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Аннотация. В  проведенных исследованиях дана оценка протеолитиче-
ской ферментной системы ксилотрофных макромицетов лесов террито-
рии Большого Кавказа в Азербайджане. Выявлено, что протеолитическая 
ферментная система ксилотрофных макромицетов включает протеазы, 
различающиеся по  активности, молекулярной массе и  типу. Несмотря 
на варьирование синтеза фермента у этих грибов в зависимости от источ-
ников углерода, его синтез протекает конститутивно.
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Известно, что ксилотрофные грибы играют важ-
ную роль в структуре растительных биоценозов. 
Так, эти грибы, имеющие сильную и  многооб-

разную ферментную систему, участвуют в  деградации 
сложных полимеров, таких как целлюлоза, лигнин, пек-
тин, гемицеллюлоза и белок, составляющих основу кле-
точной стенки растений [11]. В связи с этим ксилотроф-
ные грибы привлекают внимание исследователей либо 
как возможный участник биоконверсии растительных 
субстратов, либо как продуцент того или иного фер-
мента.

Биодеградация растительных субстратов в  есте-
ственных условиях представляет собой многоступенча-
тый и  полиферментный процесс, в  котором участвуют 
как гидролазы, так и оксиредуктазы [7, 9]. В результате 
последовательного действия различных ферментов, 
выделяемых грибами вне клетки, молекулы субстратов 
разрушаются и  образуются легко усваиваемые и  низ-

комолекулярные олигомеры и мономеры, которые ис-
пользуются грибами для регулирования своего энерге-
тического баланса.

На  сегодняшний день исследования ксилотрофных 
грибов сосредоточены на  изучении их целлюлолити-
ческой и  лигнолотической активности [8, 10, 14, 15], 
но  изучению других ферментов, в  том числе протеаз, 
катализирующих гидролиз белков [2, 12], уделено не-
достаточное внимание.

Поэтому целью данной статьи является изучение ус-
ловий, влияющих на синтез протеаз ксилотрофных ма-
кромицетов и их внеклеточную секрецию.
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Summary. In the studies carried out, the assessment of the proteolytic 
enzyme system of xylotrophic macromycetes of the forests of the 
Greater Caucasus in Azerbaijan was given. It was revealed that the 
proteolytic enzyme system of xylotrophic macromycetes includes 
proteases that differ in activity, molecular weight and type. Despite the 
variation in the synthesis of the enzyme in these fungi depending on 
the carbon sources, its synthesis proceeds constitutively.
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Материалы и методы

В  ходе работы было использовано 11 видов кси-
лотрофных макромицетов, выделенных в  чистую 
культуру[3] из  плодовых тел грибов, отобранных 
в  2015–2021 гг. в  лесах территории Большого Кавказа 
в  Азербайджане и  идентифицированных в  соответ-
ствии с применяемыми для этой цели определителями 
[1]. Рабочие культуры хранили при 4  °C в  пробирках 
с агаризованным солодовым сусло.

Выращивание грибов, изучение влияния питатель-
ных веществ на  синтез и  секрецию протеаз, опреде-
ление активности протеаз [4] и  содержания белка [6], 
а также частичную характеристику протеаз проводили 
по известным методам, используемым в работе различ-
ных авторов [2, 12].

При изучении влияния ингибиторов для цистеино-
вых протеаз использовался йодацетамид (ЙAA), для 
металлопротеаз — этилендиаминтетрауксусной кисло-
ты (ЕДТА), для сериновых протеаз — фенилметилсуль-
фонилфторид (ФМСФ), хлорметилкетон тиозил-L-фени-
алаланин (XMKTФ) и  хлорметилкетон тиозил-L-лизин 
(XMKTЛ).

Полученные результаты  
и их обсуждение

Результаты исследования внеклеточной протеоли-
тической активности использованных грибов приведе-
ны в таблице 1. Как видно, все использованные грибы 
обладают протеолитической активностью. Для опре-
деления этой активности использовали синтетиче-
ские субстраты (производные трипсина и субтилизина, 
а также азоказеин и желатин) для двух групп сериновых 
протеаз.

Среди грибов, у  которых изучалась протеолитиче-
ская активность, можно выделить грибы, которые се-
кретируют по крайней мере одну или несколько наибо-
лее распространенных групп протеаз, различающихся 
по  активности и  молекулярной массе. Так, у  грибов F. 
pinicola, P. ostreatus и L.hisbidus была идентифицирована 
одна группа протеаз (62 кДа), у B. adusta, G. applanatum 
и  Т. Gibbosa — две группы протеаз (85–93 кДа и  выше 

Таблица 1. Протеолитическая активность грибов

Использованные грибы

Активность (ед./ml)

Срок культивирования (дни)

2 4 6 8 10

Bjerkandera adusta 0,46 0,62 0,68 0,70 0,60

Cerrena unicolar 0,35 0,50 0,56 0,59 0,56

Fomes fomentarius 0,42 0,60 0,67 0,65 0,60

Fomitopsis pinicola 0,41 0,64 0,69 0,70 0,69

Ganoderma applanatum 0,23 0,38 0,52 0,64 0,61

Laetiporus sulhureus 0,32 0,57 0,74 0,73 0,60

Ganoderma lucidum 0,30 0,48 0,66 0,72 0,58

Inonotus hisbidus 0,52 0,65 0,70 0,70 0,62

Trametes gibbosa 0,29 0,41 0,52 0,60 0,61

Fomitopsis pinicola 0,37 0,53 0,60 0,61 0,56

Pleurotus ostreatus 0,17 0,31 0,46 0,56 0,57
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95 кДа). Три группы протеаз обнаружены только у гри-
ба G.lucidum, где молекулярная масса первой группы 
составляет 50 кДа, второй — 70 кДа, третьей — 95 кДа.

Следует отметить, что, в  отличие от  конкретных 
используемых синтетических субстратов, которые по-
зволяют точно определять тип протеаз, определение 
активности непосредственно в  гелях позволяет опре-
делять общую протеолитическую активность, способ-
ную гидролизовать белковые субстраты. Поэтому опре-
деление класса протеаз проводили с  использованием 
белковых субстратов в  присутствии ингибиторов (та-
блица 2). Как видно, в исследуемых грибах обнаружены 
как серин, так -и металло-протеазы, но  их пропорции 
могут варьироваться в зависимости от продуцента. Так, 
металлопротеиназы гриба B. adusta и сериновые проте-
азы гриба T. gibbosa имеют относительное преимуще-
ство.

Синтез того или иного фермента зависит от геноти-
па продуцента [5], но  его реализация существенно за-
висит от условий выращивания и состава среды.

Исследования добавления различных источников 
углерода в  среду показали, что для проявления высо-
кого уровня протеолитической активности использу-
емых ксилотрофных грибов использование белковых 

веществ в  качестве источника углерода не  носит обя-
зательного характера. Это говорит о том, что ксилотро-
фные макромицеты в отношении влияния добавления 
в  среду белковых веществ на  синтез протеаз отлича-
ются от  некоторых фитопатогенных и  сапротрофных 
представителей микромицетов [2]. Однако, использо-
вание в  качестве источника углерода моносахаридов, 
особенно добавление в  среду фруктозы, приводит 
к  определенному увеличению внеклеточной активно-
сти протеазы, но  это увеличение не  проявляется как 
повышение активности индуктивного фермента.

Проведенные исследования показали, что pH среды 
является одним из  факторов, существенно влияющих 
на активность протеаз у ксилотрофных макромицетов. 
Это более выражено проявляется при изучении общей 
внеклеточной активности по  азоказеину (рис.  1). Как 
видно, диапазон кислотности среды 5,0–6,5 является 
благоприятным для активного синтеза протеаз гриба-
ми, такая зависимость характерна и для таких предста-
вителей микромицетов, как Aspergillus niger, Botrytis 
cinerea и др. [13].

Таким образом, распространенные в  Азербайджане 
ксилотрофные макромицеты могут активно синтезиро-
вать протеолитические ферменты, а их протеолитическая 
система включает как серин-, так и металло-протеазы.
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