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Актуальность. Изучение различных ферментов, синтезируемых микроорганизмами, и возможности их практического примене-
ния является одним из современных направлений биотехнологии. К числу таких ферментов относятся коллагеназы, которые 
находят широкое применение в ряде отраслей народного хозяйства, в медицинской практике, используются в научно-
исследовательских целях. В связи с этим поиск новых отечественных продуцентов коллагенолитических ферментов является 
актуальной задачей современной биотехнологии. 
Цель исследования. Изучение штаммов из коллекции микромицетов ФГБНУ "Всероссийский научно-исследовательский инсти-
тут лекарственных и ароматических растений" (ВИЛАР) для поиска культур, обладающих коллагенолитической активностью. 
Материал и методы. Объектом исследования являлись 14 штаммов 13 видов микромицетов из коллекции микроорганизмов 
ФГБНУ ВИЛАР, относящиеся к родам Aspergillus, Monilia, Penicillium. Поверхностное культивирование микромицетов проводили 
на агаризованных средах Чапека, модифицированных заменой сахарозы на 2%-ный коллаген. Коллагеназную активность мик-
роорганизмов оценивали по диаметру колоний, зон лизиса, радиальной скорости роста и индексам лизиса при культивировании 
на модифицированной среде. Статистическую обработку результатов, регрессионный и корреляционный анализ выполняли на 
персональном компьютере с помощью пакета статистических программ Microsoft Office Excel 2010. 
Результаты. Проведенный скрининг коллекционных штаммов показал, что микромицеты росли на средах с заменой сахарозы 
на коллаген. Все исследованные культуры, кроме Manilia implicata, образовывали выраженные зоны лизиса на модифицирован-
ной среде, что свидетельствует об их способности секретировать коллагенолитические ферменты. Изучение гидролитической 
активности микроорганизмов, включающее определение скоростей роста и индексов лизиса, а также корреляционно-
регрессионный анализ позволили выявить культуры, которые могут рассматриваться в качестве потенциальных продуцентов 
коллагеназ. 
Выводы. Все изученные микроорганизмы обладали способностью к росту на средах с заменой сахарозы на коллаген. Обнару-
жены существенные видовые и штаммовые различия скоростей роста и гидролитической активности микромицетов при культи-
вировании на модифицированной среде. На основании проведенного регрессионного и корреляционного анализа отобраны 
шесть штаммов, перспективных для дальнейшего изучения в качестве продуцентов коллагеназ. 
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Среди протеолитических ферментов особое 
внимание привлекает коллагеназа – эндопептидаза, 
расщепляющая тройную спираль молекулы нерас-
творимого природного белка коллагена [1‒4]. До-
статочно давно проводятся исследования, направ-
ленные на разработку на основе этого фермента 
различных лекарственных средств и композиций 
для лечения ран и рубцов [5‒9], ожогов [10]. Колла-
геназы успешно применяются для лечения стенозов 

гортани [11], офтальмологических заболеваний [2]. 
Ферменты, гидролизующие коллаген, используют-
ся в пищевой промышленности при изготовлении 
мясных изделий [12, 13], кормовых биодобавок 
[14], сухих белковых композиций [15], а также для 
получения культур животных клеток [16]. Источ-
ники для получения коллагеназ могут быть различ-
ными. Используются коллагеназы камчатского кра-
ба [5, 10‒12,], некоторых микроорганизмов, в том 
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числе Clostridium hystolyticum [1, 9, 17], однако био-
технология культивирования указанного микроор-
ганизма имеет ряд особенностей, связанных с анаэ-
робностью и высокой патогенностью культуры 
[17]. Имеются единичные сведения о получении 
рекомбинантных штаммов, синтезирующих колла-
геназу [18]. Приведенные данные о возможности 
широкого использования коллагеназ в медицине и 
других областях жизнедеятельности человека, а 
также большое количество работ, посвященных 
указанной проблеме, делает актуальным изучение 
штаммов из коллекции микромицетов ФГБНУ 
ВИЛАР для поиска культур, обладающих коллаге-
нолитической активностью, что и являлось целью 
настоящего исследования. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Объектом исследования являлись 14 штаммов 

13 видов микромицетов из биоколлекции микро-
организмов ФГБНУ ВИЛАР, относящиеся к родам 
Aspergillus, Monilia, Penicillium: A. niger F51,  
A. sydowii F25, A. terreus F59, M. implicate F15,  
P. brevicompactum F37, 49, P. camemberti F45,  
P. casei F19, P. claviforme F32, P. crustosum F46,  
P. hirsutum F29, P. malinovobranova F3, P. martensii 
F63, P. purpurescens F18. Проводили поверхност-
ное культивирование микромицетов на агаризо-
ванных средах Чапека, модифицированных заме-
ной сахарозы на 2%-ный коллаген, при температу-
ре 26±1 °С, в темноте.  

Микромицеты выращивали на скошенной по-
верхности агаризованной среды Чапека в течение 
7 суток. Затем проводили посев тремя уколами на 
чашки Петри с модифицированной агаризованной 
средой. Протеазную активность микроорганизмов 

оценивали по диаметру колоний и зон лизиса, ра-
диальной скорости роста и индексам лизиса. Диа-
метр колоний и зон лизиса измеряли в двух пер-
пендикулярных направлениях, рассчитывая ин-
декс лизиса (Ил) по формуле  

Ил = Дл2/Дк2,  

где Дл и Дк – средние диаметры зон лизиса и ко-
лоний соответственно. 

Статистическую обработку результатов, ре-
грессионный и корреляционный анализ проводили 
на персональном компьютере с помощью пакета 
статистических программ Microsoft Office Excel 
2010. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Известно, что рост микроорганизмов на суб-

стратах, содержащих нерастворимые белки в каче-
стве единственного энергетического источника, 
позволяет судить об их потенциальной протеоли-
тической активности. Появление зон лизиса бел-
ков вокруг колоний является показателем секре-
ции ферментов в окружающую среду. В связи с 
этим на начальном этапе исследования фиксиро-
вались диаметры колоний и диаметры зон лизиса 
при культивировании микромицетов на средах с 
заменой сахарозы на коллаген (табл. 1, рис. 1). 

 Все изученные виды рода Aspergillus образо-
вывали заметные колонии и зоны лизиса на агари-
зованных средах с заменой сахарозы на коллаген 
уже на начальных этапах культивирования. A. ni-
ger F51 имел наименьшие диаметры колоний на 3-
и и 4-е сутки культивирования, однако к 7-м сут-
кам диаметры колоний у трех аспергилл были 
практически равны. 

 

 

Рис. 1. Колонии и зоны лизиса микромицетов при культивировании в течение 7 суток на среде Чапека с заменой сахарозы на колла-
ген. Слева направо: P. malinovobranova, P. purpurescens, A. terries, P. crustosum 
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Таблица 1. Параметры роста микромицетов при поверхностном культивировании  
на средах с заменой сахарозы на коллаген (мм) 

№ 
штамма 

Время культивирования, сутки 

3-и 4-е 5-е 6-е 7-е 

Дк Дл Дк Дл Дк Дл Дк Дл Дк Дл 

51 2,4 7,0 5,8 16,7 7,4 22,3 23,3 32,0 26,0 34,5 

25 3,8 7,3 11,8 19,0 17,8 28,7 25,0 36,5 26,2 43,2 

59 6,5 8,7 6,8 9,7 7,6 13,3 19,6 27,6 25,7 43,2 

15 3,7 ‒ 8,8 ‒ 9,8 ‒ 9,5 ‒ 12,6 18,4 

37 рн* ‒ 9,0 26,2 19 36,2 25,0 38,4 27,0 40,5 

49 рн* ‒ 10,0 18,8 20,0 28,8 22,0 29,4 24,0 32,6 

45 8,8 12,5 18,8 22,5 24,5 26,5 26,3 29,2 26,4 29,8 

19 3,2 12,2 10,8 22,8 30,8 36,2 38,5 44,3 45,0 45,3 

32 9,8 21,6 14,8 26,6 20,3 30,5 26,2 40,5 30,5 46,3 

46 6,2 14,2 11,2 19,2 16,8 21,3 21,3 26,8 23,8 32,5 

29 12,2 20,5 17,2 25,5 22,0 34,4 26,8 39,2 27,8 40,0 

3 11,2 22,7 16,2 26,7 18,2 28,8 19,8 31,3 22,8 34,3 

63 11,3 19,0 16,2 27,7 20,7 34,8 25,0 42,0 28,2 44,5 

18 рн* ‒ рн* ‒ 5,5 13,7 11,2 22,7 14,7 26,2 

П р и м е ч а н и е : здесь и далее * − рн – роста нет. 
 
Все штаммы рода Penicillium также росли и 

образовывали зоны лизиса на модифицированных 
средах, однако активность роста и образования зон 
лизиса у различных видов и штаммов заметно от-
личалась. Наименьший протеолитический потен-
циал отмечен для P. purpurescens F18, рост кото-
рого начинался только на 5-е сутки, оставаясь на 
самом низком уровне по сравнению с другими ви-
дами до конца культивирования. Диаметр зон ли-
зиса также был меньше, чем у других представи-
телей рода Penicillium. Наиболее активно на 
начальных этапах культивирования росли три 
микромицета: P. hirsutum F29, P. malinovobranova 
F3 и P. martensii F63. Однако к 7-м суткам 
наибольшие диаметры колоний зафиксированы 
для P. casei F19 и P. claviforme F32, для них, также 
как и для P. martensii F63, отмечены наибольшие 
зоны лизиса на 7-е сутки. Два штамма P. brevicom-
pactum начинали рост на модифицированной среде 
Чапека только к 4-м суткам культивирования, сра-
зу образуя заметные зоны лизиса. К 6–7-м суткам 
диаметр и колоний, и зон лизиса был выше у 
штамма F37. Наименьший протеолитический по-
тенциал обнаружен у M. implicate F15: рост куль-
туры был крайне неактивным, а зоны лизиса обра-

зовывались только к 7-м суткам культивирования. 
Таким образом, все исследованные микромицеты 
могут использовать коллаген в качестве един-
ственного энергетического источника, однако 
протеолитический потенциал отдельных видов и 
штаммов существенно различается. 

Важным показателем для оценки способности 
микроорганизмов утилизировать трудно гидроли-
зуемые субстраты является скорость их роста на 
соответствующих средах. Анализ радиальных ско-
ростей роста культур, приведенных в табл. 2, сви-
детельствует о различиях адаптационных потен-
циалов микромицетов. 

Скорость роста A. niger F51 и A. sydowii F25 в 
процессе культивирования постепенно увеличива-
лась, достигая максимальных значений к 6–7-м 
суткам, что свидетельствует об адаптации культур 
к использованию трудно утилизируемых субстра-
тов. Адаптация A. terreus F59 носила более слож-
ный характер: сначала фиксировалось снижение 
скорости роста и только в конце культивирования 
происходило ее увеличение. У P. hirsutum F29,  
P. malinovobranova F3 и P. martensii F63 отмечены 
наибольшие начальные скорости роста, которые 
незначительно менялись в процессе культивиро-
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вания, свидетельствуя о высоком и стабильном 
коллагенолитическом потенциале культур. Для  
P. casei F19 зафиксирована небольшая начальная 
скорость роста на модифицированной среде, одна-
ко, начиная с 5-х суток культивирования, она рез-
ко увеличивалась, превышая к 7-м суткам началь-
ный показатель в 6 раз. Максимальные скорости 
роста у P. camemberti F45, P. claviforme F32 и 
P. crustosum F46 наблюдались на 5–6-е сутки 
культивирования, затем они не менялись или не-
значительно снижались (P. crustosum F46). У двух 
штаммов P. brevicompactum максимальные скоро-
сти роста также отмечены на 5–6-е сутки культи-
вирования с последующим небольшим снижени-
ем. Наименьшая адаптация к росту на среде с за-
меной сахарозы на коллаген зафиксирована у  
P. purpurescens F18. Для этого микромицета, а 
также для представителя другого рода – M. impli-
cate F15, зафиксированы минимальные скорости 
роста даже на последних этапах культивирования. 

Анализ средних за время культивирования 
скоростей роста культур, приведенных на рис. 2, 
также свидетельствует о различиях адаптацион-
ных потенциалов микромицетов. Можно видеть, 
что средние скорости роста культур существенно 
различаются. Средние скорости роста у предста-

вителей рода Aspergillus различались незначитель-
но. При этом максимальный показатель зафикси-
рован у A. sedowii F25. 

У представителей рода Penicillium средняя 
скорость роста варьировала в более широком диа-
пазоне: от 1,0 мм/сутки у P. purpurescens F18 до 
4,6 мм/сутки у P. casei F19. В целом пенициллы 
характеризовались более высокими скоростями 
роста, чем аспергиллы, что может свидетельство-
вать об их более значительном адаптационном по-
тенциале. 

 

Рис. 2. Средняя скорость роста микромицетов при культивиро-
вании на среде с заменой сахарозы на коллаген 

Таблица 2. Радиальная скорость роста микромицетов на агаризованной среде  
с заменой сахарозы на коллаген (мм/сутки) 

№ 
штамма 

Время культивирования, сутки 

3-и 4-е 5-е 6-е 7-е 

51 0,80 1,45 1,48 3,88 3,71 

25 1,27 2,95 3,56 4,17 3,74 

59 2,17 1,70 1,52 3,27 3,67 

15 1,23 2,20 1,96 1,58 1,80 

37 0 2,25 3,80 4,17 3,86 

49 0 2,50 4,00 3,67 3,43 

45 2,93 4,70 4,90 4,38 3,77 

19 1,07 2,70 6,16 6,42 6,43 

32 3,27 3,70 4,06 4,37 4,36 

46 2,07 2,80 3,36 3,55 3,40 

29 4,07 4,30 4,40 4,47 3,97 

3 3,73 4,05 3,64 3,30 3,26 

63 3,77 4,05 4,14 4,17 4,03 

18 0 0 1,10 1,87 2,10 
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Таблица 3. Индексы лизиса микромицетов при поверхностном культивировании на средах  
с заменой сахарозы на коллаген 

№ 
штамма 

Время культивирования, сутки 

3-и 4-е 5-е 6-е 7-е 

51 8,51 8,29 9,08 1,89 1,76 

25 3,69 2,59 2,59 2,13 2,72 

59 1,79 2,04 3,06 1,98 2,83 

15 1,0 1,0 1,0 1,0 2,13 

37 рн 8,48 3,63 2,36 2,25 

49 рн 3,53 2,07 1,78 1,85 

45 2,01 1,43 1,17 1,23 1,27 

19 14,54 4,46 1,38 1,32 1,01 

32 4,86 3,23 2,26 2,39 2,30 

46 5,25 2,94 1,61 1,58 1,87 

29 2,82 2,20 2,45 2,14 2,07 

3 4,11 2,72 2,50 2,50 2,26 

63 2,83 2,91 2,83 2,82 2,49 

18 рн рн 6,17 4,11 3,18 

 
Появление при культивировании на различ-

ных субстратах зон лизиса свидетельствует о сек-
реции микроорганизмами ферментов, гидролизу-
ющих соответствующие субстраты [13]. Все ис-
следованные грибы образовывали зоны лизиса на 
различных этапах культивирования (табл. 1), что 
позволяло рассчитать индексы лизиса для каждой 
культуры (табл. 3). Индекс лизиса определяется 
соотношением площади колонии и площади зоны 
лизиса и характеризует удельную протеолитиче-
скую активность культуры, так как площадь коло-
нии пропорциональна ее биомассе, а площадь зо-
ны лизиса – активности секретируемых гидролаз.  

Из трех изученных видов рода Aspergillus 
наибольшие индексы лизиса зафиксированы для  
A. niger F51 на 3–5-е сутки культивирования, за-
тем они резко снижались, что, по-видимому, свя-
зано с преобладанием процесса роста колоний над 
скоростью секреции протеиназ. Изменения в про-
цессе культивирования индексов лизиса у двух 
других аспергилл были менее значительны и ко-
лебались в диапазоне от 3,5 до 2,0. Изученный 
штамм M. implicate F15 характеризовался низкими 
индексами лизиса.  

Характерной особенностью почти всех пред-
ставителей рода Penicillium является то, что мак-
симальные индексы лизиса отмечены в самом 
начале роста колоний, затем они постепенно сни-

жались. Возможно, обнаруженный факт свиде-
тельствует об интенсивной секреции протеиназ на 
начальных этапах культивирования, необходимой 
для адаптации культуры к трудно утилизируемому 
субстрату. Только у P. martensii F63 зафиксирова-
ны практически не изменяющиеся во время куль-
тивирования индексы лизиса. Следует отметить 
достаточно высокий индекс лизиса у микромицета 
P. purpurescens, для которого зафиксированы низ-
кие скорости роста (табл. 2, рис. 2). Полученные 
результаты также позволяют рассматривать и эту 
культуру в качестве потенциального продуцента 
коллагенолитических ферментов. 

 

Рис. 3. Средние индексы лизиса микромицетов на среде с за-
меной сахарозы на коллаген 
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При анализе средних индексов лизиса микро-
мицетов за все время культивирования (рис. 3) 
следует отметить относительно большой диапазон 
изменения указанного показателя: от 5,91 у A. ni-
ger F51 до 1,23 у M. implicate F15. Два других ви-
да, относящихся к роду Aspergillus, имели более 
низкие индексы лизиса, однако они были все-таки 
больше 2. Для представителей рода Penicilliumу 
трех штаммов зафиксированы индексы лизиса 
выше 4, у шести – выше 2 и только у одного 
штамма P. camamberti F45 указанный показатель 
равнялся 1,42. Необходимо отметить, что индексы 
лизиса у двух штаммов P. brevicompactum F7 и F49 
различались в 1,8 раза, что подчеркивает важность 
учета не только видовых, но и штаммовых разли-
чий гидролитической активности микромицетов. 

При проведении скрининговых исследований 
музейных культур основной целью является отбор 
перспективных штаммов-продуцентов для даль-
нейшего углубленного изучения коллагенолитиче-
ского потенциала микроорганизмов. При этом 
важными показателями для отбора являются ско-
рость роста, которая определяет количество био-
массы, и индекс лизиса – показатель гидролитиче-
ской активности. Проведенный регрессионный и 
корреляционный анализ фиксирует отрицатель-
ную корреляцию между скоростью роста и индек-
сом лизиса при культивировании грибов на средах 
с коллагеном (рис. 4).  

 

Рис. 4. Линия и уравнение линейной регрессии, показывающая 
соотношение между средней скоростью роста и индексом лизи-
са микромицетов (R2 – коэффициент детерминации) 

Коэффициент корреляции r = −0,589, зна-
чимость коэффициента корреляции tр = 2,527 ≥  
≥ tкр = 2,145 при уровне значимости 0,05, т.е. по-
лученный коэффициент корреляции статистически 

значим [19]. В связи с этим при выборе потенци-
альных продуцентов гидролаз целесообразно ис-
ключить штаммы с наименьшими и наибольшими 
индексами лизиса и скоростями роста. 

В результате для дальнейших исследований 
выбраны шесть штаммов с индексами лизиса  
от 1,8 до 2,5 и скоростью роста от 2,3 до 3,6:  
A. niger F51, P. brevicompactum F37, 49, P. crusto-
sum F46, P. malinovobranova F3, P. martensii F63. 

ВЫВОДЫ 
1. Все изученные микроорганизмы обладали 

способностью к росту на средах с заменой 
сахарозы на коллаген. 

2. Обнаружены существенные видовые и штам-
мовые различия скоростей роста и гидроли-
тической активности микромицетов при куль-
тивировании на модифицированной среде. 

3. На основании проведенного регрессионного и 
корреляционного анализа отобраны шесть 
штаммов, перспективных для дальнейшего 
изучений в качестве продуцентов коллагеназ. 
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Relevance. The collagenase producers search is of great interest for various areas of human activity. The study of various enzymes 
synthesized by microorganisms and the possibility of their practical application is one of the most relevant areas of biotechnology. 
These biologically active compounds are widely used in a number of the national economy sectors, in medical practice and also in re-
search purposes. These enzymes include collagenases, which are the part of medicines used to remove scars, keloids and in the 
treatment of burns and ulcers. However, in domestic medical practice, mainly imported drugs are used for these purposes.  
Objective. The work is devoted to the search of these enzymes producers among the collection strains of mycelial fungi of All-Russian 
Scientific Research Institute of Medicinal and Aromatic Plants.  
Material and methods. It was conducted with using of surface cultivation on media with the replacement of sucrose on collagen. It is 
known that the growth of microorganisms on substrates containing insoluble proteins as the only source of carbon allows us to esti-
mate their potential proteolytic activity. The appearance of protein lysis zones around colonies is an indicator of enzyme secretion into 
the environment. 
Results. The article shows that all studied mycelial fungi grew well on media with the replacement of easily metabolized carbohydrate 
on the collagen. During surface cultivation micromycetes formed lysis zones which indicates the synthesis and secretion of hydrolases 
into environment.  
Conclucion. In the result of a detailed study of 14 fungal strains, as well as regression and correlation analysis, 6 micromycetes 
promising for study as collagenase producers were selected. 
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