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Аннотация. В работе исследовано влияние протеолиза с использованием шести ферментных препара-
тов: пенициллопепсин, протосубтилин, кератиназа, протозим, протозим Н и протозим С (Россия), на 
способность гидротермически обработанного кератина (ГОК) стимулировать рост корней и стеблей 
редиса, а также повышать содержание в листьях этих растений фотосинтетических пигментов: хлоро-
филлов a и b, а также каротиноидов. Показано, что, в то время как негидролизованный ГОК не стиму-
лирует рост корней, обработка ферментами позволяет повысить их вес на 57%–68%. Аналогично, было 
показано, что негидролизованный ГОК не стимулирует рост стеблей, при этом обработка ферментами 
позволяет повысить длину стеблей на 30%–70%, а вес стеблей – на 45%–83%. Также было показано, что 
если негидролизованный ГОК повышает содержание хлорофиллов a и b на 25% и 30%, соответствен-
но, и при этом не повышает содержание каротиноидов, то обработка ферментами позволяет повысить 
содержание обоих хлорофиллов в 1.9–2.1 раза, а каротиноидов – в 3–4.2 раза. Полученные результаты 
позволили подобрать ферментный препарат (протозим С) для обработки ГОК, дающий возможность 
использовать этот кератин в качестве ценного стимулятора роста растений.1
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Abstract. The study investigated the effect of proteolysis using six enzyme preparations: penicilllopepsin, 
protosubtilin, keratinase, protozyme, protozyme H, and protozyme C (Russia). This study affected the ability of 
hydrothermally treated keratin (HTK) to stimulate the growth of radish roots and stems, as well as to increase the 
content of photosynthetic pigments (chlorophylls a and b, as well as carotenoids) in the leaves of these plants. It 
was shown that, while non-hydrolyzed HTK does not stimulate root growth, enzyme treatment increases their 
weight by 57%–68%. Similarly, non-hydrolyzed HTK does not stimulate stem growth, while enzyme treatment 
increases stem length by 30%–70% and stem weight by 45%–83%. It was also shown that while unhydrolyzed 
keratin increases chlorophyll a and b content by 25% and 30%, respectively, without increasing carotenoid 
content, enzyme treatment increases both chlorophyll content by 1.9–2.1 times and carotenoid content by 
3–4.2 times. These results allowed the selection of an enzyme preparation (Protozyme C) for keratin treatment, 
enabling the use of this keratin as a valuable plant growth stimulant.
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ВВЕДЕНИЕ
Кератин представляет собой глобулярный белок, 

формирующий промежуточные филаменты эпите-
лиальных клеток [1]. Кератин является основным 
белком перьев и шерсти позвоночных животных. 
Большое количество этих источников кератина 
(перо и очесы шерсти) образуется в качестве от-
ходов деятельности птицефабрик и прядильных 
комбинатов, утилизация этих отходов представляет 
собой значительную экономическую и экологи-
ческую проблему [2]. Потенциально кератины 
могут быть использованы во множестве различных 
областей: в качестве содержащей незаменимые 
аминокислоты ценной кормовой добавки [3]; в 
качестве азотной подкормки и стимулятора роста 
растений [4]; в качестве улучшающего состояние 
кожного покрова компонента различных косме-
тических средств [5]; в качестве стимулирующего 
заживление и эпителизацию ран [6], компонента 
лекарственных средств [7]. 

Разработано множество различных методов 
утилизации источников кератина [8,9], одним из 
наиболее распространенных является гидротер-
мическая обработка [10,11]. Данный метод весьма 
экономичен, и при этом он обеспечивает как 
денатурацию кератина, так и его частичный гидро-
лиз, что делает продукт, получаемый в результате 
такой обработки, пригодным для использования 
в качестве кормовой добавки. Необходимо от-
метить, что такой продукт демонстрирует лишь 
небольшую степень гидролиза, и это существенно 
ограничивает его сферы применения: в частности, 
для подкормки растений и стимуляции роста рас-
тений необходимы продукты расщепления белков 
с небольшой молекулярной массой. Для того, 
чтобы продукт гидротермальной обработки кера-
тинового сырья мог быть использован в данной 
области, необходимо осуществить его дальнейшее 
расщепление, и оптимальным решением данной 
проблемы является использование различных про-
теолитических ферментов. Весьма целесообраз-
ным представляется сравнить эффекты нескольких 
ферментов с различными механизмами действия 
чтобы выбрать наиболее подходящий при решении 
конкретной биотехнологической задачи. 

В последнее время в различных странах, в том 
числе в Российской федерации, стремительно рас-
тет рынок микрозелени редиса [12]. Она содержит 
провитамин А, витамины В1, В2, В3, В9 и С, ионы 
K, Mg, Fe и Zn, а также различные антиоксиданты 
[13]. Семена редиса прорастают достаточно быстро, 
что делает хорошей экспериментальной моделью 
для изучения биологических эффектов различных 
испытуемых соединений.

Целью данной работы было изучить влияние 
протеолиза несколькими ферментами отечествен-
ного производства продукта гидротермической об-
работки шерсти на его способность стимулировать 

рост корней и листьев редиса, а также на содержа-
ние в них хлорофиллов и каротиноидов. 

МЕТОДИКА
Для получения ГОК  25 г предварительно от-

мытой и измельченной овечьей шерсти заливали 
200 мл дистиллированной воды (гидромодуль 1:8). 
Термогидролиз проводили при температуре 180°С 
и давлении 1,0–1,2 Мпа в течение 1 часа в лабора-
торном реакторе. Полученную взвесь центрифуги-
ровали 20 минут 4200 g. Супернатант лиофилизи-
ровали и хранили при –20°С.

 Анализ пептидного профиля проводили мето-
дом гельпроникающей хроматографии на колонке 
Superdex peptide 10/300 GL, уравновешенной 20 мМ 
KH2PO4 + 0,25 М NaCl. Образец суспендировали в 
20 мМ KH2PO4 + 0,25 М NaCl в концентрации 10 
мг/мл, встряхивали 1 час при комнатной темпера-
туре, затем центрифугировали 10  000 g 10 минут, 
наносили на колонку по 100 мкл. Профиль элюции 
регистрировали при длине волны 280 нм.

Для проведения ферментативной обработки 
были использованы следующие ферментные 
препараты: бактериальной нейтральной протеазы 
модифицированной (КФ 3.4.24.28, БНПМ) – ба-
циллолизин (лабораторный образец предоставлен 
ВНИИПБТ)[14]; кислой грибной аспартатной 
протеазы (КФ 3.4.23.20, ГКП) – пенициллопепсин 
(ФП Агропрот, ООО «Агрофермент», Россия); 
бактериальной щелочной сериновой протеазы (КФ 
3.4.21.62, БЩП) – субтилизин бактериальный (ФП 
Протозим, ТД «Биопрепарат», Россия); грибной 
щелочной сериновой протеазы (КФ 3.4.21.62, 
ГЩП) – субтилизин грибной (ФП Протозим С, ТД 
«Биопрепарат», Россия); кератиназы (КФ 3.4)(ТД 
«Биопрепарат», Россия); бактериальной нейтраль-
ной протеазы (КФ 3.4.24.28, БНП) (ФП Протозим 
Н, ТД «Биопрепарат», Россия). Гидротермически 
обработанный кератин суспендировали в дистил-
лированной воде в концентрации 50 мг/мл, инку-
бировали 30 мин. при встряхивании на шейкере 
IKA MTC 2/4 при 300 об./мин. Затем рН суспензии 
доводили до требуемого значения для обработки 
БЩП и ГЩП – до 9.0, БНП – до 7.0, ГКП до 5.0 
и прогревали на водяной бане до 55оС. Далее до-
бавляли к суспензии фермент и инкубировали в 
термостате при перемешивании 6 ч. Выбранная 
рабочая активность БЩП, ГЩП и составила 5 ед./
мл, ГКП – 7 ед/мл, БНПМ – 0,74 ед./мл., БНП – 1 
ед/мл., а КЗ - 27 ед/мл. Ферменты инактивировали 
нагреванием на водяной бане 10 минут при 85оС, 
полнота инактивации была доказана инкубацией 
инактивированных ферментов с ГОК с последую-
щим электрофорезом с додецилсульфатом натрия. 

Для измерения ростовых параметров и содержа-
ния хлорофиллов в побегах редиса проводили про-
ращивание семян редиса в 10 см чашках Петри на 
2 слоях фильтровальной бумаги, смоченной 10 мл 
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дистиллированной воды или 10 мл раствора ГОК с 
концентрацией 1 мг/мл. На каждую чашку добав-
ляли 25 семян. Влажность составляла около 75%, 
освещение - 12 часов в сутки, ростовые параметры 
определяли на 7 день. Каждый опыт проводили в 
трех повторностях. 

Определение содержания хлорофиллов и каро-
тиноидов проводили по методу [15]. Измерения 
хлорофилла и общих каротиноидов проводили на 
10 день. Пигменты из высушенных и измельченных 
листьев экстрагировали метанолом. Измерение 
содержания проводили спектрофотометрически 
по формулам:

Cа = 15.65 A666 - 7.34 A653,

Cb = 27.05 A653 - 11.21 A666,

Cx+c = (1000 A470 - 2.86 Cа - 129.2 Cb) / 221,

где Cа - концентрация хлорофилла а, Cb – концен-
трация хлорофилла b и Cx+c - концентрация тоталь-
ных каротиноидов (все в мкг/мл), А – оптическая 
плотность.  

 Полученные данные представлены в виде 
среднего значения ± стандартное отклонение. 
Статистическая значимость различий между ка-
ждой экспериментальной группой и контрольной 
была определена с использованием двустороннего 
t-критерия Стьюдента. Статистическая значимость 
различий между отдельными экспериментальны-
ми группами была определена с использованием 
F-критерия Фишера (ANOVA). Разница была опре-
делена как значимая при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Пептидный профиль продуктов  

ферментативного протеолиза ГОК 
Исходный ГОК содержал множество различных 

пептидов, небольшие отличия их по молекулярной 
массе не позволяли провести четкое хроматографи-
ческое разделение (рис. 1а). Его профиль элюции 
продемонстрировал относительно равномерное 
распределение пептидов, он не содержал отдель-
ных четких пиков, при этом можно отметить, что 
исходный препарат ГОК содержал относительно 
большое количество крупных пептидов. 

После обработки всеми исследованными про-
теолитическими ферментами наблюдалось неко-
торое смещение пептидного профиля в сторону 
увеличения небольших пептидов и уменьшения 
относительно крупных. Гидролизаты, полученные 
в результате обработки ГОК разными ферментами, 
демонстрировали немного отличающиеся друг 
от друга пептидные профили. Так, пептидные 
профили ГОК после обработки ГКП (рис. 1б) и 

БНПМ (рис. 1в) были весьма схожи с исходным, 
наблюдался лишь небольшой сдвиг в сторону 
мелких пептидов. На пептидном профиле ГОК 
после обработки БНП (рис. 1г) более заметно 
уменьшение содержания крупных пептидов, про-
филь выглядит менее полого. В случае ГЩП (рис. 
1д) на пептидном профиле видны отдельные пики 
пептидов с очень низкой молекулярной массой. 
Эти пики также видны на профиле ГОК после 
обработки БЩП (рис. 1е), причем заметен ещё 
больший сдвиг максимума в сторону более мелких 
пептидов. Наиболее отличным от других является 
профиль ГОК после обработки кератиназой (рис. 
1ж), он демонстрирует два мощных пика пептидов 
с очень низкой молекулярной массой. 

На диаграмме количественного распределения 
пептидов по фракциям с определенной молекуляр-
ной массой эти закономерности также видны (рис. 2). 

Обработка ГКП и БНПМ заметно понижает 
содержание крупных пептидов с молекулярной 
массой >10 кДа и несколько увеличивает содер-
жание самых мелких пептидов и аминокислот (<1 
кДа), понижается также содержание пептидов с 
молекулярной массой 3-10 кДа. Обработка БНП 
приводит к еще большему снижению содержания 
более крупных пептидов (>10 кДа и 3-10 кДа), даль-
нейшему росту содержания самых мелких (<1 кДа) 
и небольшому увеличению содержания пептидов 
с молекулярной массой 1-3 кДа. Обработка ГЩП 
и БЩП позволяет добиться ещё более заметного 
снижения содержания относительно крупных 
пептидов и ещё большего увеличения содержания 
самых мелких пептидов и аминокислот. Наконец, 
после обработки кератиназой наблюдалось наи-
большее количество более мелких пептидов (как 
<1 кДа, так и 1-3 кДа).

Влияние продуктов ферментативного протеолиза 
ГОК на рост корней редиса

 ГОК не обладал способностью увеличивать 
длину корней редиса (рис. 3). Обработка иссле-
дованными ферментами также не приводила к 
появлению статистически достоверного стиму-
лирующего эффекта у гидролизатов, стимуляция 
проявлялась лишь на уровне тенденции.

ГОК также не стимулировал увеличение веса 
корней редиса статистически достоверно, эффект 
тоже был выражен лишь на уровне тенденции. В 
отличие от длины корней, вес корней удалось уве-
личить при обработке редиса гидролизатами ГОК, 
полеченными с помощью двух ферментов: БЩП 
и ГЩП. Наибольший эффект наблюдался при ис-
пользовании ГЩП: гидролизат ГОК, полученный 
в результате обработки этим ферментом, повышал 
вес корней почти на 68% по отношению к контро-
лю. Обработка БЩП позволяла увеличить вес кор-
ней почти на 57%. Эффекты остальных ферментов 
были статистически недостоверны.
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Рис. 1. Хроматография необработанного ГОК (а), а также ГОК, обработанного препаратами ГКП (б), БНПМ (в), 
БНП (г), ГЩП(д), БЩП (е) и кератиназы (ж), на колонке Superdex peptide 10/300 GL
Fig. 1. Chromatography of untreated GOK (a) and GOK treated with GKP (b), BPNM (c), BNP (d), GSP (e), BSCP (e), and 
keratinase (g) on ​​a Superdex peptide 10/300 GL column

(а) (б)

(в) (г)

(д)

(ж)

(е)
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Рис. 2. Распределение по молекулярной массе белков и пептидов необработанного ГОК, а также ГОК, обработан-
ного различными протеолитическими ферментами. 1 – более 10 кДа, 2 – 10-3 кДа, 3-1 кДа, 4 – менее 1 кДа
Fig. 2. Molecular weight distribution of proteins and peptides in untreated GOK and GOK treated with various proteolytic 
enzymes. 1 – greater than 10 kDa, 2 – 10-3 kDa, 3 – 1 kDa, 4 – less than 1 kDa

1 2 3 4

1 2

Рис. 3. Влияние необработанного ГОК, а также ГОК, обработанного различными протеолитическими ферментами, 
на длину (1, мм) и вес (2, мг) корней редиса. Полученные данные представлены в виде среднего значения ± стан-
дартное отклонение. Статистически достоверно отличаются от контроля: *р < 0,05
Fig. 3. Effect of untreated GOK and GOK treated with various proteolytic enzymes on the length (1, mm) and weight (2, mg) 
of radish roots. The obtained data are presented as the mean ± standard deviation. Statistically significantly different from the 
control: *p < 0.05

Влияние продуктов ферментативного  
протеолиза ГОК на рост стеблей редиса

 ГОК не обладал способностью увеличивать 
длину стеблей редиса (рис. 4).

В отличие от корней, длину стеблей удалось уве-
личить при обработке редиса гидролизатами ГОК, 
полученными с помощью трех ферментов: БЩП, 

ГЩП и кератиназы. Наибольший эффект наблю-
дался при использовании ГЩП: гидролизат ГОК, 
полученный в результате обработки этим фермен-
том, повышал длину стеблей более чем на 70% по 
отношению к контролю. Обработка кератиназой 
позволяла увеличить длину стеблей почти на 31%, 
а обработка БЩП - почти на 30%.
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Рис. 4. Влияние необработанного ГОК, а также 
ГОК, обработанного различными протеолитически-
ми ферментами, на длину (1, мм) и вес (2, мг) сте-
блей редиса. Полученные данные представлены в 
виде среднего значения ± стандартное отклонение. 
Статистически достоверно отличаются от контроля:  
*р < 0,05
Fig. 4. Effect of untreated GOK and GOK treated with 
various proteolytic enzymes on the length (1, mm) and 
weight (2, mg) of radish stems. The obtained data are 
presented as the mean ± standard deviation. Statistically 
significantly different from the control: *p < 0.05

ГОК также не стимулировал увеличение веса 
стеблей редиса статистически достоверно, эффект 
тоже был выражен лишь на уровне тенденции. 
Пять ферментов позволяли получить гидролизаты 
ГОК, стимулирующие увеличение веса стеблей 
редиса. Наибольший эффект наблюдался при ис-
пользовании ГЩП: гидролизат ГОК, полученный 
в результате обработки этим ферментом, повышал 
вес стеблей почти на 83% по отношению к контро-
лю. Обработка кератиназой позволяла увеличить 
вес стеблей более чем на 62%, обработка БНПМ– 
более чем на 55%, обработка БЩП – на 49%, и 
обработка БНП – более чем на 45%.

Влияние продуктов ферментативного протеолиза 
ГОК на содержание фотосинтетических 

пигментов в листьях редиса
ГОК обладал способностью статистически до-

стоверно увеличивать содержание хлорофилла а в 
листьях проростков редиса: после обработки его 
содержание увеличилось на 25% (рис. 5).

Все шесть изученных протеолитических 
ферментов позволили значительно улучшить на-
блюдаемый рост содержания данного пигмента. 
Наибольший эффект наблюдался при использо-
вании БЩП, ГЩП и кератиназы: гидролизаты 
ГОК, полученные в результате обработки этими 
ферментами, повышали содержание хлорофилла а 
по отношению к контролю более чем в 2,1 раза, в 2 
раза и почти в 1,9 раза, соответственно. Обработки 
БНП, ГКП и БНПМ продемонстрировали мень-
шую стимуляцию: содержание данного пигмента 
возрастало более чем на 48%, на 40% и почти на 
36%, соответственно. Важно отметить, что эффек-

ты всех гидролизатов ГОК, полученных в резуль-
тате обработки вышеописанными ферментами, 
демонстрировали статистически достоверные 
отличия от эффекта необработанного ГОК. Так, 
гидролизат, полученный с помощью БЩП, позво-
лял добиться повышения содержания хлорофилла 
а на 70% больше, чем при использовании исход-
ного ГОК, ГЩП – на 60%, кератиназы – на 51%, 
БНП – почти на 19%, ГКП – более чем на 12% и 
БНПМ – почти на 9%.

Рис. 5. Влияние необработанного ГОК, а также 
ГОК, обработанного различными протеолитически-
ми ферментами, на содержание хлорофиллов a и b, 
а также каротиноидов, в листьях редиса. 1 – хлоро-
филл а, мкг/мг; 2 – хлорофилл в, мкг/мг; 3 - кароти-
ноиды, мкг/мг. Полученные данные представлены в 
виде среднего значения ± стандартное отклонение. 
Статистически достоверно отличаются от контроля: 
*р < 0,05; статистически достоверно отличаются от 
ГОК: # p < 0,05
Fig. 5. Effect of untreated GO and GO treated with various 
proteolytic enzymes on the content of chlorophylls a and 
b, as well as carotenoids, in radish leaves. 1 – chlorophyll 
a, μg/mg; 2 – chlorophyll b, μg/mg; 3 – carotenoids, μg/
mg.
The obtained data are presented as the mean ± standard 
deviation. Statistically significantly different from the 
control: * p < 0.05, from the GOK # p < 0.05

Обработка ГОК также статистически досто-
верно увеличивала содержание хлорофилла в в 
листьях: его содержание увеличилось более чем 
на 30%. Гидролизаты, полученные при использо-
вании всех шести изученных ферментов, также 
достоверно повышали содержание данного пиг-
мента. Наибольший эффект и в этом случае на-
блюдался при использовании БЩП, кератиназы и 
ГЩП: гидролизаты ГОК, полученные в результате 
обработки этими ферментами, повышали содер-
жание хлорофилла в по отношению к контролю 
более чем в 2,1 раза, более чем в 1,9 раза и почти в  
1,9 раза, соответственно. Обработки ГКП, БНПМ и 
БНП продемонстрировали меньшую стимуляцию: 
содержание данного пигмента возрастало более 

1 2

1 2 3
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чем на 45%, более чем на 39% и более чем на 36%, 
соответственно. Только четыре ферментативных 
гидролизата продемонстрировали статистически 
достоверные отличия от необработанного ГОК. 
Так, гидролизат, полученный с помощью БЩП, 
позволял добиться повышения содержания хлоро-
филла в почти на 62% больше, чем при использова-
нии исходного ГОК, кератиназы – почти на 47%, 
ГЩП – на 43% и БНП – почти на 12%.

В отличие от хлорофиллов, обработка ГОК не 
увеличивала содержание каротиноидов в листьях 
статистически достоверно: эффект проявлялся 
только на уровне тенденции. При этом гидроли-
заты, полученные при использовании всех шести 
изученных ферментов, достоверно повышали 
содержание данных пигментов. Наибольший 
эффект и в этом случае наблюдался при исполь-
зовании БЩП и кератиназы: гидролизаты ГОК, 
полученные в результате обработки этими фер-
ментами, повышали содержание каротиноидов 
по отношению к контролю в 4,2 раза и в 3 раза, 
соответственно. Обработки ГЩП, БНП, БНПМ и 
ГКП продемонстрировали меньшую стимуляцию: 
содержание данных пигментов возрастало почти 
в 2,4 раза, более чем 2,3 раза, в 2,2 раза и почти в  
2,1 раза, соответственно.

В случае необходимости комплексного улучше-
ния процесса проращивания редиса с помощью 
обработки ГОК одним ферментом, то наиболее 
предпочтительным выбором будет использование 
ГЩП. Этот фермент лучше всех прочих стимули-
ровал рост корней, а также рост и увеличение веса 
стеблей; он был в числе лучших для повышения 
содержания хлорофиллов а и в листьях; он суще-
ственно повышал содержание каротиноидов. 

Наблюдаемый эффект стимуляции может быть 
обусловлен различными причинами. Во-первых, 
при достаточно глубоком гидролизе получается 
большое количество свободных аминокислот, 
которые могут служить эффективной азотной под-
кормкой для прорастающих семян. Во-вторых, при 

гидролизе кератина могут образоваться пептиды, 
специфически стимулирующие рост корней [16] 
и стеблей [17], а также синтез фотосинтетических 
пигментов в листьях. Данная работа не позволяет с 
точностью установить механизм стимулирующего 
эффекта. С одной стороны, ГКП и БНПМ, при об-
работке которыми наблюдался наименьший сдвиг 
пептидного профиля и наименьшее образование 
самых коротких пептидов и аминокислот, также 
демонстрировали и наименьшие биологические 
эффекты. Такая корреляция может свидетельство-
вать об участии свободных аминокислот в процессе 
стимуляции. С другой стороны, наибольший сдвиг 
пептидного профиля и наибольшее образование 
самых коротких пептидов и аминокислот наблю-
дался при обработке кератиназой, однако данный 
фермент не показывал наилучших биологических 
эффектов. Это может свидетельствовать об участии 
специфических пептидов, которые образуются в 
больших количествах при обработке другими фер-
ментами. 

Таким образом, в результате проведенной рабо-
ты было исследовано влияние протеолиза продукта 
гидротермической обработки шерсти шестью 
различными протеолитическими ферментными 
препаратами отечественного производства на его 
способность стимулировать рост корней, рост 
листьев, а также на содержание хлорофиллов и 
каротиноидов у растений редиса. Были идентифи-
цированы ферменты, позволяющие существенно 
повысить эти параметры, имеющие важнейшее 
значение в растениеводстве. Следующим этапом 
исследования станет оценка влияния ферменти-
рованного ГОК на микробное биоразнообразие 
в реальных тепличных условиях, что позволит 
лучше понять его потенциал в сельском хозяйстве. 
Если ферментированный ГОК окажет благотвор-
ный эффект на почвенный микробиом и сможет 
стимулировать рост растений за счет улучшения 
здоровья и функционирования почвенной экоси-
стемы, его применение позволит заложить основы 
долгосрочного органического земледелия.
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