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Анотація: Робота присвячена дослідженню гідролізу колагену колагенолітичними ферментами зі слинних залоз молюска Rapana venosa. Визначено вивільнення вільних амінокислот за лейцином, гліцином, проліном та гідроксіпроліном. Досліджено кількісний вміст білка після гідролізу за методикою Лоурі. А також проведено електрофоретичний аналіз білків добутих під час гідролізу для визначення їх молекулярної маси. 
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Annotation: The work is devoted to the study of collagen hydrolysis by collagenolytic enzymes from the salivary glands of the Rapana venosa mollusk. The release of free amino acids for leucine, glycine, proline and hydroxyproline was determined. Quantitative protein content after hydrolysis according to the Lowry method was studied. Electrophoretic analysis of the proteins obtained during hydrolysis was also carried out to determine their molecular weight.
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Колагенази - це протеази, які можуть розщеплювати різні типи колагену. Колаген має тройну спіральну структуру, яка робить його стійким до звичайних протеолітичних ферментів, але колагенази можуть розщеплювати колаген специфічним чином за рахунок своєї особливої активності[1]. У раціоні Rapana venosa присутні дрібні молюски, м’яса яких багато на колаген. Для їх перетравлення потрібні колагенази, які були знайдені у слинних залозах рапани[2]. Ферменти колагенази знаходять широке застосування у різних галузях промисловості, таких як фармацевтика, харчова, косметична тощо. Експериментальні дослідження показують, що під час процесу загоєння ран ферменти колагенази можуть сприяти збільшенню проліферації, ангіогенезу та міграції дермальних клітин. Ці ферменти дозволяють видаляти некротичні тканини в області рани, не пошкоджуючи здорові клітини[3]. Rapana venosa є дуже розповсюдженою у водах Чорного моря, до того ж приносить шкоду водній екосистемі. Тому актуальним є дослідження можливості біотехнологічного використання рапани.
Але для початку метою роботи було дослідження особливості гідролізу колагену колагенолітичними ензимами, отриманими зі слинних залоз Rapana venosa.

Виходячи з поставленої мети, необхідно було вирішити наступні задачі:
1. Визначити колагенолітичну активність ферменту за лейцином, гліцином, проліном та гідроксіпроліном.
2. Кількісно визначити вміст розчинних білків у розчині після гідролізу.
3. Провести електрофоретичні дослідження, отриманих у процесі гідролізу, розчинних білків для визначення їх молярної маси.
Визначення колагенолітичної активності за лейцином показала наявність вільних амінокислот на різних етапах гідролізу[4].  Результати наведено в таблиці 1.
Таблиця 1
Визначення колагенолітичної активності за лейцином (мкмоль)
	час
	
	±SE

	0,25
	0,015
	0,002

	0,5
	0,018
	0,002

	1
	0,023
	0,001

	2
	0,025
	0,001

	3
	0,028
	0,002

	4
	0,031
	0,003

	5
	0,037
	0,002


	
Визначення колагенолітичної активності за гліцином та проліном показало незначні результати. Це вказує на те, що цих амінокислот у вільному стані майже не спостерігається[5]. 
	У суміші було визначено наявність гідроксіпроліну (нмоль)[6]. Результати наведено в таблиці 2.
Таблиця 2
Визначення колагенолітичної активності за гідроксіпроліном (нмоль)
	час
	
	±SE

	0,25
	2,677
	0,375

	0,5
	3,103
	0,236

	1
	3,651
	0,149

	2
	4,502
	0,172

	3
	4,746
	0,258

	4
	5,354
	0,375

	5
	5,841
	0,258


Визначення вмісту розчинних білків проводили за допомогою метода Лоурі у модифікації Хартрі)[7, 8]. І отримали результати, за якими можна дослідити збільшення вмісту розчинного білку зі зростанням часу гідролізу (рис. 1). 

Рис. 1. Визначення вмісту білку (мкг/мл без білка фермента)
Також було математично вирахувано високий ступень кореляції між виходом білка та лейцину, що становило 0,993204. І виходом білка та гідроксіпроліну – 0,96549.
Було проведено електрофоретичні дослідження, отриманих у процесі гідролізу, розчинних білків для визначення їх молярної маси. Вимірювання проводили в апараті Helicon за напругою 220 V[9]. В окрему доріжку вносили маркери молекулярної маси (CSL-BBL Prestained Protein Ladder). 
Результати показали наявність розчинних білків з молярними масами від 11 до 230 kDa (рис. 2).

Рис. 2. SDS-електрофорез білків отриманих у процесі гідролізу. К – контроль. 15, 30, 1, 2, 3, 4, 5 – час (хв та год) відбору проб при інкубації.
У подальшому можливе більш детальне вивчення особливості гідролізу колагену за допомогою колагенази виділеної з Rapana venosa, на кшталт, вивчення кінцевих амінокислот отриманих олігопептидів. Це може допомогти більш детально дослідити дію цього протеолітичного ферменту. 
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