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SCREENING OF ASPERGILLUS FUNGI FOR EXTRA CELLULAR 
PROTEASE AND COLLAGENASE PRODUCTION

A bstract. Protease and collagenase are the most important enzymes used for the processing of meat raw 
materials. In the meat industry, proteolytic enzymes are used to accelerate the maturation of meat and increase its 
yield. The use of enzyme preparations in meat processing makes it possible to rationally use meat raw materials, 
intensify technological processes, improve quality and expand the range of products. Collagenase, unlike protease, 
acts on those connective proteins of meat raw materials that determine its stiffness, breaking down hard-hydrolyzable 
and non-digestible collagen. The aim of this study was selection of strains of industrially valuable micromycetes 
from the collection of micromycetes that have the ability to synthesize extracellular protease and collagenase and 
create a fungal association. A comparative characterization of 7 strains of micromycetes of the genus Aspergillus and 
Penicillium - potential producers of protease and collagenase enzymes, was carried out. A. awamori 16 and 
A. awamori 22 showed the highest clearance zones and was used for further studies. The clearance zones of casein of 
A. awamori 16 on day 5 were 22.8 mm, and collagen 20.8 mm, while the clearance zones of casein of A. awamori
22 were 20.1 mm, and collagen - 19.1 mm.

K eyw ords: Aspergillus, enzymes, protease, collagenase.

In tro d u c tio n . N ow adays, the m eat p rocessing industry  is developing new  recipes and technologies 
using secondary  m eat and o ther food raw  m aterials contain ing a  sufficient am ount o f  proteins, fats, 
v itam ins and trace elem ents. In th is regard, it is o f  g rea t in terest to  use enzym es th a t allow  the rational use 
o f  p ro te in  resources, increase the b io logical value o f  m eat dishes by  increasing the p roportion  o f  collagen 
proteolysis p roducts -  the fib rillar p ro tein  th a t form s the basis o f  connective tissue [1-3]. The use o f  
enzym e preparations positively  affects the tenderness, ju ic iness, nutritional value o f  m eat raw  m aterials, 
the form ation  o f  the required  level o f  w ater-b inding  and adhesive ability , im proves its organoleptic  
characteristics due to the targeted  effect o f  enzym atic com plexes on the com ponents o f  m uscle tissue 
[4-6].

The use o f  enzym e preparations in  the production  o f  m eat p roducts m akes it possib le to rationally  use 
raw  m eat, to  in tensify  technological p rocesses, im prove quality  and expand the range o f  products. O f 
greatest in terest fo r the  processing  o f  raw  m eat are the  enzym es protease and  collagenase. R ecently , a 
search fo r m icroorganism s capable o f  in tensive synthesis o f  these enzym es has been actively  conducted. 
The producers o f  these enzym es w ere found am ong A ctinom ycesrim osus, S trep tom yces griseus, 
A ctinom ycesfradiae, etc. [7-10]. The pro teo ly tic  enzym es o f  bacteria  o f  the genus B acillus  w ere studied. 
[11, 12]. D espite the fact th a t am ong m icroorganism s producing protease and co llagenase bacteria , fungi, 
yeast and actinom ycetes are noted , m icrom ycetes have recently  becom e w idespread  due to the ease o f  
their cultivation  and h igh productiv ity . The preparations from  m icrom ycetes o f  the genus A spergillus, 
P enic illium , and others are successfully  used  [13-15].

In  th is regard, the  selection o f  active strains o f  m icrom ycetes -  producers o f  enzym es and the creation  
based  on an associative culture th a t w ill have bo th  protease and co llagenase activity.

M a te r ia ls  a n d  M eth o d s . The objects o f  research  w ere m icrom ycetes o f  the genus A sperg illus  and 
P enicillium  from  ow n collection o f  m icroorganism s. The research  w ork  w as conducted  using accepted 
m icrobio logical and b iochem ical research  m ethods. The initial cultures w ere grow n on potato  -  dextrose
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agar fo r 5 days at a  tem perature o f  30 °C. The p rim ary  selection o f  the  culture according to  the level o f  
protease form ation  w as carried  ou t by  a qualitative m ethod  by m easuring the d iam eter o f  the clarification  
(hydrolysis) zones o f  the substrate by  the cultures under study fo r 3-5 days o f  incubation  (in m m ) a t 30 °C. 
Skim  m ilk  w ith  agar w as used  as a  substrate [16].

The prim ary  selection o f  producers o f  collagen-cleaving enzym es w as carried  ou t in  Petri dishes on 
C hapek-D oks m edium  containing purified  collagen  as a  substrate [17]. The ability  o f  the culture to  
hydrolyze the substrate w as evaluated  by  the size o f  the  zones o f  substrate hydrolysis on the 5th day o f  
grow th.

P roteolytic  activ ity  (PA ) w as determ ined according to  G O S T  20264.2-88 [18]. The am ount o f  enzym e 
th a t catalyzes the  hydrolysis o f  1 g o f  p ro tein  in  30 m inutes under standard  conditions to  products no t 
precip ita ted  w ith  trich lo racetic  acid w as taken  as a  un it o f  pro teo ly tic  activity.

C ollagenase activ ity  w as determ ined in the culture flu id  filtrates using the m ethod  based  on 
spectrophotom etric determ ination  o f  free am ino acids form ed during collagen hydrolysis using  the 
n inhydrin  reagent [19]. A  collagen suspension w as ob tained by  incubating the substrate in  a  buffer 
solution  at 370 fo r 1 day. A  bu ffe r w as prepared  at pH  7.4, w hich  contained Na2HPO4 (1.76 g /L ), N aC l 
(8.8 g/L) in 1L o f  d istilled  w ater in  the  presence o f  0.2 цМ  CaCl2. In order to  determ ine collagenase 
activity , 1 m l o f  a collagen suspension w as poured  into a 1 m l experim ental sam ple and the m ixture w as 
incubated at 370 fo r 18 h, after w hich  1 m l w as taken  from  the incubation  m ixture and 2 m l o f  n inhydrin  
reagent (fresh prepared  2%  n inhydrin  in  acetone) w ere added to  it. It w as held  fo r 20 m inutes at 1000, the 
volum e o f  each sam ple w as ad justed  to  10 m l w ith  d istilled  w ater, and the optical density  w as m easured 
on a  spectrophotom eter a t 600 nm .

R esu lts  a n d  D iscussion . A  search fo r protease and collagenase producers w as carried  ou t am ong 
m icroscopic fungi o f  the  genus A sperg illus  and P enicillium , know n as poten tia l producers o f  the  studied 
enzym es. F o r th is purpose, a com parative characterization  o f  7 strains from  our ow n co llection  o f  
m icroorganism s w as carried  ou t -  A sperg illus aw am ori 16, A sperg illus aw am ori 22, A sperg illus aw am ori 
27/96, A sperg illus oryzae 3-9-15, A sperg illus n ig er  P, A sperg illu s fo e tid u s  and  P enicillium  chrysogenum  
241. T the substrate w as evaluated  by  the size o f  the zones o f  en ligh tenm ent on the 5th day o f  grow th 
(picture).

Casein clearing zone assay

The clear zone form ation  concerns the ability  o f  colonies w ith  confirm ed casein  hydrolysis, i.e. w ith  
the ab ility  to  synthesize an  enzym e. The larger the hydro lysis zone, the m ore actively  the culture form s an 
enzym e. The data  obtained are presen ted  in table 1.

A ccord ing  to  the Table 1, the strains A. aw am ori 16  and A. aw am ori 22  w ere the m ost active in  the 
ability  to  sp lit casein and collagen. The hydro lysis zones o f  casein  A. aw am ori 16  fo r 5 days w ere 
22.8 m m , and collagen  20.8 m m , w hile the  hydrolysis zones o f  casein  A. aw am ori 22  am ounted  to  
20.1 m m , and collagen -  19.1 m m . The strains o f  A. oryzae 3-9-15  and A. n iger  P, w hich  d id  no t produce 
substrate cleavage zones, had the least enzym atic activity. In o rder to  determ ine the activ ity  o f  protease 
and collagenase by  selected  cultures o f  A. aw am ori 16  and A. aw am ori 22, th ey  w ere cultured  under 
subm erged conditions on a liquid  nu trien t m edium . A fte r 3 days, the  activ ity  o f  ex tracellu lar protease and 
co llagenase w as determ ined (table 2).
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Table 1 -  Selection of the active variant -  producer of protease and collagenase

Culture Diameter of Casein 
cleavage zones (mm)

Diameter of Collagen 
cleavage zones (mm)

Aspergillus awamori 16 22,8±1,7 20,8±2,0
Aspergillus awamori 22 20,1±1,3 19,1±1,5
Aspergillus awamori 21/96 16,3±2,0 13,3±1,9
Aspergillus oryzae 3-9-15 0 16,9±1,9
Aspergillus nige гП 0 0
Aspergillus foetidus 11,5±1,4 11,3±1,2
Penicillium chrysogenum 241 11,2±1,7 12,8±1,8
Control 0 0

Table 2 -  Enzymatic activity of monocultures and fungal association

Culture Protease Activity, U/ml Collagenase activity, U/ml
A. awamori 16 3,4±0,5 4,6±0,8
A. awamori 22 3,0±0,6 4,3±0,7
Association A. awamori 16 
and A. awamori 22

4,2±0,6 6,8±0,8

The nex t stage o f  the  research  w as the creation  o f  an association  o f  selected  strains o f  A. aw am ori 16  
and A. aw am ori 22  -  producers o f  p ro teo ly tic  and co llagen-cleaving enzym es. For th is purpose, a  jo in t 
cultivation o f  selected producers in  a  liquid  nu trien t m edium  w as carried  ou t in  deep g row th  conditions. 
A fter 3 days, the activ ity  o f  ex tracellu lar protease and co llagenase associative culture w as determ ined. The 
data ob tained  are presen ted  in  table 2.

A ccord ing  to  the data  presen ted  in  Table 2, the association  o f  m icrom ycetes, consisting o f  A. aw am ori 
16  and A. aw am ori 22  form s p ro teo ly tic  and collagen degrading enzym es m ore actively  than  th e ir 
m onocultures. Thus, the resulting associative culture is the starting p o in t fo r its fu rther study in  o rder to  
obtain  an active enzym e p reparation  fo r the  m eat p rocessing industry.
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П РО ТЕА ЗА  Ж Э Н Е КО ЛЛА ГЕН А ЗА  П Р О Д У Ц Е Н Т  
A SP E R G ILL  US-Т Е К Т  М И К РО М И Ц ЕТТЕР СКРИНИНГ1

А ннотация. Ет eндеу eнеpкэсiбiнде колданылатын ферментпк препараттардын iшiнде протеаза мен 
коллагеназа ет жэне ет eнiмдеpiнiн консистенциясын жаксарту Yшiн пайдаланылатын н еп зп  ферттенттер 
тобына жатады. Ет eнеpкэсiбiнде протеолитикалык ферменттер еттщ шсш жеплуш  жеделдету жэне онын 
шыгуын арттыру Yшiн колданылады. Коллагеназанын протеазадан айырмашылыгы -  ыдырауы киын жэне 
сiнipiлмейтiн коллагендi ыдырата отырып, онын каттылыгын аныктайтын ет шишзатынын сол дэнекер 
акуыздарына эсер етедг Сонгы уакытта екi немесе одан да кeп штамдардан т^ратын препараттар жиi 
колданылады. 0йткенi бip микроорганизм табиги шишзатты биодеструкциялау Yшiн каж етл феpментативтiк 
белсендiлiктiн барлык спектpiне ие бола алмайды. Пайдаланылатын субстраттар сп ега^  бойынша, 
еpекшеленетiн екi штамды колдану ет шишзатынын, эсipесе, онын тeменгi бeлiгiнiн каттылыгын аныктайтын 
дэнекер тшнщ толык б^зылуына экелуi мYмкiн. Консорциумда бipнеше штамдарды бipлесiп пайдалану 
кезшде, олардын эсеpi кYшейедi. Осыган байланысты, б^л зеpттеудiн максаты -  коллекциялык 
культуралардын iшiнен жасушадан тыс протеаза мен коллагеназаны синтездеу кабiлетiне ие e ^ p ^ r im 'm -  
к^нды микромицет штамдарын i p m ^  жэне олардын негiзiнде кауымдастырылган культураны к¥ру. 
Протеаза жэне коллагеназа ферменттершщ пpодуценттеpi -  Aspergillus жэне Penicillium  тектес 
микромицеттердщ 7 штамына салыстырмалы сипаттама жYpгiзiлдi. Культуранын субстратты гидролиздеу 
кабiлетi 5-тэулiкте агару аймагынын кeлемi бойынша багаланды. Агару аймагы адп болган сайын, культура 
согурлым ф е р м е н т  белсендi тYзедi. Культураны протеазаны тYзу денгейi бойынша бастапкы ipiктеу
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еарудщ  3-5 тэу л тн д е  30 °С жагдайында субстратты агарту аймагыньщ (гидролиз) диаметрш елшеу аркылы 
сапалы эдiспен жYргiзiлдi. Субстрат ретiнде агаризацияланган майсыздандырылган сут колданылды. 
Кoллагендi ыдырататын ферменттердiн продуценттерш бастапкы iрiктеу Петри табакшасында курамында 
субстрат ретiнде тазартылган кoллагенi бар Чапека-Докстын агаризацияланган ортасында жYзеге асырылды. 
A.awamori 16 жэне A. awamori 22 штамдары ен кеп белсендiлiкке ие болды. A. awamori 16-да 5-тэул1кте 
казеин гидрoлизiнiн аймактары -  22,8 мм, ал коллагенде -  20,8 мм болса, ал A. awamori -  22-де казеин 
гидролизшщ аймактары -  20,1 мм, ал коллагенде 19,1 м м -д  курады. ЖYргiзiлген зерттеулердiн келесi кезенi 
пртеолитикалык жэне коллаген ыдыратушы ферменттердiн продуценттершщ iрiктелген A.awamori 16 жэне 
A. awamori 22 штамдарынан ассоциацияны курумен байланысты. Осыган орай, iрiктелген прoдуценттердi 
екеуiн бiрге терендетiп есiру жагдайында суйык кoректiк ортада есiру id  жYргiзiлдi. A. awamori 16 жэне 
A. awamori 22-ден туратын микромицеттер кауымдастыгы онын монокультурасынын курамдас б е л т н е  
караганда, протеолитикалык жэне кoллагендi ыдырататын ферменттердi белсендi тYPде тYзетiнгi белгш  
болды. A. awamori 22 штамында 3-тэулiкте протеазанын белсендiлiгi -  3,0 б/мл, коллагеназа -  4,3 б/мл, ал 
A. awamori 16 штамында протеазанын белсендш п -  3-тэулжге 3,4 б/мл, коллагеназа -  4,6 б /м л ^  курады. 
A. awamori 16 жэне A. awamori 22 кауымдаскан культурада протеазанын белсендш п 3-тэул1кте -  6,8 б/мл, ал 
коллагеназа -  4,6 б /м л ^  курады. Бастапкы культура мен алынган кауымдастыктын макро- жэне 
микроморфологиясы берiлген. Культура есiрудiн 3 тэу л тн д е  ак жиегi бар радиалды катпарлы коныр тYCтi, 
iрi колонияларды курайтыны аныкталды. Конидиеносцалары тYзу, калын, тепс. Конидиеносцалардын 
жогаргы белiгi кетерiнкi жэне бастарын курайды. Стеригмалары кыска цилиндрлш жасушалар тэрiздi.

К iлттiк  сездер: Aspergillus, ферменттер, протеаза, коллагеназа.
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С К РИ Н И Н Г М И КРО М И Ц ЕТО В  РОДА 
A SP E R G ILLU S - П РО ДУЦ ЕН ТО В П РО ТЕА ЗЫ  И  КО Л Л А ГЕН А ЗЫ

А ннотация. Из ферментных препаратов, используемых в мясоперерабатывающей промышленности, 
протеаза и коллагеназа являются основной группой, используемой для улучшения консистенции мяса и 
мясопродуктов. В мясной промышленности протеолитические ферменты применяют для ускорения 
созревания мяса и повышения его выхода. Коллагеназа в отличие от протеазы действует на те 
соединительные белки мясного сырья, которые определяют его жесткость, расщепляя трудногидролизуемый 
и неусвояемый коллаген. В последнее время все чаще используют препараты, состоящие из двух и более 
штаммов, поскольку один микроорганизм не способен обладать всем спектром ферментативной активности, 
необходимым для биодеструкции природного сырья. Использование двух штаммов, отличающихся по 
спектру потребляемых субстратов, может привести к полной деструкции соединительной ткани, 
определяющую жесткость мясного сырья, особенно ее низкосортной части. При совместном использовании 
нескольких штаммов в консорциуме их эффект усиливается. В связи с этим, целью настоящего исследования 
являлся отбор из коллекционных культур промышленно ценных микромицетов штаммов, обладающих 
способностью синтезировать внеклеточную протеазу и коллагеназуи, создание на их основе 
ассоциациативной культуры. Проведена сравнительная характеристика 7 штаммов микромицетов рода 
Aspergillus и Penicillium -  потенциальных продуцентов ферментов протеазы и коллагеназы. Способность 
культуры гидролизовать субстрат оценивали по размерам зон просветления на 5 сутки роста. Чем больше 
зоны гидролиза, тем активнее культура образует фермент. Первичный отбор культуры по уровню 
образования протеазы проводили качественным методом путем измерения диаметра зон просветления 
(гидролиза) субстрата исследуемыми культурами на 3-5 сутки инкубации (в мм) при 30°С. В качестве 
субстрата использовали агаризованное обезжиренное молоко. Первичный отбор продуцентов 
коллагенрасщепляющих ферментов осуществляли в чашках Петри на агаризованной среде Чапека-Докса, 
содержащей в качестве субстрата очищенный коллаген. Наибольшей активностью обладали штаммы 
A. awamori 16 и A. awamori 22. Зоны гидролиза казеина A. awamori 16 на 5 сутки составили 22,8 мм, а 
коллагена 20,8 мм, тогда как зоны гидролиза казеина A. awamori 22 составили 20,1 мм, а коллагена - 19,1 мм. 
Следующим этапом проводимых исследований явилось создание ассоциации из отобранных штаммов
A. awamori 16 и A. awamori 22 -  продуцентов протеолитических и коллагенрасщепляющих ферментов. Для 
этой цели было проведено совместное культивирование отобранных продуцентов в жидкой питательной 
среде в глубинных условиях роста. Установлено, что ассоциация микромицетов, состоящая из A. awamori 16 
и A. awamori 22, активнее образует протеолитические и коллагенрасщепляющие ферменты, чем
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составляющие ее монокультуры. Так, активность протеазы A. awamori 16 на 3 сутки роста составила
3,4 ед/мл, а коллагеназы -  4,6 ед/мл, тогда как активность коллагеназы A. awamori 22 на 3 сутки роста 
составила 3,0 ед/мл, а коллагеназы -  4,3 ед/мл. Активность протеазы ассоциативной культуры A. awamori 16 
и A. awamori 22 на третьи сутки культивирования составила 4,2 ед/мл, а активность коллагеназы -  6,8 ед/мл. 
Дана макро- и микроморфология исходных культур и полученной ассоциации. Установлено, что на 3 сутки 
роста культура образует крупные колонии коричневого цвета, радиально складчатые с белым ободком. 
Конидиеносцы прямые, толстые, имеют гладкую поверхность. Верхняя часть конидиеносца вздутая и 
образует головки. Стеригмы представляют собой короткие цилиндрические клетки.

К лю чевы е слова: Aspergillus, ферменты, протеаза, коллагеназа.
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