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Аннотация. Пептиды относятся к биологически активным веществам различного спек-

тра действия. Проведены исследования физико-химических свойств пепсинового гидролизата 

молозива коров. Ферментативный гидролизат молозива коров отличается высоким содержа-

нием белка 9,16 % и низким содержанием жира 0,25 %. Получен осадок гидролизата с помо-

щью центрифугирования при 3900 об/мин в течение 10 минут. Из осадка из пепсинового гид-

ролизата молозива коров на МАЛДИ-ТОФ масс-спектрометре выделено две фракции R (1) и 

R (2). Установлено, что пептидная цепь R (1) состоит из 6 аминокислотных остатков в разной 

последовательности и образует полипептид из 11 аминокислот. Пептид R (2) относится к по-

липептидам, так как в его цепь входят 7 повторяющихся аминокислотных остатков. Молеку-

лярная масса пептида R (1) составляет 1,7 кДа, пептида R (2) – 7 кДа. Согласно научной базе 

данных NCBI пептид R (1) относится к малоизученному пептиду «Nuclear receptor 2C2-

associated protein, Bos taurus», пептид  R (2) относится к пептидам «14 kDa phosphohistidine 

phosphatase, Pongo abelii», биологические функции которого не исследованы. При изучении 

цитотоксичности выделенных пептидов в составе гидролизата молозива коров на клетках ли-

нии HEG 293 методом Neutral Red Assay при 24 часовой инкубации установлено, что цито-

токсичность исследуемого гидролизата в концентрациях от 0,1 до 0,5 мг/мл составляет от 0,9 

до – 6,30, что свидетельствует об ее отсутствии. Доказана антимикробная и противомикроб-

ная активность гидролизата молозива коров по отношению к E. Coli, B. Subtilis и C. Albicans. 

Ключевые слова: молозиво коров, ферментативный гидролизат, пептиды, антимикроб-

ная активность, цитотоксичность, молекулярная масса  

 

Для цитирования: Исследование физико-химических и биологических свойств, пептид-

ного состава пепсинового гидролизата молозива коров / С.Л. Тихонов, Н.В. Тихонова,  

И.Г. Данилова и др. // Вестник ЮУрГУ. Серия «Пищевые и биотехнологии». 2022. Т. 10, 

№ 3. С. 25–34. DOI: 10.14529/food220303 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

___________________ 

© Тихонов С.Л., Тихонова Н.В., Данилова И.Г., Тихонова М.С., Поповских А.Д., 2022 

 

mailto:tihonov75@bk.ru
mailto:tihonov75@bk.ru
mailto:ig-danilova@yandex.ru
mailto:tihonov75@bk.ru


Пищевые ингредиенты, сырье и материалы  

Food ingredients, raw materials and materials 

Bulletin of the South Ural State University.  
Ser. Food and Biotechnology. 2022, vol. 10, no. 3, pp. 25–34 26 

Введение 

Молозиво крупного рогатого скота явля-

ется источником иммуноглобулинов G (IgG), 

А (IgA), факторов роста, α-лактальбумина (α-

ЛА) и β-лактоглобулина (β-ЛГ), лизоцима, 

лактопероксидазы, лактоферрина (ЛФ), нук-

леозидов, цитокинов, витаминов, пептидов и 

олигосахаридов, нормализует кишечную мик-

рофлору, обладает антимикробными и имму-

ностимулирующими свойствами [1–3]. 

Особое внимание наряду с другими био-

логически активными веществами, присутст-

вующими в молозиве коров, заслуживают 

пептиды. 

В результате исследований российских 

ученых путем высокотемпературного гидро-

лиза говяжьего сырья в сочетании с энзимо-

лизом протеолитическими ферментными пре-

паратами Alcalase 2,5 L, Protamex, Protosub-

tilin G3x, получены пептидные гидролизаты. 

На основе пептидных гидролизатов вырабо-

таны белковые нутрицевтики, рекомендован-

ные для использования в качестве источника 

аминокислот и активных пептидов [4]. 
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Abstract. Peptides are biologically active substances with different spectrum of action. Studies of 

the physicochemical properties of pepsin hydrolyzate of cow colostrum have been carried out. The en-

zymatic digest of bovine colostrum has a high protein content of 9.16 % and a low fat content of 

0.25 %. A precipitate of the hydrolyzate was obtained by centrifugation at 3900 rpm for 10 minutes. 

Two fractions R (1) and R (2) were isolated from the sediment from the pepsin hydrolyzate of cow co-

lostrum on a MALDI-TOF mass spectrometer. It has been established that the peptide chain R (1), 

consisting of 6 amino acid residues in different sequences, forms a polypeptide of 11 amino acids. 

Peptide R (2) refers to polypeptides: its chain includes 7 repeating amino acid residues. The molecular 

weight of the peptide R (1) is 1.7 kDa, the peptide R (2) – 7 kDa. According to the scientific database 

NCBI, peptide R (1) refers to the little-studied peptide “Nuclear receptor 2C2-associated protein, Bos 

taurus”, peptide R (2) refers to peptides “14 kDa phosphohistidine phosphatase, Pongo abelii” whose 

biological functions have not been studied. When studying the cytotoxicity of the isolated peptides in 

the composition of the bovine colostrum hydrolyzate on HEG 293 cells using the Neutral Red Assay 

method with a 24-hour incubation, it was found that the cytotoxicity of the studied hydrolyzate at con-

centrations from 0.1 to 0.5 mg/ml ranges from 0.9 to –6, 30, which indicates its absence. The antimi-

crobial and antimicrobial activity of cow colostrum hydrolyzate against E. Coli, B. Subtilis and  

C. Albicans has been proven. 

Keywords: cow colostrum; enzymatic hydrolyzate, peptides, antimicrobial activity, cytotoxicity, 
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Учитывая постоянно возникающую ус-

тойчивость различных патогенов к сущест-

вующей противомикробной терапии, анти-

микробные пептиды (Aps) в последнее время 

вызывают большой интерес в качестве потен-

циальных терапевтических агентов. Антимик-

робные являются незаменимым компонентом 

защитных сил организма. Они состоят пре-

имущественно из коротких катионных пепти-

дов с широким разнообразием структур [5]. 

Антимикробные пептиды – это тип низ-

комолекулярных пептидов, которые широко 

распространены в природе и являются компо-

нентами врожденного иммунитета почти всех 

живых существ. Они играют важную роль в 

сопротивлении чужеродным вторгающимся 

микроорганизмам. Антимикробные пептиды 

обладают широким спектром активности в 

отношении бактерий, грибков, вирусов и дру-

гих микроорганизмов, активны в отношении 

традиционных штаммов, устойчивых к анти-

биотикам, и с трудом вызывают развитие ле-

карственной устойчивости [6]. 

Антимикробные пептиды могут действо-

вать внутриклеточно, например, на биосинтез 

белка или репликацию ДНК. На сегодняшний 

день прогресс в разработке новых подходов 

на основе выделения и исследования пепти-

дов делает их многообещающим инструмен-

том для противодействия возникающим ин-

фекциям [7]. 

Но вместе с тем у некоторых пептидов, 

полученных естественным путем AMPs, име-

ются некоторые недостатки. Во-первых, ко-

роткий период полураспада из-за восприим-

чивости к деградации протеаз. Во-вторых, 

неактивность при физиологических концен-

трациях солей. В-третьих, цитотоксичность 

для клеток-хозяев. Наконец, отсутствие соот-

ветствующих стратегий для устойчивой и це-

ленаправленной доставки AMPs. 

Одним из эффективных методов выделе-

ния пептидов является ферментативный гид-

ролиз сырья, содержащего белок. Для гидро-

лиза часто используют фермент пепсин [8]. 

Цель исследования – определение физи-

ко-химических свойств пепсинового гидроли-

зата молозива коров с последующем выделе-

нием, характеристикой и оценкой некоторых 

биологических свойств пептидов на примере 

цитотоксичности, антимикробной и противо-

грибковой активности. 

 

 

Объекты и методы исследований 

При изучении физико-химических 

свойств пепсинового гидролизата молозива 

коров определяли такие показатели как мас-

совая доля сухих веществ, массовая доля бел-

ка, лактозы, жира, золя, титриметрическая 

кислотность и плотность.  

Массовую долю сухих веществ определя-

ли методом, описанном в ГОСТ Р 522738-

2007. Содержание белка оценивали методом 

Кьельдаля по ГОСТ 25179-2014. Содержание 

лактозы – по ГОСТ 34304-2017. Массовую 

долю жира – по ГОСТ 5867-90, массовую до-

лю золы – по ГОСТ 51463-99. Плотность гид-

ролизата определяли ареометрическим мето-

дом по ГОСТ Р 54758-2011. Кислотность гид-

ролизата – титриметрическим методом по 

ГОСТ 3624-92 с применением тетраметра 

АКВИЛОН (Россия). 

В работе представлены данные по изуче-

нию осадка гидролизата, для получения кото-

рого гидролизат центрифугировали при 3900 

об/мин в течение 10 минут.  

Осадок гидролизата растворяли в 10 % 

растворе щелочи методом препаративной 

хроматографии на силикагеле, элюэнт PBS и 

EtOH в изократическом соотношении 9:1 со-

ответственно, выделенные фракции R(1), R(2) 

исследовали на МАЛДИ-ТОФ масс-спектро-

метре, расшифровку проводили с помощью 

базы данных Mascot, опция Peptide Fingerprint 

(«Matrix Science», США) с использованием 

базы данных Protein NCBI. 

Для изучения общей цитотоксичности 

клетки HEK293 выращивали на среде, содер-

жащей DMEM, 10 % FBS, 1 % PS и высевали 

в 96-ти луночный планшет в концентрации 

5x10
4 

клеток/мл. К клеткам добавляли иссле-

дуемые гидролизаты в концентрациях от 0,1 

до 0,5 мкг/мл, и инкубировали при темпера-

туре 37 °С в течение 24 ч. Далее культураль-

ную среду удаляли, и лунки промывали про-

мывочным раствором. Далее в лунки добав-

ляли 150 мкл однократного красителя Neutral 

Red и инкубировали в течение 2-х часов. По 

истечении времени инкубации окрашиваю-

щий раствор удаляли, клетки промывали про-

мывочным раствором. После чего в каждую 

лунку добавляли 150 мкл раствора Neutral Red 

Staining и инкубировали еще 2 часа. Далее 

клетки снова промывали промывочным рас-

твором и добавляли 150 мкл солюбилизи- 
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рующего раствора с последующей инкубацией 

при RT в течение 20 минут. Далее измеряли оп-

тическую плотность при длине волны 540 нм.  

Цитотоксичность вычислялась по формуле: 

([OD отрицательный контроль] – [OD иссле-

дуемый образец]) / [OD отрицательный кон-

троль] × 100 %. 

Диско-диффузионным методом изучали 

антимикробные свойства осадка гидролизата 

против грамположительных и грамотрица-

тельных бактерий и грибов. В качестве тест-

штаммов выбраны E. coli – условно-пато-

генная бактерия, вызывающая гастроэнтерит 

у животных и человека, и грамположительная 

бактерия B. Subtilis и C. Albicans – грибок, 

входит в состав микробиоты желудочно-

кишечного тракта человека, но при опреде-

ленных условиях может вызвать кандиоз. 

Культивирование штаммов проводили на 

плотной питательной среде LB (агар – 1,5 %, 

триптон – 1 %, дрожжевой экстракт – 0,5 %, 

NaCl – 1 %) и жидкой питательной среде LB 

(триптон – 1 %, дрожжевой экстракт – 0,5 %, 

NaCl – 1 %) при температуре 37 °C. 

Диффузионный метод определения анти-

микробной активности гидролизатов заклю-

чался в следующем. Тест-штамм высевали на 

агаризованную питательную среду газоном, и 

одновременно на газон помещали гидролизат. 

В качестве контроля использовался бумажный 

диск с питательной средой, в качестве препа-

рата сравнения – диск с антибиотиком (из 

стандартного набора). Чашки Петри инкуби-

ровали при температуре, соответствующей 

оптимальной температуре роста каждого тест-

штамма микроорганизма, в течение (24 ± 

0,5) ч. Результаты учитывались по наличию и 

размеру (в мм) прозрачной зоны отсутствия 

роста микроорганизмов вокруг диска. 

Результаты и их обсуждение 
Результаты исследования физико-

химических свойств гидролизата представле-

ны в табл. 1. Установлено, что ферментатив-

ный гидролизат молозива коров отличается 

высоким содержанием белка – 9,16 % и низ-

ким содержанием жира – 0,25 %, по сравне-

нию с исходным молозивом, что согласуется с 

данными химического состава молозива, 

представленными в работах авторов [16]. 

Следует отметить, что химический состав 

молозива коров зависит от времени, прошед-

шего после отела, с увеличением которого 

снижается массовая доля белка [9]. 

Состав полученного гидролизата также 

может отличаться в зависимости от техноло-

гических параметров: состав буферного рас-

твора, соотношение фермент : субстрат, тем-

пература и время гидролиза, что отмечено в 

исследованиях [10].  
Таблица 1 

Физико-химические показатели пепсинового 
гидролизата молозива коров (n = 5) 

Показатель Количество 

Массовая доля белка, % 9,16 ± 0,06 

Массовая доля жира, % 0,25 ± 0,01 

Массовая доля золы, % 7,00 ± 0,21 

Массовая доля сухих ве-

ществ, % 
17,57 ± 0,46 

Плотность, г/см
3
 1,04 ± 0,03 

Кислотность, 
о
Т 4,77 ± 0,12 

 

 
 

Рис. 1. Фракционный состав осадка ферментативного гидролизата молозива коров 
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Незначительное количество жира в гид-

ролизате связано с его удалением при подго-

товке молозива для гидролиза. На рис. 1 пред-

ставлен фракционный состав осадка фермен-

тативного гидролизата молозива коров. 

В осадке ферментативного гидролизата 

молозива коров выделено две фракции R (1) и 

R (2). Масс-спектр образцов выделенных фрак-

ций представлен на рис. 2 и 3. 

Установлено, что пептидная цепь R (1) 

включает 6 аминокислотных остатков (P, A, F, 

S, I, K) в разной последовательности, образуя 

полипептид из 11 аминокислот. Аналогично 

пептид R (2) относится к полипептидам, так 

как в его цепь входят 7 аминокислотных остат-

ков (IRHGCVS), некоторые из которых повто-

ряются и образуют следующую аминокислот-

ную последовательность IRHGRCVSCSR. Мо-

лекулярная масса выделенных пептидов отли-

чается и составляет для пептида R (1) – 1,7 

кДа, для пептида R (2) – 7 кДа. При сопостав-

лении полученных характеристик пептидов с 

базой данных Protein NCBI установлено, что 

пептид R (1) относится к малоизученному 

пептиду «Nuclear receptor 2C2-associated 

protein, Bos taurus», из доказанных функций 

которого является снижение жизнеспособно-

сти раковых клеток за счет подавления опо-

средованной NR2C2 трансактивации, и путем 

связывания между NR2C2/TR4, о чем свиде-

тельствуют результаты исследований [11]. 

В табл. 2 представлены аминокислотные 

последовательности, молекулярная масса пеп-

тидных фракций, выделенных из осадка гид-

ролизата. 

Другие функции выделенного пептида 

R(1) не изучены. Пептид R (2) относится к 

пептидам «14 kDa phosphohistidine 

phosphatase, Pongo abelii», биологические 

функции которого не исследованы. На осно-

вании отсутствия данных по цитотоксичности 

выделенных пептидов нами проведено иссле-

дование общей цитотоксичности на клетках 

линии HEG 293 методом Neutral Red Assay 

при 24 часовой инкубации. Обоснованием вы-

бора клеточной линии HEG 293 для исследо-

ваний является то, что она широко использует-

ся в биотехнологических и биофармацевтиче-

ских исследованиях при оценке общей цито-

токсичности и производстве белков, пептидов, 

вирусов, а также при определении эффектив-

ности новых препаратов для генной терапии.  

 

 

Результаты исследований представлены в 

табл. 3. 

Цитотоксичность во всех трех измерени-

ях при исследуемых концентрациях гидроли-

зата от 0,1 до 0,5 мг/мл составляет от 0,9 до – 

6,30, что свидетельствует об ее отсутствии, 

что согласуется с данными исследователей, 

утверждающих о низкой цитотоксичности 

пептидов [12]. 

Таким образом, токсический эффект гид-

ролизата в концентрациях 0,1–0,5 мг/мл на 

клеточные линии HEK293 при экспозиции 24 

часа не установлен. 

Проведены исследования антимикробной 

активности осадка гидролизата молозива ко-

ров, результаты которых представлены в 

табл. 4. 

Анализ результатов свидетельствует о 

том, что исследуемые образцы осадка гидро-

лизата молозива коров проявляют антимик-

робную активность по отношению к грамот-

рицательной бактерии E. Coli и грамположи-

тельной B. Subtilis, но в меньшей степени, чем 

антибиотик «Канамицин». Так, зона лизиса E. 

Coli и B. Subtilis под действием осадка фер-

ментативного гидролизата молозива коров 

составляет 11 и 12 мм, под влиянием анти-

биотика 25 и 26 мм. Установлена антимик-

робная активность гидролизата (зона лизиса 

C. Albicans 14 мм) при противомикробном 

препарате «Флуконазол» – 27 мм. Получен-

ные данные о противомикробной активности 

пептидов молозива согласуются с исследова-

ниями авторов, согласно которым пептиды 

животного происхождения проявляют широ-

кий спектр антибактериальной активности, и 

большинство противомикробных пептидов 

содержат не более 50 аминокислот; около 

50 % из них являются гидрофобными амино-

кислотами и часто образуют амфипатические 

трехмерные структуры [13].  

В исследованиях [14] доказана противо-

микробная активность пептидов, выделенных 

из тканей крупного рогатого скота, в отноше-

нии кишечной и синегнойной палочки, саль-

монеллеза и золотистого стафилококка.  

Полученные данные также подтверждают-

ся исследованиями, согласно которым лабора-

торные крысы, инфицированные Escherichia 

coli, быстро излечивались и последствия забо-

левания полностью ликвидировались при регу-

лярном употреблении коровьего молозива [15]. 
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Полученные данные по противогрибко-

вой активности пептидов согласуются с ис-

следованиями авторов, которые установили, 

что пептиды RN3 и RN7 проявляли наиболее 

мощный ингибирующий эффект с механиз-

мом действия, характеризующимся связыва-

нием с клеточной стенкой, проницаемостью 

мембран и активностью по уничтожению 

биопленок. Оба пептида способны уничто-

жать планктонные и сидячие клетки и изме-

нять экспрессию их генов [16]. 

Рассматривая механизм антимикробного 

действия пептидов, следует отметить, что ан-

тимикробные пептиды обычно воздействуют 

на фосфолипидную мембрану через образова-

ние пор или другие конститутивные мишени, 

Таблица 2 
Аминокислотная последовательность, молекулярная масса и идентификация  

и функция пептидных фракций, выделенных из осадка гидролизата 

№ 
Аминокислотная после-

довательность 

Молекулярная 

масса, кДа 

Идентификация, функция 

(база NCBI) 

подобный пептид функции 

R 

(1) 

P AFA AS SS I KA 1,7 Nuclear receptor 

2C2-associated pro-

tein, Bos taurus 

 

Подавление 

NR2C2 трансакти-

вации, связывания 

между NR2C2/TR4 

R(2) IRHGRCVS C S R 7 14 kDa 

phosphohistidine 

phosphatase, Pongo 

abelii 

Биологическая 

функция остается 

неясной 

Примечание: А – аланин, G – глицин, V – валин, I – изолейцин, S – серин, С – цистеин, R – аргинин,  

К – лизин, Н – гистидин, Р– пролин, F – фенилаланин 

 
Таблица 3 

Результаты оценки цитотоксичности выделенных пептидов методом Neutral Red Assay  
при 24 часовой инкубации 

Показатель Контроль 

Гидролизат R  

с концентрацией, мг/мл 

0,1 0,3 0,5 

Измерение 1 89436 90531 89743 88645 

Измерение 2 85682 86730 89216 87621 

Измерение 3 90034 92746 95673 91843 

Цитотоксичность 1  –1,30 –0,40 0,90 

Цитотоксичность 2  –1,30 –4,20 –2,30 

Цитотоксичность 3  –3,10 –6,30 –2,00 

 

 
Таблица 4  

Антимикробная активность осадка ферментативного гидролизата молозива коров 

 Наименование образца 
Диаметр зоны лизиса, мм 

E. coli ATCC 25922 B. subtilis C. Albicans 

Гидролизат  11 12 14 

Контроль 0 0 0 

Антибиотик «Канамицин» 25 26 Не исследовали 

Противомикробный препарат  

«Флуконазол» 
Не исследовали Не исследовали 27 
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такие как пептидогликаны у грамотрицатель-

ных и грамположительных бактерий и глюкан 

в клеточной стенке грибов [17] . 

Таким образом, осадок ферментативного 

гидролизата молозива коров, возможно, благода-

ря наличию пептидов, обладает противогрибко-

вой и противомикробной активностью к грампо-

ложительным и грамотрицательным бактериям. 

Выводы 

На основании проведенных исследований 

из осадка пепсинового гидролизата молозива 

коров выделены два биологически активных 

полипептида, состоящие из 11 аминокислот с 

разной последовательностью и молекулярной 

массой. При идентификации по базе данных 

Protein NCBI установлено, что один относится 

к пептиду «14 kDa phosphohistidine phospha-

tase, Pongo abelii», биологическая функция 

которого пока остается невыясненной, а вто-

рой пептид относится к «Nuclear receptor 2C2-

associated protein, Bos taurus», который харак-

теризуется противоопухолевой активностью. 

Доказано, что выделенные нами пептиды не 

являются цитотоксичными и относятся к био-

логически активным пептидам так как подав-

ляют рост бактерий и грибков. Следует отме-

тить, что исследования по оценки биологиче-

ской активности пептидов в разных направле-

ниях необходимо продолжить для выяснения 

возможного их использования в составе ле-

карственных препаратов и продуктов питания 

специализированного назначения для профи-

лактики и лечения различных заболеваний.  
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