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Бактериоцины, полученные in vitro, яв-
ляются безопасными, не имеют цвета, запаха, 
вкуса, устойчивы к низкому pH, высоким тем-
пературам [1], что позволяет их использовать  
в качестве биоконсервантов в различных пище-
вых продуктах в виде чистых препаратов или 
культур молочнокислых бактерий, продуциру-
ющих низин [2].

Бактериоцины вводят в состав упаковки 
для увеличения срока годности пищевой про-
дукции, что позволяет избежать прямого при-
менения бактериоцинов в рецептуре пищевых 
продуктов и, соответственно, удовлетворить 
спрос потребителей на продукты без пищевых 
добавок консервирующего действия [3]. 

По данным [4], упаковка, покрытая бак-
териоцином, проявляет эффективную антили-
стериозную активность и значительно снижает 
количество листерий в мясе, искусственно за-
раженном L. monocytogenes.

Согласно классификации, разработанной 
авторами [5], бактериоцины с учетом следую-
щих показателей: первичная структура, моле-
кулярная масса, функция, модификация, содер-
жание, количество и последовательность ами-
нокислот, механизм действия можно разделить 
на три основных класса: I, II и III. К I классу 

относятся нативные синтезированные рибо-
сомами и модифицированные бактериоцины, 
модифицированные после трансляции пеп-
тиды. Бактериоцины I класса термостабильны, 
имеют молекулярную массу менее 10 кДа  
и в некоторых случаях пептидные цепочки с не- 
обычными аминокислотами, в частности, ланти-
онином, β-лантионином, β-метиллантионином 
и другими, которые определяют молекулярную 
структуру и свойства, например, циклизацию  
и гликозилирование [6–8].

Бактериоцины класса I разделены на 6 под-
классов. Подкласс I a – лантибиотики или лан-
типептиды, подкласс I b, которые представляют 
собой круглые пептиды от головы до хвоста или 
циклизованные пептиды, подкласс I c состоит 
из сактибиотиков или сактипептидов, подкласс 
I d – линейные пептиды, подкласс класс I e – 
гликозилированные бактериоцины или глико-
цины и подкласс I f – пептиды лассо [5].

Низин и энтероцин AS-48 относятся  
к бактериоцинам I a и I b подклассов. Бактерио-
цины класса II представляют собой небольшие  
(< 10 кДа) термостабильные немодифицирован-
ные пептиды, которые не содержат необычных 
аминокислот. Бактериоцины II класса дополни-
тельно подразделяются на 4 подкласса [9].
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Авторы [10] утверждают, что бактериоцины 
класса II a являются пептидами, состоящими 
из 35–50 аминокислотных остатков и 1 или  
2 цистиновых мостиков (дисульфидные связи). 
Бактериоцины этого класса содержат дисуль-
фидную связь, N-концевую область β-листа, 
α-спираль и С-концевой гидрофильный и амфи-
фильный конец, в частности, YGNGVXC [1].

Бактериоцины II b класса относятся  
к двухпептидным немодифицированным бак-
териоцинам, которым для проявления полной 
антимикробной активности необходимы два 
разных пептида. Такие пептиды имеют низкую 
антибактериальную активность при индивиду-
альном тестировании и проявляют синергети-
ческую активность [11].

Бактериоцины класса II c или пептиды без 
лидера – это бактериоцины, которые синтезиру-
ются в виде активных пептидов без N-концевой 
лидерной последовательности [12].

Класс II d представляет собой разнообраз-
ную группу немодифицированных, линейных, 
непедиоциноподобных бактериоцинов с раз-
личными структурами, механизмами секреции 
и антимикробными способами действия [13]. 
В этих бактериоцинах отсутствует последова-
тельность, характерная для пептидоцинов [14].

Бактериоцины III класса представляют со-
бой термостойкие и неферментативно моди-
фицированные бактериоцины с молекулярной 
массой более 10 кДа [15]. 

Продуцентами бактериоцинов являются 
бактерии, принадлежащие к родам Carnobac-
terium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococ-
cus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus 
и Weissella. Бактериоцины, продуцируемые раз-
личными или одними штаммами бактерий, мо-
гут значительно отличаются друг от друга ин-
гибирующим спектром, молекулярной массой 
и физико-химическими свойствами и, соответ-
ственно, могут относиться к разным классам [16].

Цель работы – выделение и классификация 
бактериоцина, продуцируемого Lactobacillus lactis.

Материалы и методы исследования
Для продуцирования бактериоцина в экс-

перименте использован замороженный ино-
кулят – культура Lactobacillus lactis, которую 
хранили в пробирке с агаром при температуре  
–5 °C. Культуру активировали в 5,0 мл стериль-
ной пробирке с питательной средой MRS, вы-
держанной в инкубаторе при 37 °C в течение  

48 часов. Затем культуру переносили в стериль-
ную пробирку с 10,0 мл MRS и выдерживали  
в инкубаторе при 37 °C еще 48 часов. Затем  
5,0 мл этого инокулята переносили в 45,0 мл 
бульона MRS в стерильную колбу Эрленмейера 
объемом 125,0 мл и снова инкубировали при 
37 °C в течение 48 часов. Впоследствии этот 
объем был перенесен в 450,0 мл бульона MRS, 
в результате чего получилось 500,0 мл, в колбу 
Эрленмейера объемом 1,0 л. Его выдерживали 
в шейкере при 37 °C с вращением 150 об/мин  
в течение 30 часов для активации штамма перед 
ферментацией в биореакторе.

Для ферментации использовали среду 
MRS. Ферментацию проводили в течение  
24 часов с помощью лабораторного фермен-
тера Minipro-Lab производства компании «Био-
техно». Процесс ферментации проводили при 
температуре 43±2 °C, при перемешивании  
200 об/мин и рН 6,5, которую поддерживали  
5 М раствором NaOH с помощью насоса. Фер-
ментацию проводили в анаэробных условиях.

Для выделения бактериоцина из биомассы 
использовали метод высаливания с помощью 
сульфата аммония. Полученные образцы об-
рабатывали ультразвуковым диспергатором  
и растворяли в дистиллированной воде. Затем 
к раствору образцов добавляли сульфат аммония 
до насыщения раствора 80 % и оставляли его вы-
держиваться при комнатной температуре на 24 ч. 
Полученный бактриоцин отделяли центрифуги-
рованием при скорости ротора 8000 об/мин в те-
чение 15 минут. Далее проводили ресуспензиро-
вание белков в фосфатном буфере (рН 6,8). Для 
дополнительной очистки от солей проводили 
диализ с отсечкой по массе 10 кДа.

Фракционирование бактериоцина осу-
ществляли флеш-хроматографией (BUCHI, 
Германия), в градиентном режиме, элюэнт 1 бу-
фер ТАЕ (рН = 8,3), элюэнт 2 – ТАЕ+2 % NaCl. 
Пики детектировали с помощью УФ-детектора 
при длинах волн: UV1 – 230 нм, UV2 – 254 нм, 
UV3 – 270 нм, UV4 – 280 нм. Идентификацию 
поученного пептида проводили по геномным 
базам данных Protein NCBI и APD. Для выде-
ленных фракций определяли молекулярную 
массу на масс-спектрометре AmaZon SL-Bruker 
(Bruker, Германия), а аминокислотную после-
довательность изучали с помощью программы 
Bruker Wiever и базы данных Mascot.

Моделирование пространственной струк-
туры бактериоцина осуществляли с помощью 
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программы молекулярного моделирования 
Schrodinger Maestro (США).

Антимикробную активность бактериоцина 
исследовали диско-диффузионным методом 
на грамположительных и грамотрицательных 
бактериях. В качестве тест-штаммов выбраны 
Escherichia coli и грамположительная бактерия 
Bacillus subtilis. В качестве контроля исполь-
зовался бумажный диск с питательной средой, 
в качестве препарата сравнения – диск с анти-
биотиком (Канамицин из стандартного набора). 
Чашки Петри инкубировали при температуре, 
соответствующей оптимальной температуре 
роста каждого тест-штамма микроорганизма,  
в течение 24,0±0,5 ч. Результаты учитывались по 
наличию и размеру (в мм) прозрачной зоны от-
сутствия роста микроорганизмов вокруг диска.

Результаты и обсуждение
Результаты фракционирования представ-

лены на рисунке 1.

При фракционировании с помощью 
флеш-хроматографии выделено 3 белковые 
фракции, которым даны условные наименова-
ния N1, N2, N3.

На рисунке 2 представлены масс-спектры 
образцов белковых молекул: а – фракция N1;  
б – фракция N2; в – фракция N3.

Результаты определения молекулярной 
массы и аминокислотная последовательность 
представлены в таблице 1.

Из данных таблицы 1 следует, что обра-
зец N1 относится к бактериоцину, так как со-
стоит из 49 остатков аминокислот (менее 50) 
и имеет молекулярную массу 2114 Да (менее 
10 000 Да). Фракции N1 и N2 следует отнести 
к белкам, так как состоят из более 50 амино-
кислот. Следовательно, для дальнейшего ис-
следования физико-химических характери-
стик, антимикробных свойств, присущих бак-
териоцину и последующей его классификации, 
использовали образец N1.

Рис. 1. Фракционирование образца раствора белковых молекул

Таблица 1 – Характеристика фракций белковых молекул

Название 
образца Аминокислотная последовательность Молекулярная 

масса, кДа
N1 GQLEANLLQVLEKVEEFRCEIADLNVRMDLPSATVVSTV KSGCRTTASK 2,114 

N2 LGAAPSVYGGAGGHGTREQFERGFEVQVTELRLEQEIATYRR
TTEYQLSTLEMKDIKK 2,19 

N3 FQSEEQQQTEDELQDKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVR 2,185
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Рис. 2. Масс-спектры образцов белковых молекул: а – фракция N1; б – фракция N2; в – фракция N3
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При идентификации полученного поли-
пептида по геномной базе данных по противо-
микробным пептидам (APD), которая содержит 
3569 противомикробных пептидов из шести 
царств жизни (380 выделенных/предсказан-
ных бактериоцинов / пептидных антибиотиков 
из бактерий, 5 из архей, 8 из протистов, 25 из 
грибов, 371 из растений и 2600 из животных, 
включая предсказанные геномом и некоторые 
синтетические пептиды не установлено его со-
впадение с имеющимися в базе полипептидами 
(рис. 3), что позволяет констатировать, что вы-
деленный нами полипептид неизвестен и, соот-
ветственно, его биологическая активность не 
исследована.

На основании анализа молекулярной массы 
(2,114 кДа) и количества аминокислот в иссле-
дуемом пептиде, согласно базе данных APD, 
можно свидетельствовать, что он относится  
к бактериоцинам I класса (класс I – молекуляр-
ная масса менее 5 кДа) и средним пептидам 
(25–50 аминокислот).

Исследование аминокислотной последова-
тельности позволяет предположить, что поли-
пептид обладает антимикробными свойствами. 
В исследуемом пептиде имеются следующие 
аминокислотные последовательности: VV, LP, 
SK, IA, VK, NL и KV как в антимикробных 
пептидах с названиями «FL-KV», «GL-AA», 
«FLG-LV», «IK-FLK», «GLR-KF», «GLKK-LA» 

Рис. 3. Результаты поиска полипептида по базе данных APD

а

б

Рис. 4. Вторичная структура (а) и третичная (б) структура полипептида

http://www.cabi.org/bookshop/book/9781786390394
http://www.cabi.org/bookshop/book/9781786390394
https://link.springer.com/article/10.1007/s10989-018-9741-6
https://link.springer.com/article/10.1007/s10989-018-9741-6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22583565
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK8125/
http://www.mdpi.com/1424-8247/8/4/711
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и «FLG-KL», ингибирующих, по данным авто-
ров [17, 18], клетки MCF7, A549 и E. coli.

На рисунке 4 представлены 2 и 3 D-структуры 
молекулы полипептида.

В таблице 2 представлены физико-хими-
ческие характеристики исследуемого полипеп-
тида, согласно исследованиям, проведенным по 
базам данных Protein NCBI и APD.

Изоэлектрическая точка полипептида на-
ходится в кислой среде – 4,81, что может сви-
детельствовать о некоторой защите перед про-
теазами [19]. Результаты моделирования струк-
туры пептида (рис. 4) позволили определить 
уровень гидрофильности, который составляет 
+43,88 ккал∙моль–1. Высокая гидрофильность 
выделенного пептида связана с большим коли-
чеством атомов водорода в молекуле, что обе-
спечивает ей связывание с несколькими моле-
кулами воды. Такой эффект называют «водяное 
облако», он приводит к увеличению гидродина-
мического радиуса, способствующего повыше-
нию растворимости и биодоступности пептида. 
Следует отметить, что «водяное облако» защи-
щает пептид от защитных белков организма, на-
пример, антител, комплементов и др. Соответ-
ственно, высокая гидрофильность выделенного 
пептида защищает его от опсонизации фаго-  
и эноцитоза. Полученные данные о гидрофиль-
ности пептида позволяют предположить, что он 
может прикрепляться или проникать в клетку, 
минуя защиту организма «свой-чужой», что 
способствует повышению его способности ин-
гибировать бактерии.

Исходя из суммарного заряда, согласно 
базе данных APD, в составе антимикробных 
пептидов есть катионные (88 %), нейтральные 
(6 %) и анионные пептиды (6 %). Исследуемый 
пептид относится к анионным, так как имеет  
заряд –1.

Индекс Бомана у исследуемого пептида со-
ставляет 1,74 ккал/моль, что свидетельствует  
о среднем потенциале его связывания с бел-
ками. По данным [20] значение индекса выше 
2,48 – высокая способность связываться с мем-
бранами или другими белками в качестве ре-
цепторов.

Поскольку аминокислотная последователь-
ность пептида содержит четное количество Cys, 
она может образовывать связанную дульсуль-
фидными связями дефензиноподобную бета-
структуру (~16–60 остатков АА), и выделенный 
полипептид можно отнести к антимикробным.

Согласно базе данных APD, выделяют 
семь типов классификации антимикробных 
пептидов: (1) биосинтетические машины (ко-
дируемые генами или негенокодируемые), (2) 
исходные организмы (бактерии, растения или 
животные), (3) биологические функции (анти-
бактериальные, противовирусные, противо-
грибковые, противопаразитарные и т.д.), (4) 
свойства пептидов (аминокислотный состав, 
длина, гидрофобность, заряд и длина), (5) 
структуры ковалентных связей (линейные пеп-
тиды, связанные боковая цепь с боковой цепью, 
связанные боковая цепь с основной цепью, 
кольцевые пептиды), (6) вторичные структуры 
(α, β, αβ-спирали) и (7) молекулярные мишени 
(нацеливание на клеточную поверхность и вну-
триклеточное нацеливание) [20]. Исследуемый 
полипептид (рис. 4) относится к а-спиральным 
и имеет тиоэфирные связи, как в лантибиоти-
ках. Примерами подобных альфа-спиральных 
являются антимикробные пептиды с количе-
ством аминокислотных остатков от 11 до 49.

Согласно геномной базе данных по про-
тивомикробным пептидам (APD), выделен-
ный нами пептид наиболее близок к извест-
ному спиральному антимикробному пептиду  

Таблица 2 – Физико-химические характеристики исследуемого полипептида

Показатель Характеристика
Количество аминокислотных остатков 49
Изоэлектрическая точка (pI) 4,81
Гидрофобность, Kcal/mol +43,88
Заряд –1
Гидрофобная аминокислота 1 V: 6 L: 6 F: 1 C: 2 M: 1 A: 4 W: 0
Молекулярная формула C228H389N63O76S3
Потенциал связывания с белками (индекс Бомана), ккал/моль 1,74

http://www.cabi.org/bookshop/book/9781786390394
http://www.cabi.org/bookshop/book/9781786390394
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с идентификационным номером AP00088 с наи-
менованием Эскулентин-2EM, выделенном из 
кожи корейской морщинистой лягушки Rana 
rugosa и состоящем из 37 аминокислот с ин-
дексом Бомана 0,35 и гидрофобным остатком 
45 %, бактерицидному действию в отношении 
грам+ и грам- бактерий: M. luteus (2,5 мкг/мл),  
S. epidermidis, B. subtilis (10 мкг/мл), K. pneumo-
niae, S. dysentariae (25 мкг/мл), P. putida, P. aer-
uginosa (100 мкг/мл) и E. coli (75 мкг/мл).

Проведена сравнительная оценка антими-
кробного действия выделенного пептида и ан-
тимикробного пептида с условным названием 
Т1.4, выделенного из трипсинового гидроли-
зата молозива коров (табл. 3).

Пептид N1 обладает антимикробным дей-
ствием в отношении E. coli ATCC 25922 и B. Sub-
tilis. Биологическая активность его выше пеп-
тида Т1.4, выделенного из трипсинового гидро-
лизата молозива коров, но ниже бактерицидного 
действия антибиотика «Канамицин».

Таким образом, полученный новый по-
липептид, продуцируемый Lactobacillus lactis, 
классифицируется как антимикробный альфа-
спиральный анионный бактериоцин 1а класса – 
лантибиотик со средним потенциалом связыва-
ния с белками. 

Выводы
Из продуцентов культуры Lactobacillus 

lactis получен пептид. В результате исследова-
ния физико-химических свойств установлено, 
что он состоит из 49 аминокислот, имеет моле-
кулярную массу 2114 Да и предположительно 
относится к антимикробным. При идентифи-
кации пептида по известным протеомным ба-
зам совпадений не обнаружено. На основании 
полученных результатов пептид классифициру-
ется как лантибиотик. Доказана антимикробная 
активность пептида в отношении грамположи-
тельных и грамотрицательных бактерий. 
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