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Антимикробные пептиды (AMП) пред-
ставляют собой разнообразный класс природ-
ных биомолекул, обнаруженных у животных, 
растений, насекомых и микроорганизмов. Они 
играют важную роль в защите организма чело-
века от инфекций, так как обладают широким 
спектром бактерицидного, вирусостатического 
и фунгицидного действия [1].

AMП действуют на патогенные микроор-
ганизмы, разрушая их клеточные мембраны, 
нарушая метаболические процессы и вызы-
вая гибель бактерий, вирусов и грибов. Кроме 
того, пептиды антимикробной направленности 
способны стимулировать иммунную систему 
организма человека, модулируя ее защитные 
функции [2].

Ввиду наличия естественных противоми-
кробных функций АМП могут быть исполь-

зованы в качестве безопасной альтернативы 
антибиотикам, так как они не вызывают рези-
стентности у микроорганизмов и не имеют по-
бочных эффектов. Кроме того, они могут быть 
использованы в качестве консервантов в пище-
вой промышленности, так как они способны 
предотвращать рост бактерий и грибов в про-
дуктах [3].

Некоторые AMП также проявляют цито-
токсичность по отношению к онкоклеткам, что 
позволяет предположить, что они являются по-
тенциальными источниками терапевтических 
средств для лечения рака [4]. Это связано с тем, 
что мутировавшие клетки имеют измененную 
мембрану, которая может быть более чувстви-
тельной к действию АМП, чем мембраны здо-
ровых клеток. Также некоторые АМП могут 
взаимодействовать с белками, которые играют 
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важную роль в регуляции роста и деления кле-
ток, что также может способствовать уничтоже-
нию онкоклеток [5]. 

На сегодняшний день более 3400 АМП 
были идентифицированы из природных источ-
ников и занесены в базу данных антимикроб-
ных пептидов (Antimicrobial Peptide Database, 
APD)1 [6].

Антимикробные и другие биологически ак-
тивные пептиды выделяют из ферментативных 
гидролизатов. L.J. Zhang и соавт. [7] доказано, 
что АМП образуется в результате протеолиза 
белковых молекул. В исследовании авторов [8] 
доказана эффективность последовательного ги-
дролиза соевого белка пепсином, а затем трип-
сином с установлением рациональных параме-
тров процесса для получения каждого исполь-
зуемого биопептида. I.M. Chernukha и соавт. [9] 
показали возможность выделения биопептидов 
из мяса и продуктов его переработки. В насто-
ящее время выделены биопептиды из фермен-
тативного гидролизата яичного альбумина [10]. 
Перспективным источником антимикробных 
пептидов являются также молочные белки [11].

В последние годы разрабатываются раз-
личные модели математического прогнозиро-
вания получения биологически активных фер-
ментативных гидролизатов белков на основе 
предсказания пептидных последовательностей 
с желаемыми [12], в том числе физико-химиче-
скими [13] и другими свойствами.

Для прогнозирования биоактивности ги-
дролизатов белка и биопептидов используют 
различные предиктивные методы, которые мо-
гут предсказывать разнородную биологическую 
активность на основе аминокислотных последо-
вательностей. Так, например, использование ко-
дирования признаков для генерации числовых 
признаков на основе пептидных последователь-
ностей является одним из методов машинного 
обучения, который может быть использован для 
анализа белковых последовательностей. Этот 
метод позволяет преобразовать пептидные по-
следовательности в числовые векторы, которые 
могут быть использованы для обучения моделей 
машинного обучения. После того, как пептид-
ные последовательности были преобразованы 
в числовые векторы, можно использовать раз-
личные алгоритмы машинного обучения, такие 
как нейронные сети, SVM, решающие деревья 

1  Antimicrobial Peptide Database: https://aps.unmc.edu.

и другие, для обучения моделей и предсказания 
свойств белков [14]. 

Согласно V. Singh и соавт. [15], методы ко-
дирования признаков подразделяются на две 
широкие категории: признаки на уровне пеп-
тидов; признаки на уровне аминокислот. На 
уровне пептидов методы машинного обучения 
в качестве входных данных используют ха-
рактеристики последовательностей пептидов. 
Признаки на уровне пептидов могут включать 
в себя длину пептида, аминокислотный состав, 
заряд, изоэлектрическую точку, гидрофобность 
и другие свойства. На уровне аминокислот ме-
тоды машинного обучения используют инфор-
мацию об аминокислотной последовательности 
белка. Признаки на уровне аминокислот могут 
включать в себя информацию о физико-хими-
ческих свойствах аминокислот, таких как заряд, 
гидрофобность, размер и другие свойства.

Методы машинного обучения могут вклю-
чать в себя использование различных алгорит-
мов, таких как SVM (Support Vector Machines), 
Random Forest, Neural Networks и другие. В це-
лом выбор метода машинного обучения и при-
знаков зависит от конкретной задачи и доступ-
ных данных [16, 17].

Цель работы – разработка математиче-
ской модели получения гидролизата молозива  
с прогнозируемой антимикробной активно-
стью и экспериментальное подтверждение его 
свойств на основе выделения противомикроб-
ного пептида.

Материалы и методы исследования
Математическую модель получения трип-

синового гидролизата молозива с антимикроб-
ной активностью разрабатывали с использова-
нием стандартной программной среды Microsoft 
Excel (табл. 1).

В программную модель заложены оценка 
прогнозируемой биологической активности 
пептидов молозива коров, интегрирующая раз-
личные показатели с использованием проте-
омных баз данных PeptideCutter, Protein NCBI, 
BIOPEP и AVPdb.

В качестве критериев эффективности про-
цесса гидролиза использовали (n):

–	 степень гидролиза белка (%);
–	 соотношение «фермент : субстрат» (%);
–	 продолжительность гидролиза (ч).
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Гидролиз проводился при оптимуме актив-
ности фермента трипсина (pH = 7,8 и t = 39 °C).

Обобщенный показатель комплексной 
оценки гидролизата (Di) рассчитывали как 
среднегеометрическое по всем показателям же-
лательности di каждого из частных оценочных 
показателей n по формуле 1:

1

.
n

ni iD d= ∏                          (1)

Значения контуров желательности рассчи-
тывали с использованием функции Харринг-
тона. В таблице 1 представлены числовые ин-
тервалы шкалы Харрингтона.

Объектом исследований являлись трип-
синовый гидролизат молозива коров, пептид  
с условным названием Т1.2, выделенный из ги-
дролизата. 

Молекулярную массу пептида, количество 
аминокислот и их последовательность опре-
деляли масс-спектрометрическим методом на 
MALDI-времяпролетном масс-спектрометре 
Ultraflex («Bruker», Германия).

Идентификацию пептида проводили с ис-
пользованием базы данных Protein NCBI. 

Первичную и вторичную структуру, заряд, 
изоэлектрическую точку и гидрофильность 
определяли с использованием программы моле-
кулярного моделирования Schrodinger Maestro 
(США).

Антимикробную активность пептида в от-
ношении Escherichia coli, Bacillus subtilis опре-
деляли диско-диффузным методом.

Результаты и обсуждение
Программная среда Microsoft Excel позво-

ляет проводить оптимизацию процесса гидро-
лиза с возможностью выбора целевой биологи-
ческой активности и используемого фермента. 

Разработанная нами модель позволяет 
спрогнозировать параметры ферментативного 
гидролиза молозива коров ферментами трип-
сином, пепсином и папаином для получения от 
2 до 6 заданных биологических активностей 
(антиоксидантная, антимикробная, антидиа-
бетическая, противоопухолевая, антивирусная, 
пребиотическая). В частности, согласно разра-
ботанной модели, для получения гидролизата 
молозива с высокими антиоксидантными и про-
тивомикробным свойствами при воздействии 
трипсина и пепсина параметры гидролиза мо-
лозива графически представлены на рисунке 1.

Определение оптимальных параметров 
ферментативного гидролиза для получения 
гидролизата с заданной биологической актив-
ностью проводили с использованием контуров 
«желательности» в зависимости от значений 
этих параметров.

Для получения гидролизата с антимикроб-
ной активностью определен следующий режим 
гидролиза (рис. 1):

–	 продолжительность гидролиза – 4–5 ч;
–	 степень гидролиза – 60 %; 
–	 соотношение фермент : субстрат – 1:17 %;
–	 pH = 7,8 и t = 39 °C.
Разработка зависимостей для перевода 

опытных значений оценочных показателей  
в кодовые для шкалы Y проводилась также с ис-
пользованием среды Microsoft Excel (табл. 2).

Полученные результаты, представленные 
в таблице 2, позволяют проводить обобщенную 
оценку «желательности» влияния параметров 
гидролиза молозива коров при различных зна-
чениях заданной биологической активности.

Смоделированные режимы ферментолиза  
молозива коров для получения гидролизатов анти-
микробной направленности были в дальнейшем 
подтверждены экспериментальными исследовани-
ями антимикробной и противогрибковой активно-
сти пептида, выделенного из гидролизата.

Таблица 1 – Числовые интервалы шкалы Харрингтона

Оценка Интервалы значений 
функции желательности di

Практическая характеристика уровня

Очень хорошо 1,00–0,80 Допустимый и превосходный уровень
Хорошо 0,80–0,63 Допустимый и хороший уровень
Удовлетворительно 0,63–0,37 Допустимый и достаточный уровень
Плохо 0,37–0,20 Недопустимый уровень
Очень плохо 0,20–0,00 Недопустимый уровень
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Рис. 1. Оптимальные параметры ферментного расщепления молозива коров для получения гидролизата  
с антиоксидантными и противомикробным свойствами

а – продолжительность гидролиза

б – степень гидролиза

в – соотношение «фермент:субстрат»
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Из полученного трипсинового гидролизата 
молозива коров выделен пептид Т1.2 с молеку-
лярной массой 22 кДа, состоящий из 28 ами-
нокислот со следующей пептидной последова-
тельностью:

STKRHRMHACSWRGPLKALSNPRAEFRR.
Пептид Т1.2 по базе данных Protein NCBI 

идентифицирован как пептид «BAMA, Bos 
taurus», обладающий антимикробными свой-
ствами RIKTVTSFDLPALRFLKL.

Специфические последовательности пеп-
тидов имеют решающее значение для анти-
микробной активности. В последовательности 
аминокислот исследуемого АМП присутствуют 
сочетания аминокислот LK и AL, что согласно 
данным [15, 18] обосновывает его антимикроб-
ные свойства.

Смоделированная первичная и вторичная 
структура пептида Т1.2 представлена на ри-
сунке 2.

Из анализа первичной и вторичной струк-
туры пептида следует, что у него изоэлектриче-
ская точка на уроне 12,49, заряд +7, гидрофиль-
ность (гидрофобность) +31,07 Ккал·моль–1, что 
подтверждает его антимикробные свойства и со-
гласуется с данными [19, 20], в которых доказано, 
что АМП имеют катионный положительный за-
ряд при изоэлектрической точке, близкой к ней-
тральной или щелочной.

В таблице 3 представлены результаты ан-
тимикробной и противогрибковой активность 
пептида Т1.2.

Пептид Т1.2 обладает выраженной проти-
вомикробной активностью в отношении E. coli 

Таблица 2 – Комплексная оценка процесса гидролиза в кодовых шкалах и с использованием 
функции Харрингтона

Биологическая 
активность

Частные оценочные показатели

Di
Время гидролиза Степень гидролиза Соотношение  

«фермент : субстрат»
Y di Y di y di

Антимикробная 
активность 0,49 0,54 0,29 0,47 0,42 0,51 0,51

Рис. 2. Первичная (а) и вторичная (б) структура пептида Т1.2

а

б
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ATCC 25922 и B. Subtilis, а также противогриб-
ковой активностью в отношении C. Albicans. 
Следует отметить, что полученные активности 
пептида существенно ниже по сравнению с дей-
ствием антибиотика «Канамицин» и противо-
грибкового препарата «Флуканазол», однако его 
можно рекомендовать в качестве дополнитель-
ного антибактериального и противогрибкового 
средства при условии доказательства его биодо-
ступности и отсутствия токсичности.

Выводы
Разработанная модель ферментативного 

гидролиза молозива коров для оптимизации вы-
бора параметров гидролиза учитывает много-
образие факторов гидролиза и позволяет прово-
дить комплексную оценку этих параметров.

Программный механизм с помощью среды 
Microsoft Excel универсален и позволяет добав-
лять дополнительные оценочные параметры 
процесса гидролиза.

В результате экспериментальных иссле-
дований на примере антимикробного действия 
пептида, выделенного из полученного трипси-
нового гидролизата, подтверждена эффектив-
ность использования разработанной модели.
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