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Аннотация. Пептиды представляют большой интерес для производителей пищевой 
продукции как пищевые добавки широкого спектра антимикробного действия с высокой ак-
тивностью при микромолярной концентрации. Молочный белок является легкодоступным 
источником пептидов антимикробного действия. Целью работы являлось выделение анти-
микробного пептида из белка молозива коров с последующей его классификацией и под-
тверждением биологической активности в эксперименте invitro. В качестве объектов ис-
следований использовали пепсиновый гидролизат молозива коров и пептид с условным 
названием R(1), выделенный гидролизата молозива коров. Антимикробную активность пеп-
тида определяли диско-диффузионным методом. Из пепсинового гидролизата молозива ко-
ров выделен полипептид, состоящий из 11 аминокислот со следующей последовательно-
стью: IRHGRCVSCSR. На основании идентификации пептида по базе «Antimicrobial Peptide 
Database» установлено, что он на 40 % подобен антимикробному пептиду AP00450, дей-
ствующему губительно на грамположительные и грамотрицательные бактерии. Иденти-
фикация по базе данных Protein NCBI показала сходство исследуемого пептида R(1) с анти-
микробным пептидом с названием «14 kDaphosphohistidinephosphatase». Установлено, что 
положительный заряд пептида составляет +1, молекулярная масса 7 кДа, изоэлектрическая 
точка 11,59, гидрофильность + 12,51 Ккал*моль-1. Пептид и относится к α-спиральным, что 
свидетельствует об его антимикробной активности. В эксперименте invitro подтверждено 
противомикробное действие пептида. 

Ключевые слова: молочный белок, пепсин, ферментативный гидролизат, молозиво ко-
ров, биологически активные пептиды, антимикробная активность. 
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Abstract. Peptides are of great interest to food manufacturers as food additives of a wide spec-
trum of antimicrobial action with high activity at micromolar concentration. Milk protein is an easily ac-
cessible source of antimicrobial peptides. The aim of the work was to isolate an antimicrobial peptide 
from cow colostrum protein, followed by its classification and confirmation of biological activity in an in 
vitro experiment. Pepsin hydrolysate of cow colostrum and a peptide with the conditional name R(1) 
isolated from cow colostrum hydrolysate were used as objects of research. The antimicrobial activity 
of the peptide was determined by the disco-diffusion method. A polypeptide consisting of 11 amino 
acids with the following sequence was isolated from the pepsin hydrolysate of cow colostrum: IR-
HGRCVSCSR. Based on the identification of the peptide based on the Antimicrobial Peptide Data-
base, it was found that it is 40% similar to the antimicrobial peptide AP00450, which acts ruinously on 
gram-positive and gram-negative bacteria. Identification by the Protein NCBI database showed the 
similarity of the studied peptide R(1) with an antimicrobial peptide named "14 kDaphosphohistidi-
nephosphatase". It was found that the positive charge of the peptide is +1, the molecular weight is 7 
kDa, the isoelectric point is 11.59, the hydrophilicity is + 12.51 Kcal * mol-1. The peptide belongs to 
the α-helical, which indicates its antimicrobial activity. The antimicrobial effect of the peptide was con-
firmed in an in vitro experiment. 

Keywords: milk protein, pepsin, enzymatic hydrolysate, cow colostrum, biologically active pep-
tides, antimicrobial activity. 
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ВВЕДЕНИЕ 
 

Большинство процессов консервирова-
ния пищевых объектов направлено на инак-
тивацию микроорганизмов путем использова-
ния пищевых добавок с антимикробными и в 
тоже время канцерогенными свойствами, что 
вызывает отрицательное отношение потре-
бителей к консервантам в целом [1]. Следо-
вательно, актуальными являются исследова-
ния по поиску безопасных естественных спо-
собов биологического консервирования, 
обеспечивающих сохранение качества и мик-
робиологической безопасности пищевой про-
дукции на протяжении всего срока годности. 

Внедрение технологий консервирования 
пищевых продуктов с использованием ве-
ществ природного происхождения также важ-
но для предотвращения потерь при хранении 
и распространения болезней, вызванных по-
треблением продуктов питания с патогенной 
микрофлорой. В этой связи антимикробные 
пептиды (AMП) представляют большой инте-
рес как пищевые добавки широкого спектра 
консервирующего действия с высокой актив-
ностью при микроконцентрации. АМП более 
выгодны по сравнению с антибиотиками бла-
годаря их способности обходить распростра-

ненные механизмы резистентности, возника-
ющие у микроорганизмов [2]. 

АМП могут быть получены из различных 
источников белка, в частности, из молочного, 
путем ферментативного гидролиза или микро-
биологической ферментации [3]. Для получения 
признанных антимикробных пептидов для рас-
щепления белка часто используют пепсин [4]. 

Цель исследования – выделение анти-
микробного пептида из пепсинового гидроли-
зата молозива коров с последующей его 
классификацией и подтверждением биологи-
ческой активности в эксперименте invitro. 
 

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
 

Объекты исследований: 
- пепсиновый гидролизат молозива ко-

ров; 
- пептид с условным названием R(1), 

выделенный из пепсинового гидролизата мо-
лозива коров. 

Молекулярно-массовое распределение 
аминокислот в пептиде оценивали масс-
спектрометрическим методом и идентифици-
ровали методами MALDI-TOF и MS Ultraflex 
(«Bruker», Германия). Анализ масс-спектров 
проводили с помощью программы Mascot, 
опция Peptide Fingerprint («Matrix Science», 
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США) с использованием баз данных Protein 
NCBI и Antimicrobial Peptide Database. 

Микросеквенирование осуществляли с 
помощью секвенатора MiSeq (Illumina, США), 
системы для высокопроизводительного се-
квенирования PGM Ion Torrent и системы 
спектрофотометрической оценки качества 
образца (Life Technologies, США). 

Score (величина достоверности для каж-
дого совпадения) пептида рассчитывали по 
формуле (1) [5]: 

𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 =
50000

𝑀𝑝𝑟𝑜𝑡ХП𝑛𝑚𝑖
 ,                 (1) 

где Mprot – молекулярная масса для каждого 
совпавшего пептида; 

n – произведение, которое рассчитывается 
из Mowse-матрицы весов M для каждого совпа-
дения экспериментальных данных и масс пеп-
тидов, рассчитанных из записей в геномной базе 
данных Protein NCBI и APM. 

Моделирование пространственной 
структуры пептида осуществляли с помощью 
программы молекулярного моделирования 
Schrodinger Maestro (США). 

Антимикробную активность пептида 
определяли диско-диффузионным методом 
на грамположительных и грамотрицательных 
бактериях, в качестве тест-штаммов исполь-
зовали Escherichiacoli и Bacillussubtilis. 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Из пепсинового гидролизата молозива 
коров выделен полипептид, состоящий из 11 
аминокислот с последовательностью 
IRHGRCVSCSR (изолейцин-аргинин-
гистидин-глицин-аргинин-цистеин-валин-
серин-цистеин-серин-аргинин), которому дали 
условное название R(1). 

Аминокислотный состав пептида, прежде 
всего, влияет на его антимикробную актив-
ность и определяет механизм действия. Кро-
ме того, антимикробные пептиды классифи-
цируют на основе составляющих аминокис-
лот, в частности, аргинина, гистидина и гли-
цина. Установлено, что пептид R(1) содержит 
по одной аминокислоте аргинина, гистидина и 
глицина, причем они в пептидной цепи нахо-
дятся друг за другом. Анализируя механизм 
действия AMП, следует отметить, что пепти-
ды с аргинином и гистидином притягиваются 
к анионной бактериальной мембране [6]. 

В таблице 1 представлена характеристи-
ка аминокислотного состава пептидной по-
следовательности. Содержание аминокислот 
следующее: Ile, Val, Gly, His по 9 %, Cys и Ser 
по 18 % и Arg – 27 %, молекулярная масса 
пептида 7 кДа. 

На основании идентификации пептида 
по базе «Antimicrobial Peptide Database» 
установлено, что он на 40 % подобен анти-
микробному пептиду AP00450, действующему 
губительно на грамположительные и грамот-
рицательные бактерии. Идентификация по 
базе данных Protein NCBI показала сходство 
исследуемого пептида R(1) (Score = 102) с 
антимикробным пептидом с названием «14 
kDaphosphohistidinephosphatase». 
 
Таблица 1 – Характеристика аминокислотного 
состава пептидной последовательности 
 

Table 1 – Characteristics of the amino acid com-
position of the peptide sequence 
 

Наименование  
показателя 

Характеристика  
показателя 

Гидрофобная  
аминокислота 

I: 1 V: 1 L: 0 F: 0 C: 2 M: 
0 A: 0 W: 0 

Количество G и P G: 1 P: 0 

Отрицательно заря-
женная аминокислота 

E: 0 D: 0 

Положительно заря-
женная аминокислота 

K: 0 R: 3 H: 1 

Другая аминокислота T: 0 S: 2 Y: 0 Q: 0 N: 0 

 
При анализе аминокислотного состава 

пептида установлено, что в нем присутствуют 
неполярные аминокислоты, в частности, ва-
лин и изолейцин, имеющие незаряженный 
радикал. При сближении в пространстве ра-
дикалы этих аминокислот обеспечивают гид-
рофобное взаимодействие с мембраной 
клетки бактерий. Полярные, гидрофильные, 
незаряженные аминокислоты пептида – гли-
цин, цистеин и серин за счет гидроксильной, 
сульфгидрильной и амидогруппы способны 
образовывать водородные связи мембраной 
клетки бактерий. 

Общий положительный заряд пептида 
(+1) свидетельствует о том, что рН пептида 
меньше изоэлектрической точки, так как при 
уменьшении рН все больше аминогрупп пе-
реходит в форму NH3

+, а диссоциация кар-
боксильных групп подавляется. Вышеизло-
женное подтверждается результатами иссле-
дований. Так, у пептида R(1) значение изо-
электрической точки составляет 11,59, и гид-
рофильность (гидрофобность) равна 
+ 12,51 Ккал*моль-1. 

На рисунке 1 приведен масс-спектр об-
разца R(1). 

На основании установленных физиче-
ских и химических характеристик пептида его 
можно отнести к антимикробным, так как 
большинство AMП – это амфипатические мо-
лекулы, состоящие из 6…100 аминокислот с 
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молекулярной массой до 12 кДа с суммарным 
положительным зарядом от +1 до +9, кото-
рый направляет пептид к отрицательно заря-
женным мембранам бактериальных клеток и 
позволяет его способности разрушать и де-
стабилизировать клеточные мембраны [7]. 

На основе структурной конформации 
AMП подразделяют на четыре категории: ли-
нейные, α-спиральные пептиды, β-
плиссированные листовые пептиды, линей-
ная удлиненная структура и как α-
спиральные, так и β-листовые пептиды [8]. 
Пептид R(1) относится к альфа-спиральным 
пептидам. 

Следует отметить, что общая формула 
антимикробных пептидов включает гидро-
фобные аминокислоты: изолейцин (I) или 
лейцин (L) и катионные аминокислоты: арги-
нин или лизин. В исследуемом нами пептиде 
имеется аминокислота изолейцин и 
3 аминокислоты аргинин, обладающие анти-
микробными свойствами, что, возможно, сви-
детельствует о его противомикробной актив-
ности. Такая комбинация гидрофобных и по-

ложительно заряженных аминокислот обу-
словливает/обеспечивает α-спиральную кон-
формацию пептида.  

Механизм действия α-спиральных пеп-
тидов заключается в следующем: полярная 
фаза притягивается к отрицательно заряжен-
ной мембране, а неполярная фаза вызывает 
проникновение пептида в мембрану за счет 
Ван-дер-Ваальсовых сил и гидрофобных взаи-
модействий, приводящих к повышению прони-
цаемости мембраны микробной клетки [9]. 

Кроме того, изолейцин обеспечивает 
конъюгацию пептида с другими молекулами 
через группу –SH. Уровень гидрофильности 
(+11,59 Ккал*моль–1) свидетельствует о воз-
можности проникновения пептида через мем-
брану бактериальной клетки. Можно предпо-
ложить, что исследованный пептид R(1) дол-
жен обладать высокой химической активно-
стью, амфильностью и, возможно, противо-
микробными свойствами. 

Для подтверждения антимикробной ак-
тивности пептида проведены исследования 
invitro (таблица 2). 

 

 
Рисунок 1 – Масс-спектр образца R(1) 

 

Figure 1 – Mass spectrum of sample R(1) 
 

Таблица 2 – Антимикробная активность пептида R (1) 
 

Table 2 – Antimicrobial activity of peptide R (1) 
 

Образец 

Диаметрзонылизиса, мм 

E. coliATCC 
25922 

B. sub-
tilis 

C. аlbicans 

R(1) 17 19 6 

Контроль 0 0 0 

Антибиотик «Канамицин» 22 24 Не исследовали 

Противогрибковый препарат «Флуконазол» Не исследовали 26 
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а) 

 
б) 

 

Рисунок 2 – Двухмерная (а) и трехмерная (б) структура пептида R(1) 
 

Figure 2 – Two-dimensional (а) and three-dimensional (б) structure of the peptide R(1) 
 

Установлено, что пептид R(1) обладает 
противомикробным и противогрибковым дей-
ствием. Диаметр зоны лизиса E. coliATCC 
25922 и B. Subtilis под действием пептида со-
ставляет 17 и 19 мм, C. Albicans – 6 мм. Следу-
ет отметить, что противомикробная активность 
пептида ниже в сравнении с активностью анти-
биотика «Канамицин», противогрибковая также 
значительно ниже, чем под действием противо-
грибкового препарата «Флуконазол». 

Таким образом, полученные эксперимен-
тальные данные invitro подтверждают гипотезу 
о противомикробном действии пептида, выдви-
нутую на основании исследования его физико-
химических характеристик (количество амино-
кислот, молекулярная масса, пептидная после-
довательность, заряд, гидрофобность, изоэлек-
трическая точка, структура). 

 
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

Производители пищевых продуктов 
стремятся к созданию и применению нату-
ральных, эффективных, безопасных и недо-
рогих заменителей синтетических консерван-
тов, увеличивающих срок годности выраба-
тываемой продукции. Молочный белок явля-
ется легкодоступным источником антимик-
робных пептидов, вызывающих все больший 
интерес к применению в качестве безопасных 
пищевых добавок для увеличения срока год-
ности продуктов питания. Такие пептиды об-
ладают широким спектром действия в отно-
шении бактерий и грибов. Выделенный из 
молочного белка антимикробный пептид яв-
ляется многообещающей альтернативой хи-
мическим консервантам, используемым в 
пищевой промышленности. 
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