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Впервые показана способность микромицета Tolypocladium inflatum синтезировать кератинолити-
ческие ферменты. 22 штамма микромицетов, выделенных из накопительных культур кератиноли-
тических микроорганизмов, относились к родам Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Keratinophyton, 
Penicillium, Pseudallеscheria, Tolypocladium и Trichoderma. Только два штамма показали высокую кера-
тинолитическую активность при глубинном культивировании – Keratinophyton terreum С106 (74.2 Е) 
и Tolypocladium inflatum ST1 (87.1 Е). Целевая активность K. terreum в глубинной культуре снижалась 
практически до нуля уже к 7 сут культивирования, тогда как активность T. inflatum снижалась менее, 
чем на 20%. У T. inflatum была выделена внеклеточная протеаза с кератинолитической активностью, 
pI около 5.6 и молекулярной массой около 31 кДа.
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Кератиназы  – протеолитические ферменты, 
гидролизующие полипептидную цепь кератина 
и высоко востребованные в разных отраслях эко-
номики: от переработки отходов до фармацевтики 
и косметологии (de Menezes et al., 2021). Широкая 
распространенность процессов, требующих при-
менения кератиназ, ведет к потребности изучения 
и зачастую конструирования ферментов с различ-
ными биохимическими и  физико-химическими 
свойствами. По статистике базы данных PubMed 
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) с 2020 года еже-
годно в мире публикуется более 50 эксперимен-
тальных статей о  новых источниках кератиназ 
и модификации уже известных ферментов (запро-
сы для поиска: “keratinase”, “keratinolytic”). Однако 
большинство таких статей, как и патентов на кера-
тинолитические ферменты, посвящены кератина-
зам бактериального происхождения (Shestakova 
et al., 2023). Кератинолитические протеазы грибно-
го происхождения остаются малоизученными, хотя 
грибы являются известными продуцентами био-
технологически значимых ферментов, в том числе 
протеаз (El-Gendi et al., 2021). Накопленные дан-
ные о грибных кератиназах в большинстве своем 

посвящены изучению кератинолитических свойств 
дерматофитов, применение которых в биотехно-
логии не может быть широким в связи с патоген-
ностью этих организмов для человека или пред-
ставителей рода Aspergillus, являющихся одними 
из наиболее часто используемых грибов-проду-
центов в  промышленности (Bhari, Kaur, 2023). 
При этом известно, что микромицеты разных 
таксономических групп способны секретировать 
протеазы, гидролизующие фибриллярные белки, 
а рН- и температурный оптимумы и стабильность, 
субстратная специфичность, резистентность к тя-
желым металлам и поверхностно-активным веще-
ствам у таких ферментов различны и покрывают 
широкий спектр условий, благодаря чему приме-
нение грибных протеолитических ферментов воз-
можно во многих биотехнологических процессах 
(Bhari, Kaur, 2023). Также важно, что грибы спо-
собны расти на отходах производств в условиях 
низкой обводненности системы, что снижает рас-
ходы на  получение целевого продукта (Barrios-
González, Tarragó-Castellanos, 2017).

В связи с этим наше исследование было посвя-
щено выделению из природных образцов, богатых 
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кератиновым субстратом, и изучению новых пер-
спективных для биотехнологического применения 
штаммов микромицетов с  кератинолитической 
активностью.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделение и идентификация культур кератино-
литических микромицетов. Пробы почвы и органи-
ческого настила отбирали на территориях частных 
фермерских хозяйств, степной и парковых зонах 
(Воронежская область, Республика Крым и г. Мо-
сква). Пробы использовали в качестве посевного 
материала для получения накопительных культур 
кератинолитических микроорганизмов. Основным 
источником органических углерода и азота служи-
ли куриные перья (0.7 г), к  которым добавляли 
10 мл питательной среды следующего состава (%): 
NaNO3 – 0.3, K2HPO4 – 0.1, MgSO4 – 0.05, KCl – 
0.05, FeSO4 – 0.001, пептон – 0.1. Культивирование 
проводили в статических условиях при 28°С в тече-
ние 1 мес. Затем путем рассева последовательных 
разведений на агаризованную среду Чапека с до-
бавлением смеси антибиотиков (хлортетрациклин 
и гентамицин) выделяли чистые культуры микро-
мицетов. Первичную идентификацию выделенных 
культур осуществляли по морфолого-культураль-
ным признакам. При идентификации работали 
с культурами, посеянными тремя уколами на ага-
ризованные среды, рекомендованные как стан-
дартные для исследуемых групп грибов: среда Ча-
пека с 3% содержанием сахарозы и сусло-агар для 
Aspergillus и Penicillium, среда на основе овсяного 
отвара для Acremonium-подобных и Fusarium и др. 
Культуры инкубировали в  термостате при 28°С 
в течение 7–10 сут. Если культуры не формировали 
спороношения, их выдерживали при дневном ос-
вещении и смене температур до образования спор. 
Для идентификации у культур описывали культу-
ральные признаки: диаметр колоний на 7 сут роста, 
цвет мицелия и спороношения, характер поверхно-
сти колонии, характер реверса, текстуру мицелия, 
характер роста, характер края колонии, образова-
ние пигмента, образование экссудата, запах и т.д.

Для изучения микроскопических признаков 
и  морфометрии структур, связанных с  размно-
жением, готовили препараты в  концентриро-
ванной молочной кислоте, при необходимости 
подкрашивали красителем Cotton blue. Исполь-
зовали модифицированный микроскоп МИК-
МЕД-6 (“ЛОМО”, Россия). Для идентификации 
по  морфологическим признакам использовали 
определители, а  также статьи, содержащие об-
работки отдельных родов и описания новых ви-
дов (Fungal Biodiversity, 2009; Food and Indoor 
Fungi, 2010; Houbraken et al., 2011; Bensch et al., 

2012; Crous et  al., 2021; Dong et  al., 2022). Вы-
деленные культуры перечислены в табл.  1, наи-
менования видов и систематическое положение 
дано в соответствии с базами данных Index Fungo-
rum (https://www.indexfungorum.org/names/names.
asp) и TheMycoBankFungaldatabases (http://www.
mycobank.org) (по состоянию на 19.09.2024).

Среди выделенных культур микромицетов 
проводили скрининг для выявления протеоли-
тического потенциала. Для наиболее активных 
культур микроскопических грибов была допол-
нительно проведена молекулярно-генетическая 
идентификация. Геномную ДНК из штаммов гри-
бов выделяли с помощью набора DNEAsy Plant 
Mini Kit (“Qiagen”, Германия). Праймеры для 
ПЦР подбирали для каждой культуры с учетом осо-
бенностей таксономического положения (табл. 2).

Секвенирование проводили на автоматическом 
секвенаторе FT3000 (“GeneMind Biosciences”, Ки-
тай). Для анализа секвенсов использовали специ-
ализированную компьютерную программу BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Последователь-
ности транскрибируемых спейсеров ITS1 и ITS2 
депонировали в базу данных NCBI Genbank под 
номерами OR018528 (C. pseudocladosporioides), 
OR018407 (P. sizovae), OR018406 (K. terreum), 
OR018405 (T. inflatum), OR018529 (A. versicolor), 
OR018530 (A. ochraceus). Последовательности для 
филогенетического анализа из базы данных NCBI 
Genbank анализировали с  помощью программы 
MEGA ver. 10.0 (Kumar et  al., 2018). Филогене-
тическое дерево на основе последовательностей 
ITS1 и  ITS2 было построено с  использованием 
метода максимального правдоподобия и модели 
Тамура-Нея.

Определение протеолитического потенциала выде-
ленных культур. Для определения протеолитическо-
го потенциала штаммов, полученных при рассеве 
накопительных культур, проводили двустадийный 
скрининг на способность культур гидролизовать 
целевые белки. На этапе первичного скрининга 
культуры грибов сеяли уколом на агаризованные 
среды следующего состава (%): KH2PO4  – 0.05, 
MgSO4 – 0.025, пептон – 0.5, агар – 1.5. В качестве 
основного источника углерода и азота в среды до-
бавляли 1.0% казеина по Хаммерштайну, желатина 
или эластина, или 0.5% кератина. Культивировали 
7 сут при 28°С, а затем осаждали негидролизован-
ные белки в средах 10% трихлоруксусной кислотой 
(ТХУ) и измеряли диаметр колоний (d1) и диаметр 
зон просветления (d2) для расчета энзиматических 
индексов (EI) по формуле: EI=d2/d1.

Культуры, показавшие наибольшие значения 
EI, были отобраны для вторичного скрининга, 
который включал в  себя двустадийное культи-
вирование штаммов микромицетов в глубинных 
условиях и измерение ферментативной активно-
сти в культуральной жидкости. Культивирование 



134	 ТИМОРШИНА﻿ и др.

МИКРОБИОЛОГИЯ том 94 № 2 2025

проводили при перемешивании на орбитальных 
качалках (200 об./мин) и 28°С. Сначала споровую 
суспензию, полученную смывом спор гриба с се-
мидневной культуры на скошенном сусло-агаре 
или агаризованной среды Чапека, использовали 
как посевной материал для культивирования в сре-
де, богатой сахарами (%): сусло ячменное неохме-
ленное – 6.7, глюкоза – 2.0, пептон – 0.1; на 2 сут 
культивирования 3% полученной культуры по объ-
ему переносили в 7 модифицированных жидких 
сред Чапека, содержащих, помимо стандартного 
минерального фона, источники азота: нитрат на-
трия, перемолотое куриное перо и измельченную 
свиную щетину, а также их комбинации. Керати-
нолитическую и казеинолитическую активность 

измеряли на 3 и 7 сут культивирования. Для куль-
тур с наибольшей целевой ферментативной актив-
ностью также была определена динамика накопле-
ния протеолитической активности.

Измерение ферментативной активности. Керати-
нолитическую активность определяли спектрофо-
тометрически с использованием 1% суспензии ке-
ратина шерсти (“TCI”, Япония) в 0.05М Трис-НCl 
буфере (рН 8.2). Для проведения реакции к 100 мкл 
пробы добавляли 200 мкл суспензии кератина. Ре-
акционную смесь инкубировали при 37°С в тече-
ние 30 мин при 600 об./мин в термошейкерах TS-24 
(“Biosan”, Латвия). Реакцию останавливали добав-
лением 300 мкл 10% ТХУ. Далее образцы центри-
фугировали в течение 5 мин при 12100 g с помощью 

Таблица 1. Штаммы микромицетов, выделенные из накопительных культур кератинолитиков

Штамм Видовое название Источник Место отбора пробы
C1 Fusarium solani (Mart.) Sacc. Почва  

с остатками 
перьев

Ковыльная степь, Во-
ронежская областьC11 Penicillium sizovae Baghd.

ST1 Tolypocladium inflatum W. Gams
ST2 Aspergillus ochraceus G. Wilh.

Почва  
с остатками 

перьев

Пойма реки Тихая 
Сосна, Воронежская 

область

С2w Fusarium oxysporum Schltdl.

С2g Pseudallescheria boydii (Shear) McGinnis,  
A.A. Padhye & Ajello

С2y Trichoderma citrinoviride Bissett
С8А Aspergillus niger Tiegh.

Подстилка 
из курятника

с. Пшеничное,  
Нижнегорский район, 

Крым

С7А
Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church 

(синоним Emericella sydowii (Bainier & Sartory)  
Pitt & A.D. Hocking)

С72L Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. (синоним Emericella 
versicolor (Vuill.) Pitt & A.D. Hocking)

С71 Fusarium solani (Mart.) Sacc.

С106
Keratinophyton terreum H.S. Randhawa & R.S. Sandhu 

(синоним Aphanoascus terreus (H.S. Randhawa &  
R.S. Sandhu) Apinis)

С5
Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church 
(синоним Emericella sydowii (Bainier & Sartory) Pitt & 

A.D. Hocking)

Подстилка 
из курятника

с. Укромное,  
Симферопольский 

район, Крым

С51 Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. (синоним Emericella 
versicolor (Vuill.) Pitt & A.D. Hocking)

C66 Cladosporium pseudocladosporioides Bensch, Crous &  
U. Braun

С41 Fusarium solani (Mart.) Sacc.
С4 Penicillium commune Thom
А1 Fusarium oxysporum Schltdl.

Почва  
с остатками 

перьев
Парковая зона, 

Москва

А2 Fusarium solani (Mart.) Sacc.
А3 Fusarium solani (Mart.) Sacc.
А4 Fusarium solani (Mart.) Sacc.
G4 Penicillium citreonigrum Dierckx
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центрифуги MiniSpin (“Eppendorf”, Германия), 
после чего в  надосадочной жидкости измеряли 
оптическую плотность при длине волны 280 нм, 
используя спектрофотометр BioSpectrometer 
kinetic (“Eppendorf”, Германия). Казеинолитиче-
скую активность измеряли по аналогичной схеме. 

В качестве субстрата использовали 1% раствор ка-
зеина по Хаммерштайну в 0.1М Трис-НCl буфере 
(рН 8.2). Реакционную смесь инкубировали при 
37°С в течение 10 мин при 600 об./мин. Реакцию 
останавливали добавлением 300 мкл 10% ТХУ. По-
сле центрифугирования в надосадочной жидкости 

Таблица 2. Праймеры, использованные при молекулярно-генетической идентификации отобранных культур 
микромицетов

Культура Праймеры Ген/участок ДНК Ссылки

A. ochraceus ST2

NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAG
NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Домен D1/D2 гена 26S 
рРНК

Kurtzman,  
Robnett, 

1998

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Внутренние транскри-
бируемые спейсеры ITS1 

и ITS2
White et al., 

1990

Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Ген β-тубулина

Glass,  
Donaldson, 

1995

A. versicolor C51

NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAG
NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Домен D1/D2 гена 26S 
рРНК

Kurtzman, 
Robnett, 

1998

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Внутренние транскри-
бируемые спейсеры ITS1 

и ITS2
White et al., 

1990

Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Ген β-тубулина

Glass, 
Donaldson, 

1995

C. pseudocladosporioides 
C66

NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAG
NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Домен D1/D2 гена 26S 
рРНК

Kurtzman, 
Robnett, 

1998

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Внутренние транскри-
бируемые спейсеры ITS1 

и ITS2
White et al., 

1990

ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC
ACT-783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT Ген актина Carbone, 

Kohn, 1999

K. terreum C106

NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAG
NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Домен D1/D2 гена 26S 
рРНК

Kurtzman, 
Robnett, 

1998

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Внутренние транскри-
бируемые спейсеры ITS1 

и ITS2
White et al., 

1990

P. sizovae C11

NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAG
NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Домен D1/D2 гена 26S 
рРНК

Kurtzman, 
Robnett, 

1998

Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Ген β-тубулина

Glass, 
Donaldson, 

1995

T. inflatum ST1

NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAG
NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Домен D1/D2 гена 26S 
рРНК

Kurtzman, 
Robnett, 

1998

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Внутренние транскри-
бируемые спейсеры ITS1 

и ITS2
White et al., 

1990
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измеряли оптическую плотность при длине волны 
275 нм. За единицу активности принимали коли-
чество фермента, которое вызывало изменение 
оптической плотности на 0.01 ед. в условиях про-
ведения реакции.

Получение ферментного препарата и выделение 
целевой протеазы. Для получения ферментного 
препарата из культуральной жидкости, предвари-
тельно отделенной от биомассы путем фильтро-
вания, осаждали внеклеточные белки сульфатом 
аммония при 85% насыщении (608 г (NH4)2SO4 
на 1 л культуральной жидкости). Осадок форми-
ровался не менее 48 ч при 4°С, затем его отделя-
ли центрифугированием при 3160 g и 4°С в тече-
ние 45 мин в центрифуге LMC-4200R (“Biosan”, 
Латвия). Полученный осадок растворяли в 0.01М 
Трис-HCl-буфере (рН 8.2) и диализовали в диа-
лизных мешочках (диаметр пор 3.5 кДа) против 
0.005М Трис-HCl-буфера на  холоде в  течение 
24 ч на магнитной мешалке. Раствор после диа-
лиза центрифугировали в тех же условиях для уда-
ления нерастворимой части осадка. Супернатант 
замораживали жидким азотом в  круглодонной 
колбе и  лиофильно высушивали под вакуумом. 
Полученный порошок ферментного препарата 
хранили при температуре –20°С.

Для разделения белков ферментного препарата 
и их дальнейшего изучения проводили изоэлек-
трофокусирование (ИЭФ) по методу Вестербер-
га при 4°С в  градиенте рН  амфолинов 3.0–10.0 
и градиенте плотности сахарозы 0–40% в колонке 
объемом 110 мл при напряжении 800 В в течение 
36 ч. После ИЭФ содержимое колонки собирали 
по фракциям объемом 1.5 мл при 4°С с помощью 
коллектора фракций. Во фракциях измеряли рН, 
количество белка спектрофотометрически при 
длине волны 280 нм  и ферментативную актив-
ность. Чистоту изучаемых ферментов подтверж-
дали методом денатурирующего ПААГ-электро-
фореза по  Лэммли в  трис-глициновом буфере 
(рН 8.3) с концентрацией акриламида в концен-
трирующем геле 6.0% и  в разделяющем геле  – 
7.5%. Белки разделяли при силе тока 25 мА. После 
прохождения электрофореза гель инкубировали 
в фиксирующем растворе (10% уксусной кисло-
ты и 30% изопропанола) в течение 30 мин, а затем 
окрашивали 0.1% раствором кумасси бриллианто-
вого синего R-250 в растворе 10% уксусной кис-
лоты и 50% изопропанола в течение 30 мин. Для 
удаления избытка красителя из геля использовали 
7%-ю уксусную кислоту.

Статистический анализ. Результаты пред-
ставляли в виде средних абсолютных значений. 
Эксперименты проводили не  менее чем в  трех 
статистических повторностях. Статистическую 
достоверность данных характеризовали непараме-
трическим критерием Манна–Уитни при р < 0.05 
с использованием пакета Microsoft Excel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Идентификация и  первичный скрининг новых 
штаммов микромицетов. Было выделено и иден-
тифицировано по  морфолого-культуральным 
признакам 22 штамма микромицетов из  нако-
пительных культур кератинолитических микро-
организмов, засеянных почвенными образцами, 
отобранными в  курятниках, степной и  парко-
вых зонах (Воронежская обл., Республика Крым, 
г.  Москва). Выделенные культуры относились 
к 8 родам отдела Ascomycota, а именно Aspergillus, 
Cladosporium, Fusarium, Keratinophyton, Penicillium, 
Pseudallеscheria, Tolypocladium и Trichoderma. Для 
определения их протеолитического потенциала 
проводили первичный скрининг с использованием 
агаризованных сред, содержащих целевые белки 
(казеин, кератин, желатин). Значения EI изучае-
мых культур представлены на рис. 1.

Из всех накопительных культур были выделе-
ны представители рода Fusarium, однако значе-
ния их EI при росте на трех используемых средах 
значимо не превышали 1. Скорее всего, это сви-
детельствует о  том, что эти грибы в  сообществе 
задействованы не на первом этапе кератинолиза, 
который требует высокой протеолитической ак-
тивности и способности гидролизовать нативный 
кератин (Qiu et al., 2020). Также часто встречаю-
щимися среди выделенных грибов оказались ми-
кромицеты двух родов – Aspergillus и Penicillium. 
EI этих культур на средах с казеином и желатином 
значительно превышали 1 (максимальные значе-
ния EI на казеине (3.76) и желатине (3.75) были 
получены при росте Aspergillus versicolor C72L), что 
согласуется с данными литературы о перспектив-
ности микромицетов родов Aspergillus и Penicillium 
в качестве продуцентов протеолитических фермен-
тов (de Souza et al., 2015). Однако лишь пять куль-
тур показали высокую кератинолитическую актив-
ность, а именно: Aspergillus ochraceus ST2 (EI 1.29), 
Aspergillus versicolor C51 (EI 1.24), Cladosporium 
pseudocladosporioides C66 (EI 1.42), Keratinophyton 
terreum C106 (EI 1.43) и Penicillium sizovae С11 (1.32). 
Штамм Tolypocladium inflatum ST1 показал умерен-
ную кератинолитическую активность (EI 1.10), од-
нако раньше не было сообщений о способности 
представителей этого рода гидролизовать кератин. 
Поэтому T. inflatum и 5 наиболее активных культур 
были отобраны для дальнейших работ.

Для шести отобранных культур микромицетов 
была дополнительно проведена молекулярно-гене-
тическая идентификация. Анализ специфических 
последовательностей генов и построение филоге-
нетического дерева подтвердил принадлежность 
исследуемых штаммов к  соответствующим кла-
дам (рис. 2).

Для отобранных штаммов микромицетов также 
были определены энзиматические индексы на среде 
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с эластином. Соотношения EI изучаемых культур 
на средах с кератином, желатином и эластином к EI 
на среде с казеином представлены в табл. 3.

Соотношения EI  на среде с  эластином к  EI 
на  среде с  казеином у  всех изучаемых культур 
ниже  1, что указывает на  низкую субстратную 
специфичность внеклеточных протеаз этих штам-
мов к эластину. Так как эластолитическая актив-
ность обычно рассматривается в качестве фактора 
патогенности (Kothary et al., 1984; Tamura et al., 
1992; Khosravi et al., 2012), то низкое сродство фер-
ментов к эластину можно считать важной характе-
ристикой для продуцентов биотехнологически зна-
чимых веществ. Только у двух культур (A. ochraceus 
и P. sizovae) соотношение EI на среде с желатином 
к EI на среде с казеином оказались выше 1. Способ-
ность гидролизовать желатин может служить инди-
катором наличия коллагенолитической активности. 
Коллагенолитическая активность, в совокупности 
с кератинолитической, является большим преиму-
ществом в биодеградации и кожевенной промыш-
ленности при использовании протеаз для прида-
ния мягкости ткани и ее лучшему окрашиванию 
(Kanth et al., 2008), однако при ферментативном 
обезволашивании кожи коллагенолитическая ак-
тивность снижает качество конечного продукта 
(Fang et al., 2017). Именно поэтому поиск и изу
чение кератинолитических микроорганизмов, 

синтезирующих протеазы с разной субстратной 
специфичностью, являются важной задачей со-
временной биотехнологии. Соотношение EI на 
среде с кератином к EI на среде с казеином ока-
залось выше 1 только у K. terreum, что согласуется 
с данными литературы о том, что представители 
этого рода являются геофильными грибами, спе-
циализирующимися на деградации кератинсодер-
жащих субстратов (Labuda et al., 2021), но, несмо-
тря на это, их протеазы слабо изучены на данный 
момент.

Вторичный скрининг культур на  способность 
секретировать кератинолитические ферменты. Для 
дальнейшего изучения способности отобран-
ных штаммов секретировать целевые фермен-
ты, их  культивировали в  глубинных условиях. 
7 различных ферментационных сред, являвших-
ся модифицированной средой Чапека, содержа-
ли NaNO3, перемолотое куриное перо и измель-
ченную свиную щетину, а также их комбинации 
в качестве источника углерода и азота. Измере-
ния кератинолитической и  казеинолитической 
активности внеклеточных ферментов изучаемых 
микромицетов проводили на 3 и 7 сут культиви-
рования (рис. 3).

Изучаемые культуры обильно росли в  жид-
ких средах в  виде мелких пеллет, однако усло-
вия проведения культивирования, по-видимому, 

Fusarium solani      C1

Penicillium sizovae    C11

Tolypocladium inflatum    ST1

Aspergillus ochraceus    ST2

Fusarium oxysporum    C2w

Pseudallescheria baydii     C2g

Trichoderma citrinoviride     C2y

Aphanoascus terreus   C106

Aspergillus niger    C8A

Aspergillus sydowii    C7A

Aspergillus versicolor   C72L

Fusarium solani     C71

Aspergillus sydowii       CS

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      Aspergillus versicolor     C51

Cladosporium pseudocladosporioides     C66

Fusarium solani     C41

Penicillium commune       C4

Fusarium oxysporum        Al

Fusarium solani       A2

Fusarium solani       A3

Fusarium solani       A4

Penicillium citreonigrum       G4

Культуры Энзиматические индексы

0           1           2            3           4 0              1               2              3               4 0              1              2              3               4

казеин кератин желатин

Рис. 1. Энзиматические индексы штаммов микромицетов, выделенных из накопительных культур кератинолитиков.
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Рис. 2. Филогенетическая дендрограмма, основанная на последовательностях внутренних транскрибируемых 
спейсеров ITS1 и ITS2 генов рРНК. Филогенетическое дерево построено методом максимального правдоподобия 
в программе MEGA 10.0. Bootstrap-анализ был выполнен с использованием 1000 повторений. Указаны значения 
выше 70%.
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не  подходили для накопления целевых внекле-
точных протеаз культурами C. pseudocladosporioides 
и P. sizovae. Максимум кератинолитической (32.1 Е) 
и казеинолитической (75.0 Е) активности микроми-
цета A. ochraceus приходился на 7 сут культивиро-
вания на среде, содержащей измельченную щетину 
в качестве единственного источника азота. А штамм 
A. versicolor проявлял кератинолитическую аткив-
ность только на 7 сут на средах с нитратом (30.7 Е), 
нитратом и перемолотым пером (19.0 Е), а также 
нитратом и измельченной щетиной (33.2 Е), что го-
ворит о необходимости наличия минерального азота 
в питательной среде при синтезе внеклеточных ке-
ратиназ этой культурой.

Наибольшие значения целевой активности 
были получены при культивировании K. terreum 
и T. inflatum. Максимальный уровень кератино-
литической (74.2 Е) и казеинолитической (94.4 Е) 
активности K. terreum был получен при росте про-
дуцента на среде с нитратом натрия и перемоло-
тым куриным пером на 3 сут культивирования. 
Активность снижалась практически до нуля уже 
к 7 сут культивирования. Штамм T. inflatum про-
явил наибольшую кератинолитическую (87.1 Е) 
и  казеинолитическую (167.1 Е) активность уже 
на 3 сут культивирования на среде, содержащей 
только органические источники азота и углеро-
да – перемолотое куриное перо и измельченную 
свиную щетину. Помимо того, что именно эта куль-
тура показала самые высокие значения целевой ак-
тивности, уровень ее ферментативной активности 
к 7 сут культивирования снизился менее, чем на 
20%. В связи с этим дальнейшая работа проводилась 
с микромицетом T. inflatum.

Важно отметить, что результаты вторичного 
скрининга наглядно показывают, что данные, 
получаемые при скрининге на  агаризованных 
средах, можно считать лишь ориентировочными, 
позволяющими отобрать потенциально перспек-
тивных продуцентов для дальнейших исследо-
ваний. Однако результаты скрининга на агари-
зованных средах не  могут служить основанием 
для однозначной количественной оценки актив-
ности микроорганизма. Все культуры, отобран-
ные на  этапе первичного скрининга, показали 
обильный рост в жидких средах, в том числе при 

использовании кератинсодержащих субстратов. 
Но  в то  же время активность этих культур при 
глубинном культивировании не была пропорцио-
нальна их активности при поверхностном культи-
вировании на агаризованных средах. Это связано 
с особенностью физиологии изучаемых объектов. 
Некоторым штаммам необходимы определенные 
компоненты в  составе среды для синтеза и  се-
креции целевых продуктов; такие компоненты 
не всегда входят в состав стандартных сред, и не 
всегда получается их подобрать с первого раза – 
это трудоемкий процесс. А некоторые культуры 
способны к  синтезу определенных ферментов 
лишь в определенных условиях, к которым мо-
жет относиться и определенный тип культивиро-
вания, что порой делает невозможным наработку 
целевого продукта в конкретных условиях прове-
дения эксперимента (Oda et al., 2006).

Особенности накопления внеклеточных керати-
нолитических ферментов микромицетом T. inflatum. 
Изучение динамики накопления целевых протеаз 
T. inflatum на ферментационной среде с перемоло-
тым куриным пером и измельченной свиной щети-
ной показало, что максимум кератинолитической 
активности (78.8 Е) приходится на 4 сут культиви-
рования. Важно отметить, что уже ко 2 сут роста 
продуцента кератинолитическая активность дости-
гает более 50% от максимального уровня, а сниже-
ние целевой активности к 8 сут культивирования 
незначительно – менее 15% (рис. 4).

Профиль динамики накопления секретируе-
мых казеинолитических ферментов штамма T. in-
flatum совпадал с таковым для кератинолитиче-
ской активности. Для получения ферментного 
препарата высаливали внеклеточные белки T. in-
flatum в условиях достижения наибольшей целе-
вой протеолитической активности. Полученный 
лиофильно высушенный ферментный препарат, 
растворенный в 0.05 М Трис-HCl буфере (рН 8.2) 
в концентрации 1 мг/мл, обладал кератинолити-
ческой активностью (82.1 Е) и казеинолитической 
активностью (201.5 Е).

Выделение кератинолитической протеазы T.  in-
flatum. Белки полученного ферментного препара-
та разделяли методом колоночного изоэлектрофо-
кусирования в градиенте рН амфолинов 3.0–10.0 

Таблица 3. Соотношения энзиматических индексов отобранных микромицетов 

Культура EIкер  EIказ. EIжел/EIказ. EIэл./EIказ.
A. ochraceus ST2 0.75 1.23 0.58
A. versicolor C51 0.46 0.37 0.19
C. pseudocladosporioides C66 0.51 0.73 0.18
K. terreum C106 1.07 0.80 0.75
P. sizovae C11 0.66 1.40 0.50
T. inflatum ST1 0.66 0.82 0.60
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Рис. 3. Протеолитическая активность изучаемых микромицетов на средах, содержащие различные источники азота: 
C. pseudocladosporioides C66 – кератинолитическая (а) и казеинолитическая (b) активность; P. sizovae C11 – кератино-
литическая (c) и казеинолитическая (d) активность; A. ochraceus ST2 – кератинолитическая (e) и казеинолитическая 
(f) активность; A. versicolor C51 – кератинолитическая (g) и казеинолитическая (h); K. terreum C106 – кератиноли-
тическая (i) и казеинолитическая (j); T. inflatum ST1 – кератинолитическая (k) и казеинолитическая (l). Источники 
азота в средах: 1 – нитрат натрия, перемолотое перо и измельченная щетина; 2 – нитрат натрия; 3 – нитрат натрия 
и перемолотое перо; 4 – нитрат натрия и измельченная щетина; 5 – измельченная щетина; 6 – перемолотое перо 
и измельченная щетина; 7 – перемолотое перо. Время культивирования, в которое измеряли протеолитическую ак-
тивность: 1 – 3 сут (серые столбики), 2 – 7 сут (черные столбики).
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и градиенте плотности сахарозы 0–40%. Наиболь-
шая кератинолитическая активность (21.7 Е) при-
ходилась на  фракции с  рН 5.6  (рис. 5). Чистота 
фермента с  молекулярной массой около 31 кДа 
также была подтверждена методом денатурирую-
щего электрофореза в ПААГ (рис. 6).

В настоящее время кератиназами называют все 
ферменты с кератинолитической активностью вне 
зависимости от строения молекулы и механизма 
действия протеазы. Однако некоторые исследова-
тели предлагают ввести критерий истинности кера-
тиназ, который заключается в вычислении соотно-
шения кератинолитической активности к казеино-
литической активности (Evans et al., 2000). Если это 
соотношение больше 1, то фермент стоит призна-
вать истинной кератиназой. Если же соотношение 

меньше 1, то фермент надо относить к протеазам 
с кератинолитической активностью. Среди труд-
ностей внедрения такого критерия стоит отметить 
отсутствие унификации в методиках измерения ке-
ратинолитической и казеинолитической активно-
сти. Критерий истинности кератиназ выделенного 
фермента T. inflatum равен 0.21, что относит этот 
фермент в группу протеаз с кератинолитической 
активностью. Однако, несмотря на это, культура 
T. inflatum обладает высоким биотехнологическим 
потенциалом в связи с высокой скоростью нако-
пления целевой активности, длительным временем 
секреции кератинолитических протеаз, а также вы-
соким уровнем активности ферментного препара-
та. Высокий уровень как кератинолитической, так 
и общей протеолитической (казеинолитической) 
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Рис. 4. Динамика накопления внеклеточных протеаз культуры T. inflatum ST1 при глубинном культивировании 
на среде без гидролизата рыбной муки: 1 – кератинолиз; 2 – казеинолиз.
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активности позволяет рассматривать штамм T. in-
flatum в качестве культуры для биодеградации ке-
ратинсодержащих отходов. Важно отметить, что 
ранее сообщалось о  способности микромицета 
T. inflatum гидролизовать фибрин (Fokichev et al., 
2022), который, так же как и кератин, относится 
к фибриллярным белкам. Это позволяет рассма-
тривать гриб T. inflatum в качестве перспективно-
го продуцента протеаз, активных по отношению 
к фибриллярным белкам. Представляет интерес 
и сравнение данных, полученных при использо-
вании разных питательных сред для накопления 
целевых ферментов изучаемой культуры. В нашей 
работе показано, что при использовании только 
лишь органического азота при культивировании 
продуцента происходит преимущественное на-
копление протеазы с  изоэлектрической точкой 
в слабокислой области (казеинолитическая актив-
ность – 114.9 Е), но также в ферментном препара-
те присутствуют две протеазы с изоэлектрически-
ми точками в нейтральной (18.1 Е) и щелочной 
области (3.1 Е). Тогда как при росте T. inflatum 
k1 на среде, содержащей и минеральный, и орга-
нический источники азота, наибольшую общую 
протеолитическую активность проявляет щелоч-
ная протеаза, а наименьшую – кислая (Фокичев 
и соавт., 2021).

Таким образом, была показана кератинолити-
ческая активность микромицетов, относящихся 
к разным родам отдела Ascomycota. Впервые выяв-
лена способность синтезировать кератиназы пред-
ставителем рода Tolypocladium. Полученные дан-
ные об активности штамма T. inflatum позволяют 
строить позитивные прогнозы на разработку схем 
использования T. inflatum для биодеградации кера-
тинсодержащих отходов или в других отраслях про-
мышленности, также нуждающихся в применении 
кератинолитических ферментов.
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New Micromycetes Strains with Keratinolytic Activity
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Abstract. The ability of the micromycete Tolypocladium inflatum to synthesize keratinolytic enzymes has been 
demonstrated for the first time. 22 strains of micromycetes isolated from enrichment cultures of keratinolytic 
microorganisms belonged to the genera Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Keratinophyton, Penicillium, 
Pseudallscheria, Tolypocladium and Trichoderma. Only two strains showed high keratinolytic activity during 
submerged fermentation – Keratinophyton terreum C106 (74.2 E) and Tolypocladium inflatum ST1 (87.1 E). The 
target activity of K. terreum C106 in submerged culture decreased almost to zero by the 7th day of cultivation, 
while the activity of T. inflatum ST1 decreased by less than 20%. An extracellular protease with keratinolytic 
activity from the micromycete T. inflatum ST1 with a pI of about 5.6 and a molecular weight of about 31 kDa 
was isolated.

Keywords: keratinases, proteases, filamentous fungi, Tolypocladium inflatum
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