
Е. А. Улитина, С. Л. Тихонов, Н. В. Тихонова  

 

95 95

БИОЛОГИЯ, БИОТЕХНОЛОГИЯ И ЭКОЛОГИЯ 
 
 
1 

УДК 577.3 
 

Е. А. Улитина, С. Л. Тихонов, Н. В. Тихонова 
 

ХАРАКТЕРИСТИКА И ИСПОЛЬЗОВАНИЕ  
СИНТЕЗИРОВАННОГО АНТИМИКРОБНОГО ПЕПТИДА  
В СОСТАВЕ БИОРАЗЛАГАЕМОЙ ПИЩЕВОЙ ПЛЕНКИ 

 
Уральский государственный аграрный университет, Екатеринбург, Россия 

Поступила в редакцию 24.10.2023 г. 
Принята к публикации 23.11.2023 г. 

doi: 10.5922/gikbfu-2023-4-7 
 
Для цитирования: Улитина Е. А., Тихонов С. Л., Тихонова Н. В. Характеристи-

ка и использование синтезированного антимикробного пептида в составе био-
разлагаемой пищевой пленки // Вестник Балтийского федерального универси-
тета им. И. Канта. Сер. Естественные и медицинские науки. 2023. № 4. С. 95—102. 
doi: 10.5922/gikbfu-2023-3-7. 

 
Одним из направлений в создании упаковки для пищевых продуктов является ис-

пользование биоразлагамых безопасных материалов и антимикробных веществ. К пер-
спективным рецептурным ингредиентам для биоразлагаемых пленок относятся био-
пептиды с антимикробными свойствами. Целью исследований стала разработка био-
разлагаемой пищевой пленки с использованием синтезированного антимикробного 
пептида. Объектами послужили пептид, тест-штаммы C. albicans, Escherichia coli 
и Bacillus subtilis. Подтверждение чистоты и первичной структуры пептида прово-
дили с помощью масс-спектрометрии. Антимикробную активность пептида изучали 
диско-диффузионным методом на грамположительных и грамотрицательных бакте-
риях. Степень биоразложения пленки определяли через 1, 3 и 6 месяцев путем воздей-
ствия микроорганизмов. Проведен синтез пептида ACSAG. Полученный пептид по 
количественному и качественному составу аминокислот, последовательности, моле-
кулярной массе соответствует известному антимикробному пептиду. Установлено, 
что синтезированный пептид обладает антимикробной активностью к E. coli ATCC 
25922 и B. subtilis. Разработан состав для биоразлагаемой пленки, включающий агар-
агар, глицерин, антимикробный пептид и дистиллированную воду. Доказано, что вве-
дение пептида в состав пленки снижает ее биоразлагаемость. 

 
Ключевые слова: синтезированные пептиды, молекулярная масса, амино-

кислотная последовательность, противомикробное действие, биоразлагаемые 
пищевые пленки 

 
Введение 

 
Для упаковки пищевых продуктов широко используются контей-

неры из пластика, обладающие необходимыми механическими, опти-
ческими свойствами и имеющие невысокую стоимость по сравнению с 
другими видами упаковки. Применение контейнеров из пластика при 
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хранении пищевой продукции позволяет снизить проникновение газов 
и влаги в продукт, что способствует обеспечению показателей качества 
в течение всего срока годности [1]. Вместе с тем пластиковые контейне-
ры являются отходами, долго разлагаются, что усиливает загрязнение 
окружающей среды [2]. В связи с этим растет потребность в создании 
биоразлагаемых упаковочных материалов [3]. 

Согласно исследованию [4], биоразлагаемые полимеры, входящие в 
состав пищевых упаковок, покрытий и пленок, подразделяются на три 
основные группы. К первой группе относятся пленки и покрытия с ис-
пользованием полисахаридов, в частности крахмала, целлюлозы, хито-
зана и др., и белков, например соевых. Во вторую группу включают 
синтетические полимеры, в частности поликапролактон. К третьей 
группе относят вещества, полученные в результате биотехнологическо-
го процесса и продуцируемые микроорганизмами. 

Для увеличения срока хранения продуктов питания в состав био-
разлагаемых материалов, используемых для создания пищевых упако-
вочных контейнеров и пленок, следует включать антимикробные веще-
ства [5]. 

Большое количество биоразлагаемых пленок получено на основе 
крахмала, так как он характеризуется низкой стоимостью, доступен в 
промышленных объемах, безопасен и имеет необходимые структурно-
механические свойства. Такие пищевые биоразлагаемые пленки, как 
правило, получают методом литья [6]. В качестве антимикробного ве-
щества в состав пленок могут быть введены эфирные масла, наноча-
стицы серебра и другие вещества [7; 8]. Так, в исследовании [9] в пище-
вые пленки предлагают включать порошок кожуры граната. Ингиби-
рующее действие таких пленок доказано в отношении бактерий S. au-
reus и рода Salmonella в экспериментах in vitro. 

В группу синтетических полимеров входит термопластичный био-
полимер PLА, получаемый из молочной кислоты путем ферментации 
крахмала. Благодаря своей способности к биологическому разложению 
в компостной среде и биосовместимости PLA нашел множество приме-
нений, поскольку обладает хорошими барьерными свойствами против 
водяных паров, O2 и CO2, высокой механической стойкостью и фото-
стабильностью [10]. 

Для производства биоразлагаемых материалов применяют полиме-
ры, полученные методом ферментации. Например, полигидроксибу-
тират (ПГБ) и поли(3-гидроксибутират-со-3-гидроксивалерат) (ПГБВ) 
продуцируются широким спектром бактерий путем ферментации са-
харов и жиров [11]. 

В работе [12] получены биоразлагаемые пленки на основе ПГБ и из-
весткового масла. В экспериментах in vitro доказано бактериостатиче-
ское действие вышеуказанных пленок в отношении S. аureus, E. coli, 
L. monocytogenes и S. enterica. Также получают противомикробные плен-
ки с ПГБ и ванилином (20, 40, 50, 80, 100 или 200 мкг на 1 г ПГБ) методом 
литья. Пленки показали высокую бактериостатическую активность в 
отношении E. coli, S. typhimurium, S. flexneri и S. аureus. 

К перспективным антимикробным веществам относятся биопепти-
ды, которые можно рассматривать в качестве потенциальных ингреди-
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ентов в составе биоразлагаемых пищевых антимикробных пленок. Ав-
торами [13] разработаны биоразлагаемые пленки с пептидом низин и 
подтверждена их эффективность против L. plantarum. 

В связи с вышесказанным целью нашего исследования является раз-
работка биоразлагаемой пищевой пленки с использованием синтезиро-
ванного антимикробного пептида (АМП). 

 

Материал и методы исследования 
 

В качестве объектов исследования использовали синтезированный 
АМП ACSAG [14], тест-штаммы C. albicans, Escherichia coli и Bacillus 
subtilis, агар-агар (ГОСТ 16280-2002 «Агар пищевой. Технические усло-
вия», «Айдиго»), пищевой глицерин (ГОСТ 6824-96 «Глицерин дистил-
лированный. Общие технические условия», ООО ПКФ «Нижегород-
ХимПродукт»). Получение синтезированного пептида проводили в 
компании Pepmic Co., Ltd (Сучжоу, Китай) стандартным твердофазным 
пептидным синтезом Fmoc (SPPS) с последующей очисткой методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии на хроматографиче-
ской колонке SHIMADZU Inertsil ODS-SP (4,6 × 250 мм × 5 мкм). Молеку-
лярно-массовое распределение пептида оценивали масс-спектрометри-
ческим методом и идентифицировали методом MALDI-TOF MS Ultra-
flex (Bruker, Германия). Анализ масс-спектров проводили с помощью 
программы Mascot, опция Peptide Fingerprint (Matrix Science, США) с 
использованием базы данных Protein NCBI. 

Антимикробную активность пептида изучали диско-диффузион-
ным методом на грамположительных и грамотрицательных бактериях. 
В качестве тест-штаммов выбраны E. coli и грамположительная бакте-
рия B. subtilis. Культивирование штаммов бактерий проводили на плот-
ной 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 ºC. 

Диско-диффузионный метод определения антимикробной актив-
ности гидролизатов заключается в следующем. Тест-штамм высевали на 
агаризованную питательную среду газоном и одновременно на газон 
помещали исследуемый пептид. В качестве контроля использовался бу-
мажный диск с питательной средой, в качестве препарата сравнения — 
диск с антибиотиком («Канамицин» из стандартного набора). Чашки 
Петри инкубировали при температуре, соответствующей оптимальной 
температуре роста каждого тест-штамма микроорганизма, в течение 
24,0 ± 0,5 ч. Результаты учитывались по наличию и размеру (в мм) про-
зрачной зоны отсутствия роста микроорганизмов вокруг диска. 

Толщину биоразлагаемой пленки измеряли с помощью микрометра 
МК 50-1 в трех различных местах пленки и рассчитывали среднюю. 
Степень биоразложения пленки определяли через 1, 3 и 6 месяцев пу-
тем воздействия микроорганизмов естественных условий (P. funiculio-
sum, A. niger и др.) в термостате при температуре 29—30 ºC и относи-
тельной влажности не менее 90 %. 

Степень достоверности рассчитывали статистическим анализом по-
лученных результатов в программе GraphPad Prism 8.1 и с помощью 
алгоритмов one-way ANNOVA и two-way ANNOVA. Достоверным счи-
талось различие p < 0,05. 
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Результаты 

 
Проведен синтез пептида ACSAG. Согласно базе данных APD, син-

тезируемый пептид относится к антимикробным. На рисунке 1 пред-
ставлена хроматограмма пептида. 

 

 
Рис. 1. Хроматограмма пептида 

 
В таблице 1 представлены пиковые значения хроматограммы пеп-

тида T1.4с (детектор A Chi1/220 нм). 
 

Таблица 1 
 

Величины пиков хроматограммы пептида (детектор A Chi1/220 нм) 
 

№ пика Текущее время, с Площадь, % Высота, % 
1 5,134 0,280 0,651 
2 5,697 0,336 0,867 
3 5,942 0,806 3,546 
4 6,061 95,005 87,410 
5 6,936 0,037 0,073 
6 7,411 0,889 1,800 
7 7,672 2,646 5,651 
Итого — 100,000 100,000 

 
На рисунке 2 представлен масс-спектр пептида. 
 

 
 

Рис. 2. Масс-спектр пептида 
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В таблице 2 представлена информация о синтезируемом пептиде. 
 

Таблица 2 
 

Теоретическая и фактическая молекулярные массы пептида 
 

Наименование показателя Характеристика 
Последовательность ACSAG 
Номер PCM15527-2-0815 
Теоретическая молекулярная масса пептида, Да 407,44 
Фактическая молекулярная масса пептида, Да 407,15 

 
При идентификации пептида в базе данных антимикробных пепти-

дов APD установлено, что исследуемый пептид состоит из 5 аминокис-
лот, имеет гидрофобный остаток 60 % и молекулярную массу 407 Да. 

Таким образом, полученный пептид по количественному и каче-
ственному составу аминокислот, их последовательности и молекуляр-
ной массе соответствует известному антимикробному пептиду. 

В таблице 3 представлена антимикробная активность синтезиро-
ванного пептида. 
 

Таблица 3 
 

Антимикробная активность синтезированного пептида 
 

Наименование образца 
Диаметр зоны лизиса, мм 

E. coli ATCC  
25922 B. subtilis C. albicans 

Исследуемый пептид 19 ± 1 24 ± 1 23 ± 1 
Контроль 0 0 0 
Антибиотик «Канамицин» 25 ± 2* 26 ± 2* Не исследовали 
Противомикробный препарат 
«Флуконазол» Не исследовали Не исследовали 27 ± 2* 

 
Примечание: * р ≤ 0,05 в сравнении с действием антибиотика «Канамицин» и 

противогрибкового препарата «Флуконазол». 
 
Синтезированный пептид обладает антимикробной активностью к 

E. coli ATCC 25922 и B. subtilis. Так, зона лизиса при культивировании 
E. coli ATCC 25922 и B. subtilis составляет соответственно 19 и 24 мм в 
диаметре при использовании синтезированного пептида. 

Разработан состав для биоразлагаемой пленки, включающий в ка-
честве структурообразователя агар-агар, для придания эластичности — 
глицерин, антимикробный пептид и дистиллированную воду. 

Технология производства пленки включает следующие этапы: рас-
творение пептида в дистиллированной воде в соотношении 1:10, при-
готовление пленкообразующего раствора из агара и глицерина соглас-
но рецептуре, внесение растворенного пептида и выдувание пленки 
через головку экструдера, охлаждение, калибровку, сушку пленки. 

На основании органолептических и структурно-механических по-
казателей определена рациональная дозировка агара и глицерина. 
Приготовили 3 образца базового состава для биоразлагаемой пленки 
(табл. 4). 



Биология, биотехнология и экология  

 

100 100

 

Таблица 4 
 

Базовый состав для биоразлагаемой пленки 
 

Рецептурный  
ингредиент, % 

Номер образца 
1 2 3 4 

Агар 4 6 8 10 
Глицерин 1 2 3 4 
Дистиллированная вода до 100 % 

 
Лучшие органолептические показатели имела пленка образца № 2 — 

плотная, гибкая и прозрачная. Другие образцы характеризовались вы-
сокой ломкостью и низкой эластичностью. При исследовании образца 
№ 2 пленки установлено, что она по физико-химическим показателям 
соответствует требованиям ГОСТ Р 57432-2017 «Упаковка. Пленки из 
биоразлагаемого материала». Так, ее толщина составила 0,43 ± 0,02 мм 
(норма не более 0,5 мм), прочность в продольном направлении 34,8 ± 2,4 
МПа (кгс/см2) (норма не менее 14), относительное удлинение при раз-
рыве 24,1 ± 1,2 (норма не менее 5). 

Степень биоразложения пленки определяли до и после введения в 
состав пептида в количестве 375,5 мкг на 1 мл. В указанной дозировке 
пептиды обладают антимикробным и противовирусным действием 
[15]. Установлено, что пленка подвергается биоразложению, но вместе с 
тем введение пептида в пленку ослабляет этот процесс. Так, у пленки с 
пептидом потеря массы через 1, 3 и 6 месяцев составляет 35, 48 и 76 %, 
без пептида — 53, 67 и 83 %. Полученные данные согласуются с иссле-
дованиями [16; 17], в которых наблюдалось снижение биоразлагаемости 
пленки при включении в ее состав противомикробных препара-
тов. Потенциальные изменения в поведении полимера при биологиче-
ском разложении будут зависеть от доз активных соединений в плен-
ках, кинетики их высвобождения в среду и чувствительности различ-
ных микроорганизмов, ответственных за процесс разложения. 

 
Заключение 

 

На основе проведенных исследований разработана пищевая био-
разлагаемая пленка, включающая агар-агар, глицерин и дистиллиро-
ванную воду. В пленке в качестве антимикробного средства использо-
ван пептид с доказанной противобактериальной активностью. 
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One direction in the development of food packaging involves the use of biodegradable safe 

materials along with antimicrobial agents. Among the promising prescribed ingredients for 
biodegradable films are biopeptides with antimicrobial properties. The research goal was to 
develop a biodegradable food film using a synthesized antimicrobial peptide. The objects of the 
study were the peptide, test strains of C. albicans, Escherichia coli, and Bacillus subtilis. The 
confirmation of the purity and primary structure of the peptide was conducted using mass 
spectrometry. The antimicrobial activity of the peptide was studied using the disc diffusion 
method on both Gram-positive and Gram-negative bacteria. The degree of film biodegradation 
was determined after 1, 3, and 6 months by exposing it to microorganisms. The peptide 
ACSAG was synthesized, and its quantitative and qualitative composition of amino acids, 
sequence, and molecular mass corresponded to a known antimicrobial peptide. It was estab-
lished that the synthesized peptide possesses antimicrobial activity against E. coli ATCC 
25922 and B. subtilis. A composition for the biodegradable film was developed, incorporating 
agar-agar, glycerin, antimicrobial peptide, and distilled water. It was demonstrated that the 
addition of the peptide to the film composition reduces its biodegradability. 
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microbial action, biodegradable food films 
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