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Изу че ние бак те ри оци на, про ду ци руемо го штам мом Lbm. аcidophilus К-3,  
вы де лен но го из ку мы са

Ку мыс про дукт мо лоч но кис ло го и спир то во го бро же ния. Мно гие мо лоч но кис лые бак те рии 
син те зи руют ан ти биоти чес кие ве ще ст ва бел ко вопеп тид ной при ро ды, имеющие ши ро кий спектр 
ан ти бак те ри ально го дей ст вия. Из ку мы са се лек тив но, как од но го из вы со ко ак тив ных штам мов 
по от но ше нию к па то ген ным бак те риям, вы де лен Lbm.acidophilus К3. Для очист ки пеп тид ных ан
ти биоти ков, про ду ци руе мый Lbm.acidophilus К3, ис поль зо ва ли об ра щен ную фа зу вы со коэф фек
тив но го жид кост но го хро ма тог ра фа (Varian Pro Star, Авс тра лия). Подс чет чис ла ами но кис лот ных 
ос тат ков в ан ти бак те ри аль ном ве ще ст ве по ка зал со дер жа ние 12 ами но кис лот. Мак си маль ные ИК
спект ры по ка за ли во семь пи ков пог ло ще ния в об лас ти 998,72, 1132,12; 1674,31; 1794,67; 1851,76; 
2832,69; 3257,7 и 3452,54 см1. Исс ле до ва ния по иден ти фи ка ции ве ще ст ва, про ду ци руемо го куль
ту рой Lbm. аcidophilus К3, до ка за ли, что оно от но сит ся к ан ти биоти ку бак те ри оци ну. Бы ло установ
ле но, что ан ти бак те ри альное ве ще ст во, произ во ди мое Lbm. аcidophilus К3, ста биль но при рН от 4 
до 9, а так же до ка за на тер мос той кос ть пеп тид но го ан ти биоти ка.

Клю че вые сло ва: ку мыс, мо лоч но кис лые бак те рии, ан ти биоти чес кие ве ще ст ва, бак те риоцин, 
ами но кис ло ты, хро ма тог ра фия, ИКспект рос ко пия. 

A.A. Saparbekova, N. Spivak, Z.K. Konarbaeva, T.B. Nogaev, L.A. Mamaeva 
Study bacteriocin produced by strain Lbm.acidophilus  

К-3 chosen from kumys

Kumis is a product of lactic acid and ethanol fermentations. Many lactic acid bacteria synthesize the 
antibiotic material of proteinpeptide nature, having broad spectrum antibacterial actions. Lbm.acidophi-
lus К3 as high activity strain against pathogenic bacteria was selected from kumys. Reversephase high 
performance liquid chromatography (Varian Pro Star, Australia) was performed for purification peptide 
antibiotic. Count of the number of amino acids in antibacterial material has shown the contents 12 ami
no acids. Maximal IR spectra showed eight absorption peaks in the region 998,72, 1132,12; 1674,31; 
1794,67; 1851,76; 2832,69; 3257,7 and 3452,54 sm1. Studies on identifications of the material pro
duced from culture Lbm acidophilus K-3 have proved it belonged to bacteriocin antibiotic. Antibacterial 
material produced by Lbm acidophilus K3 was stable in рН from 4 to 9 it has been determined also term 
stable of the peptide antibiotic is proved.

 Key words: Kumis, lactic acid bacteria, antibiotic material, bacteriocin, amino acids, chromatography, 
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Қы мыз дан бө лін ген Lbm. аcidophilus К-3 штам мы мен  

про ду цир ле не тін бак те риоцин ді зерт теу

Қы мыз сүт қыш қыл ды жә не спирт тік ашу өні мі. Көп те ген сүт қыш қыл ды бак те риялар ан ти
бак те риялық әсер ету дің кең спект рі бар ақуыз ды пеп тид ті та би ғат ты ан ти биоти ка лық зат тар ды 
син тез дей ді. Па то ген ді бак те риялар ға қа ты сы бой ын ша жо ғар ғы бел сен ді штамм дар дың бі рі Lbm. 
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аcidophilus К3 қы мыз дан се лек тив ті түр де бө лі ніп алын ды. Пеп тид ті ан ти био тик тер ді та зар ту үшін 
жо ғар ғы тиім ді сұй ық тық хро ма тог раф тың ба ғыт тал ған фа за сы қол да ныл ды (Varian Pro Star, Авс
тра лия). Ан ти бак те риялық зат та ғы амин қыш қыл дық қал дық тар дың са нын есеп теу көр сет кен дей, 
он да 12 амин қыш қы лы кез де се ді. Мак си мал ды ИК спектр лер көр сет кен дей, он да се гіз жұ ты лу биік
ті гі 998,72, 1132,12; 1674,31; 1794,67; 1851,76; 2832,69; 3257,7 ; жә не 3452,54 см1 анық тал ған. 
Lbm. аcidophilus К3 куль ту ра сы мен про ду цир ле не тін зат тар ды анық тау ды зерт теу көр сет кен дей, 
олар бак те ри цин ан ти био тик те рі нен тұ ра ды. Анық тал ған дай, Lbm. аcidophilus К3 өн ді ре тін ан ти
бак те риялық зат рН 4тен 9ға дейін гі ара лық та тұ рақ ты, со ны мен қа тар пеп тид ті ан ти био тик тің 
тер мо тұ рақ ты лы ғы дә лел ден ді.

Түйін сөз дер: қы мыз, сүт қыш қыл ды бак те риялар, ан ти биоти ка лық зат тар, бак те риоцин, 
амин қыш қыл дар, хро ма тог ра фия, ИКспект рос ко пия.

Вве де ние 

В Ка за х стане, по оцен ке ме ди ков, от 75 до 
90% граж дан в той или иной сте пе ни под вер-
же ны дис бак те риозу – на ру ше нию нор маль ной 
ки шеч ной мик роф ло ры [1]. В свя зи с этим ак ту-
аль ной  стано вит ся раз ра бот ка тех но ло гии про-
дук тов пи та ния, спо соб ных нор ма ли зо вать ки-
шеч ную мик роф ло ру че ло ве ка и ока зы вающих 
ре гу ли рующее влия ние на ор га низм в це лом и 
его от дель ные ор га ны. При этом осо бое вни-
ма ние уде ляет ся произ во дс тву ка за хс ких на-
циональ ных мо лоч ных про дук тов, имею щих 
мно го ве ко вую ис то рию, на ба зо вой ос но ве ко-
то рых раз ра бо та ны раз лич ные мо лоч ные про-
дук ты но во го по ко ле ния с ис поль зо ва нием 
бак те ри аль ных зак ва сок с про би оти чес ки ми 
свой ст ва ми. Ку мыс – кис ло мо лоч ный про дукт, 
из го тов ляе мый из сы ро го ко быль его мо ло ка. 
Как из ве ст но, он имеет вы со кое диети чес кое и 
ле чеб ное зна че ние и ре ко мен дует ся для по вы-
ше ния об ме на ве ще ств при ту бер ку ле зе, за бо-
ле ва ниях же лу доч но-ки шеч но го трак та, сер деч-
но-со су дис той сис те мы, по чек и пе че ни и т.д. 
В ко быль ем мо ло ке со дер жат ся биоло ги чес ки 
ак тив ные бел ки, об ла дающие ан ти кан це ро ген-
ны ми, ан ти ви рус ны ми, ан ти бак те ри альны ми, 
им му нос ти му ли рующи ми свой ст ва ми [2].

Мно гие бак те рии син те зи руют ан ти биоти-
чес кие ве ще ст ва бел ко во-пеп тид ной при ро ды, 
уби вающие родст вен ные ви ды или штам мы или 
тор мо зя щие их рост, или имеющие бо лее ши ро-
кий спектр ан ти бак те ри ально го дей ст вия. Эти 
ве ще ст ва с весь ма спе ци фи чес ким дей ст вием 
по лу чи ли наз ва ние  бак те ри оци нов, био син тез 
ко то рых ко ди рует ся осо бы ми плаз ми да ми и 
проис хо дит в боль шинс тве слу чаев на ри бо со-
мах. Бак те ри оци ны – это наибо лее вы со ко мо ле-
ку ляр ные ан ти биоти ки [3]. Счи тают, что с прак-
ти чес кой точ ки зре ния эти ан ти бак те ри альные 
ве ще ст ва, дей ст вующие на мик роф ло ру из би ра-

тель но, мо гут ис поль зо вать ся для нор ма ли за ции 
мик роб но го це но за при не ко то рых па то ло гиях у 
че ло ве ка и жи вот ных [4].

Изу че ние ус ло вий об ра зо ва ния бак те ри оци-
нов предс та ви те ля ми не ко то рых мо лоч но кис-
лых бак те рий Lactococcus lactis, Pediococcus 
acidilactici, Leuconostoc carnosum, Leuconostoc 
mesenteroides по ка за ло, что на био син тез бак те-
ри оци нов, как и у дру гих биоло ги чес ки ак тив-
ных ве ще ств, ока зы вают влия ние ус ло вия куль-
ти ви ро ва ния про ду цен та: сос тав пи та тель ной 
сре ды, рН, тем пе ра ту ра, а так же вре мя ин ку ба-
ции про ду цен та [5-7]. 

Перс пек тив но при ме не ние ря да бак те ри оци-
нов, про ду ци руе мых груп пой мо лоч но кис лых 
бак те рий, в пи ще вой про мыш лен нос ти [8]. Про-
ду цен ты этих бак те ри оци нов ис поль зуют ся в 
ка че ст ве зак ва соч ной куль ту ры при раз лич ных 
пи ще вых произ во дст вах. Об ра зую щий ся бак те-
риоцин обес пе чи вает до ми ни ро ва ние нуж ной 
мик роф ло ры и по дав ле ние пос то рон ней мик-
роф ло ры, что обес пе чи вает бе зо пас ное про те ка-
ние мик ро би оло ги чес ких про цес сов. Нап ри мер, 
при произ во дс тве су хой кол ба сы в ка че ст ве зак-
ва соч ной куль ту ры ис поль зует ся Lactobacillus 
curvatus, об ра зую щий кур ва цин, ко то рый ин ги-
би рует рост близ ко ро дст вен ных лак то бак те рий 
и ус лов но-па то ген ных бак те рий и обес пе чи вает 
этим бе зо пас ное про те ка ние биохи ми чес ких 
про цес сов при соз ре ва нии су хой кол ба сы [9].

 Для по лу че ния зак вас ки при из го тов ле ния 
йо гур та с но вы ми ха рак те рис ти ка ми ис поль зо-
ва ли Streptococcus salivarius, об ра зую щий бак-
те риоцин. Опи сан про цесс по лу че ния зак вас-
ки на ос но ве ука зан ной бак те рии в со че та нии 
Lactobacillus delbrueckii. От ме че но, что при хра-
не нии и пе ре воз ке про дукт не пор тит ся. Для пре-
до тв ра ще ния об ра зо ва ния гис та ми на при произ-
во дс тве сы ра в зак вас ку до бав ля ли Lactococcus 
lactis и E.faecalis, ко то рые об ра зо вы ва ли бак те-
ри оци ны, по дав ляющие рост штам мов, вы де-
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ляющих гис та ми ны. Пос лед ние ока за лись чувс-
тви тель ны ми к ни зи ну и пя ти бак те ри оци нам 
эн те ро кок ко во го проис хож де ния [10].

Бак те ри оци ны, по лу чен ные из ба цилл, мо гут 
ис поль зо вать ся для кон сер ва ции пи ще вых про-
дук тов [11]. Нап ри мер, ба цил ло цин (bacillocin 
490) по дав ляет рост близ ко ро дст вен ных Bacillus 
spp. как в аэ роб ных, так и в анаэ роб ных ус ло-
виях и его бак те ри цид ная ак тив ность сох ра ня-
лась в ши ро ком диапа зо не pH и, а так же в раз-
лич ных пи ще вых субс тра тах, вк лю чая мо ло ко и 
сыр. Бак те риоцин це ре ин (cerein 8A) из B. cereus 
8A по дав лял раз ви тие L.monocytogenes в мо лоч-
ных про дук тах (мо ло ко и мяг кий сыр). До бав-
ле ние 160 АЕ/мл це ре ина в пе рег ре тое мо ло ко 
при во ди ло к умень ше нию на 3 log ко ли че ст ва 
лис те рий за 14 дней хра не ния при 4°C [12-15]. 

Ана лиз ли те ра тур ных ис точ ни ков по ка зал 
по тен циал ис поль зо ва ния бак те ри оци нов в ка-
че ст ве биоло ги чес ких кон сер ван тов в тех но-
ло гии пи ще вых про дук тов. Опыт при ме не ния 
бак те ри оцинп ро ду ци рую щих мик роор га низ мов 
до ка зы вает необ хо ди мос ть даль нейших исс-
ле до ва ний куль тур, спо соб ных про ду ци ро вать 
пеп тид ные ан ти биоти ки. 

Ма те ри алы и ме то ды

Исс ле дуемую бак те ри альную куль ту ру вы-
ра щи ва ли на сре де МРС – сре да Мо зе ра-Ро го-
за-Шар па (MRS). 10 мл ино ку ли ро ва ли бак те ри-
аль ной куль ту ры в те че ние 48 ч в ста ти чес ком 
ин ку ба то ре при 30°С. Беск ле точ ный фильт рат 
по лу ча ли цент ри фу ги ро ва нием (10000 обо ро-
тов в ми ну ту в те че ние 20 мин при 4°С), с пос-
ле дующим филь тро ва нием че рез по ры филь-
тра раз ме ром в 0,2 мкм из аце та та цел лю ло зы. 
Для очист ки ан ти мик роб ных ве ще ств бак те ри-
альную сус пен зию об ра ба ты ва ли ор га ни чес-
ки ми раст во ри те ля ми, вк лю чая изо-ами ло вый 
спирт, хло ро форм, n-про па нол, гек сан, диэти-
ло вый эфир, пет ро лей ный эфир, ко то рые бы ли 
до бав ле ны в соот но ше нии 1:1, за тем ор га ни чес-
кую фа зу до су ши ва ли под ва куумом, ис поль зуя 
ро тор ный ис па ри тель.

Для осаж де ния пеп тид но го ан ти биоти ка 
ис поль зо ва ли суль фат ам мо ния. Пеп тид ан ти-
биоти ка, про ду ци руе мый исс ле дуемой куль-
ту рой, об ра ба ты ва ли суль фа том ам мо ния 60% 
на сы ще ния. Сме си пе ре ме ши ва ли в те че ние 2 
ча сов при 4°С, а за тем цент ри фу ги ро ва ли при 
10000 обо ро тов в ми ну ту в те че ние 50 мин при 
4°C. Оса док об ра ба ты ва ли в 25 мл 0,05 М ка лий-
фос фат но го бу фе ра, рН 7,0.

Для очист ки пеп тид ных ан ти биоти ков ис-
поль зо ва ли об ра щен ную фа зу вы со коэф фек тив-
но го жид кост но го хро ма тог ра фа (ОФ-ВЭЖХ) 
Varian Pro Star, Авс тра лия.

Для пра виль но го вы бо ра под виж ной фа зы 
обя за тель но учи ты вают рН, сос тав и кон цент-
ра цию ор га ни чес ко го раст во ри те ля. Под виж ная 
фа за сос тояла из бу фер но го раст во ра, со дер жа-
ще го во ду, 0,1% триф то рук сус ной кис ло ты и 
аце то нит ри ла. Ос нов ным ион ным мо ди фи ка-
то ром в ОФ ВЭЖХ яв ляет ся триф то рук сус ная 
кис ло та, ко то рая лег ко уда ляет ся из элюа тов 
вы па ри ва нием, хо ро шо раст во ряет пеп ти ды, а 
так же УФ-проз рач на. В ка че ст ве ор га ни чес ко-
го ком по нен та под виж ной фа зы ис поль зо ва ли 
аце то нит рил, т.к. он проз ра чен в УФ-об лас ти до 
200 нм, об ла дает низ кой вяз костью, вы со кой ле-
ту чес тью, сле до ва тель но, поз во ляет лег ко уда-
лить его из соб ран ной фрак ции элюата, а так же 
ха рак те ри зует ся хо ро шей се лек тив нос тью. 

Об раз цы на но си ли на ко лон ку C18 (Hypersil 
ODS), раз де лен ных ли ней ным двух фаз ным гра-
диен том от 20 до 80% аце то нит ри ла в те че ние 
30 мин при ско рос ти по то ка 1,0 мл/мин.

Раз де ле ние пеп тид ных соеди не ний про во ди-
ли пос редст вом гра диент но го элюиро ва ния, где 
кон цент ра ция ор га ни чес ко го раст во ри те ля уве-
ли чи вает ся с те че нием вре ме ни. Исс ле дуемые 
ве ще ст ва элюируют ся в по ряд ке уве ли че ния 
гид ро фоб нос ти [16].

Иден ти фи ка цию и ко ли че ст вен ное оп ре де-
ле ние ана ли зи руе мых ами но кис лот про во ди ли 
с по мощью установ лен но го прог рамм но го обес-
пе че ния «Муль тиХ ром для Windows».

Для оп ре де ле ния ка че ст вен но го и ко ли че-
ст вен но го сос та ва пеп тид но го ан ти биоти ка ис-
поль зо ва ли ме тод инф рак рас ной спект ро мет-
рии. В ра бо те ис поль зо ва ли ИК-спект ро метр 
Specord 75-JR.

Ре зуль та ты и их об суж де ние

Экс пе ри мен тальная ра бо та по вы де ле нию и 
ана ли зу пеп тид но го ан ти биоти ка про ве де на в 
Ис пы та тель ной ре гиональ ной ла бо ра то рии ин-
же нер но го про фи ля (ИР ЛИП) при Юж но-Ка за-
хс танс ком го су да рст вен ном уни вер си те те име-
ни М. Ауэзо ва, г. Шым кент.

Lbm.acidophilus К-3 се лек тив но как од но го 
из вы со ко ак тив ных штам мов вы де лен из ку-
мы са, произ во ди мо го в крес тьянс ком хо зяй ст-
ве «Са па», Юж но-Ка за хс танс кой об лас ти. Это 
грам по ло жи тель ные па лоч ки со слег ка зак руг-
лен ны ми кон ца ми, рас по ло жен ные оди ноч но, 
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па ра ми или ко рот ки ми це поч ка ми из 3-5 сег мен-
тов, дли ной 10-15 мкм, ши ри ной 1,2-1,5 мкм.

На плот ных пи та тель ных сре дах Lbm. 
acidophilus обыч но об ра зуют ма то вые вы пук лые 
ко ло нии с цель ным, ров ным краем, по ве рх ност-
ных пле нок на ко ло ниях не об ра зует. Ус ва ивает 
маль то зу, фрук то зу, са ха ро зу, лак то зу, глю ко-
зу, га лак то зу, не ус ва ивает ара би но зу и сор бит, 
а так же не фер мен ти рует цел ло би озу, ри бо зу и 
крах мал. Прояв ляет вы со кую кис ло тоус той чи-
вос ть, пре дель ное кис ло то об ра зо ва ние в мо ло-
ке сос тав ляет 180оТ, ус той чи вос ть к низ ким рН 
близ ким к 3, спо со бен к рос ту в сре де со дер жа-
щей 0,5% желч ных со лей. Оп ти маль ный рост 
наб лю дает ся при 28-34оС, воз мо жен рост в ин-
тер ва ле тем пе ра тур 10-45оС.

Наибо лее вы со кую ан та го нис ти чес кую ак-
тив ность прояв ляет по от но ше нию к В.mycoides, 
S.aureus и B.subtilis. Дан ная же куль ту ра об ла-
дает спо соб ностью по дав лять и родст вен ную ей 
куль ту ру Lbm. acidophilus КК-31, что ука зы вает 
на спо соб ность дан но го штам ма к об ра зо ва нию 
бак те ри оци на (таб ли ца 1).

Таб ли ца 1 – Сред ний диа метр зо ны ин ги би ро ва ния 
(мм), выз ван но го соот ве тс твующи ми тес ти руемы ми 
ор га низ ма ми 

 Тес ти руемый ор га низм Зо ны ин ги би ро ва ния, мм
Escherichia coli 23,8±0,5

Salmonella typhimurium 20,5±0,5
Bacillus mycoides 29,8±0,5

Pseudomonas aeruginosa 24,4±0,5
Staphylococcus aureus 27,9±0,5

Bacillus subtilis 29,4±0,5

Для вы бо ра раст во ри те ля и изв ле че ния 
пеп ти да ан ти биоти ка, про ду ци руемо го Lbm. 
аcidophilus К-3, бы ли ис пы та ны раз лич ные ор-
га ни чес кие раст во ри те ли. Бы ло установ ле но, 
что экст рак ция с по ляр ны ми раст во ри те ля ми, 
та ки ми, как гек сан, диэти ло вый эфир и пет ро-
лей ный эфир, не при во дят к вы де ле нию ан ти-
бак те ри ально го ве ще ст ва, по лу чен но го на вод-
ной фа зе к ор га ни чес кой фа зе, в то вре мя как 
экст рак ция хло ро фор ма пол ностью раз ру ши ла 
ак тив ность ан ти бак те ри ально го ве ще ст ва. Од-
на ко при ис поль зо ва нии раз лич ных спир тов, 
та ких, как n-про па нол и изоами ло вый спирт, в 
про цес се экст рак ции, ан ти бак те ри альное ве ще-

ст во из вод ной фа зы пе реш ло в ор га ни чес кую 
фа зу (таб ли ца 2).

Таб ли ца 2 – Экст рак ция ан ти бак те ри ально го ве ще-
ст ва ор га ни чес ки ми раст во ри те ля ми 

Ор га ни чес кий раст во-
ри тель 

Сред ний диа метр зо ны 
ин ги би ро ва ния (мм)

ор га ни чес кая 
фа за, мм

 вод ная фа за, 
мм

хло ро форм гек сан - 0,0
 пет ро лей ный эфир - 0,0
диэти ло вый эфир - 0,0
n-про па нол изоами ло вый 
спирт 0,0 13,0

хло ро форм гек сан 10,0 10,0
 пет ро лей ный эфир 21,0 21,0

Для осаж де ния пеп тид но го ан ти биоти ка, 
про ду ци руемо го Lbm. аcidophilus К-3, его об ра-
ба ты ва ли суль фа том ам мо ния 60% на сы ще ния. 
Сме си пе ре ме ши ва ли в те че ние 2 ча сов при 4°С, 
а за тем цент ри фу ги ро ва ли при 10000 обо ро тов 
в ми ну ту в те че ние 50 мин при 4°C. Оса док об-
ра ба ты ва ли в 25 мл 0,05М ка лий-фос фат но го 
бу фе ра, рН 7,0. Ко ли че ст вен ное оп ре де ле ние 
ан ти бак те ри аль ной ак тив нос ти при ве ло к уве-
ли че нию ан ти бак те ри аль ной ак тив нос ти по 
срав не нию с куль ту рой су пер на тан та. С дру гой 
сто ро ны, оцен ка об ще го бел ка по ме то ду Лоури 
при ве ла к сни же нию об ще го со дер жа ния бел ка.

Во вре мя про це ду ры очист ки каж дый этап 
при во дит к зна чи тель ной по те ре кон цент ра ции 
бел ка, в то вре мя как ан ти бак те ри альная ак тив-
ность уве ли чи вает ся. Фрак ции бы ли отоб ра ны 
из об ра щен ной фа зы (ОФ) ВЭЖХ для оп ре де-
ле ния ан ти бак те ри аль ной ак тив нос ти, за тем 
об ра ба ты ва ли ак тив ную фрак цию и оце ни ва ли 
об щую кон цент ра цию бел ка. Ак тив ную фрак-
цию очи ща ли с по мощью пос ле дующей хро ма-
тог ра фии с об ра щен ной фа зой, пос ле че го бы ла 
оп ре де ле на его ами но кис лот ная пос ле до ва тель-
ность. Ста дии час тич ной очист ки пеп тид но го 
ан ти биоти ка предс тав ле ны в таб ли це 3.

Оп ре де ле ние ами но кис лот но го сос та ва пеп-
ти да про во ди ли пос ле пол но го гид ро ли за ве-
ще ст ва, в хо де ко то ро го все пеп тид ные свя зи 
раз ру ши лись, и пеп тид прев ра тил ся в смесь ами-
но кис лот. По лу чен ный гид ро ли зат под вер га ли 
ко ли че ст вен но му ана ли зу с по мощью ионооб-
мен ной хро ма тог ра фии и та ким об ра зом устано-
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ви ли, ка кие ами но кис ло ты и в ка ких соот но ше-
ниях вхо дят в исс ле дуемый пеп тид.

Таб ли ца 3 – Осаж де ние и очист ка пеп тид но го ан ти-
биоти ка, про ду ци руе мый Lbm.аcidophilus К-3

Ста дии очист ки Объем 
(мл)

Зо на ин ги би-
ро ва ния, мм

 Кон цент ра ция 
бе лок, мг/мл*

 Куль ту ра су пер на-
тан та 1000 23,8 4.6

 Суль фат ам мо ния 20 35 2.5
 ВЭЖХ 1.0 50 0.13
При ме ча ние: Кон цент ра цию бел ка оп ре де ля лась по ме то-
ду Лоури 

Для очист ки пеп тид ных ан ти биоти ков ис-
поль зо ва ли об ра щен ную фа зу вы со коэф фек тив-
но го жид кост но го хро ма тог ра фа (ОФ-ВЭЖХ). 
Ме тод по ка зал се бя чрез вы чай но цен ным для 
ана ли за пеп тид но го ан ти биоти ка, так как пеп-
тид ные ан ти биоти ки, как пра ви ло, хо ро шо раст-
во ри мы в вод ных под виж ных фа зах и ог ра ни-
чен но раст во ри мы в боль шинс тве не по ляр ных 
раст во ри те лей [16-18]. Ис поль зо ван ные хро ма-
тог ра фи чес кие смо лы (в ос но ве ко то рых ле жит 
крем ний) име ли фор му мель чайших сфер от 3 
до 10 мкм в диа мет ре, ко то рые бы ли упа ко ва ны 
в спе ци аль ный че хол и об ра зо вы ва ли го мо ген-
ную ко лон ку. Та кие ко лон ки для ВЭЖХ обес-
пе чи вают вы со кий уро вень раз ре ше ния. Пос-
коль ку час ти цы но си те ля в ко лон ках для ВЖХ 
упа ко ва ны очень плот но, в от су тс твие вы со ко го 
дав ле ния ско рос ть по то ка че рез них нез на чи-
тель на. По этой при чи не та кие ко лон ки обыч но 
по ме щают в сталь ные ци ли нд ры, соеди нен ные 
со слож ной сис те мой на со сов и шлан гов, ко то-
рые обес пе чи вают необ хо ди мое для вы со кой 
ско рос ти про то ка дав ле ние. 

ОФ ВЭЖХ яв ляет ся важ ней шим ме то дом 
раз де ле ния пеп ти дов, ха рак те ри зующим ся вы-
со кой ско рос тью раз де ле ния, восп роиз во ди мос-
тью ре зуль та тов, воз мож нос тью диф фе ре рен ци-
ро вать пеп ти ды с раз ни цей в од ну ами но кис ло ту, 
а так же и ис поль зо ва нием ма ло го объема раст-
во ри те лей.

 Се лек тив нос ть и ка че ст во ана ли за пеп ти дов 
в об ра ще но-фа зо вой ВЭЖХ за ви сит от пра виль-
но го вы бо ра под виж ной и не под виж ной фаз. В 
ка че ст ве не под виж ной фа зы ис поль зо ва ли мел-
кие час ти цы си ли ка ге ля диа мет ром 5 мкм с при-
ви ты ми уг ле во до род ны ми це пя ми.

При хро ма тог ра фи ро ва нии пеп ти дов вы бор 
об ращённой фа зы оп ре де ляет ся раз ме ра ми и 
гид ро фоб ностью пеп ти дов: для пеп ти дов с ко-
рот кой цепью, гид ро филь ных пеп ти дов ис поль-
зуют фа зы С8 (н-ок тил) и С18 (н-ок та де цил), 
для круп ных и гид ро фоб ных – фа зы С3 (три ме-
тил- или ди ме ти лп ро пил), С4 (н-бу тил), С6 (фе-
нил). В дан ном ана ли зе ис поль зо ва ли ко лон ки 
на ос но ве диок си да крем ния С4 (н-бу тил)-С18 
(н-ок та де цил) ODS как наибо лее час то при ме-
няемые [19]. 

Для пра виль но го вы бо ра под виж ной фа-
зы обя за тель но учи ты вают рН, сос тав и кон-
цент ра цию ор га ни чес ко го раст во ри те ля. Под-
виж ная фа за сос тояла из бу фер но го раст во ра, 
со дер жа ще го во ду, 0,1% триф то рук сус ной 
кис ло ты и аце то нит ри ла. Ос нов ным ион ным 
мо ди фи ка то ром в ОФ ВЭЖХ яв ляет ся триф-
то рук сус ная кис ло та, ко то рая лег ко уда ляет ся 
из элюа тов вы па ри ва нием, хо ро шо раст во ряет 
пеп ти ды, а так же УФ-проз рач на. В ка че ст ве 
ор га ни чес ко го ком по нен та под виж ной фа зы 
ис поль зо ва ли аце то нит рил, т.к. он проз ра чен 
в УФ-об лас ти до 200 нм, об ла дает низ кой вяз-
костью, вы со кой ле ту чес тью, сле до ва тель-
но, поз во ляет лег ко уда лить его из соб ран ной 
фрак ции элюата, а так же ха рак те ри зует ся хо-
ро шей се лек тив нос тью. 

Об раз цы на но си ли на ко лон ку C18 (Hypersil 
ODS), раз де лен ны ми ли ней ным двух фаз ным 
гра диен том от 20 до 80% аце то нит ри ла в те че-
ние 30 мин при ско рос ти по то ка 1,0 мл / мин.

Раз де ле ние пеп тид ных соеди не ний про во ди-
ли пос редст вом гра диент но го элюиро ва ния, где 
кон цент ра ция ор га ни чес ко го раст во ри те ля уве-
ли чи вает ся с те че нием вре ме ни. Исс ле дуемые 
ве ще ст ва элюируют ся в по ряд ке уве ли че ния 
гид ро фоб нос ти [16] (ри су нок 1).

Ана лиз хро ма тог рам мы пеп тид но го ан-
ти биоти ка, про ду ци руемо го Lactobacterium 
acidophillus K-3, по ка зал на ли чие 12 пи ков, 
соот ве тс твую щих раз лич ным ами но кис ло там 
(таб ли ца 4), а так же вось ми неи ден ти фи ци ро-
ван ных пи ков, два из ко то рых, по на ше му пред-
по ло же нию, яв ляют ся ос тат ка ми ами но кис лот, 
пов реж ден ных в про цес се их изв ле че ния, шес ть 
ука зы вают на воз мож ное на ли чие при ме сей. Из 
12 иден ти фи ци ро ван ных ами но кис лот наи боль-
шее со дер жа ние гис ти ди на (про це нт ное соот но-
ше ние 32) и гли ци на (про це нт ное соот но ше ние 
– 22,75), наи мень шее со дер жа ние трео ни на (про-
це нт ное соот но ше ние – 1,88) и лей ци на (про це-
нт ное соот но ше ние – 1,84).
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Таб ли ца 4 – Ами но кис лот ный сос тав пеп тид но го ан-
ти биоти ка, про ду ци руемо го Lbm. аcidophilus К-3

№ Вре мя удер-
жи ва ния, мин Ами но кис ло ты Про це нт ное 

соот но ше ние

1 7,57 Ме тионин 2,64
2 10,25 Ас па ра ги но вая кис ло та 2,68
3 11,44 Трео нин 1,88
4 13,59 Се рин 2,44
5 22,20 Глу та ми но вая кис ло та 11,73
6 24,12 Гли цин 22,75
7 34,32  Лей цин 1,84
8 40,02 Ти ро зин 2,94
9 42,25 Фе ни ла ла нин 4,59
10 43,20  Гис ти дин 31,95
11 49,53 Ар ги нин 6,89
12 51,22 Ала нин 7,67

Для оп ре де ле ния ка че ст вен но го и ко ли-
че ст вен но го сос та ва пеп тид но го ан ти биоти ка 
ис поль зо ва ли ме тод инф рак рас ной спект ро-
мет рии. Этот ме тод ана ли за ос но ван на за пи си 
инф рак рас ных спект ров пог ло ще ния ве ще ст ва. 
Пог ло ще ние ве ще ст вом в об лас ти инф рак рас но-
го из лу че ния проис хо дит за счёт ко ле ба ний ато-
мов в мо ле ку лах. Ко ле ба ния под раз де ляют ся на 
ва ле нт ные (ког да в хо де ко ле ба ния из ме няют ся 
расс тоя ния меж ду ато ма ми) и ко ле ба тель ные 
(ког да в хо де ко ле ба ния из ме няют ся уг лы меж-

Ри су нок 1 – Хро ма тог рам ма пеп тид но го ан ти биоти ка, про ду ци руемо го 
Lactobacterium acidophillus k-3 

 

ду свя зя ми). Пе ре хо ды меж ду раз лич ны ми ко-
ле ба тель ны ми сос тоя ниями в мо ле ку лах кван то-
ва ны, бла го да ря че му пог ло ще ние в ИК-об лас ти 
имеет фор му спект ра, где каж до му ко ле ба нию 
соот ве тс твует своя дли на вол ны. По нят но, что 
дли на вол ны для каж до го ко ле ба ния за ви сит от 
то го, ка кие ато мы в нём участ вуют, и кро ме то-
го, она ма ло за ви сит от их ок ру же ния. То есть 
для каж дой функ цио наль ной груп пе (С=О, О-Н, 
СН2 и пр) ха рак тер ны ко ле ба ния оп ре делённой 
дли ны вол ны, точ нее го во ря, да же для каж дой 
груп пы ха рак те рен ряд ко ле ба ний (соот ве тст-
вен но и по лос в ИК-спект ре). Имен но на этих 
свой ст вах ИК-спект ров ос но ва на иден ти фи ка-
ция соеди не ний по спект раль ным дан ным [20].

Раз лич ные мо ле ку лы, со дер жа щие од ну и ту 
же атом ную груп пи ров ку, дают в ИК-спект ре 
по ло сы пог ло ще ния в об лас ти од ной и той же ха-
рак те рис ти чес кой час то ты. Ха рак те рис ти чес кие 
час то ты дают воз мож нос ть по спект ру устано-
вить конк рет ные груп пы ато мов в мо ле ку ле и 
тем са мым оп ре де лить ка че ст вен ный сос тав ве-
ще ст ва и ст рое ние мо ле кул. Нап ри мер, по ло сы 
в об лас ти 3000-3600 см-1 мо гут быть при пи са ны 
толь ко О-Н- или N-H- свя зям, по ло сы в об лас ти 
2800-3000 см-1 – свя зям С-Н, появ ле ние по ло сы 
в об лас ти 3300-3500 см-1 ха рак тер но для NH2 
групп.

В ра бо те ис поль зо ва ли ИК-спект ро метр 
Specord 75-JR. Воз мож нос ти при бо ра поз-
во ляют про во дить ска ни ро ва ние в ши ро ком 
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диапа зо не ИК-спект ра с ма лым ша гом ска ни-
ро ва ния. Кро ме то го, в прог рамм ном обес пе че-
нии при бо ра реали зо ва на воз мож нос ть поис ка 
и иден ти фи ка ции ве ще ст ва по ИК-спект рам с 
по мощью биб лио тек ИК-спект ров. Иден ти фи-
ка ции в дан ном слу чае про во дит ся прог рамм-
ным обес пе че нием при бо ра и ос но ва на, по всей 
ви ди мос ти, на ко ли че ст вен ном обсчёте и срав-
не нии ИК-спект ров.

Спект рос ко пи чес кие ха рак те рис ти ки: спект-
раль ный ана лиз очи щен но го пеп тид но го ан ти-
биоти ка, про ду ци руе мый Lbm. аcidophilus К-3, 

мак си маль ные ИК-спект ры по ка за ли во семь 
пи ков пог ло ще ния в об лас ти 998,72, 1132,12; 
1674,31; 1794,67; 1851,76; 2832,69; 3257,7 и 
3452,54 см-1 (ри су нок 2). 

Чис тый пеп тид с ан ти бак те ри аль ным дей ст-
вием был про ве рен ка че ст вен ны ми реак циями 
на функ цио наль ные груп пы бел ков и ами но кис-
лот, биуре то вой реак цией на пеп тид ные груп пы 
(реак ция Пиот ро вс ко го); нин гид ри но вой реак-
цией на ами ног руп пу, нитп рус сид ной реак цией 
на се ро со дер жа щую ами но кис ло ту и т.д., дав-
шие по ло жи тель ные ре зуль та ты реак ций.

Ри су нок 3 – ИК-спектр пеп тид но го ан ти биоти ка, про ду ци руе мый 
Lactobacterium acidophilus k-3

 

Ус той чи вос ть к рН: пеп тид но го ан ти биоти-
ка оп ре де ля ли из ме не нием кис лот нос ти-ще-
лоч нос ти раст во ра, для че го очи щен ный пеп-
тид ан ти биоти ка до во ди ли до рН 2,4,6,8,10 и 12 
со ля ной кис ло той и гид рок си дом нат рия, ин-
ку би ро ва ли в те че ние 4 ч при ком нат ной тем-
пе ра ту ре. В ре зуль та те бы ло об на ру же но, что 
ан ти бак те ри альное ве ще ст во, произ во ди мое 
Lbm. аcidophilus К-3, ста биль но при рН от 4 до 9.

Тер мос той кос ть пеп тид но го ан ти биоти-
ка оп ре де ля ли с по мощью ки шеч ной па лоч ки 

как ор га низм-ин ди ка тор. Ак тив ность ан ти бак-
те ри ально го ве ще ст ва, произ во ди мо го Lbm. 
аcidophilus К-3, ос та лась неиз мен ной пос ле наг-
ре ва ния при 121°С в те че ние 10 мин.

На ос но ва нии про ве ден ных исс ле до ва ний 
по иден ти фи ка ции ан ти биоти ка и вви ду срав-
ни тель но го ана ли за свой ств пеп тид но го ан ти-
биоти ка мож но конс та ти ро вать, что ан ти бак те-
ри аль ный агент, вы де лен ный из куль ту ры Lbm. 
аcidophilus К-3, при над ле жит к ан ти биоти ку 
бак те ри оци ну.
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