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Аннотация
Современная регенеративная медицина широко использует продукты и изделия на ос-
нове коллагена, наиболее популярным является коллаген животного происхождения. 
Использование такого коллагена сопряжено с  рядом трудностей, в  том числе с  воз-
никновением активных иммунных реакций, а  также с  ограничениями религиозного 
и  культурного характера, не позволяющими использовать препараты, изготовленные 
из тканей животных. Удачной альтернативой коллагену из животных источников может 
служить морской коллаген, лишенный указанных недостатков. Сложившаяся геополи-
тическая обстановка заставляет искать отечественные источники коллагена. В  статье 
представлен обзор методов экстракции коллагена из биомассы медуз. Рассмотрены 
перспективные виды медуз, пригодные для реализации указанных методов. Показано, 
что на территории РФ наиболее продуктивным и перспективным следует считать медуз 
семейства Rhizostomatidae отряда корнероты (Rhizostoma pulmo), обитающих в  Черном 
море. Медуза Aurelia aurita отряда дискомедуз (Semaeostomeae), несмотря на свою рас-
пространенность (обитает почти во всех морях России), имеет низкое содержание сухих 
веществ в биомассе и сложна в добыче из-за маленького веса особей. Из рассмотренных 
методов экстракции применительно к  биомассе медуз наиболее подходящей следует 
считать смешанную ферментативную и кислотную с использованием органических ки-
слот экстракцию. Ферментативный метод с использованием пепсина применим к био-
массе медуз Aurelia aurita, так как биомасса медуз полностью растворяется на первой 
стадии ферментативной экстракции.
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Abstract
Modern regenerative medicine widely uses collagen-based products and products, the most 
popular being collagen of animal origin. The use of such collagen is associated with a num-
ber of difficulties, incl. with the occurrence of active immune reactions, as well as with 
religious and cultural restrictions that do not allow the use of drugs made from animal 
tissue. Marine collagen, which does not have these disadvantages, can be a successful alter-
native to collagen from animal sources. The current geopolitical situation forces us to look 
for domestic sources of collagen. The article provides an overview of methods for extract-
ing collagen from jellyfish biomass. Promising species of jellyfish suitable for implementing 
these methods are considered. It has been shown that on the territory of the Russian Fed-
eration, the most productive and promising jellyfish of the family Rhizostomatidae of the 
order of Rhizostoma pulmo, living in the Black Sea. The jellyfish Aurelia aurita of the order 
of disc jellyfish (Semaeostomeae), despite its prevalence (lives in almost all seas of Russia), 
has a low content of dry substances in its biomass and is difficult to catch due to the small 
weight of individuals. Of the extraction methods considered in relation to jellyfish biomass, 
mixed enzymatic and acidic extraction using organic acids should be considered the most 
suitable. The enzymatic method using pepsin is applicable to the biomass of Aurelia aurita 
jellyfish, because The jellyfish biomass is completely dissolved in the first stage of enzy-
matic extraction.
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1. Введение

Статистика травм свидетельствует о  росте ча-
стоты получения ожогов и ран у людей в резуль-
тате несчастных случаев и хирургических вме-
шательств. Заживление ран является сложным 
физиологическим процессом. Заживлению ран 
могут препятствовать деструктивные дерма-
тологические состояния, вызванные раневой 
инфекцией  [1]. Поэтому актуальной является 

разработка новых эффективных средств для ле-
чения ожогов [2].

Во второй половине ХХ века интенсивно раз-
вивалась регенеративная медицина, ожоговая 
терапия, предполагающая использование тка-
неинженерных конструкций для формирова-
ния новой жизнеспособной ткани, стимулируя 
этим снижение зависимости от использова-
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ния для пересадки донорской ткани. Однако 
иммунные отторжения, послеоперационные 
инфекции, требования к  размерам донорских 
участков кожи ограничивают использование 
заменителей кожи [3].

Коллаген является перспективным биоматери-
алом для заживления ран. В основном коллаген 
и  его производные получают из свиной и  бы-
чьей кожи и костей. К сожалению, в последние 
годы существует повышенный риск заражения 
человека губчатой энцефалопатией крупного 
рогатого скота. Также повсеместному использо-
ванию биоматериалов из отходов свиней и круп-
ного рогатого скота (костей, сухожилий, кожи) 
препятствуют религиозные ограни чения [4].

Морские организмы, такие как медузы, губки 
и другие беспозвоночные, а также рыбы, явля-
ются привлекательными источниками коллаге-
на, поскольку не являются источниками забо-
леваний, которые могут передаться человеку, 
и  обладают высокой биосовместимостью  [5]. 
Каркасы, состоящие из коллагенов, выделенных 
из морских источников, демонстрируют высо-
кую биоразлагаемость и  низкую иммуноген-
ность [6].

Как упоминалось выше, биомасса медузы состо-
ит в основном из белков, называемых коллаге-
нами.  Коллаген является основным компонен-
том медуз [7].

Растущий интерес к  морским медузам связан 
с тем, что состав и структура их мезоглеи напо-
минают структуру кожной ткани человека  [8]. 
При этом преимущества коллагенов медуз 
перед коллагенами млекопитающих обусловле-
ны тем, что с коллагенами медуз не переносят-
ся заболевания (губчатая энцефалопатия)  [1]. 
В  дополнение к  заявленным фармакологиче-
ским свойствам пептиды коллагена, получен-
ные из медуз, обладают потенциалом для уско-
рения заживления повреждений кожи, поэтому 
в будущем они могут стать основой для новых 
продуктов для лечения ран  [9]. В  связи с  этим 
исследования, посвященные созданию колла-
геновых препаратов из медуз для регенерации 
тканей кожи, являются весьма перспективны-
ми в области медицины и биотехнологии.

Целью данного обзора является оценка перспек-
тивных видов медуз, обитающих в  морях Рос-
сийской Федерации, с  точки зрения получения 

коллагена, а также анализ и выбор наиболее пер-
спективного метода экстракции коллагена из би-
омассы медуз.

2. Анализ ресурсного потенциала медуз, 
обитающих в морях
Наиболее распространенными медузами Чер-
ного, Балтийского, дальневосточных морей 
и  морей Северного Ледовитого океана явля-
ются: сцифоидные медузы видов Aurelia aurita, 
Cyanea capillatа, гидроидные медузы Aequorea 
spp. и  корнероты Rhizostoma pulmo  [10–12]. Ги-
дроидные медузы имеют чрезвычайно нежную 
биомассу и для промышленного вылова не под-
ходят, в связи чем данный вид медуз был исклю-
чен из рассмотрения.

Aurelia aurita  — вид медуз, принадлежащий 
классу Scyphozoa, обитающий в  широком ди-
апазоне  температур и  подвергавшийся раз-
нообразным экологическим и  молекулярным 
исследованиям [13]. Среда обитания A. aurita — 
прохладная соленая вода с  течением, темпе-
ратура воды от −6  до +31 °C;  наибольшее рас-
пространение имеют в  водах с  температурой 
+9–19 °С [14].

Медузы A. aurita имеют сложный жизненный 
цикл, который обычно включает как половое, 
так и бесполое размножение, при этом половое 
размножение происходит на стадии медузы, 
а  полипы служат основной формой бесполого 
размножения  [15]. У взрослой особи отсутству-
ют дыхательная, выделительная и кровеносная 
системы [14].

Состав желеобразной мезоглеи медуз изучался 
достаточно давно. Так, еще в  80-х годах прош-
лого века было установлено, что в  мезоглее 
имеется два вида волокон: коллагеноподоб-
ные и «эластичные» или вертикальные волок-
на [16]. Система коллагеновых волокон придает 
устойчивость мезоглее  [17, 18]. В  работе Napara 
et al. (1996) показано, что «эластичные» волок-
на A. aurita содержат положительно заряженные 
белки, богатые лизином. Белки «эластичных» 
волокон также обогащены цистеином и, следо-
вательно, дисульфидными связями [20].

Общий химический состав тела медуз схож: 
низкое содержание жиров и  углеводов и  высо-
кое содержание белка и  минеральных солей. 
В таблице 1 представлен компонентный состав 
тела медузы на примере A. aurita.

https://link.springer.com/article/10.1186/s12864-015-1320-z#ref-CR15
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Rhizostoma pulmo  — крупная и  тяжелая бело-
ватая изначально средиземноморская медуза 
с фиолетовыми краями, которая сейчас активно 
расселяется в Черном и Азовском морях.

Благодаря своему весу R. pulmo способна раз-
рывать рыболовные сети (сообщалось, что в не-
которые весенние месяцы вес медуз превышал 
вес пойманных рыб) [22, 23]. R. pulmo считается 
самой крупной медузой Черного моря, встреча-
ется обычно поздней весной, когда температура 
повышается до 25,5 °C [24].

Основным достоинством данного вида следу-
ет считать тот факт, что токсины, выделяемые 
медузами, имеют небелковую природу, в связи 
чем могут легко удаляться при реализации тех-
нологии получения коллагена [22, 23].

Согласно проведенным исследованиям био-
масса медуз R. pulmo, выловленных в  Азов-
ском море, имеет содержание сухих веществ 
на уровне 1,5–2,3%, отличается высокой золь-
ностью. На долю белков приходится 72,1% без-
зольной массы (табл. 2).

3. Типы и распространение коллагена
Коллаген обладает большой прочностью на раз-
рыв, что обуславливает его присутствие в  су-
хожилиях, костях, хрящах, фасциях и  т. д. Он 
обеспечивает эластичность и прочность кожи, 
также обеспечивает защиту кожи, препятствуя 
всасыванию токсинов и патогенов  [26]. Колла-
ген в  терапевтических препаратах помогает 
в  заживлении поврежденных костей или кро-
веносных сосудов и способствует регенерации 
кожи [27].

Коллаген как биополимерная структура обра-
зован тремя полипептидными цепями, соеди-
ненными между собой в тройную спираль водо-
родными связями. Эта структура содержит две 
идентичные цепи (α1) и  одну несколько отли-
чающуюся по химическому составу (α2). Общая 
структура молекулы коллагена характеризует-
ся повторением доменов «глицин-X-Y», где «X» 
и «Y» представлены разными аминокислотами. 
Этот паттерн приводит к образованию тройной 
спирали из трех полипептидных цепей, обна-
руженной у всех коллагеновых белков [28]. Раз-
личные типы можно сгруппировать в категории 
в соответствии с их структурой, к которым от-
носятся: 1) фибриллярный коллаген (типы I, II, 
III, V, XI, XXIV и XXVII); 2) коллаген базальной 
мембраны (типы IV, VII и XXVIII); 3)  короткоце-
почечные коллагены (типы VI, VIII и X); и 4) фиб-
рилл-ассоциированные коллагены (типы IX, 
XII, XIV, XVI и с XIX по XXII)  [28]. Конкретный 
тип коллагена определяют путем физико-хи-
мических (растворимость, электрофорез и  др.) 
и  спектроскопических (FTIR, DC, Raman и  др.) 
исследований извлеченного материала.

Коллаген типа I  широко распространен в  коже, 
костях  [29], сухожилиях  [28, 29] рыб  [30–33], 
у морских беспозвоночных, таких как Aposticho-
pus japonicus (морской огурец)  [34]. Коллаген 
типа II обнаружен в  хряще  [35], стекловидном 
теле, хрящевых зонах сухожилий, межпозвоноч-
ном диске [28], костях и коже рыб [36, 37], он так-
же был извлечен из морских беспозвоночных, 
таких как медузы  [38]. Коллаген типа IV рас-
положен в  базальной мембране  [28, 29, 39], его 
супрамолекулярная структура образована не-
фибриллярной сеткой  [28]. Этот тип выявлен 

Таблица 1. Компонентный состав медузы A. aurita [21]

Компонент Содержание, % (сухой вес)

Влага 98,67

Зола на а.с.в.* 22,81

Сырой жир на а.с.в. 0,30

Углеводы на а.с.в. 7,13

Белки на а.с.в. 69,76

Примечание: * а.с.в. — абсолютно сухое вещество.

Таблица 2. Компонентный состав медузы R. pulmo [25)

Компонент Содержание, % (сухой вес)

Влага 97,7–98,5

Зола на а.с.в.* 60,6

Сырой жир на а.с.в. 0,6

Углеводы на а.с.в. 10,4

Белки на а.с.в. 28,4

Примечание: * а.с.в. — абсолютно сухое вещество.
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у морских беспозвоночных, таких как брюхоно-
гие моллюски [40] и морские губки [41, 42]. Кол-
лаген типа V в основном обнаруживается в пла-
центарной/эмбриональной ткани, дерме, костях, 
мышцах, легких [43], роговице рыб [28, 29], а так-
же, вместе с  коллагеном типа I, у  морских бес-
позвоночных [44–46]. Тип XI, фибриллы которо-
го идентичны коллагену типа V [29, 46], найден 
в хряще, скелетных мышцах, плаценте, легких, 
сухожилиях, семенниках, трахее  [47]. Тип XV 
и  тип XVIII расположены в  областях базальной 
мембраны [48, 49].

4. Основные направления использования 
коллагена
Благодаря своей стабильности, эластичности 
и  иммунофизиологическим свойствам колла-
ген находит широкое применение в различных 
областях медицины, фармацевтики, космето-
логии и  пищевой промышленности. Известно 
множество разработок на основе коллагена, 
выделенного из побочных продуктов мясопе-
рерабатывающей промышленности. В  то же 
время активно ведутся исследования по при-
менению коллагена из морских альтернатив-
ных источников. Морской коллаген в  послед-
ние десятилетия вызывает большой интерес 
как «голубой ресурс». Доступность субпродук-

тов рыбоперерабатывающей промышленности 
является ключевым фактором, стимулирую-
щим исследования по производству на их осно-
ве продуктов с  высокой добавленной стоимо-
стью и  низким воздействием на окружающую 
среду. К  тому же морской коллаген обладает 
рядом преимуществ относительно коллагена, 
выделяемого из млекопитающих животных 
(табл. 3).

Коллаген используется в  фармацевтической 
промышленности для изготовления микрокап-
сул, инъекционных дисперсий, систем доставки 
лекарств  [51–53]. В  современной медицине кол-
лаген играет важную роль — он помогает в вос-
становлении хрящевой ткани и костей в случаях 
их повреждения  [54, 55]. Эти разработки нашли 
свое применение во многих областях медицины: 
в  кардиологии (сердечные клапаны), в  дермато-
логии (трансплантация кожи, инженерия кож-
ных тканей, искусственная дерма), в  хирургии 
(как кровоостанавливающее средство, для за-
живления ран, восстановления нервов), в  орто-
педии (восстановление сухожилий, костей и свя-
зок, реконструкция хряща), в  офтальмологии 
(трансплантаты роговицы, контактные лин-
зы), в  урологии (мембранный гемодиализ)  [56]. 
Эти биоматериалы производятся чаще всего 

Таблица 3. Сравнительная характеристика коллагена из различного сырья [50]

Коллаген млекопитающих Морской коллаген

Низкая стоимость Высокая стоимость

Высокая температура плавления Относительно низкая температура плавления

Трудное извлечение (низкая доступность) Легкодоступен (большое количество)

Растворим в органическом растворителе Растворим в кислотах 

Имеется риск передачи заболеваний Нет риска передачи заболеваний

Низкое содержание GLX и ALA при высоком PRO Высокое содержание GLX и ALA при низком PRO

Содержит 7 незаменимых аминокислот Содержит 10 незаменимых аминокислот

рН раствора 6,3–6,7 рН раствора 6,9–7,3

Молекулярная масса коллагена около 300 кДа, 
длина 300 нм, толщина 1,5 нм

Молекулярная масса коллагена около 200 кДа,  
длина 100 нм, толщина 1,0 нм
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Таблица 4. Биомедицинские разработки на основе коллагена, выделенного из медуз

Источник коллагена Техника  
получения Назначение Биологическая 

функция Результаты Источник

Rhopilemae sculentum Лиофилизация,  
EDC-сшивка

Регенерация 
хрящевой 

ткани

Первичные 
хондроициты 

носовой 
перегородки 

человека и крысы. 
Модель дефекта 
перегородочного 

хряща крысы in vivo

Усиление адгезии 
и выработка белков 
хрящевого матрикса. 

Уменьшение перфораций 
носовой перегородки 

[57]

Первичные 
мезенхимальные 
стволовые клетки 

человека

Индуцированная 
хондрогенная 

дифференцировка
[58]

Stomolophus meleagris Электроспиннинг
Регенерация 
сосудистой 

ткани

Клетки 
гладких мышц. 

Эндотелиальные 
клетки

Усиленная пролиферация 
клеток. Индуцированное 

выравнивание клеток. 
Усиление развития 

эндотелиальных клеток

[59]

Биомиметически 
минерализованный 
коллаген лосося 
и фибриллированный 
коллаген медузы

Лиофилизация,  
EDC-сшивка

Регенерация 
костной  

ткани 

Мезенхимальные 
и стромальные 

клетки человека, 
полученные 

из костного мозга

Индуцированная 
хондрогенная 
и остеогенная 

дифференцировка

[60]

из фибриллообразующего коллагена, который 
включает типы I и редко II. Типы III, V, XI исполь-
зуются в основном в научных исследованиях [52, 
53]. Примеры биомедицинского применения 
коллагена, выделенного из медуз, представлены 
в таблице 4.

5. Теоретические сведения о параметрах 
экстракции коллагена из биомассы медуз
При описании экстракции коллагена из субпро-
дуктов рыболовства и аквакультуры авторы ча-
сто упоминают о необходимости предваритель-
ной промывки сырья дистиллированной водой 
и  раствором хлорида натрия (NaCl) для удале-
ния примесей и  жиров. Далее сырье обраба-
тывают щелочными растворами для удаления 
примесей неколлагеновых белков с  использо-
ванием растворов гидроксида натрия (NaOH), 
перекиси водорода (H2O2), гидроксида кальция 
(Ca(OH)2) или их комбинации, после чего следу-
ет обработка бутиловым спиртом (10%) для уда-
ления маслянистых веществ [30].

Среди методов экстракции коллагена из альтер-
нативных источников, в частности из медуз рода 
Aurelia, наиболее часто встречаются следующие 
варианты: 1) солевая обработка для экстракции 
с  использованием хлорида натрия (NaCl)  [61, 
62] и/или гидрохлорида гуанидина  [63], имею-
щая среди недостатков низкий выход целевого 
продукта; 2) кислотная обработка экстрактов 
с использованием уксусной  [64], молочной, ли-
монной  [65], соляной  [66], муравьиной, серной 
или винной кислот  [67]; и  3) ферментативная 
обработка с  использованием коммерческих 
ферментов (и/или очищенных ферментов), та-
ких как пепсин [27, 61, 62, 68], папаин [62, 70, 71] 
и/или коллагеназа [67, 72]. При этом виде обра-
ботки экстракция происходит в  среде, содер-
жащей органическую кислоту с  добавлением 
фермента (например, пепсина). Сообщается, 
что использование неорганических кислот, та-
ких как HCl и H2SO4, менее эффективно при экс-
тракции по сравнению с органическими кисло-
тами [67].
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Анализ литературы показывает, что наиболь-
шие выходы коллагена достигаются при исполь-
зовании на первой стадии ферментативной, 
а  на второй  — кислотной экстракции, которые 
применяются последовательно с  целью опти-
мизации конечного выхода коллагена. В табли-
це 5  представлены данные о  количественном 
выходе коллагена в зависимости от метода экс-
тракции и вида (типа) сырья.

5.1. Кислотная экстракция
Коллаген чаще всего извлекают путем гидролиза 
с использованием кислот или щелочей. Как не-
органические, так и органические кислоты мо-
гут эффективно расщеплять связи в коллагене, 
обеспечивая экстракцию фибрилл  [81]. Обычно 

используются органические кислоты: уксусная, 
хлоруксусная, лимонная и молочная. Чаще все-
го авторы сообщают об использовании уксусной 
кислоты для экстракции коллагена [81–89]. Сре-
ди неорганических кислот обычно используют-
ся соляная, серная и  азотная кислоты  [89–92]. 
Органические кислоты, по-видимому, более эф-
фективны для расщепления поперечных связей 
коллагена и позволяют добиться более высокого 
выхода экстракции по сравнению с  минераль-
ными кислотами  [82, 89, 93]. Органические ки-
слоты также солюбилизируют несшитые колла-
гены [92].

Кислотная экстракция коллагена медузы опи-
сана в  работах авторов Miura и  Kimura (1985) 

Таблица 5. Содержание коллагена (в процентах от сухой или влажной массы) в различных видах Scyphomedusae, 
экстрагированных с использованием разных методов

Источник коллагена Часть тела Выход Метод экстракции Источник

Aurelia aurita Целый организм 0,01% (влажный вес) Ферментативная [73]

Rhopilema esculentum Ротовые лопасти 4,31% (влажный вес) Ферментативная [74]

Rhopilema esculentum Мезоглея
0,12% (влажный вес) Кислотная [75]

0,28% (влажный вес) Ферментативная [75]

Chrysaora sp. Купол 9–19% (влажный вес) Ферментативная [38]

Acromitus hardenbergi Купол /  
ротовые лопасти 37–40% (влажный вес) Кислотная/ферментативная [76]

C. mosaicus Не описано 1–2% (влажный вес) Кислотная [77]

Pelagia noctiluca Целый организм 0,07% (влажный вес) Ферментативная [73]

Cotylorhiza tuberculata
Ротовые лопасти 19,4% (влажный вес) Ферментативная [73]

Купол 4,5% (влажный вес) Ферментативная [73]

Rhizostoma pulmo
Купол 8,3–31,5% (влажный вес) Ферментативная [73]

Ротовые лопасти 26–90% (влажный вес) Ферментативная [73]

Cassiopea andromeda Целый организм 2,2–6,0% (влажный вес) Ферментативная [78]

Catostylus tagi Купол 2,7% (влажный вес) Ферментативная [46]

Cotylorhiza tuberculata Купол <10% (сухой вес) Ферментативная [73]

Rhizostoma pulmo Купол <10% (сухой вес) Ферментативная [73]

Rhopilema asamushi Мезоглея 35,2% (сухой вес) Ферментативная [79]

Stomolophus meleagris Мезоглея 46,4% (сухой вес) Ферментативная [80]

Nemopilema nomurai Мезоглея 2,2% (сухой вес) Ферментативная [12]

https://www.mdpi.com/2079-7737/11/6/905#B71-biology-11-00905
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и Nagai et al. (2000). Вкратце, ткани медузы про-
мывали дистиллированной водой и 0,1 М NaOH. 
После чего экстрагировали в  0,5  М  уксусной 
кислоте (1:1000  мас./об.) в  течение трех дней, 
экстракцию повторяли дважды. Экстракты, со-
бранные путем фильтрования и  отжима нера-
створимой мезоглеи через марлю, подвергались 
интенсивному диализу против 0,02 М Na2HPO4. 
Полученные осадки собирали центрифугирова-
нием при 6000 g в течение 30 мин при 4 °С и рас-
творяли в  0,5  М  уксусной кислоте. После цен-
трифугирования при 20  000  g  в течение 1  часа 
к  надосадочной жидкости добавляли твердый 
NaCl до конечной концентрации 0,9 М. Осажден-
ную хлоридом фракцию (кислотно растворимый 
коллаген) повторно растворяли в 0,5 М уксусной 
кислоте, диализировали против 0,1 М уксусной 
кислоты, а затем лиофилизировали [15, 79].

Метод экстракции коллагена, приводящий 
к увеличению гомогенности и солюбилизации 
обезвоженных тканей медузы, описан автора-
ми Yusoff et al. (2013). Вкратце, ткани медузы 
промывались дистиллированной водой и три-

жды 0,1 М раствором NaOH. После чего экстра-
гировались в 0,5 М уксусной кислоте (1:1, вес/
объем) при интенсивном перемешивании. За-
тем суспензию подвергали обработке ультра-
звуком в течение 15 минут (PowerSonic, Корея) 
с  последующим перемешиванием в  течение 
1  часа при температуре 4 °C (IKA, Германия). 
Экстракты тщательно диализовали против 
0,02 М фосфатного буфера, pH 7,2 (1:10, по объ-
ему). Полученный осадок повторно растворяли 
в 0,5 М растворе уксусной кислоты, а коллаген 
осаждали добавлением NaCl до конечной кон-
центрации 0,9 М. Осадок отделяли и очищали 
перерастворением в  0,5  М  уксусной кислоте 
и последующим диализом против 0,1 М уксус-
ной кислоты, затем 0,05  М  уксусной кислоты 
и 0,025 М уксусной кислоты. Чистый коллаген 
получали при лиофилизации суспензии диа-
лизированного экстракта [94].

В работе Khong et al. (2018) приводится сравне-
ние характеристик коллагена, полученного раз-
ными методами из разных частей тела медузы, 
по его составу, pH, pI и внешнему виду (табл. 6).

Таблица 6. Характеристики коллагена, экстрагированного из медузы (Acromitus hardenbergi) [76]

Параметры

Купол Ротовые лопасти

Кислотная 
экстракция

Фермен-
тативная 

экстракция

Ульразвуковая 
экстракция

Кислотная 
экстракция

Ферментативная 
экстракция

Ультразвуковая 
экстракция

Влага, % 7,14 ± 0,20 6,29 ± 0,04 7,43 ± 0,02 8,33 ± 0,15 6,46 ± 0,01 7,50 ± 0,05

Содержание 
белка, % 54,94 ± 0,08 77,59 ± 1,44 78,39 ± 0,97 65,20 ± 1,12 77,01 ± 2,14 78,28 ± 1,01

Содержание 
жиров, % <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Содержание 
углеводов, % 8,65 13,36 11,96 9,08 8,69 10,36

Содержание  
золы, % 29,27 ± 1,83 2,76 ± 0,57 2,22 ± 0,32 17,39 ± 0,51 7,84 ± 0,25 3,26 ± 1,26

Изоэлектрическая 
точка, pI 4,92 ± 0,31 4,46 ± 0,24 6,04 ± 0,37 5,40 ± 0,47 4,93 ± 0,35 6,41 ± 0,07

pH 2,81 ± 0,06 2,79 ± 0,07 2,84 ± 0,04 2,86 ± 0,02 2,92 ± 0,10 2,87 ± 0,08

Внешний вид

Тусклый 
белый 

с легкой 
текстурой

Желтоватый 
и легкий 

по текстуре

Белый 
с воздушной 

текстурой

Тусклый, слегка 
желтоватый, 

легкая текстура

Желтоватый 
и светлый 

по текстуре

Белоснежный 
с воздушной 

текстурой
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5.2. Щелочная экстракция
Щелочной гидролиз также можно использовать 
для экстракции коллагена, чаще всего с помо-
щью раствора гидроксида натрия или гидрок-
сида калия  [94], хотя в  качестве экстрагентов 
также можно использовать оксид кальция, ги-
дроксид кальция и карбонат натрия [95]. Одна-
ко щелочи имеют тенденцию гидролизовать 
коллаген  [81] и  разрушать аминокислоты ци-
стеин, гистидин, серин и треонин [94, 95]. Ис-
пользование щелочного гидролиза, по-види-
мому, ограничивается экстракцией коллагена 
из жестких материалов: отходов обработки 
кожи крупного рогатого скота, и  не встреча-
ется в литературе при работе с мезоглеей ме-
дуз [81, 96, 97].

5.3. Ферментативная экстракция
Метод ферментативной экстракции имеет по-
тенциал для получения значительного выхода 
коллагена высокой чистоты  [81]. Недостатком 
является то, что ферменты, как правило, на-
много дороже кислот, щелочей и солей. Однако 
по сравнению с  химическими методами фер-
ментативная обработка менее агрессивна к тех-
нологическому оборудованию, требует меньше 
энергии, оставляет меньше отходов, а конечный 
экстракт имеет более низкое содержание при-
месей [81, 98].

При экстракции коллагена используются про-
теолитические ферменты животного про-
исхождения (например, трипсин, пепсин), 
растительного происхождения (например, 
бромелайн, папаин, фицин) или продуцируе-
мые микроорганизмами одиночные или сме-
шанные ферменты (например, коллагеназа, 
протеиназа К, Алкалаза® (Novozymes, Bags-
værd, Дания), Nutrase® (Nutrex, Hoogbuul, 
Бельгия), Flavourzyme® (Novozymes, Bagsværd, 
Дания) и Protamex® (Novozymes, Bagsværd, Да-
ния)). Наибольшее распространение характер-
но для пепсина животного происхождения [82, 
90, 94]. Пепсин, трипсин и  папаин действуют 
только на неспиралевидную часть пептидной 
цепи коллагена (концы) и оставляют нетрону-
той структурно важную спиральную часть [81]. 
Кроме того, экстрагированный пепсинораст-
воримый коллаген обычно имеет более высо-
кую чистоту, поскольку неколлагеновые белки 
эффективно гидролизуются ферментом. Обра-
ботка пепсином также увеличивает раствори-
мость коллагена в кислой среде, что повышает 
эффективность экстракции [99].

Метод ферментативной экстракции, на который 
часто ссылаются в  работах о  коллагене, опи-
сан у  авторов Miura and Kimura (1985) и  Nagai 
et al. (2000). Вкратце, ткани медузы промыва-
ли дистиллированной водой и 0,1 М раствором 
NaOH. Нерастворимый остаток ресуспендиро-
вали в  0,5  М  уксусной кислоте (1:100  мас./об.) 
и расщепляли 10% (мас./об.) пепсином в течение 
48  часов при 4 °C. Солюбилизированный пеп-
сином коллаген отделяли центрифугировани-
ем при 20  000  g  в течение 1  часа, далее супер-
натант диализовали против 0,02 М Na2HPO4 (рН 
7,2) в  течение трех дней. Коллаген высаливали 
добавлением NaCl до конечной концентра-
ции 1,0  М. Осадок отделили центрифугирова-
нием при 20  000  g  в течение 1  ч  и растворили 
в 0,5 М уксусной кислоте. После раствор диали-
зовали против 0,1 М уксусной кислоты, а затем 
лиофилизировали [15, 79].

Для выделения коллагена также применяют-
ся микроволны, которые разрушают структуру 
клеток и  тканей  [100, 101], облегчая экстрак-
цию. Было обнаружено, что использование ми-
кроволнового излучения ускоряет действие 
кислот и ферментов по сравнению с эквивален-
тной экстракцией без микроволн [100].

5.4. Комбинированная экстракция
Среди вышеупомянутых методов экстракции 
наиболее часто встречаются варианты исполне-
ния, в  которых пепсин-растворимый коллаген 
получают ферментативной обработкой колла-
гена после кислотной экстракции.

Авторы Nagai T. et al. (1999) описывали следу-
ющую методику: мезоглею медузы измельчи-
ли с  помощью машины для гомогенирования 
тканей (IKA T10  Basic ULTRA-TURRAX, Штау-
фен, Германия). Далее мезоглею обрабатывали 
0,6 М раствором уксусной кислоты при постоян-
ном перемешивании при 4 °С в течение 72 часов. 
Смесь фильтровали через марлю для удаления 
нерастворимых компонентов. Затем в фильтрат 
вносили твердый NaCl до конечной концен-
трации 0,9  М  и осадок кислотно-растворимо-
го коллагена собирали центрифугированием 
при 4000 g в течение 15 минут [80].

Пепсин-растворимый коллаген готовили путем 
внесения кислотно-растворимого коллагена 
в  20  объемов 0,5  М  уксусной кислоты, содер-
жащей 1% пепсина (по массе, EC 3.4.23.1, Sig-
ma, США). После инкубации при 4 °С в течение 

https://www.mdpi.com/2079-7737/11/6/905#B71-biology-11-00905
https://www.mdpi.com/2079-7737/11/6/905#B71-biology-11-00905
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24 часов смесь центрифугировали при 10 000 g 
в  течение 30  минут, надосадочную жидкость 
диализировали против 0,02  М  Na2HCO3  для 
инактивации пепсина, а  коллаген высаливали 
0,9  М  раствором NaCl. Кислотно-растворимый 
и  пепсин-растворимый коллаген растворяли 
в 0,5 М уксусной кислоте и диализировали про-
тив деионизированной воды при 4 °C в течение 
72 часов. Наконец, коллагеновые волокна полу-
чали лиофилизацией [80].

В работе Jankangram W. et al. (2016) показана 
следующая методика: образцы промывали ди-
стиллированной водой при температуре 4  °С 
при постоянном перемешивании в  течение 
3  дней, после чего образцы измельчали и  на 
3 дня погружали в 0,5 М раствор уксусной кисло-
ты с соотношением твердое вещество / раствори-
тель 1:15 (масс./об.) при 4 °C. Смесь фильтровали 
через два слоя марли, а остаток повторно экстра-
гировали в  тех же условиях. Далее фильтраты 
с обоих этапов объединяли и осаждали коллаген 
добавлением 0,9 М раствора NaCl и 0,05 М буфер-
ного раствора трис(гидроксиметил)аминомета-
на, pH 7,0. Полученный осадок центрифугирова-
ли при 20 000 g в течение 60 минут и растворяли 
в минимальном объеме 0,5 М раствора уксусной 
кислоты. Полученный раствор диализовали про-
тив 50 объемов 0,1 М раствора уксусной кислоты 
в течение 3 дней с последующим диализом про-
тив того же объема дистиллированной воды еще 
в течение 3 дней. После лиофилизации диализата 
получали кислотно-растворимый коллаген [102].

Для экстракции пепсин-растворимого колла-
гена использовали нерастворенный остаток, 
полученный после экстракции кислотно-рас-
творимого коллагена. Остаток суспендировали 
в  0,5  М  растворе уксусной кислоты при соот-
ношении твердое вещество / растворитель 1:15 
(мас./об.) и  вносили пепсин (20  ед./г остатка). 
Смесь непрерывно перемешивали при 4 °С 
в  течение 3  дней с  последующей фильтрацией 
через два слоя марли. Фильтрат подвергали 
осаждению и осадок диализовали, как описано 
ранее для кислотно-растворимого коллагена. 
Пепсин-растворимый коллаген получали лио-
филизацией диализата [102].

5.5. Оптимизация процесса экстракции
Развитие биотехнологии аквакультуры способ-
ствовало увеличению производства коллагена 
из пресноводных/морских видов. В  настоящее 
время предлагаются новые подходы для опти-

мизации этапов экстракции коллагена. Напри-
мер, ультразвук используют для улучшения мас-
сопереноса за счет открытия фибрилл коллагена, 
что способствует повышению эффективности 
экстракции. При использовании ультразвука 
можно управлять основными переменными: 
частотой (кГц), временем воздействия и  темпе-
ратурой в  зависимости от типа используемо-
го ультразвукового оборудования  [91, 103–108]. 
Электродиализ, простой и недорогой метод, ко-
торый можно использовать для замены обычно-
го диализа, применяют для увеличения выхода 
экстракта коллагена  [109]. Изоэлектрическое 
осаждение, распространенный метод разделе-
ния белковых макромолекул, используют в про-
цессе выделения коллагена из медуз и при экс-
тракции коллагена из морских рыб [110]. Процесс 
экструзии-гидроэкстракции (ЭГЭ) используют 
для производства кормов и продуктов питания, 
а  также для экстракции коллагена из субпро-
дуктов Oreochromis sp. (тилапия). Данный метод 
облегчает экстракцию коллагена при использо-
вании горячей воды и приводит к минимизации 
отходов обработанного материала [111].

Методы экстракции можно адаптировать в  за-
висимости от желаемого выхода и  свойств ко-
нечного продукта. На свойства коллагена, такие 
как средняя длина полипептидных цепей, раство-
римость, вязкость раствора, термостабильность, 
эмульгирующая способность и способность удер-
живать влагу, влияют особенности метода экс-
тракции [98, 104]. Кроме того, на качество экстра-
гируемого коллагена влияют конкретные условия 
обработки, включая предварительную обработку, 
условия хранения сырья [103].

Заключение
На основании оценки данных, представленных 
в  литературе о  распространенности и  доступ-
ности биомассы медузы, для дальнейших эк-
спериментальных исследований учеными БФУ 
им И.  Канта были выбраны 2  вида медуз, один 
из которых обитает в Балтийском море — Aurelia 
aurita, другой  — в  Черном и  Азовском морях  — 
Rhizostoma pulmo. Данные виды являются одними 
из наиболее распространенных видов, обитаю-
щих во внутренних и внешних морях РФ.

На основании анализа литературных данных 
о  способе кислотной экстракции коллагена 
из биомассы морских животных было установле-
но, что традиционно для экстракции использу-
ется уксусная кислота с концентрацией 0,2–0,5 Н, 
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при этом время экстракции варьируется от 24 до 
72 часов [12, 79, 81–89, 92, 93]. Именно эти грани-
цы варьирования и третий указанный способ экс-
тракции рекомендован к  дальнейшему рассмо-
трению при проработке технологии экстракции 
коллагена.

Ферментативная экстракция является наиболее 
распространенным методом извлечения колла-
гена из биомассы животных, т.к. отличается вы-
соким выходом продукта и безопасностью [112]. 
Для экстракции коллагена используют про-
теазы, такие как пепсин  [113, 114] папаин  [115, 
116] и  трипсин  [117]. Высокий выход коллагена 
при ферментной обработке связан с  усилени-
ем расщепления телопептидов в  тропоколлаге-
не [118]. Использование папаина во многом связа-
но с вопросами халяльности, т.к. в большинстве 
случаев пепсин получают с использованием туш 
свиней. Большее количество исследований фер-
ментной экстракции коллагена описывают опыт 
применения пепсина. Khong [76] для экстракции 
коллагена пепсином из медузы Acromitus harden-
bergi суспендировал обрабатываемую биомассу 
в  0,5  М  уксусной кислоте (1:100  мас./об.) и  рас-
щеплял 0,1% (мас./об.) пепсином в течение 48 ча-
сов при 4 °С. Addad et al.  [73] использовали ана-
логичный подход, а именно: осадок растворяли 
в  0,1  М  уксусной кислоте и  добавляли пепсин 
(2–15 мг пепсина/мг влажной ткани).

При разработке технологии экстракции морского 
коллагена предстоит решить целый ряд техноло-
гических задач при условии его дальнейшего ис-
пользования для изготовления препаратов и  из-
делий для регенеративной медицины, в том числе:

1) подбор условий сушки полученного коллаге-
на с  применением методов сублимации и  лио-
филизации;

2) стерилизация коллагена с  применением га-
зового или радиационного воздействия;

3) обеспечение необходимых гидродинамиче-
ских свойств коллагена методами физико-хи-
мической модификации;

4) очистка коллагена от загрязнений, которые 
могут повлиять на цитотоксичность, безопа-
сность, аллергенные свойства материалов и из-
делий из него.
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