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Аннотация. Данная статья посвящена выделению и идентификации водорастворимых пептидов, выделенных из биомассы личинок
черной львинкиHermetia illucens. Цель этого исследования заключалась в оптимизацииметода выделения и контроля белковыхфракций
для их препаративного получения. Установлено, что при помощи эксклюзионной хроматографии с использованием сит с размером пор
3.5 и 7 кДа получены белковые фракции с соответствующим интерваломмолекулярных масс. При разделении анализируемых фракций
методом высокоэффективной жидкостной хроматографии получена смесь трех пептидов с отличием в хроматографическом времени
удерживания менее 1 минуты, что было подтверждено тремя параллельными экспериментами по выделению и очистке пептидов. По-
скольку белковые фракции 1 и 2 имели сходные значения, а первая и третья – меньшую разницу во времени удерживания, полного
разделенияданных хроматографическихпиковнепроисходило.Поэтомувдальнейшемиз-за сходныхфизико-химических свойствнами
былорешенонеразделять данные трибелковыефракции с различнымивременами удерживания, а проводить исследования со смесью
пептидов. Методом динамического рассеяния света установлено, что размер белков составил от 68 до 141 нм в белковой фракции 1,
от 37 до 79 нм в белковой фракции 2 и от 43 до 122 нм в белковой фракции 3. Таким образом, авторами был разработан алгоритм вы-
деления водорастворимых пептидов из личинок насекомых, основанный на разделении белков с использованием диализных мембран
и дальнейшим подтверждением их состава и очистки методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с ультрафиолетовым
детектором и методом динамического рассеяния света.
Ключевые слова: водорастворимые пептиды, высокоэффективная жидкостная хроматография, ультрафиолетовый детектор, динами-
ческое рассеяние света
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Abstract. Background and Objectives: The development of resistance of microorganisms to existing antibacterial agents requires constant
updating of existing drugs and research in the search for alternative sources of active substances. In recent years, the problem of the emergence
of microorganisms resistant to all existing antimicrobial drugs has become systematic and requires significant attention from researchers to
search for alternative sources of active substances. The main problem in the development of drugs based on antimicrobial peptides is the search
for optimal solutions in the preparation of these substances. Therefore, optimization and search for methods of isolation, analysis and control
of protein fractions of water-soluble peptides used for the subsequent development of antibacterial drugs based on them is an urgent task.
Materials and Methods: Optimal conditions and methods have been selected for the preparative production of water-soluble peptides isolated
from the biomass of Hermetia illucens larvae. Optimization and search of methods for isolation, analysis and control of protein fractions of these
water-soluble peptideswill ensure the accuracy of the results and obtain optimal amounts of protein fractions. Results: It has been found that the
use of molecular sieves makes it possible to obtain a mixture of three peptides with a difference in chromatographic retention time of less than
1 minute, which has been confirmed by three parallel experiments on the isolation and purification of peptides. During HPLC it has been noted
that protein fractions 1 and 2 have similar values and the first and third protein fractions have a smaller difference in retention time, which is why
there is no complete separation of these chromatographic peaks. Comparison of the percentage of the area of the peptides obtained allows us
to talk about the possibility of obtaining peptides of the same size from H. illucens larvae by HPLC, and in combination with DLS to obtain protein
fractionswith very similar physicochemical andphysical characteristics, since this typeof chromatography separates substances according to their
size. Conclusion: The use of high-performance liquid chromatographymakes it possible to establish the reproducibility of themethod of isolation
of antimicrobial peptides by cold extraction with water and further stages of protein purification, salting and molecular sieve chromatography,
which, in correlation with DLS analysis, makes it possible to reliably identify the peptides obtained, and the developed technology of isolation
and purification makes it possible to produce these proteins on an industrial scale at low cost.
Keywords: water-soluble peptides, high-performance liquid chromatography, ultraviolet detector, dynamic light scattering
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1. Актуальность

Развитие резистентности микроорганизмов
к представленным на фармацевтическом рынке
антибактериальным средствам требует посто-
янного обновления существующих препаратов
и проведения исследований в области поис-
ка альтернативных источников действующих
веществ. Следует отметить, что первый задо-
кументированный прецедент резистентности
микроорганизмов при антимикробной терапии
у людей был зарегистрирован в 1940-х годах
для пенициллина, что произошло всего через
несколько лет после его коммерциализации [1].
Однако в последние годы проблема появле-
ния микроорганизмов, устойчивых ко всем
существующим антимикробным препаратам,
приобрела систематический характер и требу-
ет существенного внимания от исследователей
к поиску альтернативных источников действую-
щих веществ [2–5]. Исследования, направленные
на получение антимикробных пептидов (АМП)
с заданными свойствами, являются в настоя-
щее время одним из актуальных направлений
в мировой фармацевтике, что связано с их вы-
сокой эффективностью и низкой вероятностью

селекции устойчивых к АМП штаммов мик-
роорганизмов. На данный момент времени
поиск антимикробных пептидов, выделяемых
из насекомых, интересует мировое научное
сообщество, что подтверждается выделени-
ем пептидов, обладающих антимикробной
активностью к Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniae, Bacillus coagulans, Citrobacter freundii,
Francisella tularensis, Streptococcus sanguinis
и Staphylococcus aureus [6–11]. Также некоторые
пептиды показывали свою высокую эффек-
тивность в отношении вирусов, препятствуя
их репликации [12, 13]. Исследования антибак-
териальной активности пептидов, выделенных
из личинок, сосредоточены на корреляции от-
дельных фракций, полученных из различных
видов насекомых, против ряда грамположитель-
ных и грамотрицательных бактерий [14–22].
Вместе с тем основной проблемой в разработке
препаратов на основе антимикробных пептидов
является поиск оптимальных решений для пре-
паративного получения данных субстанций.

Изыскание оптимальных методов выделе-
ния, анализа и контроля белковых фракций водо-
растворимых пептидов, используемых для после-
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дующей разработки антибактериальных препара-
тов на их основе, является актуальной задачей.

2. Материалы иметоды

Получение водорастворимых пептидов
из биомассы личинок черной львинки H. illucens
проводили в несколько стадий. Первоначально
выполняли гомогенизацию биомассы с дальней-
шей экстракцией водорастворимых пептидов
дистиллированной водой с последующим цен-
трифугированием для отделения побочной
липидной фракции. На втором этапе исполь-
зовали метод высаливания белков сульфатом
аммония [23]. Далее проводили разделение
пептидов при помощи эксклюзионной хромато-
графии при использовании сит с размером пор 3.5
и 7 кДа (MEMBRA-CEL, Франция). В качестве
подвижной фазы использовали дистиллирован-
ную воду для снижения негативного влияния
солевых растворов и других веществ на бел-
ки. Содержание белка в исследуемых фракциях
определяли по методу Лоури на спектрофотомет-
ре «ShimadzuUV-1280» (Shimadzu Corporation,
Япония) при длине волны 450 нм [24].

В дальнейшем для более четкой идентифика-
ции нами использовался метод высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с УФ-
детектором (стайер-Аквилон, Россия). Хромато-
графический анализ химической чистоты получа-
емых пептидов осуществлялся на хроматографе
Стайер Аквилон (Аквилон, Россия) с УФ-детек-
тором и колонке BioSep-SEC-s2000 (Phenomenex,
США) при использовании в качестве элюен-
та дистиллированной воды и скорости потока
0.5 мл/мин и длине волны 254 нм. Изучение
размера полученных пептидов после разделения
на диализных мембранах проводили методом ди-
намического рассеяния света (ДРС) на приборе
Zetasizer (Malvern Instruments, Великобритания).
Все измерения проводились в 10-миллиметровой
кювете, в качестве растворителя использовали
дистиллированную воду. Исследования проводи-
ли на базе центра коллективного пользования
«Симбиоз» с применением научного оборудо-
вания в области физико-химической биологии
и нанобиотехнологии Института биохимии и фи-
зиологии растений и микроорганизмов – обособ-
ленного структурного подразделения Федераль-
ного государственного бюджетного учреждения
науки Федерального исследовательского центра
«Саратовский научный центр Российской акаде-
мии наук» (г. Саратов).

3. Результаты и их обсуждение

Получение новых антибактериальных ве-
ществ является актуальной задачей в связи
с ростом числа антибиотикорезистентных штам-
мов микроорганизмов и необходимостью поиска
новых решений для эффективного лечения ин-
фекционных заболеваний. Однако для успешного
решения задачи получения новых антибактериаль-
ных веществ необходимо подобрать оптимальные
методы для определения чистоты получаемых
соединений. В том числе для АМП на дан-
ный момент времени не разработано достаточно
достоверных методов анализа, позволяющих иден-
тифицировать и определять чистоту соединений.
Для идентификации пептидов нами предлагался
метод динамического рассеяния света, который
позволяет достаточно достоверно определить раз-
мер частиц и наличие микропримесей в растворе
[25]. Однако для определения чистоты продук-
та наиболее эффективным способом, принятым
в мировой фармакопее, является хроматография.
Для определения и разделения белков нами была
выбрана жидкостная хроматография, так как ис-
пользование газовой хроматографии теоретически
невозможно в связи с необходимостью перевода
исследуемого образца в газообразное состояние,
что достигается за счет использования высоких
температур и не может быть применено к бел-
кам. Наиболее распространенным и достоверным
способом определения чистоты получаемых ве-
ществ с невысокой температурой разложения
является метод высокоэффективной жидкостной
хроматографии, который и применяется в повсе-
дневной фармацевтической практике. Для анализа
полученных пептидов нами в качестве элюента
использовался раствор фосфатно-солевого буфе-
ра, что было связано не с его ионной силой или
разделяющей способностью, а необходимостью
создания одинаковых условий хроматографи-
рования по водородному показателю, который
соответствовал при анализе рН = 7.4. Колон-
кой для анализа была выбрана BioSep-SEC-s2000.
Среди различных методов хроматографии хро-
матография исключения размера (SEC) может
рассматриваться как основной метод определения
характеристики белков на основе молекулярной
массы [26]. SEC представляет собой неразрушаю-
щий метод разделения, который может разделять
и количественно оценивать белковые смеси, и по-
этому он наиболее ценен для контроля качества
в производстве белка и для разработки процес-
са очистки биофармацевтических препаратов.
На данный момент времени одной из наиболее
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распространенных проблем, связанных с иден-
тификацией биофармацевтических препаратов
на основе белка, является изменение структу-
ры белка более высокого порядка, приводящее
к постоянному частичному разрушению или
агрегированию. В последние годы большое вни-
мание уделялось агрегации белка, поскольку
она может повлиять на активность и раствори-
мость белка или даже вызвать нежелательные
иммунные реакции [27, 28]. Таким образом,
можно предполагать, что для терапевтического
применения белков возможность их агрегации
представляется важной проблемой, предопреде-
ляя тем самым значительный интерес к методам
их идентификации и изучения физико-химических
характеристик [29].

Одним из наиболее успешно используемых
методов разделения является жидкостная хромато-
графия с использованием колонок, разделяющих
белки в зависимости от их размера, т. е. в соответ-
ствии с их гидродинамическим радиусом за счет
взаимодействия с пористой структурой хромато-
графической колонки. Белки с высокой массой при
прохождении колонки не попадают в поры и выхо-
дят первыми, а молекулы меньшего размера могут
задерживаться в порах колонки и, как следствие,
иметь большее время удерживания. Чтобы достичь

необходимой дифференциации во времени хрома-
тографии, колонка должна иметь достаточно боль-
шое количество пор и однородность. В отличие
от других режимов хроматографии, SEC полага-
ется на отсутствие какого-либо взаимодействия
между анализируемым раствором и подвижной
фазой. Основные принципы данной хроматогра-
фии описаны в литературе [30, 31]. SEC является
идеальным решением для отделения и анализа
белков от загрязняющих веществ, которые мо-
гут включать в себя агрегаты, клеточный мусор
и другие примеси, возникающие в результате
деградации с минимальной подготовкой образ-
ца. Кроме того, SEC может использоваться для
оценки молекулярной массы с использованием ка-
либровочных стандартов или абсолютных методов
(рассеяние света) или для очистки образца.

Оптимальная скорость потока элюента нами
была определена в 0.5 мл/мин, петля состав-
ляла 71.2 мкл. Анализ белковых фракций без
разделения (без этапа проведения эксклюзионной
хроматографии при использовании сит) показал
наличие широкого спектра примесей (рис. 1).

Однако использование молекулярных сит
позволило получить смесь трех пептидов с от-
личием в хроматографическом времени удер-
живания менее 1 мин (рис. 2–4), что было

Рис. 1. Хроматограмма белковых фракций, выделенных из биомассы личинок H illucens без разделения (цвет онлайн)
Fig.1. Chromatogram of protein fractions isolated from the biomass of H. illucens larvae, without separation (color online)
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Рис. 2. Хроматограмма белковой фракции 1, выделенной из биомассы личинок H. illucens (цвет онлайн)
Fig. 2. Chromatogram of the protein fraction 1 isolated from the biomass of H. illucens larvae (color online)

Рис. 3. Хроматограмма белковой фракции 2, выделенной из биомассы личинок H. illucens (цвет онлайн)

Fig. 3. Chromatogram of the protein fraction 2 isolated from the biomass of H. illucens larvae (color online)
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Рис. 4. Хроматограмма белковой фракции 3, выделенной из биомассы личинок H. illucens (цвет онлайн)
Fig. 4. Chromatogram of the protein fraction 3 isolated from the biomass of H. illucens larvae (color online)

подтверждено тремя параллельными экспери-
ментами по выделению и очистке пептидов
из той же биомассы (табл. 1).

Следует отметить, что при проведении экс-
перимента в трех повторностях при соотноше-
нии белковой фракции 1 и белковой фракции 2
регистрировали более сходные значения, а отли-
чие от белковой фракции 3 заключалось в том,
что полученные белковые фракции 2 и 3 име-
ли меньшую разницу во времени удерживания,
из-за чего полного разделения данных хрома-
тографических пиков не происходило. Поэтому
далее нами было принято решение не разде-
лять данные три белковые фракции с различным

временем удерживания из-за сходных физико-
химических свойств, а проводить исследования
динамического рассеяния света со смесью пеп-
тидов.

Сравнение выхода фракции по площади ана-
лизируемых пептидов позволяет предположить
возможность получения пептидов одинакового
размера из личинок H. illucens вышеуказанным
методом выделения и очистки, а в сочетании
с ДРС (рис. 5–7) – получение белковых фракций,
обладающих очень близкими физико-химиче-
скими ифизическими характеристиками, так как
данный вид хроматографии производит разделе-
ние веществ в соответствии с их размером [32].

Таблица 1 / Table 1
Сравнительная характеристика белковых фракций, полученных из биомассы личинок H. illucens

методом ВЭЖХ
Comparative characteristics of protein fractions obtained from the biomass of H. illucens larvae by HPLC

№ образца /
Sample no.

Время удерживания белковой фракции, мин /
Retention time of protein fraction, min

Площадь пика белковой фракции, мВА·с /
The peak area of the protein fraction, mAU·с

фракция 1 /
fraction 1

фракция 2 /
fraction 2

фракция 3 /
fraction 3

фракция 1 /
fraction 1

фракция 2 /
fraction 2

фракция 3 /
fraction 3

1 3.02 3.85 4.33 96.4 65.36 148.53
2 3.06 4.28 5.76 81.58 56.39 234.54
3 3.16 5.18 5.83 46.94 112.38 92.35

M±m 3.08± 0.08 4.44± 0.77 5.31± 0.96 74.97± 28.72 78.04± 34.03 158.47±
± 81.04
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Рис. 5. Изучение белковой фракции 1, выделенной из биомассы личинок H illucens методом ДРС (цвет онлайн)
Fig. 5. Study of protein fraction 1 isolated from the biomass of H. illucens larvae by the DLS method (color online)

Рис. 6. Изучение белковой фракции 2, выделенной из биомассы личинок H illucens методом ДРС (цвет онлайн)

Fig. 6. Study of protein fraction 2 isolated from the biomass of H. illucens larvae by the DLS method (color online)
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Рис. 7. Изучение белковой фракции 3, выделенной из биомассы личинок H illucens методом ДРС (цвет онлайн)
Fig. 7. Study of protein fraction 3 isolated from the biomass of H. illucens larvae by the DLS method (color online)

Таблица 2 / Table 2

Соотношение хроматографических выходов, %

Ratio of chromatographic outputs, %

№ образца /
Sample no.

Хроматографический выход, % /
Chromatographic output , %

фракция 1 /
fraction 1

фракция 2 /
fraction 2

фракция 3 /
fraction 3

1 31.07 21.06 47.87
2 21.90 15.14 62.96
3 18.65 44.65 36.69
M±m 24± 7 27± 18 49± 15

Методом динамического рассеяния света
было установлено, что размер белков составил
от 68 до 141 нм в белковой фракции 1; от 37
до 79 нм в белковой фракции 2 и от 43 нм
до 122 нм в белковой фракции 3 соответственно
(рис. 5–7). Также для подтверждения того, что
полученные вещества являются белками, нами
был проведен анализ растворов, используемых
для анализа методом ДРС на содержание белка

методом Лоури [24]. Установлено, что чистота
белка составляла 93–97%.

Заключение

Использование высокоэффективной жид-
костной хроматографии позволило установить
воспроизводимость метода выделения антимик-
робных пептидов методом холодной экстракции
дистиллированной водой и дальнейшими ста-
диями очистки белков, высаливанием и моле-
кулярно-ситовой хроматографии, что, в корре-
ляции с ДРС анализом, позволяет достоверно
идентифицировать получаемые пептиды, а раз-
работанный алгоритм выделения и очистки
дает возможность производить данные белковые
фракции в промышленных масштабах по низкой
себестоимости.
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