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АННОТАЦИЯ

Введение. Биоактивные пептиды описываются как аминокислотные последовательно­
сти белков, оказывающие положительное влияние на биологические процессы и/или 
здоровье человека в целом. Они могут образовываться в высокобелковом животном 
и растительном сырье под действием ферментов стартовых и заквасочных культур 
in situ. Данные ферменты представляют собой протеиназы с молекулярной массой 
около 200 кДа, относящиеся к семейству PrtP.

Цель. Целью исследования являлось определение генов протеиназ у молочнокислых 
и денитрифицирующих микроорганизмов, оценка их протеолитической активности 
и определение взаимосвязи между протеолитической активностью и генетическими 
детерминантами.

Материалы и методы. Был оценен протеолитический потенциал микроорганизмов 
родов Latilactobacillus и Pediococcus, а также рода Staphylococcus из коллекции универ­
ситета. Метод ТНБС использовался для измерения высвобождаемых аминогрупп. На 
агаровой среде с обезжиренным молоком были определены размеры зон просвет­
ления вокруг колоний микроорганизмов. Для определения наличия генов PRTP, PRTM, 
PRTB, PRTH и PRTR, отвечающих за протеолитическую активность, использовали 5 пар 
праймеров геномной ДНК (PrtP700/PrtM700; P15C/P06C; PRTB10/PRTB20; Jp23/Jp25; 
prti2/IP6Xba).

Результаты. На молочном агаре все исследуемые микроорганизмы образовывали 
зоны просветления вокруг колоний, что указывает на их протеолитическую активность. 
Самые большие зоны задержки роста были вокруг колоний штамма Latilactobacillus 
curvatus 2, а также Pediococcus acidilactici 28 и Pediococcus acidilactici 38. По данным 
метода ТНБС, Latilactobacillus curvatus 1 и Staphylococcus carnosus 108 оказались наи­
менее продуктивными по накоплению аминного азота. Результаты ПЦР показали, что 
максимальное количество генов протеиназ присутствует у штамма L. sakei 105. Но дан­
ный штамм не проявил высокой протеолитической активности на среде качественным 
и количественным методами. Поэтому для отбора штаммов с высокой протеолитиче­
ской активностью нужен комплексный подход.

Выводы. С помощью комплексного подхода были отобраны штаммы с высокой про­
теолитической активностью, потенциально способные к образования биоактивных 
пептидов в ферментированных пищевых продуктах.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА
биоактивные пептиды, нутовое молоко, молочнокислые бактерии, протеолитическая 
активность, гены протеиназ
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Determination of the Proteolytic 
activity of lactic acid bacteria and 
identification of proteinase genes

Аnna V. Коvrijhnykh1, Dmitry A. Afanasyev2, Mahboobeh Ahangaran1, 
Mahmood Gharaviri1, Irina M. Chernukha2, Natalya G. Mashentseva1, 
Natalya V. Vasilievich3

ABSTRACT

Introduction. Bioactive peptides are described as amino acid sequences of proteins that 
have a positive effect on biological processes and/or human health in general. They can be 
formed in high-protein animal and vegetable raw materials under the action of enzymes of 
starter and starter cultures in situ. These enzymes are proteinases with a molecular weight 
of about 200 kDa belonging to the PrtP family.

Purpose. The aim of the study was to determine the genes of proteinases in lactic acid and 
denitrifying microorganisms, to evaluate their proteolytic activity and to determine the 
relationship between proteolytic activity and genetic determinants.

Materials and methods. The proteolytic potential of microorganisms of the genera Latilac- 
tobacillus and Pediococcus, as well as the genus Staphylococcus from the university collec­
tion was evaluated. The TNBS method was used to measure the released amino groups. The 
sizes of the enlightenment zones around the colonies of microorganisms were determined 
by the cup method on milk agar. 5 pairs of genomic DNA primers (PrtP700/PrtM700; P15C/ 
P06C; PRTB10/PRTB20; Jp23/Jp25; prti2/IP6Xba) were used to determine the presence of 
PRTP, PRTM, PRTB, PRTH and PRTR genes responsible for proteolytic activity.

Results. On milk agar, all the studied microorganisms formed zones of enlightenment 
around the colonies, which indicates their proteolytic activity. The largest growth retarda­
tion zones were around colonies of the strain Latilactobacillus curvatus 2, as well as Pedio- 
coccus acidilactici 28 and Pediococcus acidilactici 38. According to the TNBS method, Latilac- 
tobacillus curvatus 1 and Staphylococcus carnosus 108 were the least productive in amine 
nitrogen accumulation. PCR results showed that the maximum number of proteinase genes 
is present in the strain L. sakei 105. But this strain did not show high proteolytic activity on 
the medium by qualitative and quantitative methods. Therefore, an integrated approach is 
needed to select strains with high proteolytic activity.

Conclusions. Using an integrated approach, strains with high proteolytic activity, potentially 
capable of forming bioactive peptides in fermented foods, were selected.

KEYWORDS
bioactive peptides, chickpea milk, lactic acid bacteria, proteolytic activity, proteolytic genes
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время пользуются спросом функцио­
нальные пищевые продукты, которые предназначе­
ны для потребления всеми возрастными группами. 
Продукты функционального назначения способны 
снизить риск возникновения различных заболева­
ний, связанных с питанием, и улучшить состояние 
здоровья людей за счет наличия в их составе физи­
ологически активных компонентов (Li-Chan, 2015).

В последние годы возрос интерес к биоактивным 
пептидам, обладающим противомикробной, ан­
тигипертензивной, антиоксидантной, противора­
ковой, иммуномодулирующей и противовоспали­
тельной активностями (Ахангаран и соавт., 2022; 
Tonolo et al., 2019).

Среди прочих методов выделения биологически 
активных пептидов, особое внимание уделяют 
применению микроорганизмов, позволяющих ис­
пользовать различные белоксодержащие субстра­
ты в качестве источников таких пептидов. Большим 
потенциалом обладают молочнокислые бактерии 
(МКБ), т.к. ключевую роль в ферментации пищевых 
продуктов играет их протеолитическая система 
(Savijoki et al., 2006; Venegas-Ortega, 2019).

Однако, механизм образования биологически ак­
тивных пептидов в пищевом сырье под действием 
МКБ на молекулярном уровне изучен недостаточно.

Целью данного исследования являлось определе­
ние уровня протеолитической активности молоч­
нокислых бактерий видов Latilactobacillus curvatus, 
Latilactobacillus sakei, Pediococcus acidilactici и дени­
трифицирующего стафилококка вида Staphylococcus 
carnosus, установление взаимосвязи протеолитиче­
ской активности с их генетическими детерминан­
тами.

К задачам исследования следует отнести:
оценку протеолитической активности иссле­
дуемых микроорганизмов биохимическим 
методом (чашечный метод с применением 
молочного агара);
определение генов протеиназ молекуляр­
но-генетическим методом — полимеразной 
цепной реакцией и ДНК-электрофорезом);
определение протеолитической активности 
исследуемых микроорганизмов методом ТНБС.

Теоретическое обоснование

Высвобождение биологически активных пептидов 
из продуктов может быть осуществлено нескольки­
ми путями (Korhonen & Pihlanto, 2003):
— ферментативным гидролизом пищеваритель­

ными ферментами, такими как пепсин, трип­
син, химотрипсин;

— ферментативным гидролизом ферментами 
растительного происхождения, такими как 
папаин, бромелайн и фицин;

— путем ферментации ферментами микробного 
происхождения.

В настоящее время широко применяются фермен­
тация МКБ, которые используются в различных 
отраслях пищевой промышленности и сельском 
хозяйстве. В мясомолочной промышленности они 
применяются в качестве заквасок при производ­
стве кисломолочных продуктов или в качестве 
стартовых культур при производстве ферменти­
рованных мясных продуктов. Помимо этого, МКБ 
способствуют увеличению сроков годности гото­
вой продукции и улучшению ее вкусовых характе­
ристик.

Жизнеспособность МКБ зависит от эффективности 
их протеолитической системы. В состав клеточной 
стенки входят протеиназы, которые играют важную 
роль в гидролизе олигопептидов в той питательной 
среде, в которой растут МКБ. Данные соединения 
транспортируются в бактериальную клетку с помо­
щью специфической транспортной системы и рас­
падаются до свободных аминокислот с помощью 
ряда пептидаз (Savijoki et al., 2006, Venegas-Ortega 
et al, 2019).

Так, например, первой ступенью гидролиза казеина 
является использование протеиназ клеточной стен­
ки, которые катализируют расщепление пептидных 
связей. Эти протеиназы синтезируются в виде пред­
шественников белков и содержат примерно 2000 а.о. 
(Chen et al., 2017). Из МКБ были клонированы и оха­
рактеризованы различные протеиназы, включая 
PrtP из Lactococcus lactis и Latilactobacillus paracasei, 
PrtH из L. helveticus, PrtR из Latilactobacillus rhamnosus 
и PrtB из L. bulgaricus (Paštar, 2006; Guo, 2016).

Второй этап гидролиза казеина включает в себя 
транспортировку пептидов, генерируемых протеи­
назами клеточной стенки, с помощью Opp системы.
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Белки данной системы относятся к суперсемейству 
АТФ-связывающих транспортеров, которые ка­
тализируют расщепление производных казеина. 
У лактококков, например, данная система находит­
ся в опероне, в котором присутствуют гены OppA 
(кодирует олигопептид-связывающий белок), OppB 
и OppC (субъединицы цитоплазматической мем­
браны), OppD и OppF (белки, связывающие нукле­
отиды). После поглощения клеткой МКБ пептидов 
происходит их разрушение под действием пепти­
даз с различной и частично перекрывающейся 
специфичностью (Savijoki et al., 2006).

Другими пептидазами, способными действо­
вать на олигопептиды, являются металло- 
пептидаза с широкой специфичностью PepN 
и цистеинпептидазные белки PepC, которые были 
выделены из различных штаммов молочнокислых 
бактерий. Данные ферменты способны отщеплять 
аминокислоты с N-конца, их специфичность за­
висит от длины пептида и природы N-концевого 
аминокислотного остатка. Существуют и более 
субстрат-специфичные пептидазы. Так, напри­
мер, пептидаза PepA высвобождает N-концевые 
аминокислотные остатки из пептидов, состоя­
щих из 3–9 остатков. Пептидаза PepP воздейству­
ет на трипептиды, содержащие пролин в сред­
нем положении, а пептидаза PepQ способствует 
расщеплению дипептидов, содержащих пролин 
во втором положении. Пептидаза PepS в основном 
влияет на пептиды, состоящие из 2–5 аминокис­
лотных остатков и содержащие остатки аргинина 
или ароматических аминокислот в N-концевом 
положении (Tuler et al., 2002).

МКБ способны реагировать на доступность азота 
в среде, регулируя активность протеолитической 
системы для сохранения азотного баланса в клет­
ке. Было высказано предположение, что ди- и три­
пептиды с гидрофобными остатками действуют как 
эффекторные молекулы в регуляции транскрипции 
Opp системы, и тем самым происходит воздействие 
на всю протеолитическую систему Lactococcus lactis. 
В более раннем исследовании было показано, 
что экспрессия генов prtP, prtM, opp-pepO1, pepD, 
pepN, pepC и pepX возрастает от 5 до 150 раз при до­
бавлении гидролизата казеина, содержащего 80 % 
пептидов и 20 % аминокислот в ростовой среде, 
однако при недостатке азота наблюдалось значи­
тельное снижение экспрессии (Savijoki et al., 2006) 
(Рисунок 1).

Протеолитическая активность может варьировать­
ся у одного и того же штамма и по-разному прояв­
ляться на различных питательных средах, что об­
условлено специфичностью действия ферментов. 
При выращивании на молочном агаре гидролиз 
белков обнаруживается по наличию зон просвет­
ления вокруг колоний за счет разрушения преци­
питата — чем больше диаметр зоны просветления, 
тем выше протеолитическая активность микроор­
ганизмов (Ковалев и соавт., 2019). При выращива­
нии колоний на средах с желатином под действи­
ем фермента желатиназы происходит разжижение 
желатина с различной интенсивностью (Balan et 
al., 2012). Некоторые микроорганизмы обладают 
высокой протеолитической активностью, что спо­
собствует расщеплению белков и пептона до про­
дуктов глубокого распада — индола, сероводорода 
и аммиака (Ashaolu et al., 2021). Определение про­
теолитической активности также осуществляется 
с помощью белкового электрофореза с использова­
нием полиакриламидного геля (Biji et al., 2012). Эти 
методы относятся к биохимическим методам опре­
деления протеолитической активности микроорга­
низмов.

Для измерения концентрации белка также исполь­
зуются спектрофотометрические методы. Кон­
центрация белка может быть измерена по методу 
Мэрион Брэдфорд. Данный метод основан на ре­
акции красителя Coomassie G-250 с гидрофобными 
аминокислотными остатками белка. При связы­
вании происходит сдвиг максимума поглощения 
с длины волны, равной 465 нм (свободный кра­
ситель), до 595 нм (связанный), при которой 
и проводятся все измерения (Mehmeti et al., 2011). 
Метод Е.Д. Каверзневой (1971) основан на взаи­
модействии молекулы казеина и трихлоруксусной 
кислоты (ТХУ) с реактивом Фолина. Оптическая 
плотность измеряется при длине волны 670 нм 
на фотоколориметре. Белок определяется спектро­
фотометрически, считая, что концентрация белка 
1 мг/мл соответствует 1 оптической единице (опт. 
ед.) в кювете толщиной 1 см (Yugina et al., 2013). 
Метод, основанный на использовании 2,4,6-три­
нитробензолсульфоновой кислоты для определе­
ния аминного азота (ТНБС), позволяет определить 
хромофоры, образующиеся при взаимодействии 
первичных аминов и тринитробензолсульфоновой 
кислоты. Количество аминного азота определяется 
по калибровочной кривой (Babich, 2011). Протеоли­
тическая активность вне клетки может определять-
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Рисунок 1
Функционирование и регулирование протеолитической системы молочнокислых бактерий при гидролизе казеина

Условные обозначения: CW — клеточная стенка, M — мембрана, C — цитоплазма. А — PrtP (протеиназа клеточной стенки — СЕР); 
Opp (пермеаза олигопептидов); Dpp (транспортер пептидов, содержит от 2 до 9 а.о.). В — внутриклеточные пептидазы (PepO, 
PepF, PepN, PepP — эндопептидазы широкой специфичности; PepC — цистеинпептидаза; PepX — X-пролилдипептидилами- 
нопептидаза; PepT — трипептидаза; PepQ — пролидаза; PepR — пролиназа; Pep — пролиниминопептидаза; PepD и PepV — 
дипептидазы D и V. С — репрессор транскрипции CodY (при повышении внутреннего пуля аминокислот лейцина, валина 
и изолейцина использует их в качестве кофакторов для репрессии экспрессии генов протеолитической системы) (Savijoki 
et al., 2006)

From «Proteolytic systems of lactic acid bacteria», by K. Savijoki, H. Ingmer, and P. Varmanen, 2006, Applied Microbiology and Biotechnology, 
71, p. 399. (https://doi.org/10.1007/s00253–006-0427–1). Copyright 2006 by the Springer-Verlag

ся методом Эрлангера с использованием синтети­
ческих n-нитроанилидных субстратов. Субстраты 
включают в себя аналог пептидной связи, которая 
под действием пептидаз разрушается. Результа­
том является выделение n-нитроанилина, который 
окрашивает реакционную смесь в желтый цвет. 
Интенсивность окраски определяется при длине 
волны 410 нм с использованием спектрофотоме­
тра (Radnaguruev, 2015). Модифицированный метод 
Ансона основан на количественном определении 
тирозина, образующегося в результате гидролиза 

казеината натрия. Результаты измерения оптиче­
ской плотности исследуются по калибровочной 
кривой (ГОСТ 20264.21).

1 ГОСТ 20264.2–88. (2015). Препараты ферментные. Методы определения протеолитической активности. М.: Стандартинформ.

Флуоресцентный метод основан на взаимодействии 
флуорескамина с первичными аминами, при этом 
образуются флуорофоры, характеризующиеся мак­
симумами поглощения при 390 и 475 нм. Метод 
обладает достаточно высокой чувствительностью, 
что позволяет определить до 0,5 мкг белка. Для 
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проведения анализа необходим прибор флуори­
метр (Bisswanger, 2015).

В связи с активным использованием в последнее 
время молекулярно-генетических методов иссле­
дования микроорганизмов, в т.ч. определения их 
протеолитического потенциала на основе наличия 
в их геноме детерминантов протеиназ, что под­
тверждается значительным количеством публика­
ций, представленных выше, является актуальным 
и интересным изучить взаимосвязь наличия и ко­
личества определенных генов протеиназ в геноме 
исследуемых микроорганизмов и их протеолитич- 
ской активности.

МАТЕРИАЛЫ
И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Объекты исследования

Молочнокислые бактерии Latilactobacillus curvatus 
1 (B-8889), Latilactobacillus curvatus 2 (В-8893), Latilac- 
tobacillus sakei 105 (B-8932), Pediococcus acidilactici 28 
(В-8955), Pediococcus acidilactici 38 (В-8888), и один 
денитрифицирующие стафилококк Staphylococcus 
carnosus 108 (В-8951), были получены из коллекции 
ФГБОУ ВО МГУПП. Ранее данные штаммы показали 
способность к образованию биологически актив­
ных пептидов в мясном сырье. В результате про- 
теомного исследования образцов ферментирован­

ной мышечной ткани и сырокопченых колбас было 
выявлено 3 пептида, представляющих интерес в от­
ношении проявления биологической активности: 
SDEEVEHVEEEYEEEEE (белок-предшественник — 
тропонин Т), TKQEYDEAGPSIVHRK (белок-пред­
шественник — α-актин) и NAWGKVEADVAGHGQ 
(белок-предшественник — миоглобин). Биоинфор- 
матический анализ пептидов позволил спрогно­
зировать у них противоопухолевую и антимикроб­
ную активность, а также исключить их токсичность 
(Афанасьев и соавт., 2021).

Нут (Cicer arietinum), использованный в эксперимен­
те, был приобретен на местном рынке, г. Мос ква.

Оборудование

Микропланшет фотометр-флуориметр Synergy2 (Bio 
Tek, США), амплификатор Eppendorf Mastercycler 
Gradient (Eppendorf, США), центрифуга 5702R 
(Eppendorf, Германия), водяная баня GFL (Германия).

Инструменты

При постановке ПЦР использовали 5 пар прайме­
ров геномной ДНК для определения генов протеи­
наз, наиболее часто встречающихся у молочнокис­
лых микроорганизмов (Strahinic et al., 2009). Список 
праймеров, использованных в работе, представлен 
в Таблице 1.

Таблица 1
Использованные в работе праймеры

Номер Название Температура отжига Последовательность

1 PrtP700 56 GCTTGAATTCGTTGTCGCTGCGGTTGT

2 PrtM700 56 GCATGAATTCAATGCACGATAAATGAG

3 P15C 55 AACCAAATCTGATGTTG

4 P06C 55 TTTCAGCGGAAGCAACT

5 PRTB10 56 GGTGTTGCTCCTGATGCCCAGC

6 PRTB20 56 CCCCGTTTAACAACTGCAAGTT

7 Jp23 56 GCTTGGATAGTAGCGTTAGC

8 Jp25 56 GGTGAACAAACTGAAGACG

9 prti2 53 CAACACCGGGACCACGGTG

10 IP6Xba 53 CTGATCGTGGACGGTGTTGC
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Методы

Определение протеолитической активности микро­
организмов на молочном агаре. Скрининговую среду 
готовили следующим образом: 25 г обезжиренно­
го сухого молока (пастеризованное обезжиренное 
молоко, полученное методом распыления) восста­
навливали 250 мл дистиллированной воды. Смесь 
тщательно перемешивали и автоклавировали 
при 121 °С в течение 15 мин. Аналогичным образом 
стерилизовали 500 мл 2,5 % раствора агара. Непо­
средственно перед посевом микроорганизмов обе­
зжиренное молоко и агаровую среду выдерживали 
на водяной бане при 50 °С, затем обезжиренное мо­
локо вносили в колбу с агаровой средой и тщатель­
но перемешивали. Агар с обезжиренным молоком 
быстро разливали по чашкам Петри. На застывшую 
среду штаммы засеивали отдельными бляшками 
с помощью бактериальной петли и культивировали 
при температуре 37 °С в течение 48 ч с последую­
щим охлаждением в холодильнике при 4 °C в тече­
ние 36 ч. В качестве контроля использовали неза­
сеянную микроорганизмами чашку Петри. В конце 
культивирования микроорганизмы формировали 
на данной среде колонии, окруженные белой или 
беловатой зоной преципитации, размер которой 
определялся визуально (Pailin et al. 2001).

Определение протеолитической активности ме­
тодом ТНБС. Протеолитическую активность 
определяли количественно с использовани­
ем 2,4,6-тринитробензолсульфоновой кислоты 
(TNBS, «Sigma-Aldrich», США), которая применя­
ется для измерения количества высвобождаемых 
аминогрупп в супернатантах (Adler-Nissen J., 1979). 
Реакцию с ТНБС проводили в фальконах объе­
мом 15 мл. В фалькон вносили последовательно 
по 2 мл 0,2125 М натрий-фосфатного буфера, рН 
8,20, 200 мкл 1 % р-ра SDS, 50 мкл приготовленной 
пробы и 2 мл свежеприготовленного 0,1 % водного 
раствора ТНБС. В фалькон с холостой пробой вно­
сили 2 мл 0,2125 М натрий-фосфатного буфера, 
(рН = 8,20), 250 мкл 1 % раствора додецилсульфа­
та натрия и 2 мл свежеприготовленного 0,1 % рас­
твора 2,4,6-тринитробензолсульфоновой кислоты. 
В фальконы с различными концентрациями стан­
дарта вносили 2 мл 0,2125 М натрий-фосфатно­
го буфера (рН = 8,20), 250 мкл раствора стандарта, 
и 2 мл свежеприготовленного 0,1 % раствора ТНБС. 
В качестве стандарта использовался L-лейцин 
(«Sigma-Aldrich», США). Из базового раствора лей­

цина с концентрацией 3,0 ммоль/л в 1 % р-ре SDS 
приготавливали серию разведений в 1 % водном 
р-ре SDS с концентрациями L-лейцина в диапазоне 
значений 0,15–3,0 ммоль/л.

Фальконы с опытными, холостой и стандартными 
пробами плотно закрывали винтовыми пробками 
и встряхивали на вортексе PV1 (Grant Bio, Вели­
кобритания) в течение 10 с, затем инкубировали 
на водяной бане GFL (Германия) с непрозрачной 
крышкой при температуре (50±1) °С в течение 1 
ч. По завершении инкубации для остановки ре­
акции в каждый фалькон вносили по 4,0 мл 0,1 
М раствора соляной кислоты. Фальконы плотно 
закрывали винтовыми пробками, встряхивали 
на вортексе PV1 в течение 10 с и выдерживали 30 
мин при комнатной температуре для охлаждения. 
Для определения оптической плотности по 200 
мкл раствора из каждого фалькона (в 3-х повтор­
ностях) переносили в лунки 96-луночных несор­
бирующих УФ-прозрачных планшетов с плоским 
профилем дна UV-Star (Greiner BioOne, Германия). 
Оптическую плотность растворов при длине вол­
ны 340 нм определяли на микропланшетном фо­
тометре-флуориметре Synergy2 (Bio Tek, США). 
Калибровочная кривая представлена на Рисунке 2. 
Результаты измерений выражали в ммоль/дм3 эк­
вивалентов L-лейцина.

ПЦР (полимеразная цепная реакция) осуществлялась 
на амплификаторе Eppendorf Mastercycler Gradient

Рисунок 2
Калибровочная кривая зависимости оптической плотности 
от концентрации L-лейцина в реакционной смеси

Из «Разработка технологии пробиотического кисломолочного 
продукта с Lactobacillus Reuteri LR1 [Кандидатская диссертация, 
Всероссийский научно-исследовательский институт молочной 
промышленности]», А. В. Бегунова, 2021, Москва, Россия.
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(Eppendorf, США). Суммарное время длительности 
программы составляло 1 ч 30 мин. — 2 ч 20 мин. 
Условия амплификации ПЦР были следующими: 
начальная денатурация при 94 °C в течение 4 мин; 
30 циклов денатурации при 94 °С, 1 мин; отжиг 
при 53–56 °С в зависимости от mT праймеров (1 
мин); удлинение при 72 °C (1,5 мин) и окончатель­
ное удлинение при 72 °C в течение 7 мин.

Процедура исследования

Перед проведением эксперимента все штаммы 
были дважды пересеяна на среде MRS (HiMedia 
Laboratories Pvt. Limited, Индия). Была проверена их 
чистота и видовое соответствие путем визуальной 
оценки формы и размеров колоний, а также по ре­
зультатам микроскопирования.

Нутовое молоко готовили путем смешивания 50 г 
бобов нута и 250 мл дистиллированной воды. Дан­
ную смесь выдерживали в течение 10 ч при 25 °C, по­
сле чего подвергали фильтрации и гомогенизации. 
Культуры вносились в количестве 1,2×109 КОЕ/мл. 
Для стимуляции роста микроорганизмов в образцы 
была внесена глюкоза. Инкубация продолжалась 
3 сут. при 37 °C.

Для получения белково-пептидных фракций 
ферментированных образцов нутового молока 
каждый образец в количестве 5 мл центрифуги­
ровали при температуре +4 °С в течение 20 мин. 
при 4400 об/мин на центрифуге 5702R (Eppendorf, 
Германия). pH доводили до 4,6 добавлением 0,1 М 
соляной кислоты либо гидроксида натрия, после 
чего смесь фильтровали через шприцевые филь­
тры с гидрофильной мембраной с диаметром пор 
0,20 мкм (Sartorius, Германия). Полученные фрак­
ции замораживали и хранили при температуре 
–73 °С до проведения анализа.

Перед проведением анализа образцы были размо­
рожены и дополнительно отфильтрованы с исполь­
зованием шприцевых фильтров с гидрофильной 
PVDF-мембраной с диаметром пор 0,45 мкм (Carl 
Roth, Германия).

Экстракция ДНК из микроорганизмов с использовани­
ем стеклянных шариков. Стеклянные шарики пред­
варительно промывали серной кислотой (100 %) 
1 раз, затем отмывали дистиллятом и высушивали 

при 60 °C. Полученная культура из чашки Петри от­
биралась в эппендорф микробиологической петлей 
и растворялась в 500 мкл буфера для лизиса сле­
дующего состава: 100 mM Tris HCl (pH = 8); 50 mM 
EDTA; 1 % SDS. К полученной смеси добавляли око­
ло 400 мкл (0,3 г) стеклянных шариков и интен­
сивно перемешивали в течение 3 мин. Отстаивали 
в течение 10 мин. Надосадочная жидкость перено­
силась в новый эппендорф с добавлением 275 мкл 
7M CH3COONH4 (pH 7,0) и выдерживалась 5 мин 
при температуре 65 °C, а затем еще 5 мин при тем­
пературе 4 °C. Добавляли 500 мкл хлороформа и ин­
тенсивно перемешивали в течение 1–3 мин. Цен­
трифугировали 2 мин при 13 000 оборотах. После 
центрифугирования верхний слой отбирался в но­
вый эппендорф с добавлением 1 мл 99,8 % этилово­
го спирта и выдерживался 30 мин при температу­
ре –20 °C. Откручивали 10 мин при 13000 оборотах 
при 4 °C. После осадок промывался 70 % ледяным 
этиловым спиртом. Осадок высушивался в течение 
5 мин при температуре 65 °C. Затем осадок раство­
рялся в 30–50 мкл TE буфера или дистиллирован­
ной воды.

Электрофорез образцов ДНК проводился в камере 
для горизонтального электрофореза SE-2 фирмы 
Helicon в 1 % агарозном геле. Затем вносились ис­
следуемые образцы, предварительно смешанные 
с красителем Loading Dye Solution (6×LD). В каче­
стве маркера использовали GeneRuler 1 kb DNA 
Ladder (Fermentas, Литва). Аналитические гели 
документировали и визуализировали с использо­
ванием гель-документирующей системы BioRad 
Gel-Doc. Перед проведением препаративного эле- 
трофореза заливали чистый буфер в форезную ка­
меру и после завершения процесса гель помеща­
ли в новый раствор бромистого этидия (0,5 мкг/ 
мл). Получившиеся результаты анализировали 
на наличие необходимых амплификационных 
фрагментов.

Анализ данных

Статистическую обработку количественных дан­
ных проводили с использованием пакета программ 
STATISTICA 14.0 («StatSoft, Inc.», США). Все измерения 
выполняли в 3 повторностях. Результаты представ­
лены в виде взвешенного среднего (WAM, weighted 
arithmetic mean) со стандартным отклонением 
(±SD). Статистическую достоверность рассчитыва­
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ли с применением непараметрических U-критерия 
Манна-Уитни (Mann-Whitney U-test) и H-критерия 
Краскела-Уоллиса (Kruskal-Wallis H-test). Критиче­
ский уровень значимости нулевой статистической 
гипотезы (p) принимали равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

После выращивания колоний на чашках Петри 
на среде MRS с добавлением 5 % раствора обезжи­
ренного молока был проведен визуальный осмотр 
культур на образование зон просветления вокруг 
них. Микроорганизмы должны формировать на ис­
пользованных средах колонии, окруженные белой 
или беловатой зоной преципитации. Микроорга­
низмы с выраженной протеолитической активно­
стью могут давать внутреннюю зону просветления 
(за счет разрушения преципитата). После проведе­
ния визуального осмотра чашек был сделан вывод, 
что все использованные культуры образовали зоны 
просветления на чашках Петри (Рисунок 3). Данный 
чашечный тест позволил расположить штаммы 
по их протеолитической активности в следующем 
порядке по убыванию: Pediococcus acidilactici 28 
и Latilactobacillus curvatus 2, Pediococcus acidilactici 38, 
Latilactobacillus curvatus 1, Latilactobacillus sakei 105, 
Staphylococcus carnosus 108.

Рисунок 3
Колонии, окруженные беловатой зоной преципитации, об­
разуемые протеолитическими микроорганизмами на среде 
MRS с добавлением 5 % раствора обезжиренного молока на 
примере штамма Latilactobacillus curvatus 2; а — контроль, 
б — опыт.

По результатам ПЦР (Рисунок 4) все исследован­
ные штаммы обладали протеолитической активно­
стью в связи с выявлением в их геномах генов prtP, 
prtM, prtB, prtH и prtR. Штаммы рода Latilactobacillus 
содержли гены prtP, prtM, prtB, prtH и prtR, однако 
Latilactobacillus curvatus 1 и Latilactobacillus curvatus 
2 обладли только генами prtM и prtR. Штаммы 
рода Pediococcus также имели все вышеперечис- 
ленне гены. Штамм рода Staphylococcus, а именно 
Staphylococcus carnosus 108, обладал только генами 
prtM и prtR. Наибольшее количество генов проте­
аз обнаружено у штамма L. sakei 105 — пары генов 
PRTB10/PRTB20, Jp23/Jp25 и prti2/IP6Xba.

Рисунок 4
ДНК-электрофореграммы амплифицированных культур.

Условные обозначения: a — пара генов PrtP100/PrtM700 (685 п.н.), b – PRTB10/PRTB20 (597 п.н.), c – Jp23/Jp25 (1034 п.н.), 
d – P15C/P06C (560 п.н.), e – prti2/IP6Xba (1052 п.н.); 1 – P. acidilactici 28, 2 – P. acidilactici 38, 3 – S. carnosus 108, 4 – L. sakei 105, 
5 – L. curvatus 1, 6 – L. curvatus 2
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Согласно данным Таблицы 2, накопление амин­
ного азота, определенное методом ТНБС, было 
самым низким у штаммов Staphylococcus carnosus 
108 (7,61 мМ), Latilactobacillus sakei 105 (8,55 мМ), 
Latilactobacillus curvatus 1 (10,15 мМ). По конечному

числу КОЕ/мл данные штаммы уступают осталь­
ным. Также по количеству накопленного аминно­
го азота культуры уступают штаммам Pediococcus 
и Latilactobacillus. Согласно результатам ПЦР, 
штаммы Latilactobacillus curvatus 1 и Staphylococcus 

Таблица 2
Характеристика параметров ферментации и уровня протеолитической активности штаммов МКБ при культивировании на 
нутовом молоке

Образец Время 
ферментации, ч рН Эквиваленты

L-лейцина, мМ*
Δ эквиваленты 
L-лейцина, мМ* КОЕ/мл

Latilactobacillus curvatus 1

1/0 0 6,66 ± 0,10a 6,20 ± 0,93ab 0 1,5×109

1/24 24 3,96 ± 0,59 15,22 ± 2,28c 9,02 ± 1,35a 1,89×109

1/36 36 3,81 ± 0,57b 16,35 ± 2,45 10,15 ± 1,52 1,1×106

Latilactobacillus curvatus 2

5/0 0 6,67 ± 0,10 8,67 ± 1,30d 0 1,4×109

5/24 24 3,98 ± 0,59a 13,95 ± 2,09 5,28 ± 0,79bc 1,1×109

5/36 36 3,83 ± 0,57 26,05 ± 3,91 17,38 ± 2,61 1,9×107

Latilactobacillus sakei 105

2/0 0 6,67 ± 0,10a 10,05 ± 1,51d 0 1,08×109

2/24 24 4,01 ± 0,60 15,52 ± 2,29 5,47 ± 0,82a 1,11×109

2/36 36 3,86 ± 0,58c 18,60 ± 2,80b 8,55 ± 1,28 0,65×107

Staphylococcus carnosus 108

6/0 0 6,66 ± 0,10ad 9,48 ± 1,42a 0 1,23×109

6/24 24 3,94 ± 0,59b 14,95 ± 2,24c 5,47 ± 0,82 1,34×109

6/36 36 3,80 ± 0,57 17,09 ± 2,56 7,61 ± 1,14a 0,76×106

Pediococcus acidilactici 38

3/0 0 6,66 ± 0,10 12,67 ± 1,90 0 1,05×109

3/24 24 3,94 ± 0,59a 14,32 ± 2,15c 1,65 ± 0,25b 1,15×109

3/36 36 3,80 ± 0,57 28,7 ± 4,31 16,03 ± 2,40d 0,89×107

Pediococcus acidilactici 28

4/0 0 6,63 ± 0,10b 10,01 ± 1,50d 0 1,11×109

4/24 24 3,85 ± 0,58 12,73 ± 1,91a 2,72 ± 0,41 1,9×109

4/36 36 3,79 ± 0,57c 28,07 ± 4,31 18,06 ± 2,71 0,98×107

Нут неферментированный (Контроль)

К/0 0 6,64 ± 0,10 11,37 ± 1,71b 0 1,2×109

К/24 24 5,17 ± 0,78a 29,20 ± 4,38 17,83 ± 2,67c 1,99×109

К/36 36 5,12 ± 0,77 36,06 ± 5,41d 24,69 ± 3,70 0,68×108

Примечание: a–d — различия между в столбце статистически значимы при р < 0,05; * — различия между столбцами 
статистически значимы при р < 0,05.
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carnosus 108 содержат в себе только 2 гена про­
теолитической активности из 5 — prtM и prtR, 
что обуславливает небольшое накопление L-лей­
цина. В начальной точке ферментации высокое 
количество аминного азота накапливают культу­
ры из рода Pediococcus, причем штамм Pediococcus 
acidilactici 38 по данному показателю превышает 
начальный показатель накопленного аминного 
азота у неферментированного нута (12,67 мМ про­
тив 11,37 мМ). С точки зрения общего накопления 
аминного азота и итоговому количеству КОЕ/мл 
штаммы рода Pediococcus являются наиболее пер­
спективными. Также высокие показатели хатак- 
терны для штамма Latilactobacillus curvatus 2 — ко­
нечное накопление аминного азота по L-лейцину 
составляет 17,38 мМ, конечная плотность культу­
ры составила 1,9 · 107 КОЕ/мл.

ОБСУЖДЕНИЯ

Существует множество методов для оценки уровня 
протеолитической активности. Его можно измерить 
качественно, например, с использованием чашеч­
ного метода на агаровой среде с обезжиренным мо­
локом и определением диаметра зон просветления 
вокруг колоний исследуемых микроорганизмов. 
Данный чашечный тест позволил нам распреде­
лить штаммы по их протеолитической активности 
в следующем порядке по убыванию активности: 
Pediococcus acidilactici 28 и Latilactobacillus curvatus 2, 
Pediococcus acidilactici 38, Latilactobacillus curvatus 1, 
Latilactobacillus sakei 105, Staphylococcus carnosus 108. 
Данный метод также используется другими учены­
ми для определения протеолитической активности 
микроорганизмов, в т.ч. способных образовывать 
биоактивные пептиды. Так, хорошая протеолити­
ческая активность наблюдалась у шести из восьми 
изолятов из различных фруктов при тестировании 
на обезжиренном молочном агаре. Четкие ореолы 
вокруг колоний были больше 6 мм, что свидетель­
ствует о хорошей протеолитической активности 
(Maryam et al., 2017). При скрининге 205 изолятов, 
двадцать из них, показавшие протеолитическую 
активность на агаре из обезжиренного молока, 
продуцировали 34 пептида в гидролизате обезжи­
ренного молока (Maryam A. et. al., 2012). Наиболее 
протеолитически активные изоляты из молока 
и сыра от коров, буйволов и коз также тестирова­
ли путем культивирования в обезжиренном моло­
ке с последующим анализом ферментированного 

молока электрофорезом в полиакриламидном геле 
с додецилсульфатом натрия (SDS-PAGE) (Tulini et. 
al., 2016).

Нами для подтверждения качественной оценки 
протеолитической активности был выбран ТНБС 
метод, который наиболее часто используется 
при определении степени протеолиза и среди спек­
трофотометрических методов считается эталон­
ным методом. Этот метод можно использовать не­
зависимо от типа активности фермента (Silvestre, 
1997; Turgeon et al., 1991). В нашем случае ТНБС 
метод позволил определить протеолитическую 
активность исследуемых микроорганизмов и вы­
брать наиболее активные по этому показателю — 
Pediococcus acidilactici 28 и Latilactobacillus curvatus 2 
Pediococcus acidilactici 38. Важно, что данный метод 
имел прямую корреляцию с результатами чашеч­
ного скрининга. В своих исследованиях Бегуно­
ва А.В. и соавт., 2020, также использовали метод 
ТНБС. Было установлено, что при ферментации 
молока штаммом L. reuteri LR1 в течение 24 ч про­
исходило достоверное повышение антиоксидант­
ной и АПФ-ингибирующей активностей на фоне 
снижения количества L-лейциновых эквивален­
тов по сравнению с исходным молоком. В процес­
се дальнейшего культивирования увеличивались 
протеолитическая, антиоксидантная и ингиби­
рующая активность ангиотензинпревращающего 
фермента, достигая наибольшего значения через 
96 ч. ВЭЖХ-МС/МС анализ пептидного профи­
ля ферментированного лактобактерией молока 
показал наличие пептидов, обладающих АПФ-ин- 
гибирующей, антимикробной, антиоксидантной 
и иммуномодуляторной активностями.

Для образования биологически активных пепти­
дов при ферментации пищевых продуктов также 
применяются молочнокислые бактерии, в геноме 
которых обнаружены гены протеиназ, причем ин­
тенсивность этой активности различна у разных 
штаммов. Так, Pangallo и соавт., 2019 г., определя­
ли наличие генов prtP, pepX, pepN и bcaT у молочно­
кислых бактерий, используемых при производстве 
сыра. Результаты показали, что гены, связанные 
с протеолизом во время созревания сыра у та­
ких лактобацилл как Lb. rhamnosus, Lb. helveticus, 
Lb. pentosus, Lb. curvatus, Lb. parabuchneri, Lb. 
plantarum, Lb. brevis, Lb. delbrueckii, Lb. paracasei, 
Lb. fermentum и Lb. heilongjiangensis, были активны 
(Pangalloa et al., 2019).
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Caplova и соавт., 2018 г., исследовали 17 штаммов 
молочнокислых бактерий, выделенных из сыров 
на основе молока овец с целью обнаружения генов 
prtP, pepN, pepX и bcaT методом ПЦР. Используя 
системы ПЦР генов, полученных из Lactobacillus, 
показано, что пять штаммов содержали все иссле­
дуемые гены (три штамма Lactobacillus paracasei, 
один Lactobacillus casei и один Lactococcus lactis). 
В 14 штаммах Lactobacillus prtP был обнаружен 
в 5 штаммах, pepN в 14 штаммах, pepX в 12 штаммах 
и bcaT в 10 штаммах (Caplova et al., 2018).

Strahinic и соавт., 2019 г., изучали ген протеиназы 
prtP в природном изоляте Lactobacillus plantarum 
BGSJ3–18. Предварительно с помощью мульти­
плексной ПЦР было выделено из различных при­
родных источников 37 лактобацилл, принадлежа­
щих группе Lactobacillus plantarum⁄paraplantarum. 
Изучение протеолитической активности показа­
ло, что 28 Lb. plantarum и два Lb. paraplantarum ги­
дролизует бета-казеин. Дальнейшие анализы всех 
протеолитически активных Lb. plantarum с прай­
мерами, специфичными для различных типов CEP, 
показали, что штамм BGSJ3–18 имеет каталитиче­
ский домен prtP, а также межгенную область prtP- 
prtM, демонстрирующую более чем 95 % идентич­
ность последовательности с теми же областями, 
присутствующими в Lb. paracasei, Lb. casei и L. lactis 
(Strahinic et al., 2009).

В настоящей работе установлена взаимосвязь 
протеолитической активности микроорганизмов, 
определенной качественным и количественным 
методами, с набором выявленных генов протеи­
наз. Так штамм L. sakei 105, хоть и обладал тремя 
парами генов, в отличие от других исследованных 
штаммов, имеющих по одной или двум парам ге­
нов протеиназ, он не показал высокой протеоли­
тической активности на среде MRS с обезжирен­
ным молоком и методом ТНБС (18 мМ). Поэтому 
для отбора штаммов с высокой протеолитической 
активностью нужен комплексный подход.

По оценке результатов протеолитической актив­
ности на агаре с обезжиренным молоком и ТНБС 
методом, а также набору генов протеиназ, ото­
браны наиболее активные штаммы — Pediococcus 
acidilactici 28, Latilactobacillus curvatus 2 и Pediococcus 
acidilactici 38.

ВЫВОДЫ

В соответствии с поставленной целью — опреде­
лить гены протеиназ у микроорганизмов, оце­
нить их протеолитическую активность и опре­
делить взаимосвязи между протеолитической 
активностью и генетическими детерминантами, 
по совокупной оценке результатов протеолити­
ческой активности, определенной на молочном 
агаре и методом ТНБС, а также набору генов про­
теиназ, отобраны наиболее активные штаммы 
Latilactobacillus curvatus 2, Pediococcus acidilactici 28 
и Pediococcus acidilactici 38. В связи с тем, что штамм 
L. sakei 105 хотя и обладает наибольшим коли­
чеством генов протеолитической активности, 
не показал высокой протеолитической активно­
сти на молочном агаре и методом ТНБС. Поэтому 
для отбора штаммов с высокой протеолитической 
активностью нужен комплексный подход, вклю­
чающий качественные и количественные тесты, 
а также молекулярно-генетические методы. Это 
необходимо для оценки эффективности при про­
изводстве различной ферментированной пище­
вой продукции. Также при помощи скрининга 
протеолитически активных микроорганизмов 
возможно оценить их потенциал к образованию 
биологически активных пептидов, обладающих 
различными физиологическими функциями. 
Производство таких пептидов в составе фермен­
тированных пищевых продуктов является пер­
спективным направлением.
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