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Применение методов in silico при направленном 
гидролизе сывороточных белков
РЕЗЮМЕ
Актуальность. С одной стороны, молочная сыворотка является отходом молочной промышленности, 
образующимся в больших объемах, с другой, данное сырье — ценный источник полноценного белка 
и предшественник белковых гидролизатов, содержащих биоактивные пептиды. Технологию целевого 
получения определенных биоактивных пептидов при гидролизе белков можно совершенствовать, 
используя методы in silico.

Методы. Объектами исследований методом in silico являлись сывороточные белки  — β-лактоглобулин 
и α-лактальбумин. Для анализа воздействия ферментов на биотехнологические свойства сывороточных 
белков использовалась база данных BIOPEP-UWM.

Результаты. Проведенные исследования сывороточных белков методом in silico позволили выявить 
наиболее эффективные ферменты для проведения гидролиза с целью получения биоактивных пептидов. 
Использование баз данных белков позволило установить ферменты, не расщепляющие изучаемые 
белки. В целом методы in silico способствуют совершенствованию технологии ферментативного 
гидролиза и на этапе разработки позволяют прогнозировать получение заданных активных пептидов, 
регулируя выбор фермента. 

Ключевые слова: молочная сыворотка, активные пептиды, биоактивность, метод in silico
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Application of in silico methods for targeted 
hydrolysis of whey proteins
ABSTRACT
Relevance. On the one hand, whey is a waste product of the dairy industry, generated in large volumes. On the 
other hand, this raw material is a valuable source of complete protein and a precursor to protein hydrolysates 
containing bioactive peptides. The technology for the targeted production of certain bioactive peptides from 
protein hydrolysis can be improved using in silico methods.

Methods. The objects of research using the in silico method were whey proteins — β-lactoglobulin and 
α-lactalbumin. The BIOPEP-UWM database was used to analyze the effects of enzymes on the biotechnological 
properties of whey proteins.

Results. The conducted in silico studies of whey proteins made it possible to identify the most effective 
enzymes for hydrolysis in order to obtain bioactive peptides. The use of protein databases made it possible to 
identify enzymes that do not break down the proteins being studied. In general, in silico methods contribute 
to the improvement of enzymatic hydrolysis technology and, at the development stage, make it possible to 
predict the production of given active peptides by regulating the choice of enzyme.
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Введение/Introduction
Пищевые отходы благодаря своей органической при-

роде и массовому производству обладают большим по-
тенциалом для вторичной переработки. Однако они 
требуют новых подходов к управлению и переработке. 
Внимание мирового сообщества к проблеме переработ-
ки малоценного сельскохозяйственного сырья [1–4], не-
пищевых органических отходов  [5] и пищевых отходов 
резко возросло, что усугубляется экономическим разви-
тием и увеличением численности населения [6]. Перена-
селение, миграция людей в городские районы, развитие 
и экспансия городов привели к увеличению потребления 
продуктов питания, в том числе с заданными характери-
стиками (повышенными потребительскими свойства-
ми) [7–11], и, следовательно, к увеличению количества 
различных видов отходов, в том числе пищевых.

Согласно Федеральному классификационному ката-
логу отходов, основными отходами молочной промыш-
ленности являются пахта, обезжиренное молоко, мо-
лочная сыворотка. В настоящее время лишь четверть 
произведенной молочной сыворотки направляется на 
промышленную обработку [12–14]. Большая часть ее, к 
сожалению, утекает в канализационную систему, приво-
дя к загрязнению природных вод. Молочное производ-
ство в России обладает значительными запасами сы-
воротки, что подчеркивает необходимость разработки 
новых технологий и методов ее использования.

Сыворотка — это источник сывороточных белков, бо-
гатый минералами, витаминами и другими полезными 
веществами. Кроме того, исследования показывают, что 
сывороточные белки обладают защитной антиоксидант-
ной активностью [15].

Первоначально молочную сыворотку рассматривали 
как загрязняющий элемент, восприятие ее изменилось 
после того, как были раскрыты ее многочисленные по-
лезные и биологически активные характеристики  [16]. 
Под воздействием ферментативного катализа получа-
ют белковые гидролизаты сыворотки, которые обладают 
рядом уникальных функций, обусловленных присутстви-
ем биологически активных пептидов [17].

Биоактивные пептиды — это фрагменты белка, кото-
рые полезны для систем организма и здоровья челове-
ка в целом. Большинство биоактивных пептидов имеют 
молекулярную массу от двух (дипептидов) до 20 амино-
кислотных остатков и молекулярную массу до 6000 Да. 
Биоактивные пептиды обладают рядом важных функций, 
таких как антиоксидантное, противовоспалительное, 
противоопухолевое, противомикробное и иммуномоду-
лирующее действие в живом организме [18].

Для получения биоактивных пептидов они должны 
быть высвобождены из исходного белка, в состав кото-
рого входят и находятся в неактивной форме. Существу-
ют различные методы, которые отвечают за 
выполнение этого действия посредством 
специфических механизмов, влияющих на 
состав, последовательность и длину амино-
кислот, входящих в состав пептида, вызы-
вая изменение биологической активности в 
соответствии с используемым методом.

Многочисленные исследования показа-
ли, что биологическая активность пептидов 
связана с улучшением общего состояния 
здоровья и снижением риска определен-
ных хронических заболеваний, таких как 
рак, диабет и болезни сердца [19, 20].

В настоящее время одним из методов те-
оретического прогнозирования активности 

ферментов является использование молекулярного мо-
делирования для изучения взаимодействия ферментов с 
субстратами. Для проведения таких исследований в вир-
туальной среде in silico применяются трехмерные струк-
туры белков [21]. 

Использование компьютерного моделирования по-
зволяет значительно сократить время, необходимое для 
обнаружения потенциальных биологических эффектов 
новых модификаций различных органических соедине-
ний [22].

Одно из направлений исследований, касающихся 
биоактивных пептидов, связано с использованием ин-
струментов in silico для их анализа.

Методы in silico
1) Метод ADMET, который является инструменталь-

ным методом прогнозирования, базируется на созда-
нии обширных баз данных о существующих лекарствен-
ных веществах. Это уменьшает риски на последующих 
этапах испытаний и ускоряет процесс поиска благодаря 
прогнозированию на основе имеющихся данных. Дан-
ный метод помогает прогнозировать информацию об 
оптимальной дозе активной фармацевтической субстан-
ции, частоте применения, наиболее эффективном спо-
собе введения, биодоступности, выведении, метаболиз-
ме и других характеристиках.

2) Молекулярное моделирование представляет со-
бой метод, который показывает, как лекарственные пре-
параты и другие химические вещества взаимодействуют 
с рецепторами клеток.

3) Моделирование целостной клетки: исследователи 
создали компьютерную модель переполненной внутрен-
ней части бактериальной клетки, которая в тестах по ре-
акции на сахар в окружающей среде с точностью имити-
рует поведение настоящих клеток [23].

Инструменты in silico включают, например, базы дан-
ных белковых и пептидных последовательностей, про-
граммы для прогнозирования физико-химических 
свойств пептида и его биологической активности и про-
граммы, позволяющие осуществлять теоретический ги-
дролиз белка с целью получения пептидов.

Технологии биоинформатики достаточно часто ис-
пользуются для изучения биологически активных пепти-
дов, полученных из белков пищевых продуктов. Это 
возможно благодаря предоставленной информации о 
конформации, потенциальной активности, механизмах 
молекулярного воздействия и функциональных свойств 
пептида.

Наиболее распространенные базы данных и ин-
струменты биоинформатики для анализа биоактивных 
пептидов in silico представлены в таблице 1.

Основные этапы применения подходов in silico пред-
ставлены на рисунке 1.

Рис. 1. Основные этапы применения подходов in silico [25]

Fig. 1. Key steps for in silico approaches [25]

Выбор белка Моделирование 
гидролиза

Прогнозирование 
биологической 

активности
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Таблица 1. Инструменты in silico, используемые для 
обнаружения биоактивных пептидов из пищевых белков [24]

Table 1. In silico tools used for the detection of bioactive peptides 
from food proteins [24]

База данных Веб-сайт

UniProtKB http://www.uniprot.org/ 

NCBI Protein http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein 

BIOPEP-UWM http://www.uwm.edu.pl/biochemia/ 

PepBank http://pepbank.mgh.harvard.edu/ 

BioPD http://biopd.bjmu.edu.cn/

SwePep http://www.swepep.org/ 

EROP-Moscow http://erop.inbi.ras.ru/

MilkAMP http://milkampdb.org/ 

PeptideDB http://www.peptides.be/

AMPer http://marray.cmdr.ubc.ca/cgi-bin/amp.pl 

PeptideCutter http://web.expasy.org/peptide_cutter/ 

PoPS http://pops.csse.monash.edu.au/popscgi/index.php 

Enzyme  
Predictor http://bioware.ucd.ie/∼enzpred/Enzpred.php 

PeptideRanker http://bioware.ucd.ie/∼compass/biowareweb/ 

AntiBP2 http://www.imtech.res.in/raghava/antibp2/

PeptideLocator http://bioware.ucd.ie/ 

ToxinPred http://www.imtech.res.in/raghava/toxinpred/

ProPeppe https://propepper.net/

SORTALLER http://sortaller.gzhmu.edu.cn/ 

BRENDA https://www.brenda-enzymes.org/

CAZy http://www.cazy.org/Welcome-to-the-Carbohydrate-Active.html

OmicTools https://omictools.com

Цель работы  — анализ воздействия ферментов на 
биотехнологические свойства белков молочной сыво-
ротки методом in silico с использованием базы данных 
BIOPEP-UWM.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Объектами исследований методом in silico являлись 

сывороточные белки β-лактоглобулин и α-лактальбу-
мин. Для анализа воздействия ферментов на биотехно-
логические свойства сывороточных белков использова-
лась база данных BIOPEP-UWM. Методология работы c 
базой данных BIOPEP-UWM представлена на рисунке 2.

Для выбора ферментов использовалась база дан-
ных Peptide Cutter. Peptide Cutter предсказывает потен-
циальные места расщепления протеазами или химиче-
скими веществами в данной последовательности белка.

Для работы с базами данных соответствующие по-
следовательности аминокислот для β-лактоглобулина и 
α-лактальбумина были загружены из базы данных бел-
ков UniProtKB или InterPro.

При помощи базы данных BIOPEP-UWM можно рас-
считать биологическую активность высвобожденных 
пептидов, а именно теоретическую степень гидролиза 
(DHt), частоту высвобождения фрагментов с заданной 
активностью выбранными ферментами (AE) и относи-
тельную частоту высвобождения фрагментов с задан-
ной активностью выбранными ферментами (W).

Рис. 2. Работа с базой данных BIOPEP-UWM

Fig. 2. Methodology for working with the BIOPEP-UWM database
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Расчет проводится базой данных по формулам  
(1) и (2):

AE = d / N,	 (1)

W = AE /A,	 (2)

где: d  — количество фрагментов, высвобождаемых 
ферментами с заданной активностью из данной белко-
вой последовательности; N  — общее количество ами-
нокислотных остатков в белковой цепи; A  — частота 
встречаемости биологически активных фрагментов в 
белковой последовательности [25].

Результаты и обсуждение / 
Results and discussion
База данных в соответствии с запросом выводит спи-

сок ферментов, которые расщепляют указанную амино-
кислотную последовательность, указывает количество 
расщеплений и их участки (рис. 3) и выводит список 
ферментов, которые не расщепляют последователь-
ность (рис. 4).

Рис. 4. Список ферментов, не расщепляющих заданную 
аминокислотную последовательность

Fig. 4. List of enzymes that do not cleave a given amino acid sequence

Рис. 3. Список ферментов, расщепляющих указанную аминокислотную последовательность

Fig. 3. List of enzymes that cleave a specified amino acid sequence

Для последующего анализа из представленных рас-
щепляющих ферментов были выбраны с наибольшим 
количеством расщеплений: протеиназа K, термолизин, 
пепсин (pH 1.3), пепсин (pH > 2), трипсин, химотрип-
син A, химотрипсин С.

Результаты действия ферментов на β-лактоглобулин 
и α-лактальбумин, а также активность этих ферментов, 
приведены в таблицах 2, 3.

These chosen enzymes do not cut:

№ №

1 Caspase1 10 Caspase9

2 Caspase10 11 Enterokinase

3 Caspase2 12 Factor Xa

4 Caspase3 13 GranzymeB

5 Caspase4 14 Hydroxylamine

6 Caspase5 15 Proline-endopeptidase

7 Caspase6 16 Thrombin

8 Caspase7 17 Tobacco etch virus protease

9 Caspase8

Таблица 2. Результаты действия ферментов на β-лактоглобулин 

Table 2. Results of the action of enzymes on β-lactoglobulin

Фермент Результат действия ферментов и высвобождаемые пептиды

протеиназа K

Name of enzyme No. of
cleavages Positions of clevage sites

Ang-C proteinase 1 90
Asp-N endopeptidase 14 33 36 56 65 82 83 97 101 102 103 106 107 116 135
Asp-N endopeptidase + N-terminal Glu 21 20 26 30 33 36 44 56 65 68 82 83 97 101 102 103 106 107 116 132 135 140
BNPS-Skatole 4 46 80 124 138
CNBr 3 12 110
Chymotrypsin-high specificity  
(C-term to [FYW], not before P) 14 4 15 29 38 46 51 56 70 73 80 100 123 124 138

Chymotrypsin-lov specificity  
(C-term to [FYWML], not before P) 38 1 2 4 7 8 9 10 14 15 16 23 29 32 35 38 46 51 52 56 70 72 73 80 88 100 101 105 110 116 123 124 125 127 130 135 138 139 143
Clostripain 1 90
Formic acid 14 34 37 57 66 83 84 98 102 103 104 107 108 117 136
Gutamyl endopeptidase 7 21 27 31 45 69 133 141
lodosobenzoic acid 4 46 80 124 138
LysC 12 25 33 36 78 82 99 113 114 118 128 134 142
LysN 12 24 32 35 77 81 98 112 113 117 127 133 141
NTCB (2-nitro-5-thiocyanobenzoic acid) 8 25 47 80 92 96 110 130 139
Pepsin (pH 1.3) 35 3 4 6 7 8 9 10 13 14 15 22 23 28 29 31 32 34 43 50 51 71 72 73 99 100 104 105 124 125 134 135 138 139 142 143 
Pepsin (pH > 2) 45 3 4 6 7 8 9 10 13 14 15 22 23 28 29 31 32 3437 43 46 50 51 55 56 69 70 71 72 73 79 99 100 104 105 122 123 124 125 134 135 137 138 139 142 143

Proteinase K 69 4 5 7 8 9 10 11 13 14 15 17 18 20 21 23 24 27 28 29 31 32 35 38 41 43 45 46 47 49 50 51 53 56 58 60 61 62 68 69 70 72 72 75 79 80 92 95 100 101 105 106 109 112 115 116 119 121  
123 124 125 126 129 130 133 135 138 139 141 143

Staphylococcal peptidase l 7 21 27 31 45 69 133 141
Thermolysin 43 1 3 4 6 7 8 9 10 12 13 14 16 19 22 28 40 46 49 50 59 60 61 71 72 74 78 91 94 99 100 109 111 114 115 118 120 124 125 128 129 134 138 142  
Trypsin 12 25 33 36 78 90 99 113 114 118 128 134 142

These enzymes cleave the seguence:
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термолизин

пепсин pH 1,3

пепсин pH > 2

трипсин

химотрипсин A

химотрипсин C

(Продолжение таблицы 2.)
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Таблица 3. Результаты действия ферментов на α-лактальбумин

Table 3. The results of the action of enzymes on α-lactalbumin

Фермент Результат действия ферментов и высвобождаемые пептиды

протеиназа K

термолизин

пепсин pH > 2

трипсин

химотрипсин A

химотрипсин C

трипсин
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химотрипсин A

Теоретическая степень гидролиза, частота высво-
бождения фрагментов с заданной активностью вы-
бранными ферментами и относительная частота 
высвобождения фрагментов с заданной активностью 
выбранными ферментами для α-лактальбумина 
представлены в таблице 4, для β-лактоглобулина  —  
в таблице 5. 

Таблица 4. Активность ферментов на α-лактальбумин

Table 4. Enzyme activity on αα-lactalbumin

Протеиназа K

DHt 31,9672

Активность AE W

Ингибитор АПФ 0,0325 0,0740

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0488 0,0834

Ингибитор ГМГ — КоА-редуктазы 0,0081 1,0000

Регулирующая 0,0081 0,3320

Термолизин

DHt 32,7869

Активность AE W

Иммуномодулирующая 0,0163 0,5015

Ингибитор АПФ 0,0488 0,1112

Антиоксидантная 0,0081 0,0996

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0488 0,0834

Ингибитор дипептидилпептидазы III 0,0081 0,1424

Противовоспалительная 0,0081 1,0000

Пепсин (pH > 2)

DHt 72,1311

Активность AE W

Ингибитор АПФ 0,0569 0,1296

Стимулирующая 0,0081 0,1990

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0650 0,1110

Ингибитор дипептидилпептидазы III 0,0163 0,2865

Ингибитор альфа-глюкозидазы 0,0081 0,4969

Нейропептид 0,0081 1,0000

Трипсин

DHt 11,4754

Активность AE W

Ингибитор АПФ 0,0081 0,0185

Антибактериальная 0,0163 0,5015

Антиоксидантная 0,0163 0,2005

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0081 0,0138

Химотрипсин A

DHt 28,6885

Активность AE W

Ингибитор АПФ 0,0244 0,0556

Антибактериальная 0,0081 0,2492

Антиоксидантная 0,0081 0,0996

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0244 0,0417

Химотрипсин С

DHt 35,2459

Активность AE W

Ингибитор АПФ 0,0407 0,0927

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0325 0,0555

Таблица 5. Активность ферментов на β-лактоглобулин

Table 5. Enzyme activity on β-lactoglobulin

Протеиназа K

DHt 38,5093

Активность AE W

Ингибитор АПФ 0,0432 0,0752

Антиоксидантная 0,0185 0,0681

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0741 0,1111

Ингибитор дипептидилпептидазы III 0,0062 0,0628

Регулирующая 0,0123 0,4980

Термолизин

DHt 39,7516

Активность AE W

Ингибитор ренина 0,0123 0,6649

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0247 0,0370

Ингибитор АПФ 0,0370 0,0644

Антиоксидантная 0,0123 0,0453

CaMPDE ингибитор 0,0062 0,5041

Ингибитор дипептидилпептидазы III 0,0062 0,0628

Ингибитор альфа-глюкозидазы 0,0062 0,1676

Пепсин (pH 1,3)

DHt 15,5280

Активность AE W

Ингибитор АПФ 0,0062 0,0108

Стимулирующий 0,0062 0,0773

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0123 0,0184

Пепсин (pH > 2)

DHt 75,7764

Активность AE W

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,1235 0,1852

Ингибитор АПФ 0,0617 0,1075

Антиоксидантная 0,0123 0,0453

Стимулирующая 0,0185 0,2307

Ингибитор дипептидилпептидазы III 0,0247 0,2500

Ингибитор альфа-глюкозидазы 0,0247 0,6676

Регулирующая 0,0123 0,4980

Нейропептид 0,0062 0,1435

Ингибитор Xaa-pro 0,0062 1,0000

Ингибитор лактоцепина 0,0062 1,0000

Трипсин

DHt 11,1801

Активность AE W

Ингибитор АПФ 0,0309 0,0538

Антибактериальная 0,0123 0,4980

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0185 0,0277

Гипохолестеринемическая 0,0062 0,5041

Химотрипсин A

DHt 27,3292

Активность AE W

Ингибитор АПФ 0,0185 0,0322

Стимулирующая 0,0062 0,0773

Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0247 0,0370

Антиоксидантная 0,0123 0,0453

Регулирующая 0,0062 0,2510

(Продолжение таблицы 3.)
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(Продолжение таблицы 5.)

Химотрипсин С

DHt 43,4783
Активность AE W
Нейропептид 0,0185 0,4282
Ингибитор АПФ 0,0617 0,1075
Гипохолестеринемическая 0,0062 0,5041
Антиоксидантная 0,0309 0,1138
Стимулирующая 0,0123 0,1534
Ингибитор дипептидилпептидазы IV 0,0741 0,1111
Ингибитор дипептидилпептидазы III 0,0062 0,0628
Ингибитор альфа-глюкозидазы 0,0062 0,1676
Регулирующая 0,0123 0,4980

Все данные, полученные из базы данных BIOPEP-
UWM, необходимы для создания собственной базы 
данных, на основе которой планируется разработка 

программы для поддержки принятия решений, то есть 
для выбора необходимого фермента для расщепления 
белков α-лактальбумина и β-лактоглобулина с получе-
нием активных пептидов.

Выводы/Conclusions
Результаты работы показали, что применение методов 

in silico позволяет быстро установить целесообразность 
ферментации сывороточных белков тем или иным фер-
ментом, а также выявить возможные биоактивные пепти-
ды при направленном гидролизе белков. Современные 
базы данных белков и пептидов значительно повышают 
эффективность проведения исследований в области по-
лучения биоактивных пептидов с определенной активно-
стью
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