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Введение 

Актуальность темы исследования. Стратегия повышения качества пище-

вой продукции в Российской Федерации до 2030 г., утвержденная распоряжением 

Правительства РФ от 29 июня 2016 г. № 1364-р, направлена на поиск, медико-био-

логическое обоснование, подтверждение эффективности и введение в состав пище-

вой продукции массового потребления новых биологически активных веществ 

(БАВ). К перспективным функциональным ингредиентам относятся биологически 

активные пептиды (БАП), обладающие различным действием, в том числе анти-

микробным. Для некоторых антимикробных пептидов (АМП) характерны проти-

вовирусные и противоопухолевые свойства. Вместе с тем на потребительском 

рынке редко встречаются пищевые продукты, обогащенные БАП. Одной из причин 

является термическая обработка продовольственного сырья и готовых продуктов 

питания, приводящая к снижению активности БАП. Хотя некоторые АМП, в част-

ности низин, термостабильны и широко используются в рецептуре молочных 

и мясных продуктов. К молочным продуктам массового потребления относится 

мороженое, но при этом избыточное его включение в рацион может спровоциро-

вать развитие тонзиллитов, фарингитов и других острых респираторных заболева-

ний. Соответственно, поиск новых термически стабильных антимикробных проти-

вовоспалительных пептидов, их создание и внедрение в производство мороженого 

может стать одним из перспективных направлений теоретических и прикладных 

исследований в области пищевой биотехнологии. 

Степень разработанности темы исследования. Вопросам пептидомики 

и исследованию пищевых биопептидов посвящены работы отечественных ученых 

Е. Ю. Агарковой, О. О. Бабич, Б. А. Баженовой, С. Д. Жамсарановой, Н. Г. Машен-

цевой, И. С. Милентьевой, А. Г. Кручинина, С. Н. Лебедевой, О. Я. Мезеновой, 

А. Ю. Просекова, Л. В. Римаревой, Е. М. Сербы, А. Н. Федорова, В. Х. Хавинсона, 

И. М. Чернухи и зарубежных исследователей M. K. Arihara, K. Bhullar, P. Duffuler, 

А. Garg, D. Keizer, E. Zielinski и др. 
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Цель и задачи работы. Цель работы – выделение термостабильного натив-

ного пептида из молозива коров с доказанными функциональными свойствами 

и синтез его аналога для использования в технологии мороженого. 

Задачи: 

1) определить рациональные технологические параметры протеолиза белка 

молозива коров для получения нативного пептида с оценкой его состава и антимик-

робных свойств; 

2) исследовать цитотоксичность, токсичность и влияние термической обра-

ботки на биологическую активность нативного пептида; 

3) изучить ингибирующее действие нативного пептида в отношении ленти-

вирусов и культур опухолевых клеток; 

4) провести синтез пептида (аналог нативного) и определить его характери-

стики; 

5) разработать мороженое, обогащенное синтезированным пептидом; 

6) оценить качество и экономическую целесообразность производства моро-

женого, обогащенного биологически активным пептидом. 

Научная новизна. Диссертационная работа содержит элементы научной но-

визны в рамках п. 6, 7, 8, 10, 25 паспорта научной специальности 4.3.5 (технические 

науки): 

– научно обоснованы и подтверждены в эксперименте рациональные техно-

логические параметры протеолиза белка молозива коров для получения БАП с за-

данной функциональной направленностью: продолжительность гидролиза 4–5 ч, 

степень гидролиза 60 %, соотношение фермента трипсина и субстрата 1:17, pH 7,8, 

температура 39 C (п. 7); 

– установлен состав нативного пептида – 8 аминокислот в последовательно-

сти LREGIKNK, смоделирована структура пептида – α-спиральная и спрогнозиро-

ваны его антимикробные, противовирусные и противоопухолевые свойства (п. 8); 

– впервые подтверждено отсутствие токсичности нативного пептида в иссле-

дованиях in vitro (от 10 до 400 мкг/мл) и in vivo; в условиях in vitro доказаны анти-

микробная, противовирусная и противоопухолевая активность нативного пептида: 
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в дозировке 100 мкг снижает проникновение лентивирусных частиц через мем-

брану клетки человека на 59,2 %, проявляет ингибирующее действие в отношении 

культуры клеток HelaS53 (карциномы шейки матки человека) при концентрации 

40 мкг/мкл (п. 6); 

– показана идентичность синтезированного пептида нативному – чистота от-

деленного от смолы пептида LREGIKNK составила более 90 %, молекулярная 

масса 9 кДа (п. 10); 

– научно обоснованы и экспериментально подтверждены параметры подго-

товки и стадия внесения в смесь синтезированного пептида LREGIKNK в качестве 

функционального пищевого ингредиента мороженого «Пломбир ванильный 15 %»: 

пептид предварительно растворяют в пастеризованной воде, охлажденной до 

(38 ± 2) °C, в соотношении 1:20 и вносят в смесь для производства мороженого со-

гласно разработанной рецептуре (п. 25). 

Теоретическая и практическая значимость работы. На основании теоре-

тических исследований предложены оптимальные параметры виртуального про-

теолиза белка молозива коров для получения гидролизата и биопептида с задан-

ными антимикробными, противовирусными и противоопухолевыми свойствами. 

Дано научное обоснование механизма действия биопептида. 

Экспериментально доказана эффективность технологических параметров 

протеолитического гидролиза молозива для получения биопептидов направлен-

ного действия. 

Практическая значимость заключается в разработке, промышленной апроба-

ции и внедрении в производство (ООО «Хладокомбинат № 3», г. Екатеринбург) мо-

роженого, обогащенного биопептидом. 

Результаты исследований используются в учебном процессе на кафедре хи-

мической технологии древесины, биотехнологии и наноматериалов ФГБОУ ВО 

«Уральский государственный лесотехнический университет» по направлениям 

подготовки 19.03.01 «Биотехнология (бакалавриат)» и 19.04.01 «Биотехнология 

(магистратура)» в рамках дисциплин «Производство биотехнологической продук-

ции для пищевой промышленности» и «Пищевая биотехнология». 
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Методология и методы исследования. Методология проведения исследова-

ний основана на анализе теоретических знаний, протеомных баз данных и практи-

ческих результатов в области получения нативных и синтезированных биопепти-

дов и пищевой продукции с их использованием. При выполнении работы исполь-

зованы общепринятые и специальные методы исследований, в частности, высоко-

эффективная жидкостная хроматография, масс-спектрометрия, проточная цито-

метрия. Получение пептидов осуществляли твердофазным синтезом. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Технологические параметры протеолиза белка молозива коров для получе-

ния гидролизата и биопептида с заданными свойствами. 

2. Характеристики нативного и синтезированного пептидов с доказанными 

in vitro антимикробными, противовирусными и противоопухолевыми свойствами. 

3. Экспериментально обоснованные технологические параметры получения 

мороженого с добавлением БАП. Показатели качества и безопасности мороженого, 

обогащенного синтезированным пептидом. 

Степень достоверности и апробация результатов исследований. Резуль-

таты получены с использованием программного обеспечения GraphPad InStat 6.0 и 

одностороннего дисперсионного анализа (ANOVA). Данные выражены как средние 

значения со стандартным отклонением (M ± SD) при уровне значимости p < 0,05. 

Основные положения диссертационной работы докладывались, обсуждались 

и получили положительную оценку на научно-практических мероприятиях различ-

ного уровня: I Международном конгрессе «Новейшие достижения в области меди-

цины, здравоохранения и здоровьесберегающих технологий» (Кемерово, 2022); 

Всероссийской научно-практической конференции с международным участием 

«Потребительский рынок: качество и безопасность товаров и услуг» (Орел, 2022); 

Международной научно-практической конференции «Научные основы производ-

ства и обеспечения качества биологических препаратов для АПК» (Москва, 2023); 

Всероссийской научно-практической конференции «Безопасность и качество сель-

скохозяйственного сырья и продовольствия – 2023» (Москва, 2023); II Международ-

ном симпозиуме «Пищевые здоровьесберегающие технологии» (Кемерово, 2023); 
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VIII Всероссийской межвузовской научно-практической конференции «Физическая 

культура в системе профессионального образования: идеи, технологии и перспек-

тивы» (Омск, 2023); научно-практической конференции с международным уча-

стием «Научные достижения генетики и биотехнологии в ветеринарной медицине 

и животноводстве» (Екатеринбург, 2023); IV Национальной конференции студен-

тов, аспирантов и молодых ученых «Холодильная техника и биотехнологии» (Ке-

мерово, 2023); XI Всероссийской (национальной) научной конференции студентов, 

аспирантов и молодых ученых «Пищевые инновации и биотехнологии» (Кемерово, 

2023), Международной научно-практической конференции «Обеспечение техноло-

гического суверенитета АПК: подходы, проблемы, решения» (Екатеринбург, 2024). 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 18 научных работ, из них 

восемь статей в изданиях из перечня ВАК РФ, в том числе в журналах категории 

К1 – 2, категории К2 – 3, одна статья проиндексирована в базе Scopus (Q3). 

Структура и объем диссертации. Работа состоит из введения, трех глав, за-

ключения, списка литературы, включает 23 таблицы, 28 рисунков и 3 приложения. 

Содержание диссертации изложено на 148 страницах машинописного текста. Спи-

сок литературы включает 282 источника, из них 242 на иностранном языке. 
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1 Аналитический обзор литературы 

1.1 Биологически активные пептиды: 

характеристика, свойства, недостатки и преимущества 

К нативным биологически активным веществам относятся витамины, микро- 

и макроэлементы, фитонутриенты, пре- и пробиотики, пептиды и другие вещества 

[54; 123; 145; 192; 263]. 

Пептиды были открыты немецким химиком Г. Э. Фишером в 1900 г. 

Г. Э. Фишер назвал пептиды органическими соединениями, состоящими из двух 

и более аминокислот, которые образуют цепочки со специфическим типом связи. 

В начале XX в. он доказал наличие предполагаемой пептидной связи между ами-

нокислотами. Уже в 1905 г. Г. Э. Фишер разработал способ, позволяющий синте-

зировать пептиды в лабораторных условиях. Так как пептиды – это короткие белки, 

а согласно определению жизни, изложенному в трудах Ф. Энгельса, «жизнь – это 

есть способ существования белковых тел…», на протяжении многих лет большое 

количество научных исследований было посвящено пептидам и белкам. С сере-

дины прошлого века пептиды рассматриваются как новый класс химически актив-

ных веществ, которому дано название цитомедины, или биологически активные 

пептиды (БАП), биорегуляторы, регуляторные пептиды [4]. 

Пептиды в живом организме выполняют функции регулирования систем 

и органов, что позволяет их называть «словарь природы». Пептиды входят в со-

став пищевых продуктов, что позволяет их рассматривать как пищевые вещества, 

которые кодируются в геномах и считаются «общепризнанными безопасными» 

(GRAS) [237]. 
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Пептиды – это универсальные молекулы, обладающие антигипергликемиче-

скими, противомикробными, противовирусными, противовоспалительными и дру-

гими свойствами [232]. 

Пептиды, как правило, используются в составе детского и спортивного пита-

ния, биологически активных добавок [115], так как обладают биологической актив-

ностью и не вызывают аллергию. Безопасность и эффективность пептидов доказана 

в доклинических и клинических исследованиях [237]. 

Функциональная (биологическая) активность пептидов определяется биохи-

мическими, биологическими и физическими свойствами: структура, количество 

и последовательность аминокислот, заряд, молекулярная масса, гидрофобность/ 

гидрофильность, основность/кислотность, растворимость и биохимическая ста-

бильность [187], что и обусловливает их функцию в органах-мишенях [132; 133]. 

Структура пептида может быть описана по-разному. Например, пептиды мо-

гут быть описаны их аминокислотной последовательностью (первичная струк-

тура), содержанием структурных паттернов, таких как β-листы или α-спирали (вто-

ричная структура), расположением атомов пептида в трехмерном пространстве 

(третичная структура), составом химических групп (например, карбоксилаты, пер-

вичные амины), химическими свойствами (например, полярность, изоэлектриче-

ская точка), среди других химических дескрипторов (например, электротопологи-

ческие состояния, энтропия). Существуют различные компьютерные программы, 

предназначенные для вычисления таких структурных дескрипторов пептидов 

[233]. В то же время функции белков и пептидов систематически аннотируются 

консорциумом Gene Ontology Consortium [99], при этом распознаются три аспекта: 

молекулярная функция (активность, осуществляемая пептидом без учета того, где 

или в каком контексте происходит действие), клеточный компонент (местоположе-

ние клетки, где находится пептид) и биологический процесс (клеточная программа, 

выполняемая несколькими механизмами). Очевидно, что поскольку пептидная 

структура и пептидная функция наблюдаются в одной и той же молекуле, эти два 

наблюдения должны быть связаны. Однако пока неясно, какова форма такой взаи-

мосвязи. Признавая существующие ограничения в отношении взаимосвязи струк-
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туры и функции белка, в последнее десятилетие был проведен международный экс-

перимент по формализации взаимосвязи структуры и функции белков – «Критиче-

ская оценка алгоритмов аннотирования функций (CAFA)», в настоящее время дей-

ствует четвертая версия (CAFA4) [247]. 

Существует множество методов прогнозирования трехмерной структуры 

пептидов, основанных на физических принципах. Так, известны методы, основан-

ные на анализе водородных связей, стерических эффектов и конформационных 

характеристик аминокислотных остатков, что дает возможность предсказать вто-

ричную структуру пептида [243]. Статистические модели получены на основе ста-

тистического анализа известных структур белка и позволяют оценивать совмести-

мость различных пептидных конформаций с наблюдаемыми структурами белка, 

тогда как модели, основанные на физике, пытаются смоделировать энергетиче-

ский ландшафт сворачивания белка и предсказывают стабильность различных 

пептидных конформаций [135]. Моделирование молекулярной динамики исполь-

зует вычислительные методы для моделирования движения атомов и молекул 

с течением времени и предоставления информации о трехмерной структуре, ди-

намике и энергетике пептида. Однако точность результатов зависит от качества 

параметров силового поля, которые могут быть откалиброваны в соответствии 

с экспериментальными данными или рассчитаны ab initio, и результаты модели-

рования должны быть проверены экспериментальными данными, когда это воз-

можно [73]. Эти методы дают существенное представление о трехмерной струк-

туре и динамике пептидов, но их точность и вычислительная эффективность 

имеют ограничения. 

Для прогнозирования трехмерной структуры пептида с использованием ме-

тодов дизайна de novo используются различные методы. Методы сборки фрагмен-

тов включают предсказание структуры пептида путем объединения меньших 

фрагментов известных структур для построения полной структуры пептида. Мо-

делирование ab initio предсказывает структуру белка путем поиска конформации 

пептидного остова с наименьшей энергией. Другим широко используемым вычис-

лительным методом является I-TASSER, который генерирует полноразмерные 
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модели, комбинируя моделирование на основе шаблонов с имитацией сборки 

фрагментов [217]. 

Следует отметить, что уникальность аминокислотной последовательности 

пептида может являться интеллектуальной собственностью [91], так как последо-

вательность аминокислот и структура пептида влияют на его биологическую ак-

тивность, переносимость, стабильность и период полувыведения. 

Биодоступность пептида и, соответственно, эффективность применения за-

висят от возможности его проникновения через мембрану клетки. Пептиды, состо-

ящие из более чем 10 аминокислот, характеризуются высоким сродством к ми-

шени, но низкой проницаемостью через мембрану из-за большого размера. В этом 

случае проникновение пептида в клетку происходит за счет пассивной диффузии 

из разницы концентраций веществ в межклеточной жидкости и клетки [90]. 

Любой пептид характеризуется уникальной последовательностью аминокис-

лот и может проектироваться в одно-, двух- и трехмерные структуры, следова-

тельно, в пространстве занимает уникальное положение. Принимая во внимание, 

что пептиды имеют уникальные комбинации, соответственно, они обладают раз-

личными и многочисленными биологическими свойствами, которые позволяют 

дать индивидуальную характеристику пептида. Каждый пептид может иметь более 

100 характеристик. Многомерное пространство пептида отражает одно или множе-

ство биологических свойств. Пространство может быть рассмотрено под углом 

и в разной глубине, что позволяет утверждать, что один пептид может обладать 

различными биологическими функциями [168]. Это показано на рисунке 1. 

В качестве примера можно рассмотреть природный полипептид аглицин. 

Несмотря на то, что он состоит из большого количества аминокислот – 37, отли-

чается специфической структурой (цистиновые узлы в молекуле), что обеспечи-

вает его высокую устойчивость к протеолитическим ферментам в желудочно-ки-

шечном тракте. Особая структура пептида аглицина позволяет его использовать 

в составе функциональной пищевой продукции для профилактики сахарного диа-

бета 2-го типа. 
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П р и м е ч а н и е  – 3D-проекция биоактивных пептидов, визуализированных в виде цвет-

ных точек в соответствии с различными преимуществами для здоровья: красный – контроль кро-

вяного давления; синий – противовоспалительный; зеленый – антимикробный; пурпурный – ре-

гулирование уровня глюкозы; оранжевый – антивозрастной; желтый – набор образцов недавно 

предсказанных пептидов. 

Рисунок 1 – Иллюстрация многомерного пространства свойств пептидов 

Недостатком многих пептидов является быстрая перевариваемость в желу-

дочно-кишечном тракте. Поэтому, как правило, пептиды вводятся в организм под-

кожно и внутривенно (в частности, пептид инсулин вводится подкожно). Хотя упо-

требление БАП в составе пищевых продуктов или биологически активных добавок 

(БАД) является наиболее удобным и перспективным. Наиболее распространенным 

примером является пептид инсулин. Пероральное применение инсулина суще-

ственно снижает его биодоступность. Для повышения эффективности инсулина 

при употреблении внутрь его помещают в гидрогели, покрывают нано- и микроча-

стицами пищевых веществ [117; 176]. 

К одним из недостатков применения пептидов как биологически активных 

веществ относится короткий период полураспада, особенно при пероральном при-

менении, т. е. действие пептидов непродолжительно, и для получения необходи-
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мого эффекта следует постоянно вводить в организм новый пептид. Следовательно, 

пептиды при употреблении внутрь в составе пищевой продукции следует рассмат-

ривать как дополнительное средство лечения и профилактики различных заболева-

ний в зависимости от биологической активности пептида. 

Указанные выше недостатки пептидов для перорального применения стали 

отправной точкой в развитии технологии создания модифицированных пептидов 

путем включения не менее одной ненатуральной аминокислоты (NNAA) [214]. 

Введение NNAA позволяет сохранить пептид от распада под действием протеоли-

тических ферментов [165]. Следовательно, такие характеристики природных пеп-

тидов, как биологическая активность, сродство к клетке мишени, гидрофобность 

природных пептидов in vivo, могут быть улучшены путем их модификации [213]. 

В то же время применение пептидов имеет много достоинств по сравнению 

с лекарственными препаратами и БАД, в частности: проникновение в ткани и ин-

тернализация в клетку, отсутствие аллергической реакции, низкая токсичность, вы-

сокая эффективность при наноконцентрациях. Еще одной положительной стороной 

использования пептидов является возможность быстрой модификации [256]. 

В связи с вышесказанным пептиды сегодня рассматриваются как альтерна-

тива применению БАД и лекарственных препаратов перорального введения. Од-

ним из доказательств указанного направления является разработка и подтвержде-

ние высокой эффективности и безопасности в клинических испытаниях пептид-

ного препарата Рыбельсус® [84; 87]. 

Одним из не менее важных достоинств пептидов является их самосборка из 

20 природных аминокислот, что обеспечивает их физико-химическое разнообразие 

и биологическое действие [175]. Поэтому исследования многих ученых посвящены 

созданию наноструктур пептидов из самособирающихся в пептидную цепь, обра-

зующих α-спираль [150], β-лист [64] и тройные коллагеновые спирали [244]. Неко-

торые пептиды, имеющие структуру, сходную с фосфолипидами, могут образовы-

вать двойной слой в воде, похожий на липидные мембраны [106], в то время как 

пептиды, конъюгированные с алифатическими цепями, могут собираться в различ-

ные структуры, включая мицеллы, ленты и нановолокна [231; 280]. 
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Наряду с пептидами, имеющими линейную структуру, выделяют цикличе-

ские пептиды [262], которые отличаются высокой селективностью к мембранам 

клеток [102; 169]. 

Использование специальной системы идентификации нестандартных пепти-

дов (RaPID) позволяет создавать большое количество новых циклических пепти-

дов, а также лекарственные препараты и БАДы на их основе. Ежегодно один цик-

лический пептид проходит клинические испытания и утверждается для примене-

ния для профилактики и лечения заболеваний [120]. 

Преимуществом циклических пептидов перед линейными является возмож-

ность изменять структуру и гидрофильность под действием окружающей среды. 

Циклические пептиды могут находиться в различных конформациях или в пере-

ходном состоянии от одной структуры к другой [75]. Такое свойство циклических 

пептидов называют «свойство хамелеона». С помощью разработанной S. Wang 

и др. [268] модели марковских состояний (MSMS) можно получить информацию 

о поведении циклических пептидов, которые важны для выяснения механизма 

мембранной проницаемости и структурной оптимизации для повышения мембран-

ной проницаемости. 

Такие пептиды склонны к «открытой» конформации в воде, что повышает 

растворимость, и «закрытой» конформации в гидрофобных средах, где полярные 

группы защищены внутримолекулярными водородными связями или липофиль-

ными боковыми цепями, что приводит к улучшению проницаемости мембраны 

[82; 161]. 

Следовательно, для усиления способности пептидов проникать через мем-

брану клеток необходимо придавать им «закрытую» структуру, например, за счет 

экранирования об NH-группы основным N-метилированием [61]. Кроме того, по-

вышение проницаемости мембран возможно за счет замены амида на сложный 

эфир [242]. 
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1.2 Технологии получения биологически активных пептидов 

В зависимости от источника происхождения или выделения БАП подразде-

ляются на природные, искусственно модифицированные и искусственно синтези-

рованные [88; 149]. Они могут быть получены из живых организмов, таких как жи-

вотные, растения, бактерии и грибы путем протеолиза белка, выделены из ядов, 

синтезированы химическим путем или с помощью рекомбинантных генов, посред-

ством in silico самосборки и с помощью других технологий [130; 184]. 

Пептиды, созданные in silico с использованием передовых алгоритмов и ис-

кусственного интеллекта, открывают новые возможности для создания БАД с вы-

сокой специфичностью [56]. Вычисления могут помочь в проектировании пептид-

ных структур для имитации активности белка, обеспечивая понимание важных пу-

тей развития заболеваний, клеточной локализации и потенциальных вариантов 

применения в терапевтических целях [148; 151; 224]. 

Существует множество in silico подходов к разработке и созданию БАП. Син-

тезатор белков in silico (InSiPS) – это новый метод конструирования ингибирую-

щих пептидов, способных избирательно связывать и ингибировать специфические 

белки-мишени в живых организмах [66]. Процесс включает в себя генерацию но-

вых пептидных последовательностей путем модификации пула случайно сгенери-

рованных аминокислотных последовательностей с использованием операций копи-

рования, мутации и кроссовера, а затем оценку пригодности каждого пептида с по-

мощью механизма PIPE, который ранжирует пептиды на основе их прогнозируе-

мого сродства к целевому белку (рисунок 2). 

InSiPS генерирует пептиды, специфичные для широкого спектра белковых 

мишеней. Сначала генерируется начальный пул смешанных случайных пептидов 

in silico. Затем эти пептиды сравниваются с целевым белком, чтобы определить, 

взаимодействуют ли они. В то же время пептиды оцениваются по заранее опреде-

ленному набору белков, не являющихся мишенями, для обеспечения высокой спе-

цифичности к мишеням. 
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Рисунок 2 – Конструирование белков in silico 

Пептиды с самым высоким рейтингом, которые связываются с мишенью 

и избегают попадания в клетки, не являющиеся мишенями, затем модифицируются 

с помощью мутаций и кроссинговера для повышения сродства к мишени. Этот про-

цесс повторяется до тех пор, пока показатель пептидности (т. е. наивысшее прогно-

зируемое целевое сродство) не достигнет плато. Метод in silico позволяет получать 

пептиды, готовые для дальнейшего анализа in vitro и in vivo [66]. 

Пептиды с самыми высокими показателями пригодности используются для 

создания нового пула, и этот процесс повторяется до достижения наивысшего 

уровня пригодности пептидов. 

Пептидный дизайн включает три взаимосвязанные технологии, каждая из ко-

торых предлагает отдельную перспективу: структурную, имитацию белка и дизайн 

коротких мотивов (SM-дизайн) (рисунок 3). 
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Рисунок 3 – Основные технологии, используемые для разработки 

пептидных препаратов [224] 

Технология трехмерной структуры охватывает бо́льшую часть методов, ис-

пользуемых для создания пептидных препаратов. Эта технология использует пять 

источников данных: экспериментальные, статистические, de novo, алфавитные 

и прочие. На основе этих данных осуществляется обучение нейронных сетей, ко-

торые генерируют пептидные конструкции. Технология имитации белка включает 

в себя генерацию пептидов-кандидатов, полученных от известных науке партнеров 

по взаимодействию. Затем кандидаты, имитирующие белок, тестируются на парт-

нерах по взаимодействию. В технологии коротких мотивов (SM) исследуются ра-

нее известные фрагменты первичных структур и на этой основе прогнозируется их 

взаимодействие с клетками-мишенями. Данная технология используется для разра-

ботки пептидной терапии. 

Метод de novo mimic является многообещающей стратегией для разработки 

новых молекул с потенциальными биологическими свойствами. Одним из приме-

ров его применения является разработка имитаторов костного морфогенетического 
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белка (BMP), которые представляют собой пептиды, способные индуцировать об-

разование костей и хрящей [269]. Исследователи успешно использовали программ-

ный комплекс Rosetta для разработки двух белковых имитаторов BMP-2 методом 

de novo, которые оказались высокостабильными и эффективными в стимулирова-

нии роста костей in vivo [269]. Этот подход обладает потенциалом для разработки 

терапии заболеваний костей. Кроме того, подход de novo mimic был использован 

для разработки сплайсостатина E (SPE) – пептида, который избирательно ингиби-

рует активность вариантов сплайсинга рецептора фактора роста фибробластов 

(FGFR), которые сверхактивны в раковых клетках [215]. Разработанный белок SPE 

нацелен на участок связывания гепарина FGFR и избирательно ингибирует актив-

ность, практически не влияя на другие изоформы. Этот подход имеет перспективы 

при разработке таргетных методов лечения рака [215]. 

Подход de novo mimic также использовался для разработки модифицирован-

ной системы CRISPR-Cas9, dCas9, которая нацеливает ингибитор репрессивного 

комплекса Polycomb 2 (PRC2) на специфические последовательности ДНК для об-

легчения экспрессии генов [166]. Было показано, что dCas9 снижает экспрессию 

Myc и увеличивает H3K27me3, маркер PRC2-опосредованной репрессии генов, де-

монстрируя его потенциал для использования в регуляции генов и генной терапии. 

Эти исследования демонстрируют потенциал подхода de novo mimic для разработки 

БАД и лекарственных препаратов на основе пептидов. 

Одним из примеров синтезированных пептидов является инсулин [147]. 

Технология рекомбинантной ДНК (RDT) широко используется для производ-

ства гормонов, имеющих широкое применение в медицине. В настоящее время 

RDT применяется для увеличения производства и выхода специфических БАП. 

Этот метод позволяет одновременно получать несколько пептидов путем экспрес-

сии пептидкодирующей области в микробах [178]. Примером использования рас-

сматриваемой технологии является получение АМП из молочного белка. Так, в ре-

зультате экспрессии бычьего лактоферрицина B-W10 (LfcinB-W10) в E. coli был 

получен катионный антимикробный пептид лактоферрицина Lf (f17-41). Аналогич-

ным образом, путем сочетания бычьего лактоферрицина и индуцируемого насеко-
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мыми антимикробного пептида танатина был разработан гибридный антимикроб-

ный пептид [109]. 

Некоторые БАП продуцируются в организме: например, натрийуретические 

пептиды (NPS) экспрессируются сердцем [100; 208]. 

Натрийуретические пептиды предсердий и головного мозга (или B-типа) яв-

ляются истинными гормонами, продуцируемыми кардиомиоцитами, которые ока-

зывают системные эффекты, начиная от регуляции артериального давления до ме-

таболизма глюкозы и липидов, обладают широким спектром кардиометаболиче-

ских свойств, включая вазодилатацию, натрийурез и ингибирование ренин-ангио-

тензин-альдостероновой системы (РААС), а также мобилизацию липидов и окис-

ления, потемнения адипоцитов и улучшения чувствительности к инсулину [240]. 

Для получения пептидов с различной молекулярной массой используют тех-

нологию нанофильтрации. Достоинствами данной технологии являются экономич-

ность, отсутствие использования химических реактивов, доступность и простота 

использования. Белковые гидролизаты, полученные после гидролиза, фракциони-

руют с помощью мембран с ограничением молекулярной массы различных разме-

ров (от 0,5 до 100 кДа). Различные фракции затем проверяют на антимикробную 

активность. Низкомолекулярные фракции гидролизатов казеина козьего молока 

(менее 3 кДа) показали высокую антимикробную активность в отношении E. coli 

и B. cereus по сравнению с фракциями 3–10 кДа [94]. Метод нанофильтрации также 

может быть применен для выделения пептида с молярной массой менее 1 кДа, по-

скольку фильтрование происходит при размере пор 0,5–2 нм [157]. В одном из не-

давних исследований для повышения эффективности выделения пептидов был 

применен метод электродиализа с фильтрующей мембраной [41]. 

В лабораторных условиях по разделению, очистке, обнаружению и выделе-

нию новых биологически активных пептидов применяют одномерный электрофо-

рез, высокоэффективную жидкостную хроматографию (ВЭЖХ), жидкостную хро-

матографию с обратной фазой (RP-ВЭЖХ), ионообменную хроматографию (IEC), 

хроматографию с исключением размера (SEC, SE-ВЭЖХ), жидкостную хромато-

графию на быстрых белках (FPLC), хроматографию с гель-фильтрацией, аффин-
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ную хроматографию. RP-ВЭЖХ является наиболее широко используемым методом 

очистки БАП, полученных из молока, благодаря возможности их быстрого обнару-

жения и отделения от смеси образцов. Пептиды фракционируют с использованием 

аналитической колонки RP-C18 на основе кремнезема в стационарной фазе [222]. 

Полученную фракцию пептидов собирают в промежутке между временем удержи-

вания и градиентом, данные анализируют с помощью ультрафиолетового детек-

тора. Этот метод предпочтительно используется для фракционирования белка и со-

держания пептидов как в одномерных, так и в многомерных системах разделения 

на основе полярности пептидов и молекулярной массы. Метод хроматографии с ис-

ключением размера также разделяет молекулы пептидов на основе размера моле-

кул [194]. H. A. Morais с коллегами [194] с помощью SE-ВЭЖХ разделили гидро-

лизаты концентрата сывороточного протеина на четыре фракции и охарактеризо-

вали пептиды по длине цепи с молярной массой менее 1000 Да. Такие параметры, 

как размер/объем пор, ионная сила и природа подвижной фазы, влияют на произ-

водительность колонки SE-HPLC [103]. Многомерная система разделения, объеди-

няющая несколько разделительных устройств, обеспечивает мощность с высоким 

разрешением и максимальную производительность по сравнению с одномерным 

подходом к очистке и разделению. Используя этот подход, М. Rahimi с коллегами 

[225] провели гидролиз казеина, затем полученные пептиды были фракциониро-

ваны многомерным методом с использованием ультрафильтрационных мембран и 

полупрепаративной RP-HPLC. Однако методы многомерного разделения не всегда 

эффективны, во-первых, по причине высокой стоимости настройки оборудования 

и, во-вторых, из-за несовместимости растворителей в различных методах. В то же 

время оптимальная комбинация различных систем многомерного разделения поз-

волит эффективно очистить и идентифицировать пептиды сложных образцов с вы-

сокой желаемой биологической активностью [41]. 

Пептиды, как правило, получают из белка методом ферментативного гидро-

лиза. Так, Е. М. Серба с коллегами [33] из белковых соединений мицелия грибов 

рода Aspergillus в результате ферментативной деструкции внутриклеточными про-

тезами и β-глюканазой получили пептидно-аминокислотные комплексы с задан-
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ными пептидными фракциями. В течение 6 ч гидролиза получены пептиды с моле-

кулярной массой более 29 000 Да. При увеличении времени гидролиза количество 

пептидов с молекулярной массой менее 500 Да значительно увеличилось. 

И. К. Журкович и ее коллегами [12] модифицированы нативные пептиды, вы-

деленные из сосудов, коллагена, слизистой бронхов, головного мозга. Установ-

лено, что полученные короткие пептиды KED, AED, EDG, AEDL и KEDW обла-

дают идентичными биологическими свойствами. 

Т. Д. Волковой и ее коллегами [8] проведены исследования по совершенство-

ванию трехфазного синтеза пептидов. В результате получен пептид β-амилоид 

с высокой степенью очистки – более 95 %. 

В исследовании А. Н. Касировой [15] путем увеличения длины пептидной 

цепи за счет карбоксильной группы синтезирован короткий БАП со следующей по-

следовательностью аминокислот: лизин – глицин – пролин – тирозин, с выходом 

более 80 %. 

В работе [5] показана возможность создания пептидов на основе 4-аминобу-

тановой кислоты и глицина с применением N-гидроксибензоил и N-гидроксибен-

зоилацил хлоридов аминокислот. Технология отличалась высоким выходом, а по-

лученные пептиды имели высокую степень очистки. Доказана высокая эффектив-

ность пептидов в качестве нейропротекторов. 

Одним из источников БАП являются ферментативные гидролизаты белка. 

Многочисленные исследования в литературе сообщают о биоактивности пеп-

тидов, полученных из источников пищевого белка. Первые пептиды пищевого про-

исхождения были обнаружены в продуктах на основе молока, и их потенциальное 

воздействие на здоровье человека было тщательно изучено. Белки мяса, яиц, сои, 

арахиса считаются «хорошим» источником для получения БАП [251]. 

БАП можно получить методом протеолиза цельных сывороточных белков 

с использованием ферментов различного происхождения. 

В результате ферментолиза сывороточного протеина были получены БАП 

с молекулярной массой менее 1 кДа с антиоксидантной активностью 

(18,44 ± 2,47) мкг/мл, ингибирующей АПФ. Гидролизат использовался в качестве 
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функционального ингредиента в йогурте с низким содержанием жира; сохранял 

биологическую активность в течение 4 мес. при температуре 20 °C (после размо-

раживания и пастеризации) и в течение одной недели в йогурте при температуре 

4 °C [95]. 

Технология ферментативного гидролиза белка для получения БАП является 

быстрой, безопасной и контролируемой [89]. 

Из белка бобовых коллективом авторов [195] получены БАП противодиабе-

тической активности, состоящие из 2–20 аминокислот. 

Д. В. Соколовым и его коллегами [35] определены оптимальные параметры 

двухстадийного ферментолиза белка сои на основе созданной модели определения 

оптимальных показателей двухстадийного процесса ферментативной конверсии 

соевого белка. Установлены два оптимальных технологических параметра гидро-

лиза белка сои для получения пептидов с антиоксидантными свойствами: на первой 

стадии продолжительность 5 ч, соотношение фермента (пепсина) и сырья (суб-

страта) – 1:20; на второй стадии продолжительность 3 ч, соотношение фермента 

(трипсина) и сырья (субстрата) – 1:19. 

R. K. D. Bravo с коллегами [65] использовали ферменты пепсин, химотрип-

син и трипсин для ферментативного гидролиза белка гороха и получения пептидов 

с антиоксидантным действием. 

О. Я. Мезеновой и ее коллегами [23] проведен гидролиз голов копченой 

кильки при температуре 130 °C и давлении 0,25 МПа. В результате гидролиза по-

лучены следующие фракции: водорастворимая протеиновая, жировая и осадочная 

белково-минеральная. Затем фракции центрифугировали и сублимировали. При ис-

следовании установлено, что количество пептидов с молекулярной массой менее 

10 кДа составляет 38 %. Следует отметить, что полученные пептидные комплексы 

характеризовались приятным вкусом и ароматом копченой рыбы. 

Благодаря наличию БАП с антиоксидантными свойствами в гидролизатах 

сардины [236], коже осетровых [212] R. Gao с коллегами [98] рекомендовали их 

к использованию в качестве функциональных ингредиентов в составе пищевых 

продуктов. K. Bashir с коллегами [55] получили 10 антиоксидантных пептидов из 
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гидролизатов мышц скумбрии. Пептид ALSTWTLQLGSTSFSASPM обладал самой 

высокой поглощающей активностью в отношении DPPH, а пептид LGTLLFIAIP – 

высокой SOD-подобной активностью. 

P. Mudgil с коллегами [200] с помощью папаина провели гидролиз белка и по-

лучили три БАП. 

Для контроля гидролиза и последующего контроля образования пептидов 

определяют степень протеолиза белка. Д. С. Мягконосов с коллегами [25] предла-

гают определять степень гидролиза белка спектрофотометрическим методом для 

оценки степени протеолиза. Установлено, что длину волны 280 нм поглощают ами-

нокислоты триптофан и тирозин; определены коэффициенты поглощения, которые 

коррелируют с результатами определения количества белка методом Кьельдаля 

(R² > 0,81). 

Пептиды могут быть выделены из ядов. Этот класс пептидов включает корот-

кие биополимеры, образованные аминокислотными остатками, которые естествен-

ным образом эволюционировали с течением времени для достижения специфиче-

ских мишеней у жертвы, таких как рецепторы, связанные с G-белком, ионные ка-

налы или ферменты, без протеолитического расщепления [42]. Пептиды, получен-

ные из ядов, также известны тем, что проявляют терапевтические свойства, вклю-

чая бактериологические и противораковые [45; 252]. 

1.3 Источники и биологические свойства пептидов, определяющие 

направления их использования 

Применение БАП в питании позволяет регулировать физиологические про-

цессы, профилактировать и лечить различные заболевания, замедлять процесс ста-

рения за счет регенерации клеток, при этом БАП высокоспецифичны, не аллергены 

и не имеют противопоказаний, в отличие от лекарственных препаратов [22]. 
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БАП принято считать биорегуляторами, обладающими терапевтическими 

и профилактическими свойствами, которые в скором времени, возможно, станут 

лекарственными препаратами [2]. 

Применение БАП в медицине было впервые предложено в 1922 г. путем ис-

пользования инсулина, выделенного из поджелудочной железы животных, при ле-

чении диабета 1-го типа. На сегодняшний день более 600 пептидов были приме-

нены в клинических и доклинических исследованиях, из которых 60 были одоб-

рены в составе биологически активных добавок и лекарственных средств [97]. 

Направления терапевтического применения этих пептидов включают лечение рака, 

системы доставки лекарств [246; 181]. 

Пептиды из бобов люпина, сои, ферментированной сои, черной фасоли, 

обыкновенной фасоли, нута и твердых в приготовлении бобовых проявляли инги-

бирующее действие в отношении дипептидилпептидазы-4 (DPP-4). Биохимиче-

ским анализом было подтверждено, что пептиды LTFPGSAED, IAVPTGVA, 

EGLELLLLLAG, AKSPLF, FEELN, KKSSG, GGGLHK, CPGNK, KTYGL, KL и LR 

ингибируют активность DPP-4.RG, а PLVNPDPKPFL, PHPATSGGGL, 

YVDGSGTPLT, LLSL и QQEG были идентифицированы как потенциальные инги-

биторы DPP-4 путем компьютерного моделирования. 

Раствор гидролизата и пептидной фракции обладает потенциалом ингибиро-

вания ферментативной активности α-амилазы, α-глюкозидазы и DPP-4. Сообща-

лось, что щелочная протеаза является лучшим ферментом для производства белко-

вых компонентов черной фасоли с антидиабетическим потенциалом [124]. 

Значения ингибирования DPP-4, α-амилазы и α-глюкозидазы пептидов фрак-

ции алкалазы из черной фасоли составили 96,7 %; 53,4 % и 66,1 % соответственно. 

Ингибирование α-глюкозидазы в белковых гидролизатах различных сортов фасоли 

варьировалось от 46,9 % до 60,0 % [191], а IC50 ингибирования DPP-4 составлял от 

0,14 до 0,33 мг DW/мЛ [190]. 

В другом исследовании in vitro 5 мг/мл очищенных гидролизатов γ-конглю-

тина из люпина полностью ингибировали DPP-4. Тот факт, что непереваренный 

γ-конглютин напрямую не ингибирует активность DPP-4, продемонстрировал, что 
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этот белок необходимо переваривать для получения гидролизатов, ингибирующих 

фермент DPP-4 [203]. 

Гидролизаты бобов Бамбара, продуцируемые алкалазой и термолизином, про-

являли сходную ингибирующую активность в отношении DPP-4 с IC50 1,73 мг/мл 

[202]. Гидролиз белка алкалазы коровьего гороха также показал сильное ингибиро-

вание DPP-4 [69]. 

В настоящее время на рынке доступно более 80 пептидных терапевтических 

средств; к ним относятся лираглутид (Victoza®) – глюкагоноподобный пептид-1, 

используемый для лечения сахарного диабета 2-го типа, и лейпролид (Lupron®) – 

аналог соматостатина, используемый для лечения рака предстательной железы 

[267]. 

Е. П. Калининым и его коллегами [14] из сапропеля выделен пептид с анти-

коагулянтными свойствами за счет влияния конечного этапа плазмокоагуляции. 

В исследованиях В. Я. Бродский с коллегами [6] доказали положительное 

влияние пептидов семакс и HLDF-6 на процесс синтеза белка в гепатоцитах крыс, 

что позволило рекомендовать вышеуказанные пептиды для замедления процессов 

старения. 

Синтезированный пептид семакс устойчив к гидролизу протеолитическими 

ферментами, что доказано в исследованиях in vitro [40]. 

Е. В. Наволоцкой и др. [26] получен новый пептид LKEKK, который соот-

ветствует пептидной последовательности тимозина от 16-й до 20-й аминокислоты 

и интерферона-α2 от 131–135-й последовательности. Полученный пептид в кон-

центрации от 50 до 1000 нМ повышает экспрессию противовоспалительного ци-

токина IL-10. 

Ю. О. Некрасовой и ее коллегами [27] разработаны продукты питания специ-

ализированного назначения, рекомендованные для спортсменов, с использованием 

в составе БАП. В частности, батончик, в рецептуру которого в качестве функцио-

нального ингредиента включена пептидная и белково-минеральная добавка на ос-

нове гидролизата коллагенсодержащей чешуи сардины. Путем математического 
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моделирования рассчитана оптимальная дозировка пептидной добавки и предло-

жены рекомендации по употреблению разработанного батончика. 

В результате исследований М. С. Нестерова и его коллег [28] создан новый 

липосомальный пищевой продукт с использованием БАП в составе гомогенизиро-

ванной обработанной высоким давлением препуциальной железы мускуса кабарги 

сибирской. Полученный новый пищевой продукт обладает выраженными антиок-

сидантными свойствами. 

Путем ферментолиза белков молока получены гипоаллергенные пептиды, об-

ладающие умеренным горьким вкусом, имеющие молекулярную массу от 0,3 до 

1,5 кДа и состоящие от 6 до 14 аминокислот. Установлено, что пептиды обладают 

антиоксидантными свойствами. С использованием полученных пептидов и жиро-

растворимых витаминов D3 и A были созданы биологически активные комплексы 

порошкообразной формы, способной растворяться в воде. На основании исследо-

ваний токсичности установлено, что биологически активные комплексы не обла-

дают острой, подострой, хронической токсичностью и относятся к пятому классу 

опасности. Такие биологически активные комплексы рекомендуется использовать 

в составе функциональных продуктов питания [21]. 

Некоторые БАП могут обладать выраженными антимикробными свойствами 

и применяться при инфекционных заболеваниях. С. В. Клыченковым и его колле-

гами [17] с помощью ультрафильтрации и ионообменной хроматографии из маточ-

ного молочка получены БАП с молекулярной массой до 5000 Да. В исследованиях 

на бактериях штаммов S. aureus, E. coli, S. pyogenes, K. pneumoniae, P. mirabilis 

и E. cloacae установлено, что пептиды не обладают прямым антибактериальным 

действием, но способны ослаблять активность исследуемых бактерий. 

Широко известен эффективный лекарственный препарат Тималин®, полу-

ченный из экстракта тимуса кур. Тималин регулирует клеточный и гуморальный 

иммунный ответ, обладает антиоксидантными свойствами и способствует увеличе-

нию фагоцитарной активности нейтрофилов, а также снижает развитие атероскле-

роза в доклинических исследованиях, замедляет процессы старения у лаборатор-

ных животных [38]. 
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В состав лекарственного препарата Тималин, который эффективно использу-

ется при заболеваниях с нарушением функции иммунной системы, а также вызван-

ных инфекциями различной этиологии, входят короткие пептиды EW, KE и EDP. 

Такие ди- и трипептиды влияют на синтез белков теплового шока, цитокинов 

и практически не имеют противопоказаний к применению [39]. 

Б. А. Кахоров с коллегами [16] провели исследования эффективности пеп-

тидного препарата Тимоген на крысах с экспериментальным гепатитом. Отмечено 

усиление иммунологической реактивности и нормализации функции иммунной си-

стемы на фоне введения Тимогена больным животным, что подтверждается повы-

шением антителообразующих клеток (АОК) в 3,3 раза. 

В. Х. Хавинсон с коллегами [37] в исследованиях по лечению остеоартроза 

и остеопороза доказали высокую эффективность пептидного препарата Хондро-

люкс®. 

Одним из перспективных нейропротекторных пептидных препаратов, про-

шедших клинические испытания, является Кортексин, полученный из коры голов-

ного мозга телят. Его синтезированные аналоги – трипептид EDR и дипептид DS – 

способны влиять на конформацию гистона H1.3, что вызывает активизацию тран-

скрипции гена Fkbp1b, что способствует выделению Ca2+ из органелл саркоплазма-

тического и эндоплазматического ретикулума нейронов, что повышает их функци-

ональную активность [20]. 

Согласно изобретению А. В. Трофимова и его коллег [30], применение ди-

пептида L-глутаминовой-L-триптофановой кислоты ежедневно в дозе 1–10 мкг/кг 

массы тела способствует усилению оксигенации тканей за счет угнетения (сниже-

ния синтеза) HIF-1α фактора при диабетической стопе. 

Иммунодоминантные пептиды могут быть использованы в качестве инфор-

маторов о заражении клетки вирусами. Одним из примеров является пептид HLA 

I класса, который прикрепляется к поверхности ядросодержащих клеток и передает 

информацию иммунной системе о проникновении вируса в клетку. В частности, 

с помощью пептида HLA можно определить иммунореактивность организма на ви-

рус SARS COV-2. С использованием баз данных NCBI – GenBank, Protein; IEDB – 
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MHC-I Processing Predictions, Population Coverage; GISAID – CoVsurver: Mutation 

Analysis of hCoV-19, UNIPROT – BLAST; ToxinPred и др. определены 27 иммуно-

доминантных пептидов-мишеней для цитотоксических Т-лимфоцитов [10]. 

1.4 Характеристика и механизм действия антимикробных пептидов 

В связи с тем, что диссертационная работа посвящена обогащению мороже-

ного БАП, в частности антимикробными пептидами, целесообразно дать им харак-

теристику и рассмотреть возможные механизмы действия, преимущества и недо-

статки использования. 

AMП – это БАП с низкой молекулярной массой, обеспечивающие врожден-

ный иммунитет [266], эффективны против бактерий, паразитов, грибов и вирусов 

[143; 164; 188], регулируют иммунный ответ, способствуют заживлению ран и об-

ладают противоопухолевой активностью [193; 219; 234; 282]. 

АМП имеют ряд преимуществ перед антибиотиками: 

– воздействуют на инородные белки, находящиеся на плазматической мем-

бране клетки; 

– проникают в бактерии и действуют губительно на их внутриклеточное со-

держимое и специфические мишени; 

– обладают широким спектром действия к патогенным микроорганизмам, 

устойчивым к антибиотикам [74; 164; 204]. 

Применение АМП при лечении рака является перспективным направлением 

исследований, так как химиотерапия приводит к ослаблению иммунитета и повы-

шению восприимчивости к различным бактериальным инфекциям, а АМП обла-

дает и противобактериальными, и противоопухолевыми свойствами [80; 179]. 

АМП непрерывно присутствуют в организмах и выполняют роль гомеоста-

тических регуляторов, они защищают организм от проникновения патогенов и со-
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храняют баланс. Их расположение и функция связаны с определенными факто-

рами: 

– передаются от потомства к потомству, обеспечивая быстрое включение 

пассивного иммунитета. Это особенно важно, так как процесс образования антител 

требует значительного времени, в отличие от запуска врожденного иммунитета; 

– достигают своих специфических мишеней гораздо быстрее, чем имму-

ноглобулины, благодаря своим небольшим размерам [105]. 

Механизм действия АМП. Катионные АМП проявляют антибактериальную 

активность, взаимодействуя с отрицательно заряженной бактериальной мембра-

ной. Они увеличивают проницаемость мембраны и разрушают клеточную струк-

туру, приводя к выходу содержимого клеток наружу. При взаимодействии с мик-

робной мембраной АМП вступают в электростатическое взаимодействие с анион-

ными компонентами плазматической мембраны. Для того чтобы достичь цитоплаз-

матической мембраны, АМП необходимо пройти через капсульный полисахарид 

и другие компоненты клеточной стенки, такие как LPS грамотрицательных бакте-

рий, липотейхоевая кислота и пептидогликан у грамположительных бактерий [52; 

180; 226]. Исследования показали, что α-спиральные АМП преобразуют неупоря-

доченную структуру анионной липидной мембраны в амфифильную α-спиральную 

структуру в водном растворе для более эффективного взаимодействия с мембраной 

[163]. В отличие от α-спиральных пептидов, β-листовые пептиды не подвергаются 

значительным изменениям своей конформации при взаимодействии с мембраной 

благодаря прочному дисульфидному связующему мостику [163]. 

Были представлены гипотетические модели для описания структуры мем-

бранных полостей. Среди этих моделей можно выделить бочкообразную, торои-

дально-поровую, ковровую и агрегатную (рисунок 4). 

В бочкообразной модели при увеличении количества пептидов, связываю-

щихся с мембраной, происходит их агрегация и конформационная трансформация. 

Это, в свою очередь, приводит к сдвигу местных головных групп фосфолипидов 

и утоньшению структуры мембраны [156]. 
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Рисунок 4 – Модели антибактериальных механизмов АМП 

Проникая в фосфолипидный бислой, спиральные гидрофобные области 

α-спиральных пептидов и β-листовых пептидов оказываются ближе к гидрофоб-

ным областям мембранного фосфолипида, тогда как гидрофильные области спира-

лей пептидов ориентированы внутрь. В результате большое количество спираль-

ных молекул располагается параллельно, что создает центральный просвет [163]. 

Механизм действия АМП направлен на бактерии. АМП взаимодействуют 

с отрицательно заряженными мембранами бактерий, что влечет за собой увеличе-

ние проницаемости мембран, а также либо лизис клеточных мембран, либо высво-

бождение внутриклеточного содержимого. В результате этих процессов бактерии 

погибают. Существует и другой механизм бактерицидного действия, заключаю-

щийся в проникновении АМП в цитоплазму и взаимодействии с внутриклеточ-

ными веществами. Они могут ингибировать синтез ДНК, РНК и белка, а также сво-

рачивание белка. Кроме того, они способны ингибировать активность ферментов 

и синтез клеточной стенки, а также стимулировать высвобождение лиаз, разруша-

ющих клеточные структуры. 

Механизм модели с тороидальными порами аналогичен механизму модели 

с бочкообразными порами. Однако главное отличие состоит в том, что в модели 
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с тороидальными порами пептидные спирали проникают в мембрану и взаимодей-

ствуют с липидами, образуя комплексы с тороидальными порами. Высокие концен-

трации локально накапливающихся АМП приводят к деформации изгиба в липид-

ных молекулах, что позволяет пептидам и липидным головным группам проникать 

внутрь липидного гидрофобного центра [156]. 

В модели ковра для образования мицеллы и разрушения микробной мем-

браны необходим электростатический эффект АМП и анионной мембраны в высо-

ких концентрациях [163]. Когда концентрация пептида достигает порогового зна-

чения, АМП формируют кластеры на мембране и вызывают ее разрыв, сходный 

с действием поверхностно-активных веществ. При этом пептиды не образуют ка-

налы и не проникают в гидрофобный центр мембраны. Этот эффект обладает до-

статочной силой, чтобы полностью или частично разрушить клеточные мембраны 

и привести к гибели клеток. 

В агрегатной модели АМП, пептиды и липиды взаимодействуют с анионной 

цитоплазматической мембраной, образуя мицеллу пептидно-липидного ком-

плекса [111]. Каналы, образованные комплексом усилителей, липидов и воды, 

в отличие от модели ковра, способны пропускать ионы и содержимое клетки 

наружу, вызывая гибель клеток. Кроме того, эти каналы способны позволять АМП 

проникать в цитоплазму и выполнять свои функции. Такой механизм объясняет 

не только нацеленность АМП на цитоплазматическую мембрану, но и их способ-

ность проникать через эту мембрану и воздействовать на внутриклеточные веще-

ства [113]. 

В отличие от катионных АМП, действие анионных АМП остается неясным. 

Считается, что антибактериальный механизм максимина Н5 против золотистого 

стафилококка (S. aureus) связан с разрушением клеточной мембраны [86]. Анион-

ный АМП Xlasp-p1 проявляет широкий спектр антибактериальной активности про-

тив грамположительных и грамотрицательных бактерий путем разрушения клеточ-

ных мембран и выхода внутриклеточного материала [170]. Недавнее исследование 

показало, что анионный АМП AP2 снижает выживаемость клеток C. albicans, но не 



33 

воздействует на активность протопласта. Это позволяет предположить, что AP2 

может оказывать влияние на клеточные стенки грибов [239]. 

Кроме того, АМП также оказывают воздействие на организм через несколько 

других механизмов. Например, они способны действовать внутри клетки, связыва-

ясь с нуклеиновыми кислотами, и напрямую ингибировать синтез ДНК [68]. Они 

также могут косвенно ингибировать репликацию или транскрипцию ДНК [71; 142; 

273], а также ингибировать активность бактериальных ферментов, находящихся 

внутри клетки [57]. Кроме того, они способны увеличивать проницаемость мем-

браны путем интеграции с компонентами клеточной стенки, включая пептидогли-

кан [154] и другие механизмы действия АМП [159; 272; 279]. 

Помимо антибактериального воздействия, АМП также проявляют широкий 

спектр активности против вирусов, находящихся в оболочке. Например, бычий 

антимикробный пептид-13 эффективно подавляет размножение вируса гастроэн-

терита путем нарушения синтеза вирусного белка и выражения вирусных генов 

внутри вируса трансмиссивного гастроэнтерита [171]. Протегрин и индолицидин, 

в свою очередь, блокируют адгезию и проникновение вируса простого герпеса, 

нацеливаясь на вирусный мембранный гликопротеин [278; 277]. LL-37, проявля-

ющий ингибирующую активность по отношению к разным оболочковым виру-

сам, включая вирус иммунодефицита человека, грипп А, вирус коровьей оспы, 

вирусы простого герпеса, денге и Зика [44; 53; 58; 121; 122; 253]. HD5, производ-

ный от α-дефензина человека (1–9), способен предотвращать вирусную инфекцию 

путем ингибирования адгезии и проникновения вируса в клетки [62]. Последние 

исследования показали, что витамин D способен стимулировать синтез кателици-

динов и дефензинов, что позволяет замедлить процесс репликации вируса и сни-

зить риск заражения и смерти от гриппа и коронавирусной инфекции COVID-19 

[104]. 

Иммуномодулирующая активность. Антимикробные пептиды (амплицины) 

играют важную роль в защите организма от инфекций путем усиления иммунной 

активности [114; 138; 141; 177]. Вторжение патогенов активирует серию иммунных 

реакций (рисунок 5). 
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Рисунок 5 – Активация иммунной реакции АМП 

Будучи компонентом врожденной иммунной системы, АМП взаимодей-

ствуют с иммунными клетками, удаляют патогены и предотвращают инфицирова-

ние. Особенностями их действия является то, что пептид LL-37 постоянно выраба-

тывается нейтрофилами [207], тучными клетками, естественными киллерами (NK) 

и эпителиальными клетками [210]. Он привлекает другие иммунные клетки к ме-

стам воспаления за счет взаимодействия с рецептором FPR1 (новое название FPR2) 

[43; 250; 276]. LL-37 также способствует перемещению мононуклеаров/макрофагов 

и активирует фагоцитоз макрофагами грамположительных и грамотрицательных 

бактерий, связываясь с рецептором интегрином αM β2 (Mac-1) на поверхности кле-

ток костного мозга [172]. 

Все больше доказательств подтверждают противоопухолевую активность 

АМП [143; 281]. АМП избирательно убивают раковые клетки, воздействуя на по-

верхность мембраны. По сравнению с нормальными клетками анионный состав 

поверхности мембраны раковых клеток придает АМП специфичность нацелива-

ния [137]. 

LL-37, единственный кателицидин у людей, ингибирует рост опухоли при 

раке толстой кишки [158; 211; 220] и раке желудка. LL-37 индуцирует апоптоз-ин-

дуцирующий фактор (AIF) или эндонуклеазу G (EndoG), путем активации сигналь-
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ного каскада GPCR-p53-Bax/Bak/Bcl-2 в клетках рака толстой кишки. Мыши с де-

фицитом кателицидина показали более высокую чувствительность к возникнове-

нию рака толстой кишки, вызванного азоксиметаном [227]. 

1.5 Применение функциональных ингредиентов в технологии мороженого 

Для удовлетворения потребностей в микронутриентах ассортимент функци-

ональных продуктов питания регулярно расширяется [13; 32; 261]. 

Результатами научных исследований подтверждено, что употребление молоч-

ных продуктов благоприятно влияет на здоровье человека [249]. Мороженое – про-

дукт, широко известный и потребляемый всеми возрастными группами населения 

по всему миру. Растущие опасения диетологов по поводу воздействия на здоровье 

привели к росту интереса к мороженому, изготовленному с включением полезных 

ингредиентов, включая пребиотики, пробиотические бактерии и другие биологиче-

ски активные вещества. Вместе с тем на потребительском рынке редко встречается 

мороженое, обогащенное функциональными ингредиентами [241]. 

В мороженом мало натуральных функциональных соединений, обладающих 

направленным биологическим действием. Интересной областью исследований яв-

ляется повышение пищевой ценности мороженого с использованием полезных для 

здоровья ингредиентов растительного и животного происхождения [174; 182]. 

Исследовано, что применение порошка черного перца и порошка корицы 

в рецептуре мороженого придает продукту исключительный вкус и обогащают его 

биологически активными соединениями, в частности антиоксидантами [50]. 

Для получения витаминизированного мороженого М. И. Сложенкина и ее 

коллеги [34] включили в рецептуру сушеные фрукты, что позволило повысить со-

держание пантотеновой кислоты в готовом продукте. 



36 

Для придания мороженому функциональной направленности часто исполь-

зуют пробиотические микроорганизмы, пищевые волокна и фруктовое пюре. В ис-

следовании [9] подобраны пробиотические закваски и определена дозировка их 

внесения. 

Для получения мороженого с антигипергликемическим действием разрабо-

тан состав, включающий ацидофильную палочку, инулин, пребиотик и стевиозид. 

Установлены регламентируемые показатели качества готового продукта, в том 

числе определено минимальное значение молочнокислых бактерий по окончании 

срока годности [31]. 

Исследования М. А. Вавиловой [7] посвящены разработке синбиотического 

мороженого с пробиотиками и пребиотиками. В результате моделирования про-

цесса ферментации Lactobacillus acidophilus для сохранения биологической актив-

ности молочнокислых бактерий доказана целесообразность поэтапного внесения 

фруктозного сиропа при производстве мороженого. Для проведения эксперимента 

было рекомендовано вносить сироп поэтапно. Определена дозировка рецептурных 

компонентов мороженого. Доказано, что снижение начальной концентрации си-

ропа ускоряет производство мороженого. 

В технологии кисломолочного мороженого может быть использована пахта, 

полученная при производстве сливочного масла. Пахту перед внесением в мороже-

ное необходимо ферментировать бактериями Streptococcus thermophilus и Lacto-

bacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. С этой целью используют комплексную бакте-

риальную закваску Profiline YO 22.11 R2 Golden Line. Количество ферментирован-

ной пахты в рецептуре мороженого должно составлять от 30 % до 45 % [24]. 

Ю. И. Держапольской с коллегами разработано кисломолочное мороженое 

[11] с использованием Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus и лактулозы в качестве пребиотика. В результате исследований опреде-

лена оптимальная дозировка внесения лактулозы в рецептуру мороженого. 

Зарубежными учеными проводятся научные исследования по обогащению 

мороженого функциональными ингредиентами (таблица 1). 



37 

Таблица 1 – Функциональные ингредиенты, используемые для обогащения мороженого 

Наименование ингредиента и характеристика Источник 

Lactobacillus plantarum UBLP-40; инулин [230] 

Амла (индийский крыжовник) – источник витамина С, фенолов, пищевых во-

локон и антиоксидантов 

[101] 

Побочные продукты из граната – источник фенолов (кожура граната); конъ-

югированная жирная кислота – пуниновая кислота (косточки граната) 

[67] 

Мука из виноградных выжимок – источник фенолов, флавоноидов, флавоно-

литов и антоцианов 

[209] 

Заменитель жира Simplesse (R) D-100; инулин [144] 

Микрокапсулы масла базилика – антиоксиданты и фенолы [216] 

S. Maurotti с коллегами [183] доказали, что мороженое, содержащее молоч-

ные белки, оказывает значительное влияние на сохранение минеральной плотности 

костей у женщин после менопаузы. 

В результате исследований G. Mendonça с коллегами [185] разработано мо-

роженое из кефира, обогащенное пробиотиками. 

Употребление мороженого из овечьего молока, обогащенного пробиотиками 

и пребиотиками, способствует поддержанию гомеостаза кишечника. Результаты 

показали, что содержание пробиотиков в тонком кишечнике во всех группах пре-

вышало 5 log КОЕ/г−1 [153]. 

Применение овсяного β-глюкана в производстве мороженого имеет свои пре-

имущества. Ежедневное употребление этого компонента в количестве 3 г помогает 

снизить риск сердечно-сосудистых заболеваний, а также положительно влияет на 

работу сердечно-сосудистой системы. Важно отметить, что достоинство использо-

вания овсяного β-глюкана в технологии производства мороженого заключается 

в его способности образовывать вторичную структуру пены, а также предотвра-

щать отделение свободной влаги при производстве кисломолочных продуктов. 

Кроме того, овсяный β-глюкан может действовать как имитатор молочного жира, 

что придает мороженому особое качество [205; 206]. 
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В качестве функциональных ингредиентов, используемых для обогащения 

мороженого, можно рассматривать БАП с противовирусной и антимикробной ак-

тивностью, полученные из молочных белков [36; 107]. 

Одним из перспективных направлений обогащения молочных продуктов, 

в том числе мороженого, является использование гидролизатов белков, содержа-

щих БАП. Е. Ю. Агарковой [1] в рецептуру молочных продуктов введены гидроли-

заты сывороточных белков, что позволило не только им придать функциональность 

за счет наличия пептидов с молекулярной массой менее 5 000 Да и более 10 000 Да, 

но и положительно повлияло на структурно-механические свойства продуктов. 

Вместе с тем на потребительском рынке отсутствует мороженое, обогащен-

ное нативными и синтезированными БАП, что и определяет актуальность диссер-

тационного исследования. 

Заключение по главе 1 

Анализ научной и технической литературы показал, что применение биоло-

гически активных пептидов имеет много достоинств по сравнению с лекарствен-

ными препаратами и БАД к пище, в частности: проникновение в ткани и интерна-

лизация в клетку, отсутствие аллергической реакции, низкая токсичность, высокая 

эффективность в наноконцентрациях, возможность быстрой модификации. 

Показано, что применение БАП в питании позволяет регулировать физиоло-

гические процессы, профилактировать различные заболевания, замедлять процесс 

старения за счет регенерации клеток, при этом БАП высокоспецифичны, неаллер-

гены и не имеют противопоказаний, в отличие от лекарственных препаратов. 

В зависимости от источника происхождения или выделения БАП подразде-

ляются на природные, искусственно модифицированные и искусственно синтези-

рованные. Они могут быть получены из живых организмов, таких как животные, 
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растения, бактерии и грибы, путем протеолиза белка, выделены из ядов, синтези-

рованы химическим путем или с помощью рекомбинантных генов, in silico само-

сборки и с помощью других технологий. 

В качестве функциональных ингредиентов для обогащения мороженого ис-

пользуют пробиотические микроорганизмы, пищевые волокна, фруктовое пюре, ов-

сяный β-глюкан и т. д. Перспективным является обогащение мороженого биологи-

чески активными пептидами, что определяет актуальность диссертационного иссле-

дования, а также необходимость проведения исследований по получению нового 

продукта – мороженого с функциональным ингредиентом – пептидом, впервые 

спроектированным и синтезированным, с доказанными антимикробными и проти-

вовирусными свойствами. 
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2 Объекты и методы исследований 

Работа выполнена в ФГБОУ ВО «Уральский государственный экономиче-

ский университет», в аккредитованной лаборатории ООО «Хладокомбинат № 3», 

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Свердловской области в Орджоникидзев-

ском, Железнодорожном районах города Екатеринбурга, городе Березовский и го-

роде Верхняя Пышма», Испытательная лаборатория ФГБУ «Свердловский рефе-

рентный центр Россельхознадзора» (г. Екатеринбург), испытательной лаборатории 

ГБУ Свердловской области «Свердловская областная ветеринарная лаборатория». 

Общая схема проведения исследований представлена на рисунке 6. 

 

Рисунок 6 – Общая схема проведения исследований 

1. Перспективы промышленного использования биологически активных пептидов, 

обладающих антибактериальной активностью 
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В качестве материалов для выполнения исследований использовали: 

– молозиво коров черно-пестрой породы; 

– фермент трипсин (стандартный), КФ 3.4.21.4, активность 250 000 ед, про-

изводитель ООО «Самсон-Мед» (Россия); 

– мыши линии BALB/c; 

– клетки эмбриональной почки человека HEK-293T; 

– S. aureus ATCC 25923; 

– S. pyogenes ATCC 19615; 

– E. coli ATCC 25922; 

– P. aeruginosa ATCC 27853; 

– мезенхимальные стволовые клетки крысы (происхождение: крыса, глиома, 

индуцированная in vivo N-нитрозометилмочевиной; моноклональная клеточная ли-

ния. Science 1968. 161: 370; Fed.Proc. 1968. 27: 720; морфология фибробластоподоб-

ная; способ культивирования – монослойный; условия культивирования: среда F10 

или F12, сыворотка эмбриональная бычья 10 % (F12) или лошадиная 15 %, эмбри-

ональная бычья 2,5 % (F10); процедура пересева – снятие клеток, используя трип-

син 0,25 %: версен 0,02 % (1:3), кратность рассева 1:3–1:6, оптимальная плотность 

1,0–3,0·105 клеток/см²; криоконсервация – ростовая среда, 5 % DMSO, 2,0–3,0·106 

клеток/мл в ампуле; жизнеспособность после криоконсервации 93 % (окраска три-

пановым синим на нулевом пассаже); контроль контаминации: бактерии, грибы 

и микоплазма не обнаружены; контроль видовой идентичности: кариологический, 

изоферментный (ЛДГ и Г6ФДГ) и иммунофлуоресцентный анализ; кариология: 

2n = 42, пределы изменчивости по числу хромосом 39–44, модальное число хромо-

сом 42, нормальный кариотип крысы (42, XY), в клетках с 43 хромосомами содер-

жится 1 маркер (дифференциальная окраска); 

– клетки HeLa, полученные из типовых культур (ATCC, CCL-2). Клетки HeLa 

инкубировали в модифицированной среде Dulbecco Eagle’s Medium (DMEM) с до-

бавлением глюкозы (4500 мг/л), L-глютамина, 10 % фетальной коровьей сыворотки 

(FBS), пенициллина и стрептомицина (10 000 ед/мл и 10 мг/мл соответственно) (ин-

кубировали в среде CO2 при 37 °C). 
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Объектами исследования на разных этапах работы являлись: 

1. Олигопептид, выделенный из ферментативного гидролизата молозива ко-

ров, состоящий из восьми аминокислот со следующей последовательностью: лей-

цин – аргинин – глутаминовая кислота – глицин – изолейцин – лизин – аспарагин – 

лизин (LREGIKNK). 

Свежее молозиво получали от коров в течение 48 ч после родов. Молозиво 

собирали в автоклавированные контейнеры и определяли общее количество аэроб-

ных бактерий путем высева образцов свежего молозива (100 мкл) на триптиказо-

соевый агар (9 мл). Культивирование бактерий осуществляли при 37 °C в течение 

24 ч. Для определения общего количества анаэробных бактерий образцы свежего 

молозива высевали на среду MRS-агар и инкубировали в анаэробных условиях при 

37 °C в течение 48 ч. Сразу после сбора свежее молозиво обезжиривали центрифу-

гированием в автоклавированных центрифужных пробирках при 15 000 об/мин 

в течение 20 мин при 4 °C. Затем супернатант собирали и добавляли фенилметил-

сульфонилфторид (ФМСФ) до конечной концентрации 5 ммоль/л; аликвоты супер-

натанта объемом 200 мл, содержащие ФМСФ, замораживали и хранили при темпе-

ратуре 20 °C. 

Очистка пептида. Для осаждения высокомолекулярных пептидов и белков 

к аликвотам супернатанта добавляли концентрированную уксусную кислоту до ко-

нечной концентрации 10 %, суспензию центрифугировали (40 000 об/мин в течение 

60 мин при 4 °C). Затем супернатанты, содержащие пептиды, подвергали концен-

трированию с обратной фазой с использованием картриджа Sep-Pak C18 объемом 

1 мл (Millipore, Milford, США), которые сначала активировали 5 мл изопропанола, 

содержащего 0,1 % трифторуксусной кислоты (ТФУ), затем 5 мл метанола и, нако-

нец, промывали 0,1 % ТФУ. После загрузки 5 мл супернатанта картридж промы-

вали 4 мл 0,1 % ТФУ, а связанные пептиды затем элюировали 2 мл 50 % изопропа-

нола, содержащего 0,1 % ТФУ. pH элюата доводили до 6,6 с помощью 1 моль·л−1 

NaOH, стерильно фильтровали (0,2 мкм, Life Sciences, Ирландия) и загружали в ка-

тионообменную колонку (Mono S HR 5/5; GE Healthcare Biosciences, Великобрита-

ния), уравновешенную 10 ммоль·л−1 фосфатом натрия (pH 6,6) при скорости потока 
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1 мл·мин−1, используя хроматографическую систему AKTA (Amersham Biosci-

ences, Нидерланды). Активные пептиды элюировали линейным градиентом 

0−1 моль·л−1 NaCl в 10 ммоль·л−1 фосфате натрия (pH 6,6) и детектировали путем 

измерения поглощения УФ при 214 и 280 нм. Фракцию собирали, проводили уль-

трафильтрацию через фильтр 1500 Да, снова загружали в катионообменную ко-

лонку и элюировали со скоростью потока 1 мл·мин−1 градиентом 0–40 % изопропа-

нола, содержащим 0,1 % ТФУ, в течение 40 мин, затем градиентом 40–50 % изо-

пропанола с 0,1 % ТФУ в течение 20 мин. Фракцию лиофилизировали для удаления 

изопропанола и ТФУ, ресуспендировали в 0,01 % уксусной кислоте и анализиро-

вали с использованием ВЭЖХ/МС [59]. 

Обобщенный показатель комплексной оценки гидролизата (Di) рассчитывали 

как среднегеометрическое по всем показателям желательности di каждого из част-

ных оценочных показателей n по формуле 

 Di = √Пi
ndi

n
. (1) 

Значения контуров желательности рассчитывали с использованием функции 

Харрингтона. В таблице 2 представлены числовые интервалы шкалы Харрингтона. 

Таблица 2 – Числовые интервалы шкалы Харрингтона 

Оценка 
Интервал значений функции 

желательности di 

Практическая характеристика 

уровня 

Очень хорошо 1,00–0,80 Допустимый и превосходный 

Хорошо 0,80–0,63 Допустимый и хороший 

Удовлетворительно 0,63–0,37 Допустимый и достаточный 

Плохо 0,37–0,20 Недопустимый 

Очень плохо 0,20–0,00 Недопустимый 

2. Пептид, полученный твердофазным синтезом с использованием диспер-

гируемых в воде наночастиц Fmoc-аминокислот в последовательности 

LREGIKNK. 
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Твердофазный трехфазный синтез пептида проводили в соответствии с раз-

работанной схемой и способом, представленными в параграфе 3.3. Синтез осу-

ществляли в компании Pepmic Co., Ltd (Китай). Сборку аминокислотной последо-

вательности пептида проводили на смоле в воде с помощью быстрого поточного 

Fmoc-твердофазного пептидного синтеза (Fmoc-SPPS). В таблице 3 представлены 

технические характеристики процесса трехфазного синтеза пептида. 

Таблица 3 – Технические характеристики трехфазного синтеза пептида LREGIKNK 

Показатель Характеристика 

Аминокислотная 

последовательность 
LREGIKNK 

Первый насос 0,1 % трифторуксусной кислоты и до 100 % дистиллированной воды 

Второй насос 0,1 % трифторуксусной кислоты и до 100 % ацетонитрила 

Скорость потока, мл/мин 1 

Длина волны, нм 220 

Аналитическая колонка SHIMADZU Inertsil ODS-SP 

Впрыск объема, мкл 14 

Растворение Дистиллированная вода 

Цитотоксичность образцов нативных и синтезированных пептидов опреде-

ляли на клетках HEK29. Каждую клетку высевали в количестве 5·103 клеток на 

лунку с питательной средой DMEM в 96-луночные планшеты за 24 ч до обработки. 

После обработки пептидом в дозировке 10; 50; 100; 200; 300 и 400 мкг/мл в среду 

добавляли нейтральный красный (150 мкл/мл) и продолжали инкубировать при 

температуре 37 °C в течение 2 ч. Затем клетки дважды промывали физиологиче-

ским раствором с фосфатным буфером Дульбекко (DPBS) и краситель экстрагиро-

вали 200 мкл дезинфицирующего раствора (этанол, деионизированная вода и ледя-

ная уксусная кислота в соотношении 50:49:1). Оптическую плотность считывали 

при 540 нм с помощью считывателя микропланшетов на мультимодальном ридере 

ClarioStar (BMGLabtech, Россия). Жизнеспособность клеток выражали в процентах 

от контроля. 

Цитотоксичность вычисляли по формуле 
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 ЦТ = 
ODотр.конт – ODиссл.обр

ODотр.конт
·100 %, (2) 

где ЦТ – цитотоксичность; ODиссл.обр – оптическая плотность исследуемого образца; 

ODотр.конт – оптическая плотность необработанных клеток. 

Для эксперимента по определению острой токсичности сформировали че-

тыре группы мышей BALB/c по 10 животных (самцов) в каждой, массой от 26–32 г. 

Первая группа – контрольная (животные получали основной рацион (ОР) и внутрь 

изотонический раствор натрия хлорида в объеме 0,1 мл), вторая опытная – ОР 

и пептид внутрь в дозе 10 г/кг массы тела, растворенный в 0,1 мл изотонического 

раствора натрия хлорида; третья опытная – ОР и пептид внутрь в дозе 100 г/кг 

массы тела, растворенный в 0,1 мл изотонического раствора натрия хлорида; чет-

вертая опытная – ОР и пептид внутрь в дозе 400 г/кг массы тела, растворенный 

в 0,1 мл изотонического раствора натрия хлорида. Все манипуляции с животными 

были осуществлены в соответствии с Директивой Совета ЕС 2010/63/EU. После 

введения животных держали под наблюдением 48 ч. 

LD50 определяли по ГОСТ 34557-2019 «Методы испытания по воздействию 

химических веществ на организм человека Испытания по оценке острой токсично-

сти при внутрижелудочном поступлении. Метод «вверх и вниз». 

Для оценки субхронической токсичности сформировали две группы самцов 

BALB/c массой 22–29 г по 10 животных в каждой. Первая группа контрольная – 

получала ОР и внутрь 0,1 мл изотонического раствора натрия хлорида. Вторая 

группа мышей получала ОР и 0,8 мг/кг пептида, растворенного в 0,1 мл изотониче-

ского раствора натрия хлорида ежедневно в течение 21 сут. Вышеуказанная доза 

пептида выбрана на основании допустимого суточного потребления АМП низин 

в количестве 33 000 МЕ (0,8 мг/кг массы тела) [119]. Для внутрижелудочных вве-

дений пептидов молозива использовали зонд DE006A 18G × 50 mm (Великобрита-

ния). Взвешивание животных проводили каждые 7 сут. 

Оценку токсичности пептида определяли по биохимическим показателям: 

аланинаминотрансфераза (АЛТ), аспартатаминотрансфераза (АСТ), мочевину 
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и креатинин на автоматическом биохимическом и иммуноферментном анализаторе 

ChemWell 2910 (Awareness Technology, США). 

После перорального введения пептида животные всех групп были выведены 

из эксперимента путем внутримышечного введения пентобарбитала натрия в дозе 

40 мг/кг. 

Образцы тканей языка, тимуса, сердца, желудка, кишечника, селезенки, го-

ловного мозга собирали и фиксировали в 10 % забуференном формалине. Срезы 

для гистопрепаратов проводили с помощью микротома-криостата Leica CM1510S 

(Leica, Германия). Гистопрепараты делали с использованием заливочной станции 

Leica EG1160 (Leica, Германия). Окраску тканей гематоксилин–эозином осуществ-

ляли с помощью автоматизированной системы для окраски гистологических пре-

паратов Leica ST5010 (Leica, Германия). 

Для исследования влияния температуры приготовили два образца 0,01 % вод-

ного раствора пептида. Первый образец раствора пептида являлся контрольным 

(нагревание не проводили), второй образец (опытный) раствора нагревали при тем-

пературе 95 °C в течение 3 мин. Для сравнения антимикробной активности пептида 

использовали антибиотик широкого спектра действия «Канамицин». Эксперимент 

осуществляли в трех повторностях. 

Антимикробную активность пептида исследовали на грамположительных 

S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes ATCC 19615 и грамотрицательных E. coli ATCC 

25922 и P. aeruginosa ATCC 27853 бактериях. 

Антибактериальную активность пептидов в отношении грамотрицательных 

и грамположительных бактерий определяли диско-диффузионным методом [131; 

146]. На чашки Петри с агазированной питательной средой делали посев бактерий 

газоном. Бумажные диски пропитывали раствором 0,01 % пептида, в качестве пре-

парата сравнения использовали диск с антибиотиком («Канамицин» из стандарт-

ного набора). Чашки Петри помещали в термостат и инкубировали при темпера-

туре 37 °C в течение 24 ч. Результаты учитывались по наличию и размеру (в мил-

лиметрах) прозрачной зоны отсутствия роста микроорганизмов вокруг диска. Экс-

перимент проводили в трех повторностях. 
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При определении противоопухолевой активности пептида LREGIKNK в ка-

честве контроля была использована культура мезенхимальных стволовых клеток 

(МСК), выделенная из берцовой кости крысы (Институт медицинских клеточных 

технологий (г. Екатеринбург, Россия)), представленная на рисунке 7. 

 

Рисунок 7 – Мезенхимальные стволовые клетки крысы 

(окраска по Романовскому – Гимзе, увеличение ×400) 

В качестве опыта использованы клетки карциномы шейки матки человека 

HeLa (Институт медицинских клеточных технологий (г. Екатеринбург, Россия)) 

(рисунок 8). 

 

Рисунок 8 – Карцинома шейки матки человека HeLaS3 

(окраска по Романовскому – Гимзе, увеличение ×400) 

Противоопухолевую активность пептида оценивали с использованием 

MTT-теста, описанного Т. Мосманном [196] с незначительными модификациями 

[257]. После 72-часовой инкубации клеток (10 000 клеток на лунку) с концентра-
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цией пептида 5; 10; 20; 40; 50 и 60 мкг/мкл на 96-луночном планшете (Eppendorf, 

Германия), в каждую лунку добавляли по 20 мкл раствора МТТ в дозе 5 мг/мл 

и планшет дополнительно инкубировали при температуре 37 °C в течение 4 ч, за-

тем в лунки добавляли реагент PrestoBlue (Merck, США) (конечная концентрация 

1 мкг/мл) для прижизненной оценки жизнеспособности, затем клетки помещали 

в CO2-инкубатор на 20 мин. После чего проводили анализ на приборе ClarioStar 

(BMG Labtech, Россия). 

Противовирусную активность пептида исследовали на лентивирусных ча-

стицах путем проникновения их через мембрану клетки и интеграцию в геном. 

Использование лентивирусных частиц в эксперименте обосновано их высо-

кой способностью проникать в геном клетки и сохранять постоянную экспрессию 

трансгена. Кроме того, лентивирусные частицы упакованы в оболочку вируса ве-

зикулярного стоматита, что позволяет им обладать широким тропизмом к различ-

ным клеткам независимо от происхождения и вида. Лентивирусные частицы про-

являют свою эффективность на любых клетках человека и животных. Лентивирусы 

легко проникают в геном клетки и уже через 48–72 ч вызывают экспрессию флуо-

ресцентного белка после добавления к клеточной культуре, по которой оценивают 

возможность их проникновения через мембрану и геном. 

Сборка лентивируса. Сборка лентивируса показана на рисунке 9, а. За 18 ч 

до трансфекции клетки 293T инокулировали в 6-луночные планшеты для культи-

вирования клеток с плотностью 4·105 клеток на лунку, при этом в каждую лунку 

добавляли по 2 мл культуральной среды. Для сравнения плотности инокуляции 

упакованных клеток также применяли плотность 8·105 293Т клеток на лунку. За 1 ч 

до трансфекции клеточную среду заменяли. Для процесса трансфекции использо-

вали реагент PolyJet (SL100688; SignaGen) в соответствии с протоколом произво-

дителя. При этом 2 мкг плазмиды разводили в 100 мкл DMEM-среды без сыво-

ротки (пробирка A), а 6 мкл реагента PolyJet разводили в других 100 мкл DMEM-

среды без сыворотки (пробирка Б). Затем добавляли разведение из пробирки Б 

в пробирку A и осторожно перемешивали. Смесь инкубировали при комнатной 

температуре в течение 12 мин, а затем добавляли в среду для культивирования кле-
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ток. Применяли систему получения лентивируса с плазмидами (pLenti6-GFP 

(Addgene #35637), psPAX2 (Addgene # 12260), pVSV-G (Addgene #138479)) в мо-

лярном соотношении 1:1:1:2. Для сравнения соотношения плазмид использовали 

молярное соотношение 1:1:1:1, массовое соотношение 1:1:1:1 или массовое соот-

ношение 1:1:1:1. Был применен коэффициент 1:2. 

 

Рисунок 9 – Сборка лентивирусных частиц: 

а – сборка лентивируса; б – трансдукция клеток-мишеней 

Клетки инкубировали со смесью реагента для трансфекции – плазмида при 

температуре 37 °C в течение 6 ч перед заменой. Для сравнения времени инкубации 

смеси реагента для трансфекции и плазмиды в качестве времени инкубации было 

выбрано 8 ч. Через 24 ч после замены собирали среду для культивирования клеток, 

содержащую частицы лентивируса, и фильтровали с помощью клеточного сита 

толщиной 0,45 мкм. Супернатант лентивируса хранили при температуре 4 °C и ис-

пользовали в течение 2 сут, чтобы избежать снижения титра вируса. 

Клетки HEK 293T инокулировали в 12-луночные планшеты для культивиро-

вания клеток с плотностью 3·105 клеток на лунку, в каждую лунку добавляли по 

1 мл среды для культивирования клеток. После инкубации в течение 18 ч среду для 

а 

б 
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культивирования клеток заменяли 500 мкл свежей среды и 5–20 мкл супернатанта 

лентивируса, а также бромистого гексадиметрина (полибрен, Cell-Land H9868ZJ) 

с конечной концентрацией 8 мкг/мл. Клетки из одной лунки переваривали, изме-

ряли и регистрировали количество клеток. Через 24 ч после добавления лентиви-

руса в каждую лунку добавляли по 1 мл среды для культивирования клеток, после 

чего клетки инкубировали еще 24 ч перед анализом проточной цитометрией. Титр 

лентивируса рассчитывали следующим образом: количество клеток в лунке умно-

жали на процент положительных по флуоресценции клеток и полученный резуль-

тат делили на объем лентивируса. 

Трансдукция клеток-мишеней (рисунок 9, б). Клетки HLE-B3 инокулировали 

в 6-луночные планшеты для культивирования клеток с плотностью 1,5·105 клеток 

на лунку и инкубировали в течение 18 ч до заражения. Супернатант лентивируса 

добавляли с множественностью инфекции (MOI) в количестве 60. Также добавляли 

полибрен в конечной концентрации 3 мкг/мл. Для метода заражения без центрифу-

гирования супернатант лентивируса заменяли свежей полной средой для культиви-

рования клеток через 8 ч, и клетки инкубировали еще 40 ч. Для метода заражения 

центрифугированием клетки центрифугировали при 1500g в течение 90 мин при 

температуре 32 °C. После центрифугирования супернатант лентивируса заменяли 

свежей полноценной средой для культивирования клеток, далее инкубировали 

клетки в течение 48 ч. 

Первичные фибробласты человека инокулировали в 6-луночные планшеты 

для культивирования клеток с плотностью 1·105 клеток на лунку и инкубировали 

в течение 18 ч до заражения. К супернатанту лентивируса добавляли MOI в коли-

честве 100. Полибрен добавляли в конечной концентрации 6 мкг/мл. Для метода 

заражения без центрифугирования лентивирусный супернатант заменяли через 8 ч, 

как описано выше. Для метода заражения центрифугированием клетки центрифу-

гировали при 1500g в течение 90 мин при температуре 32 °C. После центрифугиро-

вания супернатант лентивируса заменяли свежей полноценной средой для культи-

вирования клеток, затем инкубировали клетки в течение 48 ч. 
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Оценку интернационализации лентивирусных частиц в геном проводили на 

клетках С6. Для эксперимента за 24 ч до начала клетки С6 помещали в 12-луноч-

ный планшет из расчета 104 клетки на каждую лунку. В лунки с клетками вносили 

приготовленный раствор лентивирусных частиц (MOI = 50), реагент для трансдук-

ции LentiTrans (полибрен) (Merck, США) и пептид в различных концентрациях. 

Схема опыта представлена в таблице 4. 

Таблица 4 – Схема опыта по оценке влияния пептида LREGIKNK на интернализацию лен-

тивирусных частиц в геном клетки С6 

DMEM и С6 + раствор лентивирусных частиц 

+ пептид (50 мкг) 
DMEM и С6 + раствор лентивирусных частиц 

DMEM и С6 + раствор лентивирусных частиц 

+ пептид (100 мкг) 
DMEM и С6 + раствор лентивирусных частиц 

DMEM и С6 + раствор лентивирусных частиц 

+ пептид (200 мкг) 
DMEM и С6 + раствор лентивирусных частиц 

Через 72 ч в лунки вносили трипсин, затем клетки снимали с культуральной 

посуды и растворяли в PBS (pH 7,4). Затем проводили оценку проникновения ви-

руса в геном клетки методом проточной цитометрии с помощью проточного цито-

флуориметра для анализа и высокоскоростной сортировки клеток Becton Dickinson 

FACS Aria III SORP (BD Biosciences, США). 

Для оценки проникновения лентивирусных частиц через мембрану использо-

вали клетки HEK 293T, которые помещали в культуральный флакон T25 

(Eppendorf, Германия), затем при достижении конфлюэнтности 65–70 % в клет-

плазмидами pLenti-GFP и pVSV-G (Addgene #138479) в количестве 7 и 15 мкг со-

ответственно для сборки джезикул по протоколу. Культуральную среду заменили 

на 3 мл OPTI-MEM (Gibco, США). Клетки культивировали в CO2-инкубаторе в те-

чение 30 мин. За это время подготавливали пробирки со смесью pLenti-GFP, pVSV-

G, OPTI-MEM и TurboFect (Invitrogen, США), OPTI-MEM, пробирки инкубировали 

в течение 10 мин при комнатной температуре. Во флаконы с клетками HEK 293T 

вносили содержимое и инкубировали в течение 12 ч при комнатной температуре, 

меняли культуральную среду на новую, инкубировали 48 ч, фильтровали через 
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поры 0,45 нм, полученный фильтрат центрифугировали при следующих парамет-

рах: ускорение 100 000g, продолжительность 120 мин, температура 4 °C. Затем сни-

мали надосадочную жидкость, осадок представлял лентивирусные частицы, кото-

рые помещали в морозильную камеру при температуре минус 80 °C. 

Клетки линии C6 размораживали и рассаживали в планшеты в количестве 

8·105 клеток на лунку. Через 24 ч к клеткам в присутствии пептида добавляли лен-

тивирусные джезикулы для оценки соединения с рецепторами клеточной мем-

браны клеток C6. 

Оценку проникновения лентивирусных частиц через мембрану проводили 

методом проточной цитометрии с помощью проточного цитофлуориметра для ана-

лиза и высокоскоростной сортировки клеток Becton Dickinson FACS Aria III SORP 

(BD Biosciences, США). 

3. Образцы мороженого «Пломбир ванильный 15 %», обогащенного пеп-

тидом LREGIKNK, в качестве функционального ингредиента в количестве 30 г на 

1000 кг сырья. Рецептура представлена в таблице 16, технологическая схема (по 

этапам) – в приложении А. 

Пробы мороженого были отобраны в соответствии с ГОСТ Р ИСО 707-2010 

«Молоко и молочные продукты. Руководство по отбору проб». Пробы находились 

в потребительской упаковке (контейнер 2,5 кг), помещенной в изотермический 

контейнер с хладоэлементами. 

Органолептические показатели мороженого определяли по ГОСТ Р ИСО 

22935-32011 «Молоко и молочные продукты. Органолептический анализ. Часть 2. 

Рекомендуемые методы органолептической оценки». 

Содержание левомицетина в образцах мороженого определяли согласно 

МУК 4.1.1912-04 «Определение остаточных количеств левомицетина (хлорамфе-

никола, хлормецимина) в продуктах животного происхождения методом высоко-

эффективной жидкостной хроматографии и иммуноферментного анализа», п. 5. 

Стрептомицин – по МВИ.МН 2642-2015 «Методика выполнения измерений содер-

жания стрептомицина в продукции животного происхождения с использованием 

тест-систем Ridascreen @Streptomycin производства RBiopharm AG, Германия». 
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Антибиотики тетрациклиновой группы – по МУ 3049-84 «Методические указания 

по определению остаточных количеств антибиотиков в продуктах животновод-

ства». Пенициллин – по МВИ.МН 5336-2015 «Методика выполнения измерений со-

держания антибиотиков группы пенициллинов в продукции животного происхож-

дения методом ИФА с использованием тест-систем производства (EuroProxima 

B.V., Нидерланды)». 

Бактерии рода Listeria определяли по ГОСТ 32031-2022 «Продукты пище-

вые. Методы выявления бактерий Listeria monocytogenes и других видов Listeria 

(Listeria spp.)». Staphylococcus aureus – по ГОСТ 30347-2016 «Молоко и молочная 

продукция. Методы определения Staphylococcus aureus», п. 8.1. БГКП – по ГОСТ 

32901-2014 «Молоко и молочная продукция. Методы микробиологического ана-

лиза», п. 8.5. Бактерии рода Salmonella – по ГОСТ 31659-2012 (БО 6579:2002) 

«Продукты пищевые. Метод выявления бактерий рода Salmonella». 

Содержание токсических веществ в мороженом сравнивали с требованием 

ТР ТС 021/2011 Технический регламент Таможенного союза «О безопасности пи-

щевой продукции», ТР ТС 033/2013 Технический регламент Таможенного союза 

«О безопасности молока и молочной продукции». 

Массовую долю сахарозы определяли по ГОСТ Р 54667-2011 «Молоко и про-

дукты переработки молока. Метод определения массовой доли сахаров». Массо-

вую долю сухого обезжиренного молочного остатка (СОМО) – по ГОСТ Р 54761-

2011 «Молоко и молочная продукция. Методы определения массовой доли сухого 

обезжиренного молочного остатка». Кислотность – по ГОСТ Р 54669-2011 «Мо-

локо и продукты переработки молока. Методы определения кислотности». Массо-

вую долю жира – по ГОСТ 5867-90 «Молоко и молочные продукты. Метод опреде-

ления жира», п. 2. Массовую долю сухого вещества – по ГОСТ Р 54668-2011 «Мо-

локо и продукты переработки молока. Методы определения массовой доли влаги 

и сухого вещества». Массовую долю белка – по ГОСТ 34454-2018 «Продукция мо-

лочная. Определение массовой доли белка методом Кьельдаля». 

Кадмий определяли по ГОСТ 30178-96 «Сырье и продукты пищевые. Атомно-

абсорбционный метод определения токсичных элементов». Мышьяк – по ГОСТ 
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26929-94 «Сырье и продукты пищевые. Подготовка проб. Минерализация для опре-

деления содержания токсичных элементов», п. 3; ГОСТ 26930-86 «Сырье и продуты 

пищевые. Метод определения мышьяка». Ртуть – по ГОСТ 34427-2018 «Продукты 

пищевые и корма для животных Определение ртути методом атомно-абсорбцион-

ной спектрометрии на основе эффекта Зеемана». Свинец – по ГОСТ 30178-96 «Сы-

рье и продукты пищевые. Атомно-абсорбционный метод определения токсичных 

элементов». Удельную активность стронция – по ГОСТ 32163-2013 «Продукты пи-

щевые. Метод определения содержания стронция Sr-90», удельную активность це-

зия – по ГОСТ 32161-2013 «Продуты пищевые. Метод определения содержания це-

зия-137». ГХЦГ – по ГОСТ 23452-2015 «Молоко и молочные продукты. Методы 

определения остаточных количеств хлорорганических пестицидов». ДДТ и его ме-

таболиты – по ГОСТ 23452-2015 «Молоко и молочные продукты. Методы опреде-

ления остаточных количеств хлорорганических пестицидов». 

Генетически модифицированные организмы определяли по ГОСТ Р 53214-

2008 «Продукты пищевые. Методы анализа для обнаружения генетически модифи-

цированных организмов и полученных из них продуктов. Общие требования 

и определения». Руководствовались инструкцией по применению набора реагентов 

для обнаружения регуляторных последовательностей 35S, FMV, NOS в геноме 

ГМО растительного происхождения методом полимеразной цепной реакции в ре-

альном времени PacTEHN35S+FMV/NOS. 

Результаты были получены с использованием программного обеспечения 

GraphPad InStat 6.0. Использовался односторонний дисперсионный анализ 

(ANOVA). Данные выражены как среднее значение со стандартным отклонением 

(M ± SD) при уровне значимости p < 0,05. 
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3 Результаты исследований и их обсуждение 

3.1 Выделение, характеристика и прогнозирование 

антимикробной активности пептида из трипсинового гидролизата 

молозива коров 

В последние годы разрабатываются различные модели математического про-

гнозирования получения биологически активных ферментативных гидролизатов 

белков на основе предсказания пептидных последовательностей с желаемыми [271] 

и другими свойствами. 

Для прогнозирования биоактивности гидролизатов белка и биопептидов ис-

пользуют различные предиктивные методы, которые могут предсказывать разно-

родную биологическую активность на основе аминокислотных последовательно-

стей. Так, использование кодирования признаков для генерации числовых призна-

ков на основе пептидных последовательностей является одним из методов машин-

ного обучения, который может быть использован для анализа белковых последова-

тельностей. Этот метод позволяет преобразовать пептидные последовательности в 

числовые векторы, которые могут быть использованы для обучения моделей ма-

шинного обучения. После того как пептидные последовательности были преобра-

зованы в числовые векторы, можно использовать различные алгоритмы машинного 

обучения, такие как нейронные сети, SVM, деревья решений и др., для обучения 

моделей и предсказания свойств белков [238]. 

Согласно [136; 238], методы кодирования признаков подразделяются на две 

широкие категории: признаки на уровне пептидов и признаки на уровне аминокис-

лот. На уровне пептидов методы машинного обучения в качестве входных данных 

используют характеристики последовательностей пептидов, а также длину пеп-

тида, аминокислотный состав, заряд, изоэлектрическую точку, гидрофобность 



56 

и другие свойства. На уровне аминокислот методы машинного обучения исполь-

зуют информацию об аминокислотной последовательности белка, а также о фи-

зико-химических свойствах аминокислот, таких как заряд, гидрофобность, размер 

и другие свойства. 

Методы машинного обучения могут включать в себя использование различ-

ных алгоритмов, таких как SVM (Support Vector Machines), Random Forest, Neural 

Networks и др. В целом выбор метода машинного обучения и признаков зависит от 

конкретной задачи и доступных данных [60; 112]. 

Программная среда Microsoft Excel позволяет проводить оптимизацию про-

цесса гидролиза с возможностью выбора целевой биологической активности и ис-

пользуемого фермента. 

Заданные параметры пептида позволяют спрогнозировать процесс фермента-

тивного гидролиза молозива коров ферментами трипсином и пепсином для полу-

чения от двух до шести видов заданной биологической активности (антиоксидант-

ная, антимикробная, антидиабетическая, противоопухолевая, антивирусная, пре-

биотическая). Параметры гидролиза для получения гидролизата молозива с высо-

кими противомикробным свойствами при воздействии трипсина и пепсина пред-

ставлены на рисунке 10. 

Определение оптимальных параметров ферментативного гидролиза для по-

лучения гидролизата с заданной биологической активностью проводили с исполь-

зованием контуров желательности в зависимости от значений этих параметров. 

Для получения гидролизата с антимикробной активностью определен следу-

ющий режим гидролиза: 

– продолжительность гидролиза 4–5 ч; 

– степень гидролиза 60 %; 

– соотношение фермента (трипсин) и субстрата 1:17; 

– pH 7,8; 

– температура 39 °C. 
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Рисунок 10 – Оптимальные параметры ферментного расщепления молозива коров 

для получения гидролизата с антиоксидантными и противомикробным свойствами: 

а – продолжительность гидролиза, ч; б – степень гидролиза, %; 

в – соотношение фермента и субстрата, % 

Разработка зависимостей для перевода опытных значений оценочных пока-

зателей в кодовые для шкалы Y проводилась также с использованием среды Mi-

crosoft Excel (таблица 5). 

Таблица 5 – Комплексная оценка процесса гидролиза в кодовых шкалах и с использова-

нием функции Харрингтона 

Биологическая 

активность 

Частные оценочные показатели 

Di Время гидролиза Степень гидролиза 
Соотношение 

фермента и субстрата 

Y di Y di Y di 

Антимикробная 
активность 

0,49 0,54 0,29 0,47 0,42 0,51 0,51 
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Полученные результаты, представленные в таблице 5, позволяют проводить 

обобщенную оценку желательности влияния параметров гидролиза молозива коров 

при различных значениях заданной биологической активности. 

Смоделированные режимы ферментолиза молозива коров для получения гид-

ролизатов антимикробной направленности были в дальнейшем подтверждены экс-

периментальными исследованиями антибактериальной, противогрибковой, проти-

вовирусной и противоопухолевой активности пептида, выделенного из гидролизата. 

Характеристика пептида, выделенного из трипсинового гидролизата, 

с прогнозируемой антимикробной активностью 

Из трипсинового гидролизата выделен олигопептид, состоящий из восьми 

аминокислот со следующей последовательностью: лейцин – аргинин – глутамино-

вая кислота – глицин – изолейцин – лизин – аспарагин – лизин (LREGIKNK), 

c молекулярной массой 9 кДа и молекулярной формулой C41H77N13O12S0. 

Молекулярно-массовое распределение пептида оценивали масс-спектромет-

рическим методом [126]. Идентификацию пептида осуществляли методом MALDI-

TOF MS Ultraflex (Bruker, Германия) [270]. Анализ масс-спектров проводили с по-

мощью программы Mascot, опция Peptide Fingerprint (Matrix Science, США). 

На рисунке 11 представлен масс-спектр пептида LREGIKNK. 

 

Рисунок 11 – Масс-спектр пептида LREGIKNK 
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В таблице 6 представлена характеристика аминокислотного состава пептида 

LREGIKNK. 

Таблица 6 – Аминокислотный состав пептида LREGIKNK 

Аминокислота Характеристика 

Гидрофобная аминокислота I: 1 V: 0 L: 1 F: 0 C: 0 M: 0 A: 0 W: 0 

Количество G и P G: 1 P: 0 

Отрицательно заряженная аминокислота E: 1 D: 0 

Положительно заряженная аминокислота K: 2 R: 1 H: 0 

Другая аминокислота T: 0 S: 0 Y: 0 Q: 0 N: 1 

Процентное содержание каждой аминокислоты пептида следующее, %: Ile 

13, Leu 13, Gly 13, Asn 13, Glu 13, Lys 25 и Arg 13. Гидрофобное соотношение со-

ставляет 25 %, общий суммарный заряд +2. 

Соотношение катионных и гидрофобных остатков определяет активность ан-

тимикробных пептидов. Катионные остатки включают аминокислоты, такие как 

аргинин (R), лизин (K) или гистидин (H). Их роль заключается в посредничестве 

реакций с отрицательно заряженными бактериальными липидами. Гидрофобные 

остатки, содержащие триптофан – W, фенилаланин – F и лейцин – L, участвуют 

в соединении с клеточными мембранами и определяют их повреждение [76]. По-

лярные катионные остатки способствуют солюбилизации молекул в воде, в то 

время как липофильные остатки обеспечивают локализацию в липидных мицеллах 

[191; 265]. 

Определение физико-химических показателей пептида: изоэлектрическая 

точка пептида, гидрофобность пептида по Уимли – Уайту в целом остатке (сумма 

энергии переноса пептида без остатка из воды на поверхность раздела), потенциал 

связывания с белками (индекс Бомана) определяли по базе данных антимикробных 

пептидов APD (https://aps.unmc.edu/home). 

Изоэлектрическая точка пептида 10,63 Ккал/моль−1. Гидрофобность пептида 

по Уимли – Уайту в целом остатке (сумма энергии переноса пептида без остатка из 
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воды на поверхность раздела) равна 4,37. Потенциал связывания с белками (индекс 

Бомана) составляет 3,58 ккал/моль. 

Полученные данные позволяют предположить, что исследуемый пептид от-

носится к противобактериальным, противовирусным и противораковым. 

Так, в составе известного антибактериального пептида лизоцима содержатся 

все аминокислоты, присутствующие в пептиде LREGIKNK. В частности, пять 

остатков лейцина, в исследуемом пептиде – 1; шесть остатков аргинина, в исследу-

емом – 1; два остатка глутаминовой кислоты, в исследуемом – 1; шесть остатков 

глицина, в исследуемом – 1; один остаток изолейцина, в исследуемом – 1; три 

остатка лизина, в исследуемом – 2; семь остатков аспарагина, в исследуемом – 2; 

по одной последовательности глицин – изолейцин. 

Также в известном противомикробном пептиде мелиттине, выделенном из 

яда пчел, содержится последовательность глицин – изолейцин; мелиттин активен 

в отношении E. coli W 160-37 (МКГ 5–10 мкг/мл), S. aureus 8530B (МКГ 10–

15 мкг/мл), B. subtilis (2–4 мкг/мл) и P. putida NCIM 2102 (25–35 мкг/мл). Также ак-

тивен в отношении грамположительных B. megaterium Bm11 (смертельная концен-

трация LD 0,6 мкм), S. aureus Cowan I, E. coli, Y. pseudotuberculosis YPIII, 

P. aeruginosa ATCC15692, A. hydrophila Bo-3N (NA) и E. agglomerans Bo-1S (LD 

0,2–2,8 мкм). Активен против резистентного к колистину A. baumannii, C. albicans 

(MIC 3–6 мкм) и ВПГ-1, ВПГ-2. Он также является инсектицидным (EC50 

5,9 ммоль/мг). Активен в отношении грамположительных бактерий S. mutants 

(МИК 1,1 мкм), S. aureus (4,4 мкм) и E. faecium (2,2 мкм), а также грамотрицатель-

ных бактерий E. coli O-157 (MIC 1,1 мкм), P. aeruginosa (2,2 мкм) и V. vulnificus 

(4,4 мкм) и грибов C. albicans (8,8 мкм), T. beigelii (4,4 мкм), M. furfur (8,8 мкм). Со-

общалось, что аналогичная последовательность активна в отношении L. panamensis 

[218], ингибирует ВИЧ, подавляя экспрессию вирусных генов [264]. 

Возможно, исследуемый пептид относится в катионным α-спиральным анти-

микробным пептидам, так как пептидная последовательность составляет не более 

40 аминокислот, а общий заряд от +2 до +9, что согласуется с данными [245]. 

Нами смоделирована структура пептида LREGIKNK (рисунок 12). 
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а б 

Рисунок 12 – Двухмерная (а) и трехмерная (б) структура пептида LREGIKNK 

Из рисунка 12 следует, что пептид относится к α-спиральным антимикроб-

ным пептидам. 

Следует отметить, что известный АМП лизоцим объединяет α-спиральную 

и β-структуру (по данным базы APD). 

В исследуемом пептиде гидрофобное соотношение составляет 25 %, что со-

гласуется с исследованиями [167], из которых следует, что АМП обычно содержат 

25 % и более гидрофобных аминокислот, которые обеспечивают образование ам-

фифильной структуры при взаимодействии с клетками-мишенями. 

Потенциал связывания с белками (индекс Бомана) составляет 3,58 ккал/моль, 

что свидетельствует о способности пептида связываться с мембранами бактериаль-

ных клеток, проникать в клетку и проявлять высокую антимикробную активность. 

Пептид обладает высоким потенциалом связывания, если значение индекса превы-

шает 2,48 [63]. 

В исследуемом пептиде индекс Бомана выше, чем у АМП лизоцима (индекс 

Бомана 2,28). 

По базам данных Национального центра биотехнологической информации 

(NCBI), противовирусных пептидов (APD) и др. выделенный пептид не идентифи-

цируется, соответственно, биологические свойства пептида неизвестны, но, со-

гласно базе данных APD, пептид имеет сходство до 45 % с другими антимикроб-

ными пептидами. 
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На рисунке 13 показаны АМП из базы данных APD, имеющие наибольшее 

сходство с полученным пептидом, что позволяет сделать предположение о его ан-

тимикробных свойствах. 
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AP 02982 AP 01301 

Рисунок 13 – Результаты сходства пептида LREGIKNK с известными АМП 

Таким образом, на основании проведенных исследований можно предполо-

жить, что полученный пептид LREGIKNK обладает антимикробной активностью, 

что согласуется с результатами моделирования ферментативного гидролиза белка 

молозива (параграф 3.1). 
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3.2 Исследование биологической активности пептида LREGIKNK 

3.2.1 Оценка цитотоксического действия пептида in vitro 

Цитотоксичность – способность вызвать некротическую или апоптотическую 

гибель клеток путем нарушения синтеза белка и (или) изменения проницаемости 

клеточной мембраны [201]. Цитотоксичность можно измерить различными мето-

дами, включая 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий бромид (MTT) 

тест, CCK-8 тест, АТФ-тест, тест на лактатдегидрогеназу (LDH), тест AlamarBlue™ 

и тест на поглощение нейтрального красного (Neutral Red Assay) [162]. 

При исследовании цитотоксичности пептида LREGIKNK использован метод 

нейтрального поглощения красного, основанный на способности живых клеток по-

глощать нейтральный красный краситель. Краситель проникает в клетки посред-

ством неионной диффузии и накапливается в лизосомах. После промывки краситель 

экстрагируют из клеток подкисленным этанолом и измеряют спектрофотометриче-

ски. Этот анализ основан на способности клеток сохранять градиент рН, который 

позволяет красителю проникать через клеточную мембрану и удерживаться в лизо-

сомах. Поскольку такой способностью обладают только живые клетки, количество 

измеряемого красителя напрямую коррелирует с количеством живых клеток. Этот 

метод используется в качестве альтернативы другим тестам, например MTT [228]. 

Проведены исследования цитотоксичности пептида LREGIKNK. Результаты 

исследований представлены в таблице 7. 

Из таблицы 7 следует, что исследуемый пептид не обладает цитотоксично-

стью в отношении клеток эмбриональной почки человека. При повышении дозы 

пептида с 10 до 400 мкг/мл достоверных изменений цитотоксичности пептида не 

установлено. Цитотоксичность пептида в указанных выше дозировках составляет 

от −0,35 до 0,26. 
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Таблица 7 – Результаты оценки цитотоксичности пептида LREGIKNK 

Дозировка пептида, мкг/мл 
Оптическая плотность опытного 

образца с пептидом 
Цитотоксичность 

10 90 347 ± 124 −0,88 

50 89 436 ± 51  0,14 

100 90 249 ± 93 −0,35 

200 89 476 ± 117  0,10 

300 89 795 ± 46  0,26 

400 89 785 ± 85 −0,25 

Полученные данные согласуются с исследованиями [221], в которых дока-

зана безопасность применения олиго- и полипептида на здоровых клетках. 

Кроме того, полученные данные согласуются с результатами исследования 

токсичности АМП P34 in vitro на эукариотических клетках [259]. Клетки VERO об-

рабатывали АМП P34 и низином; значения EC50 в анализах MTT, нейтрального 

красного и лактатдегидрогеназы были одинаковыми для обоих пептидов. Пептиды 

характеризовались отсутствием цитотоксичности. При оценке параметров жизне-

способности сперматозоидов, подвижности и акросомального экзоцитоза пептиды 

также показали сходные эффекты – не цитотоксичны. 

Аналогичные результаты были получены китайскими учеными [223], кото-

рые доказали, что пептиды, выделенные из мышечного белка лягушки-быка (Rana 

catesbeiana Shaw), не проявляют цитотоксичности по отношению к клеточной ли-

нии MRC-5 эмбриональных фибробластов легких человека. 

Таким образом, пептид LREGIKNK не обладает цитотоксическим эффектом, 

и предполагается, что указанный пептид может быть использован в составе пище-

вой продукции в качестве функционального ингредиента при условии дополни-

тельных исследований его безопасности в экспериментах in vivo. 
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3.2.2 Оценка субхронической токсичности пептида in vivo 

Исследование токсичности АМП LREGIKNK in vitro и in vivo является важ-

ным этапом перед тем, как его можно будет рассматривать для использования в со-

ставе пищевых продуктах в качестве функционального ингредиента. 

Проведено исследование токсичности пептида при пероральном введении на 

мышах самцах BALB/c. В эксперименте по определению острой токсичности LD50 

пептида определить не удалось, так как смертельных случаев не зарегистрировано 

при всех исследуемых дозах (10; 100; 400 мг/кг). Таким образом, LD50 был выше 

400 мг/кг. Результаты исследований имеют решающее значение для оценки токсич-

ности АМП как потенциальных функциональных ингредиентов в составе пищевой 

продукции, так как в настоящее время существует мало исследований острой ток-

сичности для сравнения. Обширные токсикологические исследования показали, 

что прием известного АМП низина при пероральном введении не оказывает токси-

ческого воздействия на организм человека с зарегистрированным LD50, равным 

6950 мг/кг, что аналогично пищевой соли [139]. Исследование [81] подтверждает, 

что АМП педиоцин PA-1 не обладает токсичностью, хотя его применение еще не 

было рекомендовано ВОЗ [85]. Некоторые авторы [77] связывают высокий уровень 

LD50 АМП с действием протеолитических ферментов в желудочно-кишечном 

тракте, способных инактивировать пептиды, – в частности, трипсина и химотрип-

сина, вырабатывающихся в поджелудочной железе и высвобождаемых в тонкий 

кишечник. Некоторые АМП чувствительны к трипсину [198]. Низкая токсичность 

АМП – в частности, низина, введенного в состав молочного шоколада, возможно, 

связана с действием ферментов слюны. Установлено, что через 1 мин после упо-

требления молочного шоколада, содержащего низин, его количество в ротовой по-

лости составляет 25 % от первоначальной концентрации. Некоторые бактериоцины 

также могут быть иногда чувствительны к птиалину и не обнаруживаются в слюне 

человека уже через 10 мин после употребления жидкости, содержащей бактерио-

цин [70]. 
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В эксперименте по оценке субхронической токсичности пептида LREGIKNK 

гибель лабораторных животных контрольной и опытных групп не зарегистриро-

вана. Не отмечено достоверных различий по массе тела животных контрольных 

и опытных групп. Результаты исследований представлены в таблице 8. 

Таблица 8 – Динамика массы тела групп мышей BALB/c при исследовании субхрониче-

ской токсичности пептида (n = 10) 

Группа животных 

Масса тела, г 

в начале 

эксперимента 
на 22-е сутки 

1-я группа – контрольная (ОР + 0,1 мл изотонического 

раствора натрия хлорида) 26,4 ± 0,5 31,7 ± 0,3 

2-я группа (ОР + 0,8 мг/кг пептида, растворенного 

в 0,1 мл изотонического раствора натрия хлорида) 25,9 ± 0,6 31,9 ± 0,4 

Результаты исследований биохимических показателей крови лабораторных 

животных представлены в таблице 9. 

Таблица 9 – Динамика биохимических показателей крови групп мышей BALB/c при ис-

следовании субхронической токсичности пептида LREGIKNK (n = 10; p ≤ 0,05) 

Группа животных АСТ, ед/л АЛТ, ед/л 
Креатинин, 

мг/дл 

Мочевина, 

мг/дл 

В начале эксперимента 

1-я группа – контрольная (ОР + 0,1 мл изо-

тонического раствора натрия хлорида) 149,3 ± 18,1 72,8 ± 21,8 0,14 ± 0,04 57,4 ± 16,9 

2-я группа (ОР + 0,8 мг/кг пептида, раство-

ренного в 0,1 мл изотонического раствора 

натрия хлорида) 142,8 ± 14,5 71,6 ±12,9 0,13 ± 0,02 52,8 ± 16,3 

На 22-е сутки эксперимента 

1-я группа – контрольная (ОР + 0,1 мл изо-

тонического раствора натрия хлорида) 147,4 ± 17,2 74,9 ± 11,8 0,19 ± 0,05 58,8 ± 15,2 

2-я группа (ОР + 0,8 мг/кг пептида, раство-

ренного в 0,1 мл изотонического раствора 

натрия хлорида) 146,3 ± 11,9 72,7 ± 14,6 0,14 ± 0,05 57,1 ± 13,4 
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Из таблицы 9 следует, что пероральное употребление пептида LREGIKNK 

в течение 21 сут в дозе 0,8 мг/кг от массы тела мышами BALB/c не оказывает вли-

яния на уровень сывороточной АЛТ, АСТ, креатинина и мочевины, что свидетель-

ствует об отсутствии субхронической токсичности исследуемого пептида. Полу-

ченные данные согласуются с результатами исследований [258], в которых уста-

новлено отсутствие субхронической токсичности пищевых АМП in vivo. 

Проведены гистологические исследования внутренних органов лаборатор-

ных животных (желудка, тонкой и толстой кишки, печени, тимуса, селезенки, го-

ловного мозга, сердца и легких) (рисунок 14). 

Гистологические картины исследуемых внутренних органов мышей кон-

трольной и опытной группы соответствовали норме и патологических изменений 

не имели, что свидетельствует об отсутствии субхронической токсичности пептида 

LREGIKNK при пероральном применении. Полученные данные согласуются с ре-

зультатами исследований об отсутствии побочных эффектов и токсичности пепти-

дов, выделенных из молочного белка, что позволяет сделать вывод о безопасности 

их использования в составе пищевой продукции в качестве пищевого функциональ-

ного ингредиента [155]. Результаты субхронической пероральной токсичности за-

патентованной белковой фракции молочной сыворотки указывают на то, что она 

безопасна для употребления в дозе 3000 мг/кг в сутки [93]. Исследование показало, 

что пептид низин А, вводимый крысам в количестве 5 % от рациона в течение 

90 сут, не вызывает токсикологических эффектов, хотя в группе, получавшей низин 

А, было обнаружено статистически значимое увеличение массы почек и случаи ми-

нимальной плоскоклеточной гиперплазии пограничного гребня в передней части 

живота [110]. Эти изменения были связаны с NaCl, поскольку они также были от-

мечены у крыс, получавших рацион, содержащий аналогичное количество соли. 

Хотя в этом исследовании подобных изменений не наблюдалось, представляется 

возможным, что воспалительная реакция может быть связана с высоким потребле-

нием соли. Посмертное обследование животных, отравленных солью, может вклю-

чать раздражение желудка, а гистопатологические поражения могут быть обуслов-

лены видом животных [248]. 
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Рисунок 14 – Микроструктура внутренних органов мышей (увеличение ×20): 

а – контрольная группа; б – опытная группа 
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За исключением исследований с низином [96; 119], имеется мало сообщений 

об использовании моделей на животных для оценки токсичности АМП in vivo 

[197]. АМП низин тестировали на беременных крысах. Клинических признаков 

токсичности низина не было установлено [108]. Результаты наших исследований 

об отсутствии токсичности пептида LREGIKNK согласуются с экспериментами 

in vivo [81]. Потребление корма, содержащего педиоцин PA-1, не влияло на микро-

флору кишечника, изменение веса или развитие животных. 

Таким образом, результаты оценки острой и субхронической токсичности ан-

тимикробного пептида LREGIKNK, полученного при направленном ферментатив-

ном гидролизе молозива коров, подтверждает потенциал его использования в каче-

стве функционального ингредиента. 

3.2.3 Исследование влияния термической обработки пептида 

на антимикробную активность 

Пастеризация является одним из наиболее распространенных технологиче-

ских этапов производства многих продуктов питания и используется для обеспече-

ния их микробиологической безопасности. Технологический процесс производства 

мороженого включает гомогенизацию смеси для мороженого, перед этим осу-

ществляется подогрев смеси до температуры 75–80 °C, затем пастеризация смеси 

мороженого при температуре (88 ± 2) °C с последующей выдержкой смеси в нако-

пителе в течение 50 с. Возникает вопрос,– будут ли АМП сохранять свою ингиби-

рующую активность после термической обработки. Хотя известно, что АМП низин 

широко используется в технологии молочных и мясных продуктов, подвергнутых 

термической обработке [19] и позволяет сократить время термической обработки 

пищевой продукции. 
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В связи с вышеизложенным проведено сравнительное исследование по влия-

нию температуры 95 °C в течение 3 мин на антимикробную активность пептида 

LREGIKNK. 

В таблице 10 представлены результаты влияния температуры 95 °C в течение 

3 мин на антимикробную активность пептида LREGIKNK. 

Таблица 10 – Антимикробная активность контрольного и опытного образцов 10 % водных 

растворов пептида LREGIKNK, обработанного температурой 95 °C в течение 3 мин 

Образец 

Диаметр зоны лизиса, мм 

S. aureus 

ATCC 25923 

S. pyogenes 

ATCC 19615 

E. coli 

ATCC 25922 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

Первый образец 0,01 % водного рас-

твора пептида (контроль – температур-

ная обработка не проводилась) 10,9 ± 0,2 10,5 ± 0,1 12,7 ± 0,1 9,8 ± 0,1 

Второй образец 0,01 % водного рас-

твора пептида (нагревание при темпе-

ратуре 95 °C в течение 3 мин) 11,2 ± 0,2 10,6 ± 0,1 12,5 ± 0,2 9,7 ± 0,1 

Антибиотик «Канамицин» 18,7 ± 0,1 14,3 ± 0,2 17,9 ± 0,1 16,5 ± 0,2 

На основании полученных данных достоверных различий антимикробной ак-

тивности термически необработанного пептида (первый образец – контроль) и тер-

мически обработанного пептида (второй образец – опытный) в отношении грампо-

ложительных и грамотрицательных бактерий не отмечено. Результаты исследова-

ний согласуются с данными [275], в которых пептиды, полученные из казеина, со-

храняют биологическую активность после термической обработки до 110 °C в кис-

лых, нейтральных и слабощелочных условиях (рН 1,0–8,0). Обработка пептидов, 

выделенных при гидролизе казеина температурой 110–120 °C, приводила к потере 

биологической активности. При этом пептиды после тепловой обработки также не 

проявляют цитотоксичность по отношению к клеткам Caco-2 или ECV-304. 

Полученные нами результаты по антимикробной активности пептида согла-

суются с исследованиями [134], в которых не было обнаружено достоверных раз-

личий в ингибирующей активности АПФ между пептидами, полученными из казе-
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ина, нагретыми до температуры от 40 °C до 100 °C (P > 0,05), и термически необ-

работанными пептидами. 

Аналогичным образом в исследовании [274] обнаружено, что биологическая 

активность пептидов DFHINQ и GFHI из экстрактов саркоплазматического белка 

говядины не показала существенных изменений после нагревания при 70; 80; 90 

или 100 °C в течение 20 мин. 

Биологическая активность пептидов, полученных из соевого белка, сохраня-

лась при различных режимах температурной обработки [127]. Вместе с тем сильное 

нагревание потенциально может менять биологическую активность пептидов [173]. 

Однако в исследовании [46] доказано обратное, что ингибирующая активность пеп-

тидов бобовых видов повышается после термической обработки в течение 50 мин. 

Таким образом, пептид LREGIKNK устойчив к термической обработке до 

95 °C и может быть использован в качестве функционального антимикробного ин-

гредиента в составе пищевой продукции, требующей пастеризации сырья, в част-

ности мороженого. 

3.2.4 Изучение противоопухолевой активности пептида 

Более 75 % лекарственных средств на основе пептидов используются при ле-

чении рака. Селективная природа делает их многообещающим лекарственным пре-

паратом-кандидатом [116]. В первой главе приведены данные о том, что АМП мо-

гут обладать противоопухолевой активностью. Например, пептид аскафин-8 

(GFKDLLKGAAKALVKTVLF-NH2), выделенный из стимулируемого норэпинеф-

рином кожного секрета североамериканской хвостатой лягушки Ascaphus truei, 

представляет собой С-концевой α-спиральный антимикробный пептид с 19 амино-

кислотными остатками [140]. В исследованиях [78] показано, что аскафин-8 может 

ингибировать рост Candida albicans, Escherichia coli и Staphylococcus aureus, 
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а также может лизировать эритроциты человека. Кроме того, аскафин-8 обладает 

потенциальной противоопухолевой активностью и ингибирующим действием на 

рост клеток рака печени HepG2 человека [79]. 

В связи с вышеизложенным проведены исследования по противоопухолевой 

активности пептида в отношении карциномы шейки матки человека HeLa. В каче-

стве контроля использована культура мезенхимальных стволовых клеток (МСК). 

Противоопухолевую активность пептида исследовали в концентрациях 5; 10; 20; 

40; 50; 100; 150 и 200 мкг/мкл. Результаты исследований представлены в таблице 

11. Графическое представление изображено на рисунке 15. 

Таблица 11 – Жизнеспособность клеток HeLa и мезенхимальных стволовых клеток, вы-

деленных из бедренной кости крыс, при инкубации с пептидом LREGIKNK в различных 

концентрациях 

Концентрация пептида, 

мкг/мкл 

Жизнеспособность клеточной линии, % 

МСК HeLaS3 

5 100,4 ± 4,5 100,1 ± 3,7 

10 102,3 ± 4,7 100,6 ± 4,1 

20 100,8 ± 5,9 93,7 ± 5,9 

40 101,5 ± 7,1 83,2 ± 6,0* 

50 100,7 ± 6,4 76,2 ± 4,8** 

100 102,9 ± 9,2 52,8 ± 9,5** 

150 100,3 ± 11,5 48,9 ± 14,3** 

200 100,3 ± 10,8 37,4 ± 11,8** 

П р и м е ч а н и е  – Достоверно при * р ≤ 0,05; ** р ≤ 0,01. 

На рисунке 16 представлены клетки HeLa без обработки пептидом и обрабо-

танные пептидом в концентрации 100 мкг/мкл (клетки, подвергшиеся апоптозу 

и аутофагии). 

Установлено, что пептид LREGIKNK начинает ингибирующее действие в от-

ношении культуры клеток HelaS53 при концентрации 40 мкг/мкл (р ≤ 0,05), при 

этом не оказывает влияния на нормальные МСК. Установлено, что максимальная 

ингибирующая концентрация (IC50) пептида LREGIKNK in vitro ≥ 150 мкг/мкл. 
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Рисунок 15 – Жизнеспособность клеток HeLa и мезенхимальных стволовых клеток, 

выделенных из бедренной кости крыс, при инкубации с пептидом LREGIKNK 

в различных концентрациях 
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Рисунок 16 – Клетки HeLa без обработки пептидом (а) и обработанные пептидом 

в концентрации 100 мкг/мкл (клетки, подвергшиеся апоптозу и аутофагии) (б) 

(шкала 30 мкм) 

Отмечен дозозависимый эффект противоопухолевой активности исследуе-

мого пептида LREGIKNK. Так, концентрация пептида LREGIKNK в дозах 50; 100; 

150 и 200 мкг/мкл снижает жизнеспособность клеточной линии до 76,2; 52,8; 48,9 

и 37,4 %. Полученные данные согласуются с исследованиями [47], в которых про-

водилась обработка клеток HeLa синтезированными пептидами в концентрации 

20 мкг/мл в течение 24 ч. Обнаружено, что данный пептид вызывает разрыв кле-
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точной мембраны, в результате чего происходит выход цитоплазматического со-

держимого из клеток. Эффект мембранолитического действия пептида был под-

твержден с использованием анализа окрашивания родамином 123 и PI. Эти резуль-

таты хотя и требуют дальнейшей оценки, однако показывают, что конъюгат 4 вза-

имодействует с липидами мембраны и внедряется в них, приводя к образованию 

пор и разрушению мембраны. Причина избирательного действия конъюгата 4 про-

тив клеток рака шейки матки также нуждается в дальнейшем изучении [47]. 

Возможно, гибель опухолевых клеток связана с высокой гидрофобностью 

пептида (гидрофобное соотношение 25 %), что играет решающую роль в механизме 

действия против раковых клеток, что согласуется с исследованиями [125], в кото-

рых установлено, что пептиды с большей гидрофобностью проявляли более силь-

ную противоопухолевую активность и характеризовались некротическим механиз-

мом разрушения мембран. 

В исследовании [199] установлено, что спиральность наряду с гидрофобно-

стью является ключевым фактором биологической активности противоопухолевых 

пептидов. Согласно результатам исследований, представленных в параграфе 3.1, 

исследуемый пептид относится к α-спиральным, что теоретически обосновывает 

его противоопухолевые свойства. 

Вместе с тем было замечено [152], что противоопухолевая активность сши-

тых антимикробных пептидов не была строго линейно связана со степенью спи-

ральности, а следовательно, другие механизмы также могут иметь значение для их 

противоопухолевой активности АМП. Среди них A8-4-Dp продемонстрировал от-

носительно низкую спиральность, но сильную противоопухолевую активность, что 

также указывает на то, что более высокая степень гидрофобности может быть более 

важной, чем образование спирали. 

Таким образом, в результате исследований установлено противоопухолевое 

свойство АМП LREGIKNK, выделенного из трипсинового гидролизата молозива 

коров. Полученные данные представляют интерес для разработки принципиально 

новых пищевых продуктов, обогащенных безопасным функциональным ингреди-

ентом с противоопухолевыми свойствами, в частности мороженого. 
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3.2.5 Изучение противовирусной активности пептида 

АМП потенциально могут быть использованы для профилактики и лечения 

вирусных инфекций. АМП, эффективные против вирусов называют противовирус-

ными (АВП). Они действуют либо непосредственно на вирус, либо через клетку-

хозяина. В исследовании [72] установлено, что АВП нацелены в основном на при-

крепление, проникновение и слияние вируса с клеткой. 

Так как противовирусные пептиды обычно короткие (до 12 аминокислот), 

имеют заряд от +2, гидрофобные или амфифильные [255], можно предположить, 

что исследуемый пептид LREGIKNK обладает противовирусными свойствами. 

Проведенный нами поиск пептида по известным базам данных, в том числе 

Национального центра биотехнологической информации (NCBI) и базе противови-

русных пептидов (APD), результатов не дал (пептид не найден). Предварительно 

перед исследованиями противовирусных свойств пептида нами была использована 

глубокая генеративная модель для открытия антимикробных, в том числе противо-

вирусных, пептидов – HydrAMP. 

HydrAMP – это модель машинного обучения для создания новых антимик-

робных пептидов. По сути, существует два способа работы с моделью через этот 

веб-сервис: 

– генерация аналога: получение списка последовательностей, которые будут 

рассматриваться как отправные точки для открытия аналога. Модель будет направ-

лена на улучшение исходных последовательностей. Хотя результирующие после-

довательности будут похожи на исходные данные, они могут проявлять более вы-

сокую антимикробную активность; 

– неограниченная генерация: можно спроектировать до 100 противовирус-

ных пептидов без предопределенных начальных последовательностей. Поскольку 

HydrAMP содержит данные о типичной структуре АМП, АВП и различает актив-

ные и неактивные пептиды, то она способна предложить новые антимикробные 

и противовирусные пептиды из исходного пептида. 
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На рисунке 17 представлены результаты генерации аналога пептида 

LREGIKNK. 

 

Рисунок 17 – Результаты генерации аналога пептида LREGIKNK 

При генерации аналога пептида LREGIKNK с помощью модели HydrAMP 

установлено, что существует 50 аналогов выделенного нами пептида со сходной 

биологической активностью, но нативного пептида LREGIKNK нет в известных 

базах данных. 

В таблице 12 представлены результаты неограниченной генерации пептида 

LREGIKNK, что свидетельствует о возможности новых разнообразных пептидов 

из известной пептидной последовательности LREGIKNK с аналогичными биоло-

гическими свойствами. 

Таблица 12 – Результаты неограниченной генерации пептида LREGIKNK (фрагмент) 
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KLIWWRQWWRYGWLGMAAKK 1,00 1,00 20 5,994 0,020 0,121 

GAKLELALKKLAAIHLKKLAA 1,00 1,00 21 5,095 0,170 0,221 

YKMAIRALKWLAMKWW 0,92 1,00 16 4,994 0,152 0,444 

HLHIWWIMQRRWWYIGMM 1,00 1,00 18 3,193 0,253 0,182 

FIWWRRYNLLNLLELGIRRWWLDAM 1,00 1,00 25 2,997 0,106 0,200 

WANEKLDLKQLLKAAWKAFMYW 1,00 1,00 22 2,996 0,097 0,312 

MFRWRPLLKLWYYRH 1,00 1,00 15 5,093 −0,133 0,180 
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Из данных таблицы 12 видно, что из пептидной последовательности 

LREGIKNK можно создать 98 пептидов с аналогичными биологическими свой-

ствами. 

Таким образом, с помощью метода генерации AMП и АВП in silico можно 

предположить, что выделенный нами пептид является антимикробным и противо-

вирусным, и его пептидную последовательность можно использовать для создания 

новых перспективных противовирусных биопептидов. 

Проведены исследования противовирусных свойств пептида LREGIKNK 

in vitro. 

Для оценки противовирусных свойств пептида LREGIKNK изучили его вли-

яние на трансдукцию лентивирусных частиц в геном клетки. 

На рисунке 18 изображена флуоресцентная микроскопия трансдукции ленти-

вирусных частиц в геном клетки. 
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Рисунок 18 – Флуоресцентная микроскопия трансдукции лентивирусных частиц 

в геном клетки: 

а – культуральная среда DMEM и С6 + раствор лентивирусных частиц; 

б – то же плюс пептид в дозировке 50 мкг; в – то же плюс пептид в дозировке 100 мкг; 

г – то же плюс пептид в дозировке 200 мкг 
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Обработка клеток лентивирусными частицами приводит к проникновению 

в цитоплазму клетки РНК вируса, после этого под РНК-геном вируса и вирусная 

обратная транскриптаза продуцируют ДНК-копию генома вируса, которая затем 

трансдуцируется в геном клетки. После этого в трансдуцированных клетках проис-

ходит экспрессия зеленого флуоресцентного белка, которая фиксируется флуорес-

центной микроскопией. 

На рисунке 19 представлена статистическая обработка количества GFP-кле-

ток. 

 
П р и м е ч а н и е  – *** p < 0,001. 

Рисунок 19 – Статистическая обработка количества GFP+ событий, % 

Присутствие пептида в дозировках 50; 100 и 200 мкг снижает трансдукцию 

ДНК-копии лентивирусных частиц в геном клетки соответственно на 18,6 %; 56,1 % 

и 69,5 % (p < 0,001). Следовательно, отмечается дозозависимый эффект действия 

пептида: чем выше дозировка, тем ниже трансдукция вируса в геном клетки. 

Проведено исследование по влиянию пептида в зависимости от темпера-

туры при дозировке пептида 200 мкг на проникновение в мембрану клетки (ри-

сунки 20 и 21). 
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Рисунок 20 – Эффективность проникновения лентивирусных частиц в мембрану клетки 

(количество SSC-A/GFP-logA) при температуре 4 ℃, %: 

а – культуральная среда + лентивирусные частицы; 

б – то же плюс пептид в концентрации 200 мкг 

Из рисунка 20 следует, что эффективность проникновения лентивирусных 

частиц через мембрану клетки при температуре 4 °С низкая и не зависит от дей-

ствия пептида. 
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Рисунок 21 – Эффективность проникновения лентивирусных частиц в мембрану клетки 

(количество SSC-A/GFP-logA) при температуре 37 ℃, %: 

а – культуральная среда + лентивирусные частицы; 

б – то же плюс пептид в концентрации 200 мкг 

На рисунке 22 представлена статистическая обработка количества GFP+ со-

бытий при проникновении в мембрану клеток. 
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П р и м е ч а н и е  – **** p < 0,0001. 

Рисунок 22 – Статистическая обработка количества GFP+ событий при проникновении 

лентивирусных частиц в мембрану клеток при температуре 37 °C 

Установлено, что пептид в дозировке 100 мкг снижает проникновение лен-

тивирусных частиц через мембрану клетки на 59,2 %. Таким образом, доказано 

противовирусное действие пептида LREGIKNK в отношении лентивирусов. 

Согласно классификации противовирусных пептидов в зависимости от меха-

низма действия их делят на следующе категории (ингибиторы) [128]: 

– связывания; 

– слияния и проникновения; 

– вирусных ферментов; 

– сборки вирусов; 

– пептиды с косвенным воздействием на вирусы. 

По результатам проведенных исследований пептид LREGIKNK относится 

к ингибиторам слияния и проникновения. Такие пептиды могут быть выделены из 

природных источников [260], что нами и сделано – пептид получен в результате 

направленного гидролиза белка молозива коров. 

Полученные результаты о безопасности, биологической активности и терми-

ческой устойчивости пептида LREGIKNK в качестве функционального ингреди-

ента в составе пищевой продукции противобактериального, противоопухолевого 

и противовирусного действия. 
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3.3 Твердофазный синтез аналога нативного пептида LREGIKNK 

Пептиды являются одной из наиболее часто синтезируемых и исследуемых 

групп соединений [160]. Как правило, в фармацевтической и пищевой промышлен-

ности используются синтезированные пептиды, так как достаточно сложно и до-

рого получать нативные пептиды в промышленных масштабах. Кроме того, на био-

логическую активность выделенного пептида влияет множество факторов: каче-

ство сырья, технологические режимы гидролиза (температура, рН, соотношение 

фермента и субстрата и др.). 

Для разработки способа синтеза пептида предложено модифицировать из-

вестный способ, описанный в источнике [118], путем получения наночастиц ами-

нокислот и смолы и их связывания в воде. 

Поскольку твердофазный синтез выполняется в двухфазной среде (жидкая 

и твердая фазы), то для эффективной реакции необходимо, чтобы аминокислоты и 

реагенты имели хорошую растворимость. В настоящее время твердофазный синтез 

пептидов в большинстве случаев выполняется с использованием стратегии Fmoc. 

Однако аминокислоты, защищенные Fmoc, плохо растворимы в воде и, следова-

тельно, не подходят для использования в твердофазном синтезе в воде. С целью 

достижения твердофазного синтеза пептидов в воде необходимо использовать дис-

пергируемые в воде наночастицы Fmoc-аминокислот. 

На рисунке 23 представлена разработанная схема твердофазного синтеза пеп-

тида. 

В последние годы использование технологий на основе наночастиц стало 

стратегией при решении проблем, связанных с плохо растворимыми в воде пре-

паратами. Измельчение частиц до наноразмеров может привести к увеличению 

удельной площади поверхности и однородному смешиванию нескольких компо-

нентов. 



82 

Наночастицы,
диспергируемые в воде

Повторный цикл

Стадия ионного обмена

Центрифугирование

Микрофильтр

Фильтрация

WSCD/HONB*
DIEA

Смола
H2N

Избыточное количество 
диспергируемых в воде 
наночастиц и реагентов

Вода
 

Рисунок 23 – Твердофазный синтез пептидов в воде с использованием диспергируемых 

в воде наночастиц Fmoc-аминокислот 

В связи с этим было сформулировано предположение, что преобразование 

Fmoc-аминокислот в однородно диспергируемые в воде наночастицы позволит уве-

личить удельную площадь поверхности и однородное смешивание со смолой 

в воде, что обеспечит условия для более быстрой и качественной реакции синтеза 

пептидов (рисунок 24). 

Наночастицы, диспергируемые в воде

Твердофазный синтез
в водеПуливеризация

в планетарном шаре

Вода

Необработанная
Fmoc-аминокислота  

Рисунок 24 – Получение наноразмерных частиц приводит к более быстрой 

и качественной твердофазной реакции в воде 

Наночастицы могут быть получены с помощью процессов, основанных на 

дисперсии. Мокрое измельчение – это процесс, основанный на трении, в котором 
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нерастворимый материал диспергируется в водном растворе поверхностно-актив-

ного вещества, а полученный материал преобразовывается в диспергируемые 

в воде наночастицы. Диспергируемые в воде наночастицы Fmoc-аминокислот по-

лучены путем мокрого измельчения с использованием планетарных шаровых мель-

ниц (рисунок 25) в присутствии полиэтиленгликоля в качестве диспергирующего 

агента. 

 

Рисунок 25 – Шаровая вибрационная мельница Retsch CryoMill 

Для более тонкого измельчения в среду добавляли гранулы оксида циркония. 

Средние размеры полученных диспергируемых в воде наночастиц определяли с по-

мощью анализа динамического рассеяния света на приборе (анализатор частиц ла-

зерный Zetasizer, Нидерланды). Установлено, что размер частиц в результате обра-

ботки на шаровой мельнице составил от 250 до 500 нм. 

На рисунке 26 представлены фотоизображения Fmoc-аминокислоты в воде 

до и после преобразования в диспергируемые в воде наночастицы. 
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Измельчение в течение 2 ч 

в шаровой мельнице 

с циркониевыми шариками 

 

а  б 

Рисунок 26 – Фотоизображение частиц Fmoc-аминокислоты: 

a – необработанные частицы (виден нерастворимый осадок); 

б – диспергируемые в воде наночастицы 

Изображения тех же наночастиц, полученные с помощью сканирующей элек-

тронной микроскопии (СЭМ), также показали образование наночастиц Fmoc-ами-

нокислоты (рисунок 27). 

  

а б 

Рисунок 27 – Изображение частиц Fmoc-аминокислоты, 

полученное с помощью сканирующей электронной микроскопии 

(параметры микроскопирования: 10 кВ ×10 000, масштаб 1 нм): 

а – необработанные частицы; б – диспергируемые в воде наночастицы 
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В результате проведенных экспериментов была выдвинута гипотеза, что 

уменьшение размера частиц Fmoc-аминокислот до наномасштаба может повысить 

эффективность твердофазной реакции в воде. Поэтому следующим этапом иссле-

дований являлось проведение твердофазной реакции в воде с использованием дис-

пергируемых в воде наночастиц. 

В таблице 13 обобщены результаты реакции твердофазного связывания 

в воде диспергируемых в воде наночастиц Fmoc-аминокислот со смолой H-Leu-

Rinkamide-TentaGel с использованием водорастворимых связующих реагентов: во-

дорастворимого карбодиимида (1-этил-3-(3'-диметиламинопропил)карбодиимид 

гидрохлорида) в сочетании с N-гидрокси-5-норборнен-эндо-2,3-дикарбоксимидом 

и N,N-диизопропилэтиламином. 

Таблица 13 – Реакция твердофазного соединения в воде с использованием диспергируе-

мых в воде наночастиц 

Номер 

эксперимента 
Реагент 1 Реагент 2 Реагент 3 

Время, 

мин 

Выход, 

% 

1 1-этил-3-(3'-диметил-

аминопропил)карбо-

диимид гидрохлорид 

N-гидрокси-5-

норборнен-эндо-2,3-

дикарбоксимид 

N,N-диизо-

пропилэтиламин 

15 68 

2 30 100 

П р и м е ч а н и е  – Реакции проводились между диспергируемыми в воде наночастицами 

Fmoc-аминокислоты и смолой TentaGelH-Leu-Rinkamide. После реакции смола была гидриро-

вана. Выход реакции связывания рассчитан из аминокислотного соотношения с помощью ами-

нокислотного анализа. 

Установлено, что после 15 мин скорость связывания аминокислот со смолой 

составила 68 % при проведении реакции в воде, после 30 мин скорость связывания 

составила 100 %. Таким образом, реакции связывания с использованием дисперги-

руемых в воде наночастиц протекают за 30 мин. 

По результатам проведенных реакций можно предположить, что реакция свя-

зывания между водным наноколлоидом и твердой подложкой может быть завер-

шена за более короткий промежуток времени. Такая высокая эффективность реак-

ции связывания, вероятнее всего, связана с гомогенным смешиванием наночастиц 

со смолой в воде. 
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Для разработки способа синтеза пептидов с использованием диспергируемых 

в воде наночастиц Fmoc-аминокислот была взята следующая последовательность 

LREGIKNK. В таблице 14 представлен протокол синтеза, в котором все этапы про-

водятся в водной среде. 

Таблица 14 – Протокол твердофазного синтеза в воде с использованием наночастиц 

Шаг Реагент Продолжительность стадии 

1 Вода 1 мин × 5 

2 Диспергируемая в воде наночастица Fmoc-аминокислоты 

с реагентами из таблицы 13 

1 ч 

3 Вода 1 мин × 5 

4 Водный раствор 50 % этанола 1 мин × 2 

5 Водные растворы 0,1 Н NaOH/90 % этанола 5 мин × 3 

6 Водный раствор 50 % этанола 1 мин × 2 

В качестве носителя для твердофазного синтеза использовалась смола 

Rinkamide-TentaGel, а для реакций конденсации – реагенты из таблицы 14. 

Одним из важных факторов, влияющих на твердофазную реакцию в воде, яв-

ляется однородное смешивание наночастиц аминокислот и смолы. Известно, что 

поверхностно-активные вещества благоприятно влияют на процесс диспергирова-

ния. Следовательно, наносуспензии защищенных аминокислот, диспергированных 

с активными поверхностно-активными веществами, приведут к повышению реак-

ционной способности. Известно, что Triton X-100 ингибирует агрегацию пептид-

ной цепи. Вследствие этого проведено исследование по приготовлению дисперги-

руемых наночастиц Fmoc-аминокислот в воде, содержащей Triton X-100 в качестве 

диспергирующего агента. Результаты исследований по установлению размеров по-

лученных диспергируемых в воде наночастиц представлены в таблице 15. 

В результате проведенных исследований установлено, что наиболее благо-

приятным условием измельчения частиц является использование 0,2 % водного 

раствора Triton X-100 в сочетании с размером гранул оксида циркония 0,5 мм. Раз-

мер частиц при таком режиме измельчения составил 217 нм. 
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Таблица 15 – Условия измельчения и размер частиц диспергируемых в воде наночастиц 

Fmoc-аминокислоты 

Раствор Triton X-100, % 
Размер гранул 

оксида циркония, мм 
Размер частиц, нм 

0,4 0,5 292 ± 12 

0,2 0,5 217 ± 10 

0,2 1,0 362 ± 15 

0,1 1,0 484 ± 18 

0,01 1,0 2581 ± 19 

В результате разработанного способа трехфазного синтеза пептида получен 

полностью идентичный пептид в виде белого мелкодисперсного порошка. Чистота 

пептида, отделенного от смолы, составила более 90 % и аналогична результатам, 

полученным с помощью общего метода синтеза Fmoc с использованием органиче-

ских растворителей. Молекулярная масса пептида составила 9 кДа и не отличалась 

от массы нативного пептида. 

Таким образом, разработан эффективный способ твердофазного синтеза 

в воде с использованием диспергируемых водорастворимых защищенных амино-

кислот. Общие твердофазные синтезы основаны на реакциях твердых веществ 

и жидкостей, в то время как разработанный способ основан на реакциях между 

твердым и водным наноколлоидным реагентами. Можно предположить, что разра-

ботанный способ будет применим к многим органическим реакциям. Существуют 

некоторые преимущества использования вододиспергированных наночастиц реа-

гентов по сравнению с водорастворимыми реагентами. После проведения реакции 

в воде наночастицы легко отделить от смолы путем пропускания через микро-

фильтр. Помимо этого, наночастицы в фильтрате могут легко отделяться от воды 

центрифугированием или методом высаливания. 

Полученный синтезированный пептид в дальнейшем был использован для 

обогащения мороженого. 
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3.4 Разработка технологии мороженого, 

обогащенного биологически активным пептидом LREGIKNK 

Разработано мороженое «Пломбир ванильный 15 %», обогащенное разрабо-

танным пептидом. В таблице 16 представлена рецептура мороженого, обогащен-

ного пептидом LREGIKNK. 

Таблица 16 – Рецептура мороженого «Пломбир ванильный 15 %», обогащенного пепти-

дом LREGIKNK 

Наименование сырья 
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Молоко цельное 500,000 3,20 8,10 0,00 11,30 16,00 40,50 – 56,50 

Молоко сгущеное с саха-

ром цельное 175,000 8,50 20,00 43,50 72,00 14,88 35,00 76,13 126,00 

Масло сливочное 144,400 82,50 1,50 0,00 84,00 119,13 2,17 – 121,29 

Молоко сухое обезжирен-

ное 23,500 – 95,00 – 95,00 – 22,33 – 22,33 

Сахар-песок 63,900 – – 100,00 100,00 – – 63,88 63,88 

Стабилизатор-эмульгатор 3,500 – – – 95,00 – – – 3,33 

Пептид LREGIKNK 0,300 – – – – – – – – 

Ароматизатор ванилин 0,100 – – – – – – – – 

Итого сырья 910,679 – – – – – – – – 

Вода питьевая 89,321 – – – – – – – – 

И т о г о  1000,000 15,00 10,00 14,00 39,38 150,00 100,00 140,00 393,80 

В рецептуру мороженого «Пломбир ванильный 15 %» в качестве функцио-

нального ингредиента введен пептид LREGIKNK в количестве 30 г на 1000 кг сы-

рья, что обеспечивает в одной порции готового мороженого 20 % дозы пептида при 

его противоопухолевом эффекте (жизнеспособность клеток HeLaS3 составляет 

(52,8 ± 9,5) при 100 мкг пептида). 
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Технологическая схема производства мороженого представлена на ри-

сунке 28. Детализация этапов технологической схемы, включая подготовку сырья 

и ингредиентов, фризерование смеси, фасование и закаливание мороженого, упа-

ковку и маркировку мороженого приведена в блок-схемах приложения А. 

 

Рисунок 28 – Технологическая схема производства смеси мороженого, обогащенного 

пептидом LREGIKNK (фрагмент) 
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и перемешивание при температуре 35–40 °C в течение 20–30 мин 

Фильтрование через фильтр с диаметром ячеек 2–3 мм и перекачивание 

смеси мороженого в пастеризатор ОЗП 

Нагревание смеси мороженого до температуры 55–60 °C, 

внесение сливочного масла в смесь мороженого 

и перемешивание в течение 15–20 мин 

Фильтрование смеси через фильтры с диаметром ячеек 1–2 мм 

Подогрев до температуры 75–80 °C 

Гомогенизация при давлении и силе тока, соответствующих виду смеси 

Пастеризация при температуре (88 ± 2) °C с выдержкой 50 с 

и охлаждение до температуры (4 ± 2) °C 

Внесение ароматизатора в охлажденную смесь мороженого 
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Как видно из рисунка 28, технологический процесс производства обогащен-

ного пептидом мороженого в пластиковом контейнере с крышкой состоит из ста-

дий, осуществляемых в следующей последовательности: 

– приемка сырья; 

– хранение сырья; 

– подготовка сырья; 

– смешивание компонентов; 

– фильтрование смеси; 

– гомогенизация смеси; 

– пастеризация смеси; 

– охлаждение смеси; 

– созревание и хранение смеси; 

– фризерование смеси; 

– фасование и закаливание мороженого. Технологическая детализация дан-

ного этапа и этапа фризерования смеси приведена в блок-схеме 2 приложения А; 

– упаковка и маркировка мороженого (блок-схема 3 приложения А). 

Приемка сырья. При приемке сырьевых компонентов их качество подверга-

ется оценке на соответствие установленным нормативным требованиям. 

Хранение сырья. Хранение сырьевых компонентов проводят в соответствии 

с требованиями нормативных документов. При использовании импортного сырья 

хранение осуществляют в соответствии с требованиями и рекомендациями фирмы-

изготовителя. 

Подготовка сырья. Для оптимизации процесса приготовления смеси для 

мороженого отдельные сырьевые компоненты перед использованием подготавли-

вают: 

– молоко цельное коровье при приемке фильтруют, пастеризуют (при темпе-

ратуре (78 ± 2) °C с выдержкой в накопителе в течение 20 c) и охлаждают до тем-

пературы (4 ± 2) °C; 
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– сливочное масло в монолитах при наличии на монолите окисленного слоя 

толщиной более 2 мм зачищают и расплавляют на маслоплавителе (температура 

расплавленного сливочного масла 36–38 °C); 

– воду питьевую фильтруют; 

– комплексную пищевую добавку смешивают с сахаром. 

Отличительным этапом технологической схемы получения обогащенного 

пептидом мороженого от традиционной является получение и подготовка пептида 

LREGIKNK: пептид после приемки хранится на складе при температуре от 0 °C до 

23 °C и относительной влажности воздуха не более 75 %, для производства партии 

мороженого в заводской упаковке транспортируется в аппаратно-варочное отделе-

ние, после вскрытия заводской упаковки неиспользованная часть перемещается 

в маркированную тару, для составления смеси мороженого взвешивают необходи-

мое количество пептида из расчета 3 г на 1000 кг сырья и растворяют в пастеризо-

ванной воде (38 ± 2) °C в соотношении 1:20, после чего полученный раствор пере-

мещают к смесительным ваннам и вносят согласно производственному регламенту. 

Таким образом, разработана рецептура мороженого «Пломбир ванильный 

15 %», включающая введение в рецептуру функционального ингредиента пептида 

LREGIKNK и технологическая схема производства мороженого, отличающаяся 

наличием технологического этапа – приготовление раствора пептида и его внесе-

ние в смесь для производства мороженого. 

3.5 Оценка качества и безопасности разработанного мороженого, 

обогащенного биологически активным пептидом 

В таблице 17 представлена сравнительная оценка органолептических показа-

телей качества мороженого без введения в рецептуры биопептида и мороженого, 

обогащенного биопептидом. Исследования проведены после выработки. 
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Таблица 17 – Сравнительная оценка органолептических показателей качества мороженого 

без введения в рецептуру биопептида и мороженого, обогащенного биопептидом 

Показатель 

Характеристика Соответствие 

требованиям 

ГОСТ 31457 Мороженое без биопептида 
Мороженое, обогащенное 

биопептидом 

Вкус Чистый, свойственный для 

мороженого пломбира ва-

нильного по ГОСТу, без по-

стороннего привкуса 

Чистый, свойственный для 

мороженого пломбира ва-

нильного по ГОСТу, без по-

стороннего привкуса 

Соответствует 

Внешний вид Однослойное мороженое в по-

требительской упаковке пря-

моугольной формы, без гла-

зури. Структура однородная 

Однослойное мороженое в по-

требительской упаковке пря-

моугольной формы, без гла-

зури. Структура однородная 

Соответствует 

Консистенция Плотная Плотная Соответствует 

Согласно проведенным органолептическим исследованиям образцы мороже-

ного, обогащенного биопептидом, не отличаются от контрольных образцов (без 

обогащения биопептидом) после выработки и соответствуют требованиям ГОСТ Р 

ИСО 22935-32011 «Молоко и молочные продукты. Органолептический анализ. 

Часть 2. Рекомендуемые методы органолептической оценки». Аналогичные ре-

зультаты были получены через 5; 6 и 12 мес. хранения. 

В таблице 18 представлена сравнительная оценка содержания антибиотиков 

и микотоксинов в мороженом без введения в рецептуру биопептида и мороженом, 

обогащенном биопептидом. Исследования проведены после выработки. 

Таблица 18 – Сравнительная оценка содержания антибиотиков и микотоксинов в моро-

женом без введения в рецептуру биопептида и в мороженом, обогащенном биопептидом 

Показатель 

Характеристика 

Норма 

по ТР ТС 021/2011 Мороженое без 

биопептида 

Мороженое, 

обогащенное 

биопептидом 

А6. Амфениколы 

Левомицетин (хлорамфеникол), мг/кг 

Не обнаружено 

(менее 0,00008) 

Не обнаружено 

(менее 0,00008) 

Не допускается 

(менее 0,0003) 

В1. Аминогликозиды 

Стрептомицин, мг/кг 

Не обнаружено 

(менее 0,01) 

Не обнаружено 

(менее 0,01) 

Не допускается 

(менее 0,2) 

В1. Антибиотики тетрациклиновой 

группы 

Тетрациклиновая группа, мг/кг 

Не обнаружено 

(менее 0,01) 

Не допускается 

(менее 0,01) 

– 
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Продолжение таблицы 18 

Показатель 

Характеристика 

Норма 

по ТР ТС 021/2011 Мороженое без 

биопептида 

Мороженое, 

обогащенное 

биопептидом 

В1. Пенициллиновая группа 

Пенициллин, мг/кг 

Не обнаружено 

(менее 0,0025) 

Не обнаружено 

(менее 0,0025) 

Не допускается 

(менее 0,004) 

B3d. Микотоксины 

Афлатоксин М1, мг/кг 

Менее 0,0005 Менее 0,0005 Не более 0,0005 

Левомицетин (хлорамфеникол), стрептомицин, пенициллин и афлатоксин 

в исследуемых контрольных и опытных образцах мороженого не обнаружены, что 

свидетельствует о безопасности продукта. 

В таблице 19 представлены микробиологические показатели мороженого без 

введения в рецептуру биопептида и мороженого, обогащенного биопептидом. Ис-

следования проведены после выработки. 

Таблица 19 – Сравнительная оценка микробиологических показателей мороженого без 

введения в рецептуру биопептида и мороженого, обогащенного биопептидом 

Показатель 

Характеристика 
Норма 

по ТР ТС 021/2011 Мороженое без 

биопептида 

Мороженое, обогащенное 

биопептидом 

Listeria monocytogenes Не обнаружены в 25 г Не допускаются в 25 г 

S. aureus Не обнаружены в 1,0 г Не допускаются в 1,0 г 

БГКП (колиформы) Не обнаружены в 0,01 г Не допускаются в 0,01 г 

Бактерии рода Salmonella Не обнаружены в 25 г Не допускаются в 25 г 

КМАФАнМ, КОЕ/г 75 3,3 Не более 1·105 

Все исследуемые образцы мороженого по показателям безопасности соответ-

ствовали требованиям технических регламентов Таможенного союза ТР ТС 

021/2011 «О безопасности пищевой продукции» и ТР ТС 033/2013 «О безопасности 

молока и молочной продукции». Следует отметить, что введение биопептида 

LREGIKNK в рецептуру мороженого позволило снизить КМАФАнМ на 96 %, что, 

возможно, связано с антибактериальным действием пептида. Полученные данные 
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являются предпосылкой для увеличения срока хранения мороженого с биопепти-

дом по сравнению с мороженым, приготовленным по традиционной рецептуре. 

В таблице 20 представлены физико-химические показатели качества мороже-

ного без введения в рецептуру биопептида и мороженого, обогащенного биопепти-

дом. Исследования проведены после выработки. 

Таблица 20 – Сравнительная оценка физико-химических показателей качества мороженого 

без введения в рецептуру биопептида и мороженого, обогащенного биопептидом 

Показатель 

Характеристика 

Норма 

по ГОСТ 31457 Мороженое без 

биопептида 

Мороженое, 

обогащенное 

биопептидом 

Массовая доля белка, % 3,52 ± 0,01 3,51 ± 0,01 Не менее 3,20 

Массовая доля сахарозы, % 15,76 ± 0,01 15,79 ± 0,01 Не менее 14,00 

Массовая доля сухого обезжирен-

ного молочного остатка (СОМО), % 9,22 ± 0,01 9,20 ± 0,01 Не более 10,00 

Кислотность, °Т 21,40 ± 1,9 21,20 ± 1,7 Не менее 21,00 

Массовая доля жира, % 15,50 ± 0,4 15,50 ± 0,3 Не менее 15,00 

Массовая доля сухого вещества, % 42,30 ± 0,3 41,90 ± 0,2 Не менее 39,00 

Из данных таблицы 20 следует, что все исследуемые физико-химические по-

казатели контрольных и опытных образцов соответствуют требованиям ГОСТ 

31457-2012 «Мороженое молочное, сливочное и пломбир. Технические условия». 

В таблице 21 представлены показатели безопасности мороженого без введе-

ния в рецептуру биопептида и мороженого, обогащенного биопептидом. Исследо-

вания проведены после выработки. 

По показателям безопасности мороженое, обогащенное LREGIKNK, и моро-

женое, не содержащее его в составе пептид, не имели достоверных различий и со-

ответствовали требованиям нормативной документации технических регламентов 

Таможенного союза ТР ТС 021/2011 «О безопасности пищевой продукции» 

и ТР ТС «О безопасности молока и молочной продукции». 
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Таблица 21 – Показатели безопасности мороженого без введения в рецептуру биопептида 

и в мороженом, обогащенном биопептидом 

Показатель 

Характеристика Норма 

по ТР ТС 

021/2011 Мороженое без биопептида 
Мороженое, обогащенное 

биопептидом 

Токсичные элементы 

Кадмий, мг/кг Менее 0,01 

(не обнаружено) 

Менее 0,01 

(не обнаружено) 

Не более 0,03 

Мышьяк, мг/кг Менее 0,03 

(не обнаружено) 

Менее 0,03 

(не обнаружено) 

Не более 0,05 

Ртуть, мг/кг Менее 0,0025 

(не обнаружено) 

Менее 0,0025 

(не обнаружено) 

Не более 0,005 

Свинец, мг/кг Менее 0,01 

(не обнаружено) 

Менее 0,01 

(не обнаружено) 

Не более 0,005 

Радионуклиды 

Удельная актив-

ность стронция-

90, Бк/кг 

Менее 4,52 Менее 4,52 Не более 25 

Удельная актив-

ность цезия, Бк/кг 

Менее 3,29 Менее 3,29 Не более 100 

Пестициды 

ГХЦГ γ-изомеры, 

мг/кг 

Менее 0,005 

(не обнаружено) 

Менее 0,005 

(не обнаружено) 

Не более 1,25 

ДДТ и его мета-

болиты, мг/кг 

Менее 0,005 

(не обнаружено) 

Менее 0,005 

(не обнаружено) 

– 

Генетически модифицированные организмы (ГМО) 

Регуляторные по-

следовательности 

в геноме ГМ-рас-

тений (p-35S; 

t-NOS; рFMV) 

В анализируемой пробе 

материал, являющийся 

производным ГМО (регу-

ляторные последователь-

ности p-35S/FMV, t-NOS) 

не обнаружен 

В анализируемой пробе 

материал, являющийся 

производным ГМО (регу-

ляторные последователь-

ности p-35S/FMV, t-NOS) 

не обнаружен 

Отсутствие матери-

ала, являющегося 

производным ГМО 

(регуляторные по-

следовательности 

p-35S/FMV, t-NOS) 

не обнаружен 

Таким образом, обогащение мороженого биопептидом LREGIKNK не оказы-

вает отрицательного влияния на органолептические, физико-химические, микро-

биологические показатели и безопасность полученного продукта. Введение пеп-

тида в рецептуру мороженого достоверно снижает микробную обсемененность 

продукта. 
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3.6 Экономическая целесообразность производства мороженого, 

обогащенного биопептидом LREGIKNK 

Для расчета экономической целесообразности производства мороженого, 

обогащенного биопептидом, нами проанализирован потребительский рынок моро-

женого по показателям: объем розничных продаж, стоимость розничных продаж 

и средняя цена за килограмм по данным компании NielsenIQ (таблица 22). 

Таблица 22 – Динамика потребительского рынка мороженого за 2020–2022 гг. [29] 

Показатель 
Год Динамика, % 

2020 2021 2022 2021/2020 2022/2021 

Объем розничных продаж, т 239 417,0 253 140,0 231 696,0  5,7 −8,5 

Стоимость розничных продаж, млн р. 118 938,0 137 445,0 152 939,0 15,6 11,3 

Средняя розничная цена за 1 кг, р. 497,0 543,0 660,0  9,3 21,6 

Из данных таблицы 22 следует, что объем розничных продаж мороженого 

в натуральном выражении в 2021 г. по сравнению с 2020 г. вырос на 5,7 %, но 

в 2022 г. в сравнении с 2021 г. снизился на 11,3 %. Возможной причиной является 

рост цен при некотором сокращении доходов населения. Так, стоимость розничных 

продаж в 2022 г. в сравнении с 2021 г. выросла на 11,3 млн р. при сокращении объ-

ема продаж. Что касается средней розничной цены мороженого за килограмм, то 

она выросла в 2021 г. по сравнению с 2020 г. на 9,3 %, в 2022 г. на 21,6 % по срав-

нению с 2021 г. 

Средняя розничная цена мороженого в 2022 г. составила 660 р. за килограмм. 

Проведен сравнительный расчет себестоимости по сырью мороженого, обо-

гащенного биопептидом и необогащенного (таблица 23). 

Из данных таблицы 23 следует, что цена 1 кг мороженого без пептида состав-

ляет 153,67 р. за 1 кг; цена мороженого, обогащенного биопептидом, – на уровне 

153,90 р., что выше на 0,23 р. (0,2 %). 
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Таблица 23 – Сравнительный расчет себестоимости по сырью мороженого, обогащенного 

биопептидом и необогащенного 

Наименование сырья 
Количество

, кг 

Цена за 1 кг, без НДС, р. 

Мороженое 

без пептида 

Мороженое, 

обогащенное 

пептидом 

Молоко цельное 500,000 32,00 32,00 

Молоко сгущенное с сахаром цельное 175,000 188,00 188,00 

Масло сливочное 144,400 610,00 610,00 

Молоко сухое обезжиренное 23,500 195,00 195,00 

Сахар-песок 63,900 64,00 64,00 

Стабилизатор – эмульгатор 3,500 2 300,00 2 300,00 

Пептид LREGIKNK 0,003 – 80 000,00 

Ароматизатор ванилин 0,100 2 000,00 2 000,00 

Итого сырья 910,679 – – 

Вода питьевая 89,321 0,04 0,04 

И т о г о  1 000,000 – – 

Итого за 1 т, р. – 153 665,67 153 905,67 

Итого за 1 кг, р. – 153,67 153,90 

Следовательно, обогащение мороженого биопептидом не приводит к суще-

ственному увеличению стоимости, что позволяет разработанному продукту быть 

конкурентоспособным на потребительском рынке. Следует отметить, что обогаще-

ние мороженого биопептидом позволяет позиционировать его на потребительском 

рынке как инновационный биопродукт и повысить стоимость на 7 % и, соответ-

ственно, получить дополнительную прибыль в размере 10,7 р. за килограмм, или 

10 700 р. за тонну. 

Таким образом, обогащение мороженого биопептидом экономически целесо-

образно, что позволяет получить дополнительную прибыль при розничной про-

даже в размере 10 700 р. за тонну за счет продвижения его на рынке как инноваци-

онного биопродукта профилактического назначения. 
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Заключение 

1. Определены рациональные технологические параметры протеолиза белка 

молозива коров для получения нативного пептида: продолжительность гидролиза 

4–5 ч, степень гидролиза 60 %, соотношение фермента трипсина и субстрата 1:17, 

pH 7,8, температура 39 C. Установлены состав нативного пептида (8 аминокислот 

в последовательности LREGIKNK; молекулярная масса 9 кДа; брутто-формула 

C41H77N13O12S0; гидрофобное соотношение 25 %; общий суммарный заряд +2) 

и спрогнозированы его антимикробные, противовирусные и противоопухолевые 

свойства. 

2. Установлено, что нативный пептид в условиях in vitro не обладает цитоток-

сичностью при дозировке от 10 до 400 мкг/мл. Показано, что пероральное употреб-

ление мышами BALB/c пептида LREGIKNK в течение 21 сут в дозе 0,8 мг/кг от 

массы тела не оказывает влияния на уровень сывороточной АЛТ, АСТ, креатинина 

и мочевины. Гистологическое исследование внутренних органов мышей выявило 

отсутствие субхронической токсичности пептида и отсутствие токсичности in vivo. 

Установлено, что полученный пептид устойчив к термической обработке до 95 ℃. 

3. Установлено, что пептид LREGIKNK проявляет ингибирующее действие 

в отношении культуры клеток HelaS53 (карциномы шейки матки человека) при 

концентрации 40 мкг/мкл, при этом не оказывает влияния на мезенхимальные ство-

ловые клетки. Установлено, что максимальная ингибирующая концентрация (IC50) 

пептида в условиях in vitro составляет ≥ 150 мкг/мкл. Показано, что пептид в дози-

ровке 100 мкг снижает проникновение лентивирусных частиц через мембрану 

клетки человека в условиях in vitro на 59,2 %. 

4. Проведен твердофазный синтез пептида с последовательностью аминокис-

лот LREGIKNK (аналог нативного) в воде с использованием диспергируемых во-

дорастворимых защищенных аминокислот и смолы. Предложен режим измельче-

ния Fmoc-аминокислот и смолы Rinkamide-TentaGel, включающий использование 
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0,2 % раствора Triton X-100 в качестве диспергирующего агента и гранул оксида 

циркония размером 0,5 мм в шаровой вибрационной мельнице, позволяющий по-

лучать наноразмерные частицы до 217 нм и проводить быстрый и качественный 

синтез пептидов. Установлено, что чистота пептида LREGIKNK, отделенного от 

смолы, составила более 90 % с молекулярной массой 9 кДа и не отличалась от 

массы нативного пептида. 

5. Разработано мороженое «Пломбир ванильный 15 %» с использованием 

в качестве функционального ингредиента синтезированного пептида LREGIKNK. 

Для обогащения мороженого пептид предварительно растворяют в пастеризован-

ной воде, охлажденной до (38 ± 2) °C, в соотношении 1:20 и вносят в смесь для про-

изводства мороженого согласно предложенной рецептуре. 

6. Проведена оценка качества мороженого, обогащенного биологически ак-

тивным пептидом LREGIKNK. Установлено, что мороженое по органолептиче-

ским, физико-химическим, микробиологическим показателям и безопасности соот-

ветствует требованиям нормативной документации. Технико-экономическая 

оценка разработанной технологии получения мороженого «Пломбир сливочный 

15 %», обогащенного пептидом, показала, что цена 1 кг мороженого составит 

153,90 р., что позволит получить дополнительную прибыль при розничной продаже 

в размере 10 700 р. за тонну при увеличении затрат на производство на 0,2 %. 
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Список сокращений и условных обозначений 

АВП – противовирусный пептид. 

АЛТ – аланинаминотрансфераза. 

АМП – антимикробный пептид. 

АСТ – аспартатаминотрансфераза. 

БАВ – биологически активные вещества. 

БАД – биологически активная добавка. 

БАП – биологически активный пептид. 

МСК – мезенхимальные стволовые клетки. 

ОР – основной рацион. 

СОМО – сухой обезжиренный молочный остаток. 

ТФУ – трифторуксусная кислота. 

ФМСФ – фенилметилсульфонилфторид. 

HLA – антиген тканевой совместимости. 
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Приложение А 

(обязательное) 

Детализация этапов технологической схемы 

 

Блок-схема 1.1 – Приготовление молока сырого (молоко коровье) 

 

Блок-схема 1.2 – Приготовление сухих молочных продуктов 

(молоко сухое обезжиренное) 

Приемка молока сырого (молоко коровье) 

Перекачивание молока из автомолцистерны в резервуары для сырого молока 1 и 2 

Временное хранение в резервуарах для сырого молока 1 и 2 

Подогрев молока до температуры 40–45 °С 

Очистка молока 

Пастеризация молока при температуре (78 ± 2) °C с выдержкой 20 с 

Охлаждение молока до температуры 4–6 °С 

Подача в резервуары для пастеризованного молока 3 и 4 

Временное хранение пастеризованного молока в резервуарах 3 и 4 при (4 ± 2) °С не более 36 ч 

Подача пастеризованного молока по трубопроводу к смесительным ваннам 

Приемка молока сухого обезжиренного 

Хранение на складе 

Транспортирование в аппаратно-варочное отделение 

Временное хранение 

Вскрытие упаковки 

Взвешивание 

Помещение в маркированные производственные тележки 

Перемещение тележек к смесительным ваннам, помещение тележек в подъемник 
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Блок-схема 1.3 – Приготовление сливочного масла 

 

Блок-схема 1.4 – Приготовление воды питьевой 

Приемка масла сливочного 

Временное хранение (дефростация) на складе № 34, 

температура 0–5 °C, не более 10 сут 

Транспортирование в аппаратно-варочное отделение (АВО) 

Временное хранение в АВО (размораживание) 

Вскрытие упаковки 

Зачистка поверхности монолитов масла 

(только при наличии окисленного слоя более 2 мм) 

Взвешивание 

Помещение в маркированные производственные тележки 

Перемещение масла в тележках к маслоплавителю; 

помещение масла на маслоплавитель 

Плавнение масла на маслоплавителе 

(температура расплавленного масла 36–38 °С) 

Подача масла сливочного по трубопроводу 

из маслоплавителя в пастеризатор 

Контроль воды питьевой 

Очистка воды питьевой на струнно-мембранном 

фильтре «Союзинтеллект» ФС-10 

Очистка воды на одноступенчатом фильтре 

для холодной воды марки ATOLLA-12Bee 

с угольным картриджем BBRFC-20 

Подача очищенной воды по трубопроводу 

к смесительным ваннам 
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Блок-схема 1.5 – Приготовление молока сгущенного 

  

Блок-схема 1.6 – Приготовление 

сахара-песка 

Блок-схема 1.7 – Приготовление 

стабилизатора-эмульгатора 

Приемка сахара-песка 

Хранение на складе 

Транспортирование 

в аппаратно-варочное отделение (АВО) 

Временное хранение 

Вскрытие упаковки 

Взвешивание 

Помещение в производственные 

маркированные тележки 

Перемещение тележек 

к смесительным ваннам, 

помещение тележек на подъемник 

Приемка стабилизатора-эмульгатора 

Хранение на складе 

Транспортирование 

в аппаратно-варочное отделение (АВО) 

Временное хранение 

Вскрытие упаковки 

Взвешивание 

Помещение в производственные 

маркированные тележки 

и перемешивание с сахаром 

в соотношении 1:5 

Перемещение тележек 

к смесительным ваннам, 

помещение тележек на подъемник 

Приемка молока сгущенного 

Хранение на складе 

Транспортирование в аппаратно-варочное отделение (АВО) 

Временное хранение 

Вскрытие упаковки 

Взвешивание 

Помещение в производственные маркированные тележки 

Перемещение тележки к смесительным ваннам, 

помещение тележек на подъемник 
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Блок-схема 1.8 – Приготовление пептида LREGIKNK 

 

Блок-схема 2 – Производство мороженого в пластиковом контейнере с крышкой 

Приемка пептида 

Хранение на складе 

Транспортирование в аппаратно-варочное отделение (АВО) 

Временное хранение 

Вскрытие упаковки 

Помещение в маркированную тару 

Взвешивание 

Растворение в пастеризованной воде (40 °С) 

Перемещение к смесительным ваннам 

Блок-схема 1 

Фризерование 

(температура мягкого мороженого на выходе из фризера −4…−5 °С; 

взбитость пломбира 40–130 %) 

Дозирование 

Закрытие потребительской тары 

Закаливание 

при температуре в СМА −25…−40 °С 

Упаковывание в транспортную тару 

Перемещение по транспортеру в камеру дозакаливания 

Дозакаливание 

при температуре −18…−30 °С до температуры в центре порции не выше −18 °С 

Блок-схема 1 

Блок-схема 3 
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Блок-схема 3 – Транспортирование в камеры хранения, 

хранение и погрузка мороженого 

Перемещение мороженого из камеры дозакаливания в грузовой лифт 

Перемещение мороженого в грузовом лифте 

со 2-го этажа на 1-й этаж 

Перемещение мороженого из грузового лифта в машину с термобудкой 

Транспортирование мороженого в технологический цех 

Перемещение мороженого из машины с термобудкой в грузовой лифт 

Перемещение мороженого в грузовом лифте 

с 1-го этажа на 2/3/4-й этажи 

Перемещение мороженого из грузового лифта в камеру хранения 

Хранение мороженого 

при температуре не выше −18 °С 

Перемещение мороженого из камеры хранения в грузовой лифт 

Перемещение мороженого из грузового лифта на 1-й этаж 

Перемещение мороженого 

из грузового лифта в автотранспорт с холодильной установкой 

Блок-схема 2 
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Приложение Б 

(обязательное) 

Протоколы испытаний 
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Приложение В 

(обязательное) 

Документы, подтверждающие внедрение результатов исследования 
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