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Показано, что микромицеты Aspergillus ustus 1 и Tolypocladium inflatum k1 секретируют 
протеолитические ферменты, обладающие высокой коллагенолитической, фибринолити-
ческой и эластолитической активностью. Активность протеиназ, гидролизующих фибрил-
лярные белки, определяемая по расщеплению азоколлагена, у T. inflatum k1 составила 
122,6•10–3 ЕАзк/мл у A.ustus 1 и 69,7•10–3 ЕАзк/мл (ЕАзк – количество расщепившегося за 
1 мин азоколлагена в микрограммах). Максимальные значения активности наблюдались 
при культивировании в глубинных условиях A. ustus 1 в течение 4 сут, а T. inflatum k1 – 
в течение 5 сут. Показано, что максимумы проявления коллагенолитической и общей про-
теолитической активности при культивировании у A. ustus 1, в отличие от T. inflatum k1, 
разнесены во времени, что, предположительно, может упростить процедуру получения 
активных по отношению к фибриллярным белкам протеиназ.
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нолитические ферменты, коллагенолитические ферменты, эластолитические ферменты, 
энзиматический индекс

Протеолитические ферменты, высокоактивные 
по отношению к фибриллярным белкам, находят 
свое применение в различных промышленных от-
раслях. Например, для размягчения мясного сырья 
в пищевой промышленности и шкур животных 
в легкой промышленности используют коллагено-
литические протеиназы [1]. Протеиназы, облада-
ющие фибринолитической активностью, входят 
в состав препаратов, необходимых для комплексной 
тромболитической терапии, что делает их важным 
продуктом медицинской промышленности [2, 3]. 

Существующие способы получения подобных 
ферментов обладают некоторыми недостатками. 
Так, технология получения брахиуринов из гепа-
топанкреаса камчатских крабов отличается обра-
зованием большого количества отходов во время 
производственного процесса, требующих утилиза-
ции [4]. Среди бактериальных продуцентов колла-
генолитических ферментов наиболее активным 
является Clostridium hystoliticum – анаэробная спо-
рообразующая патогенная бактерия, возбудитель 
газовой гангрены [5]. Использование такого про-
дуцента требует повышенных мер безопасности на 
всех стадиях производства. В последнее время все 
большее внимание в качестве источников колла-
генолитических и фибринолитических ферментов 
уделяется микромицетам. Среди продуцентов таких 
протеиназ известны представители родов Alternaria, 

Aspergillus, Fusarium, Cladosporium, Penicillium [1–3]. 
Однако образуемые некоторыми видами этих мик-
ромицетов ферменты не всегда по своим свойствам 
оказываются перспективными для применения. По-
этому изучение коллагенолитических и фибрино-
литических ферментов, продуцируемых микроми-
цетами, и поиск среди них наиболее подходящих 
по-прежнему остаются актуальными.

Протеолитическая активность у обнаруженных 
в последнее время штаммов микромицетов Beau-
veria bassiana 2, Tolypocladium inflatum k1, Aspergillus 
ustus 1 и Purpureocillum lilacinum k1 может представ-
лять значительный интерес [3]. Известно, что для 
микромицетов–энтомопатогенов, таких как B. bas-
siana 2 и T. inflatum k1, характерен широкий спектр 
образуемых внеклеточных протеолитических фер-
ментов, что обусловлено их паразитическим обра-
зом жизни, а именно необходимостью преодоления 
жестких покровов насекомых при прорастании спор 
[6, 7]. Для микромицетов-сапротрофов A. ustus 1 и 
P. lilacinum k1 показаны высокие значения фибри-
нолитической активности, что позволяет предполо-
жить образование и других, высокоактивных по от-
ношению к фибриллярным белкам, ферментов [3].

Целью работы было изучение протеолитиче-
ской активности Beauveria bassiana 2, Tolypocladium 
inflatum k1, Aspergillus ustus 1 и Purpureocillum lilaci-
num k1 по отношению к фибриллярным белкам.
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Материалы и методы

Объекты исследования и их культивирование. В ра-

боте были изучены микромицеты из коллекции 

микроорганизмов кафедры микробиологии биоло-

гического факультета МГУ, отобранные ранее в ка-

честве продуцентов протеолитических ферментов: 

Beauveria bassiana 2, Tolypocladium inflatum k1, As-

pergillus ustus 1, Purpureocillum lilacinum k1 [3].

Выявление протеолитического потенциала штам-

мов проводили при поверхностном культивировании 

в чашках Петри на средах следующего состава (г/л): 

KH2PO4 – 0,5, MgSO4 – 0,25, пептон – 5,0, казеи-

нат натрия, желатин, фибрин, эластин – 10,0, агар – 

15,0 [8]. Посев производили уколом в центр чашки, 

измерения диаметров зон гидролиза и колоний про-

водили через 7 сут. Энзиматический индекс (EI) рас-

считывали по следующей формуле – 
( )

,
D d

EI
D

+=  

где D – диаметр колонии в мм, а d – диаметр зоны 

гидролиза в мм [8–10].

Культивирование микромицетов в глубинных 

условиях проводили в качалочных колбах объемом 

750 мл со 100 мл питательной среды на орбиталь-

ных качалках (200 об/мин) при 28°С. Выращенные 

на скошенном сусло-агаре 7-суточные культуры ис-

пользовали в качестве посевного материала. Про-

цесс культивирования осуществляли в две стадии: 

первые двое суток – в посевной среде, содержащей 

сусло, глюкозу и пептон [8], затем часть биомассы 

переносили в ферментационную среду следующего 

состава (г/л): глицерин – 70,0, глюкоза – 30,0, сое-

вая мука – 5,0, пептон – 5,0, NaH2PO4 – 0,5, MgSO4 – 

0,5, KCl – 0,5.

Определение протеолитической активности. Об-

щую протеолитическую активность определяли мо-

дифицированным методом Ансона-Хагихары по 

количеству тирозина в неосаждаемых трихлоруксус-

ной кислотой продуктах протеолиза после 10-ми-

нутного гидролиза 1%-ного раствора казеина в 0,1 М 

Трис-HCl буфере (рН 8,0–8,2, 37°С), как описано 

ранее [11]. Активность выражали в мкМ тирозина 

в минуту (ЕТир).

Коллагенолитическую активность определяли 

колориметрически с использованием азоколлагена 

по общепринятой методике. Активность выражали 

как количество расщепившегося за 1 мин азокол-

лагена в микрограммах (ЕАзк) [3, 12].

Реакции проводили при постоянном переме-

шивании в термошейкере TS-100 (“BioSan”, Лат-

вия). Измерение оптической плотности растворов 

проводили на спектрофотометре Hitachi 200-20 

(Hitachi, Япония).

Опыты проводили в трех повторностях. При-

веденные результаты представляют собой средние 

значения, ошибка которых не превышала 5–7%. 

Статистическую обработку результатов осуществля-

ли с помощью программы MS Excel 2010.

Результаты и их обсуждение

Поверхностное культивирование Beauveria bas-

siana 2, Tolypocladium inflatum k1, Aspergillus ustus 1 и 

Purpureocillum lilacinum k1 на чашках Петри с бел-

ковыми субстратами – казеинатом натрия, жела-

тином, фибрином и эластином – позволило про-

вести оценку действия секретируемых протеиназ 

на глобулярные и фибриллярные белки. Гидролиз 

казеината натрия в составе среды показывает об-

щий протеолитический потенциал микромицетов, 

а фибриллярных белков – специфичность секрети-

руемых ими протеиназ. Величину протеолитиче-

ского потенциала использованных штаммов рас-

считывали по величине EI на средах с казеином 

(EIКаз), желатином (EIЖел), фибрином (ЕФиб) и 

эластином (ЕЭл).

В таблице представлены EI для каждого штамма 

микромицетов, а также отношения их величин друг 

к другу. 

Как видно из таблицы, наибольшее значение 

EI было показано для микромицета A. ustus 1 на 

среде с желатином и составило 1,96. Проявление зон 

гидролиза данного субстрата соответствует колла-

генолитической активности образуемого A. ustus 1 

комплекса протеиназ, выявленной ранее [11]. Од-

Таблица 

Энзиматические индексы микромицетов при росте на средах с различными белковыми субстратами

Микромицет
На среде с 
казеином 

(EIКаз)

На среде 
с желатином 

(EIЖел)

На среде 
с фибрином 

(EIФиб)

На среде 
с эластином 

(EIЭл)
EIКаз /  EIЖел EIКаз /  EIФиб EIКаз /  EIЭл

Tolypocladium inflatum k1 1,75 1,64 1,25 1,56 1,07 1,40 1,13

Beauveria bassiana 2 1,73 1,60 1,17 1,67 1,08 1,48 1,04

Aspergillus ustus 1 1,63 1,96 1,16 1,13 0,83 1,41 1,44

Purpureocillum lilacinum k1 1,10 1,29 1,09 1,11 0,85 1,01 0,99
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нако в случае с другими фибриллярными белками 

протеиназы, секретируемые A. ustus 1, не проявляют 

столь высокой активности. Значения EI при росте 

микромицетов на средах с фибрином и эластином 

составили 1,16 и 1,13, соответственно. Для оценки 

эффективности действия протеиназ продуцентов 

на фибриллярные белки важным является соотно-

шение целевой (специфической) и неспецефической 

активности [11, 13, 14], которую можно предста-

вить в виде соотношений EI, полученных при росте 

микромицетов на среде с казеинатом натрия и на 

средах с каждым из изученных фибриллярных бел-

ков. Для A. ustus 1 значение EIКаз/EIЖел оказалось 

небольшим (0,83). Это указывает на высокий уро-

вень секреции ферментов, расщепляющих преиму-

щественно фибриллярные, а не глобулярные белки. 

Значения EI для микромицетов T. inflatum k1 

и B. bassiana 2 оказались достаточно близкими и 

составили 1,75 и 1,73 для среды с казеинатом натрия, 

1,64 и 1,60 для среды с желатином, 1,25 и 1,17 для 

среды с фибрином, 1,56 и 1,67 для среды с эласти-

ном, соответственно. Помимо достаточно высоких 

значений EI, полученных на среде с желатином, 

микромицеты T. inflatum k1 и B. bassiana 2 прояв-

ляют протеолитическую активность и по отношению 

к эластину. Значения, полученные для P. lilacinum k1, 

были достаточно низкими, что позволило исклю-

чить данный штамм из дальнейшей работы.

Для количественного определения активности 

протеиназ микромицетов по отношению к фибрил-

лярным белкам в качестве общепринятого субстрата 

реакции использовали азоколлаген [1, 15], по отно-

шению к глобулярным – казеин [16]. Были изучены 

коллагенолитическая и общая протеолитическая 

активность ферментов, образуемых A.ustus 1, B. bas-

siana 2 и T. inflatum k1 на 5-е сут культивирования 

в глубинных условиях. Как следует из данных, пред-

ставленных на рис. 1, А и Б, наиболее высокое 

значение коллагенолитической активности пока-

зано для A. ustus 1 (110,6·10-3 ЕАзк/мл). Оно превы-

шало соответствующее значение активности T. in-

flatum k1 в 1,7 раз, а B. bassiana 2 – почти в 2 раза. 

Общая протеолитическая активность была выше 

у протеиназ, образуемых T. inflatum k1 (69,2 ЕТир/мл), 

что оказалось на 18% больше активности B. bas-

siana 2 и более чем в 2 раза превысило значение 

активности протеиназ A. ustus 1. 

Учитывая высокие значения активности про-

теиназ, образуемых данными штаммами, по отно-

шению к фибриллярным белкам, мы изучили ди-

намику накопления протеолитических ферментов 

микромицетами A. ustus 1 и T. inflatum k1 (рис. 2, А 

и Б). Было показано, что коллагенолитическая ак-

тивность протеиназ, секретируемых A. ustus 1, до-

стигает максимума на 4-е сут культивирования и 

составляет 122,6•10–3 ЕАзк/мл; максимальное значе-

ние общей протеолитической активности приходи-

лось на 5-е сут и составило 30,5 ЕТир/мл (рис. 2, А). 

Стоит отметить, что максимальное проявление как 

общей протеолитической, так и коллагенолитиче-

ской активности у A. ustus 1 наблюдалось только 

в одной точке, в отличие от активности протеиназ, 

образуемых T. inflatum k1. Для данного микроми-

цета было характерно проявление двух пиков об-

щей протеолитической активности, соответствую-

щих 3-м (70,3 ЕТир/мл) и 5-м (64,4 ЕТир/мл) сут, и 

одного максимума коллагенолитической активно-

сти – на 5-е сут, 69,7 10–3 ЕАзк/мл (рис 2, Б). 

Результаты изучения динамики накопления про-

теолитических ферментов микромицетами A. ustus 1 

и T. inflatum k1 демонстрируют ряд технологических 

преимуществ штамма A. ustus 1. Так, активность 

протеиназ A. ustus 1, гидролизующих фибриллярные 

белки, в 1,7 раз выше, чем у T. inflatum k1, а макси-

мум накопления изученных протеиназ микроми-

цетом A.ustus 1 в среде наблюдается на сутки раньше, 

Рис. 1. Общая протеолитическая (А) и коллагенолитическая (Б) активность микромицетов Beauveria bassiana 2, Tolypocladium 
inflatum k1 и Aspergillus ustus 1
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Рис. 2. Динамика накопления протеолитических ферментов микромицетами Aspergillus ustus 1 (А) и Tolypocladium inflatum k1 (Б). 
1 – общая протеолитическая активность, 2 – коллагенолитическая активность

чем у T. inflatum k1. Кроме того, максимумы прояв-

ления коллагенолитической и общей протеолити-

ческой активности при культивировании у A. ustus 1 

разнесены во времени, в отличие от T. inflatum k1, 

что, предположительно, может упростить процедуру 

получения активных в отношении фибриллярных 

белков протеиназ.

Таким образом, среди изученных штаммов мик-

ромицетов был отобран наиболее перспективный 

продуцент протеолитических ферментов, высоко-

активных по отношению к фибриллярным белкам – 

A. ustus 1, секретирующий коллагенолитические про-

теиназы с высокой активностью (122,6•10–3 ЕАзк/мл) 

на 4-е сут культивирования.
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 245СЕКРЕЦИЯ МИКРОМИЦЕТАМИ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ПРОТЕАЗ

MICROBIOLOGY

SECRETION OF EXTRACELLULAR PROTEINASES, ACTIVE AGAINST FIBRILLARY 
PROTEINS, BY MICROMYCETES

E.A. Popova1, D.M. Bednenko1, A.A. Osmolovskiy1,*, V.G. Kreyer1, I.B. Kotova1, N.S. Egorov2

1Department of Microbiology and 2International Biotechnology Center, 
School of Biology, Lomonosov Moscow State University, 

Leninskiye Gory 1–12, Moscow, 119234, Russia
*e-mail: aosmol@mail.ru

Micromycetes Aspergillus ustus 1 and Tolypocladium inflatum k1 were shown to produce pro-
teolytic enzymes with high collagenolytic, fibrinolytic and elastolytic activity. The activity of the 
proteinases against fibrillar proteins was determined by the cleavage of azocollagen: collageno-
lytic activity was 122.6•10–3 EAzc/ml (EAzc – the amount of azocollagen cleaved in 1 min in mi-
crograms) for proteinases produced by A. ustus 1 and 69.7•10–3 EAzc/ml for proteinases pro-
duced by T. inflatum k1. The maximum activity values were observed at submerged cultivation of 
A. ustus 1 during 4 days, and T. inflatum k1 during 5 days. It has been shown that the maximum 
of collagenolytic and general proteolytic activity during the cultivation of A. ustus 1 are time-sepa-
rated, unlike T. inflatum k1. This fact, presumably, can simplify the procedure for obtaining of 
active proteinases.

Keywords: proteinases of micromycetes, proteolytic activity, fibrinolytic enzymes collagenolytic 
enzymes, elastolytic enzymes, enzymatic index
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