергали тер-
мической обработке для денатурации белков 
(100°C  3 мин). Электрофорез был проведен 
в аппарате Mini Protean II Gel Electrophore-
sis (Bio-Rad Hercules, Калифорния, СШA) по 
методу Laemmli [10]. Процент гидролиза ка-
зеинов рассчитывали при помощи денсито-
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метрического анализа гелей, проведенного с 
использованием программного приложения  
Fuji Film Image Gauge V3.0 soft ware (Fuji Pho-
to Film Co. Ltd. Japan). 

Результаты
Штамм Enterococcus faecalis AN1 является 

продуцентом протеолитических ферментов, 
которые гидролизуют αs1- и β-казеины моло-
ка. В данной работе мы исследовали влияние 
различных факторов, таких, как рН и темпе-
ратура среды, на протеолитическую актив-
ность этого штамма. 

Изучение влияния рН на протеолитичес-
кую активность исследуемого штамма пока-
зало, что значение кислотности среды имеет 
большое влияние на эффективность гидро-

1     2     3      4     5     6     7     8      9     10    11     12   13  14  

s1-
s2-
-

  5.4          5.7         6.0         6.6         7.2             8.0         8.2 

Рис. 1. Протеолитическая активность при различных значениях рН среды. Линии 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 
– контроли (субстрат без клеток); линии 2, 4, 6, 8, 10, 12 – гидролизаты.   

лиза субстрата продуцируемыми им проте-
азами. Рис. 1 отображает гель с профилем 
гидролиза субстрата при инкубации клеток 
в условиях различных значений рН среды. 
Степень гидролиза определяли через 24 часа 
инкубации с субстратом. Как видно на геле, 
при рН 5.4 гидролиз казеинов не наблюдался. 
Мы можем заключить, что протеазы, проду-
цируемые исследуемым штаммом, не актив-
ны при кислых значениях среды. При рН 5.7 
наблюдался частичный гидролиз субстрата. 
При значениях рН от 6.0 до 7.2 протеазы пол-
ностью расщепляли субстрат. Согласно по-
лученным результатам мы можем заключить, 
что рН оптимум для протеаз штамма Entero-
coccus faecalis AN1 находится в нейтральных 
значениях. Полученные результаты не про-

   а)                                                                   б)
1     2     3    4    5    6    7     8    9    10    1     2     3    4    5    6    7     8    9    10     

Рис. 2. Влияние температуры на протеолитическую активность штамма Enterococcus faecalis AN1. а – 6 
ч. инкубации, б – 24 ч. инкубации. Линии 1, 3, 5, 7, 9 – контроли (субстрат без клеток); Линии  2, 4, 6, 8, 10, 
12 – гидролизаты.   



20

Вестник МГОУ. Серия «Естественные науки». № 3 / 2011

Раздел I. Биология

тиворечат ранее полученным результатам 
изучения протеаз МКБ. Оптимальный гид-
ролиз казеинов при нейтральных значениях 
рН среды наблюдался и в других исследова-
ниях протеолитической активности различ-
ных штаммов МКБ [3, 13, 14].

В другом эксперименте мы исследовали 
влияние температуры среды на активность 
протеолитических ферментов, продуциру-
емых исследуемым штаммом. Для этого мы 
инкубировали клетки с казеинами при раз-
личных температурах. Степень гидролиза 
субстрата проверяли с помощью элетрофо-
реза в полиакриламидном геле через 6 ч и 24 
часа инкубации с субстратом. На рис.2 отоб-
ражены результаты данного эксперимента. 
Как видно на геле (рис 2а), гидролиз субстра-
та наблюдался при всех исследуемых значе-
ниях температуры, от 15 0С до 55 0С. Однако 
протеолитические ферменты расщепляли 
субстрат с различной степенью эффектив-
ности в зависимости от температуры инку-
бации. Через 6 ч. инкубации с субстратом 
наиболее эффективный гидролиз наблюдал-
ся при 37 и 45 0С. Через 24 ч инкубации (рис 
2б)  полный гидролиз субстрата наблюдался 
при всех исследуемых температурах, кроме 
55 0С.

Согласно полученным результатам мы мо-
жем заключить, что влияние температуры на 
протеолитическую активность исследуемого 
штамма незначительно, и степень гидролиза 
субстрата зависела больше от времени инку-
бации. Тем не менее, результаты, полученные 
после  6 ч. инкубации клеток с субстратом, 
позволяют заключить, что температурный 
оптимум для протеаз данного штамма нахо-
дится в пределах 30-37 0С.  Следует отметить, 
что согласно данным предыдущих исследо-
ваний, оптимальная температура для проте-
олитической активности МКБ не всегда сов-
падает с оптимальной температурой роста 
[4, 5]. 

Полученные данные имеют ценность и 
актуальность, поскольку данные о протеоли-
тической активности энтерококков очень 
ограничены, и большинство исследований 
в этой области проводились с лактобацил-

лами. Результаты данной работы указывают 
на наличие эффективной протеолитической 
системы у энтерококков, что делает их по-
тенциальными кандидатами для пищевой 
промышленности. 
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Аннотация. В статье приводятся резуль-
таты анатомо-морфологического исследо-
вания плодов видов рода Viola L. Изучена 
ультраскульптура поверхности коробочек, 
анатомическое строение стенки и основания 
плода, типы устьичного аппарата, особен-
ности вскрывшихся коробочек. Показана 
зависимость анатомического строения и ме-
ханизма вскрывания плодов. Выделены ос-
новные карпоэкологические типы плодов.

Ключевые слова: Viola L., коробочка, гиг-
рохазическое вскрывание, ксерохазическое 
вскрывание, экзокарпий, мезокарпий, эндо-
карпий.

Abstract: Th e article presents the results of 
anatomical and morphological study of the fruits 
of the genus Viola L. Ultraskulptura surface 
capsules, anatomical wall and the base of the 
fruit as well as the types of stomatal apparatus, 
especially uncovered capsules have been studied. 
Th e dependence of the anatomical structure and 
mechanism dehiscence fruits has been revealed. 
Th e basic carpooekologicus types of fruits have 
been distinguished.

Key words: Viola L., capsula, dehiscentia 
gigrochastica, dehiscentia xerochastica, 
exocarpium, mesocarpium, endocarpium.




