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ВЫСОКОАКТИВНЫЕ ПРОТЕАЭЬI ДЛFI ПОПУЧЕНИFI 
ФЕРМЕНТАТИВНЫХ ГИДРОЛИЗАТОВ ВЕЛКОВ МОЛОКА 

С РАЗЛИЧНОЙ СТЕПЕНЬЮ ГИДРОЛИЗА 

Аннотация. Изучены особенности rидролиза сывороточных белков коровьего молока с при­
менением бактериальных эндопептидаз алкалазы и протозима. Проведен сравнительный 
анализ белково-пептидноrо состава ферментативных гндролизатов молочной сыворотки. 
Установлено влияние предварительной тепловой обработки субстрата и степени его гидРО­
лиза на уровень антиоксидан:rnой активности пептидов сыворотки молока. Показано, что 
предварительная тепловая обработка сывороточных белков и rидролиз в оптимизированных 
условиях приводят к возрастанию степени их rидролиза протозимом, получению mпоаллер­

генных продуктов протеолиза. 
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HIGHLY AC::ТIVE PFIOТEASES fOR OIПAINING ENZVМATIC:: DAIRY 
PROTEIN HYDROLYSATES WITH DlffERENT НYDROLYSIS DEGREE 

AЬstract. The features of bovine whey protein hydrolysis with bacterial endopeptidascs alcalase 
and protozyme were studied. А comparative analysis ofthe protein-peptide рюШе of enzymatic whey 
hydrolysates was caпied out. The effect of substrate heat pretreatment and the degree of its hydrolysis 
on the level of antioxidant activity of whey peptides was estaЬlished. It was shown that heat 
pretreatment of whey proteins and hydrolysis at optimized conditions resulted in higher degree of 
their hydrolysis with protozyme, obtaining hypoallergenic proteolysis products. 
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Введение. Ферментативный гидролиз белков молока направлен на повышение их пита­
тельной ценности, улучшение технолоmческих свойств (растворимости, вязкости, термоста­
бильности) [1, 2], снижение аллергенного потеJЩИала путем разрушения областей антиген­
ных детерминант в составе казеина и сывороточных белков [3]. В процессе протеолиза 
белки молока расщеПliЯЮТСя на пептиды с широким спектром биоактивных функций (анти­
микробная, антиоксидантная, опиоидная иммуномодулирующая активность) [4]. Биоактив­
ные пептиды обладают значительным потеJЩИwюм в качестве компонентов функциональных 
продуктов питания, терапевтических и косметических средств [5, 6]. Технологический про­
цесс получения rидролизатов белков молока предусматривает выбор субстрата и фермента 
(ферментов), условий ферментативной реакции и характеристику продуктов протелиза [7]. 
Сывороточные белки молока, обладающие относительно высокой пищевой ценностью, 

являются оптимальным интредиентом для функциональных продуктов [8]. Промышленное 
производство биоактивных rидролизатов сывороточных белков молока вкточает следующие 
технологические этапы: фракционирование сывороточных белков для отделения жира, лак­
тозы и минералов; ферментативный rидролиз белкового субстрата с применением коммер­
ческих ферментов; инактивация протеазы (комплекса протеаз); распылительнаяfлиофильная 
сушка rидролизата; упаковка продукта. Возможно введение в технологический процесс до­

полнительных стадий, в частности применение предварительной обработки белкового суб­
страта, фракционирование rидролизатов, выделение целевых биоактивных пептидов [7, 8]. 
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Молочная проМЪШDiешюсть является одним из наиболее важных направлений применения 
протеолитических ферментов (эндопептидаз), расщепляющих внутренние пептидные связи 
белковых макромолекул с образованием средне- и короткоцепочечных пептидов. Эндопепти­
дазы вылеляют, главным образом, из растительных, животных и бактериальных источников. 
В условиях промышленного производства предпочтительным является применение микро­
организмов для достижения высокого выхода протеолитических ферментов, сокращения 
временных и финансовых затрат [9, 10]. 
В настоящее время щелочная эндопепrидаза алкалаза, продуцируемая Bacillus /icheniformis, 

является одной из самых эффективных протеаз в условиях применения различных источ­
ников белка, в частности отходов пищевой промышленности [11, 12]. Относительно широ­
кая субстратная и сайт-спеuифичность алкалазы позволяют использовать фермент для ги­
дролиза различных белковых субстратов как при индивидуальном применении, так 
и в сочетании с другими протеазами. В связи с широким спектром потендиальных сайтов 
rидролиза применение алкалазы обусловливает получение rидролизата с преобладанием 
низкомолекулярных пептидов. Среди продуктов rидролиза алкалазой обнаружены пептиды 
с антиоксидантной, гипотензивной, антидиабетической, противовоспалительной, антими­
кробной активностью [13]. Щелочная эндопептидаза протозим, использованная в настоящей 
работе, является аналогом алкалазы. 

Актуальность исследований связана с совершенствованием технологии получения фер­
ментативных rидролизатов белков молока с заданными физико-химическими и биоактив­
ными свойствами для специализированных продуктов питания, поиском высокоактивных 
протеаз для эффективного расщеrшения сывороточных белков молока. 
Целью настоящей работы является характеристика белково-пепrидного состава rидроли­

затов белков сыворотки молока, полученных с применением алкалазы и протозима, уста­
новление влияния гидролиза протозимом на антиоксидантные свойства нативных и термо­
обработанных белков молочной сыворотки. 
Материалы и методы исследова.ииJI. Для получения rидроли:затов использовали кондентрат 

сывороточных белков (КСБ-УФ-80, ТУ ВУ 100377914.550-2008), фермент алкалазу 
(Aicalase® 2.4L, протеаза бактериальная щелочная из Bacillus licheniformis, активность 2,4 EA/r; 
Novozymes NS, Дани:в), фермент протозим (протеаза бактериальная щелочная из Bacillus 
licheniformis, активность 50 000 едjг; ТД сБиопрепарат, РФ). В экспериментах с преднательной 
теrшовой обработкой субстрата раствор КСБ инкубировали на водяной бане при 80 еС в те­
чение 10 мин, охлаждали до температуры rидролиза. Ферментативное расщеrшение сьmоро­
точных белков алкалазой и протозимом проводвли при соотношении фермент : субстрат, 
равном 1-5 %, активной кислотности исходного раствора КСБ, равной 8,0 ед. рН, темпера­
туре 50 и 60 €С в течение 2-3 ч. Фермент инактивировали путем внесения ингибитора се­
риновых протеаз фенилметансульфонилфторида (Sigma, США) в конечной кондентрации 
0,1 мМ. Полученные образцы хранили при температуре -20"С для последующего анализа 
белково-пептидного состава и определения антиоксидантной активности. 
Для установления белкового и пептидноrо состава молочной сыворотки и ее фермента­

тивных гидролизатон применяли метод электрофоретического разделения в 20% полиакри­
ламидном геле в денатурирующих условиях (ДСН-электрофорез) [14]. В качества стандарта 
молекулярных масс использовали маркер PageRuler"' Prestained Protein Ladder 10-180 kDa 
(Thermo Fisher Scientific, США). Количественную обработку электрофореграмм осуществля­
ли с помощью специализированного программного обеспечения Tota!Lab Quant (Tota!Lab Ltd, 
Великобритания). Степень протеолиза определяли как относительное количество расшеплен­
ного белка, выраженное в%. 
Анализ белково-ш:птидного состава методом высокоэффективной жидкостной хромато­

графин (ВЭЖХ) проводили на хроматаграфе Agilent 1100 («Agilent», США) с применением 
колонки ZorЬax-ЗOOSB С8 (4,6Ч250 мм, 5 мкм, «Agilent», США). Колонку уравновешивали 
0,1 % водным раствором трифторуксусной кислоты (Panreac, Испани:в). Элюираванне об­
разцов сывороточных белков осуществляли с использованием градиента :щетонитрила (Кри­
охром, РФ; :щетонитрил-вода-ТФУ = 95 : 5 : 0,1 мл/100 мл): 0-5 мин, 5 %; 5-10 мин, 
5-10 %; 10-30 мин, 10-40 %; 30-32 мин, 40 %; 32-40 мин, 40-50 %; 40-45 мин, 50 %; 
45-50 мин, 50-10 %. Разделение проводили при комнатной температуре в потоке 1,0 мл/ 
мин в течение 50 мин, детекuи:ю осуществляли при 214 нм. 
Для оценки антиоксидантной активности опытных образцов применяли флуориметри:че­

ский метод. В экспериментальной работе использовали методику, описанную в статье 
Е.И. Тарун (2014) [15]. Строили графики зависимости интенсивности флуоресценции флу­
оресцеина от содержания белка в анализируемых образцах mдролизатов. Согласно получен-
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ному уравнению рассчитывали концентрацию пробы IC
50

, соответствующую 50% ингиби­
рованию флуоресценции. 

Построение графиков осуществляли в программе Microsoft Office 365 Excel (MS Corporation, 
США). Результаты экспериментов представлены как среднее арифметическое значение ± 
доверительный интервал. Статистический анализ проводили с использованием функций 
R aov, Dunnett's test, t-test и Tukey Honest Significant Difference (HDS) test из пакетов stats [16] 
и DescTools [17]. Статистические различия между группами считались значимыми при уров­
не р<О,О5 с поправкой на множественные парные сравнения. 

Результаты исследований и их обсуждение. Проведен сравнительный анализ белка во-пептид­
н ого состава гидролизато в сывороточных белков молока, полученных с применением сери­
новых эндопептидаз алкалазы и протозима. На первом этапе исследований осуществляли 
гидролиз нативной молочной сыворотки при температурном режиме, оптимальном для ал­
калазы, в частности при 50 €С, и продолжительности ферментативной реакции 2 ч. 
По данным ДСН-электрофореза в полиакриламидном геле в денатурирующих условиях 

установлены существенные отличия в профиле продуктов протеолиза нативных сывороточ­
ных белков молока алкалазой и протозимом, что отражено на рис. 1. 

IОкДа 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1 - WH-1 %А, 2- WH-2%A, 3 - WH-3%A, 4- WH-4%A, 5 - WH-5%A, 6 - WP, 
7 - маркер, 8 - WH-1 %Р, 9 - WH-2%P, 1 О - WH-3%P, 11 - WH-4%P, 12 - WH-5%P 

Рис. 1. ДСН-электрофореграмма нативных (WP) и гидролизаванных белков сыворотки молока (WH), 
полученных с применением алкалазы (А) и протозима (Р) 

Fig. 1. SDS-electropherogram of native (WP) and hydrolyzed whey proteins (WH) 
oЬtained using alkalase (А) and protozyme (Р) 

Так, следовые количества ~-лактоглобулина (~-лг) и а-лактальбумина (а-ла) обнаружены 
в гидролизатах при использовании алкалазы (рисунок 1, дорожки 1-5). Вместе с тем, лишь 
частичное расщепление преобладающих белков молочной сыворотки выявлено в образцах, 
полученных после гидролиза протазимам (рисунок 1, дорожки 8-12). Следует отметить 
устойчивость высокомолекулярной белковой фракции (лактоферрин, ЛФ; бычий сывороточ­
ный альбумин, БСА) к расщеплению сериновыми протеазами. 

Результаты количественного анализа ДСН-электрофореграмм представлены в табл. 1. В це­
лом, в гидролизатах сывороточных белков алкалазойсодержится 0-15 % натинного белка, 
в случае протозима - 30-45 %. Следовательно, при внесении алкалазы в количестве 1-5 % 
гидролизу подвергаются 85-100 % преобладающих сывороточных белков (~-лг и а-ла), 
а в эксперименте с протазимам - 55-70 %. 
На следующем этапе в рамках оптимизации гидролиза белкового компонента сыворотки 

проведена предварительная тепловая обработка субстрата (80 €С, 10 мин) и последующая 
ферментативная реакция протазимам (5 %) при повышенной температуре (60 €С) в течение 
2 и 3 ч. При увеличении температуры гидролиза с 50 до 60 €С установлено существенное 
возрастание степени протеолиза до полного расщепления ~-лги а-ла на пептиды, как пред­

ставлено на рисунке 2 (дорожки 3 и 4). Наряду с этим, в образцах гидролизато в об наружи­
ваются нативные ЛФ и БСА. Данные электрофоретического анализа сопоставимы с резуль­
татами ВЭЖХ, свидетельствующими об увеличении степени расщепления ~-лги а-ла (рис. 3). 
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Кроме того, установлено совпадение профилей элюирования пептидов, что подтверждает 
идентичность действия алкалазы и протозима. 

Таблица 1. Характеристика белкового состава образцов вативных сывороточных белков молока, 
гидролизованвых алкалазой и протозимом 

ТаЬlе 1. Characteristics of the protein composition of samples of native whey milk proteins 
hydrolyzed Ьу alkalase and protozyme 

Название образца 
Состав белковой фракции, % Степень протеолиза 

f3-JП а-ла (СП),% 

WН-1%А <10 <5 >85 
WН-2%А <10 о >90 
WН-З-5%А о о о 

WН-1-5%Р 30>В-лг>20 15>а-ла>10 70>СП>55 

П имечание - ги р др олизоваиные белки сыво отки молока р ( WH ), пол ченные с п именением алкалазы у р А ( ) 
и протозима (Р) 

В гидролизатах термаобработанных сывороточных белков протазимам не обнаруживается 
высокомолекулярная белковая фракция (БСА и Л Ф), характерная для образцов гидрализо­
ванной нативной сыворотки молока (рис. 2, дорожки 5 и 6). Так, тепловая обработка бел­
кового субстрата обусловила увеличение степени протеолиза и, как следствие, получение 
образцов, содержащих пептидную фракцию с молекулярной массой, меньшей 10 кДа. По дан­
ным ДСН-электрофореза белково-пептидный профиль образцов остается неизменным при 
увеличении продолжительности ферментативной реакции с 2 до 3 ч (рис. 2, дорожки 3, 5 и 6). 

Целесообразным является проведение предварительной тепловой обработки белков сыво­
ротки и увеличение температуры протеолиза протазимам с 50 до 60 е С для получения ги­
дролизатов, в которых весь белковый компонент расщеплен на пептидную фракцию. 

а-па 

о 1 2 3 4 

ЛФ 

БСА 

s 6 7 8 9 10 11 12 

1 -маркер, 2- WP (50 мгjмл), 3- WH-5%P-60"C-2h, 4- WH-5%P-60"C-3h, 
5- tWH-5%P-60"C-2h, 6- tWH-5%P-60"C-3h, 7- маркер, 8- WP (40 мгjмл), 
9- WP (30 мгjмл), 1 О-WP (20 мгjмл), 11 - WP (1 О мгjмл), 12-WP (5 мгjмл) 

Рис. 2. ДСН-электрофореграмма гидролизатов нативных (WP) и термаобработанных (tWP) белков 
сыворотки молока, полученных с применением протозима (Р) 

Fig. 2. SDS electrophoregram of hydrolysates of native (WP) and heat-treated (tWP) whey proteins obtained 
using protozyme (Р) 

Впоследствии изучены антиоксидантные свойства гидролизатов сывороточных белков 
протозимом. Уровень АОА оценивали по способности образцов восстанавливать уровень 
флуоресценции флуоресцеина. В табл. 2 отражены показатели IC

50
, соответствующие кон­

центрации экспериментальных образцов, при которой установлено 50 % ингибирование 
флуоресценции. 
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Рис. 3. ВЭЖХ-профили нативных (WP) и гидрол изованных белков сыворотки молока (WH), 
полученных с применением алкалазы (д) и протозима (Р) 

Fig. 3. HPLC profile of native (WP) and hydrolyzed whey proteins (WH) 
oЬtained using alkalase (д) and protozyme (Р) 

При внесении термаобработанных сывороточных белков в диапазоне концентраций 
5-100 мк:r/мл в тест-систему с флуоресцеином отмечено возрастание степени его флуорес­
ценции. Вместе с тем, при дальнейшем увеличении концентрации образца с 100 до 500 мкr/мл 
установлено пон:ижение уровня флуоресцеiЩИи, видимо, в результате необратимой денату­
рации белка и последующей агрегации белковых макромолекул. 

Согласно экспериментальным данным гидролизат сывороточных белков, полученный при 
температуре 50 ·с, обладает более высокой АОА, чем изготовленный при 60 ·с. Вероятно, 
это обусловлено наличием в молочной сыворотке термалабильных антиоксидантнов небел­
ковой природы. 

Т а б л и ц а 3. Характеристика АОА вативиых, термодеватурироваввых 
и гидроJIИзоваввых протозимом сывороточных белков молока 

Т а Ь 1 е 3. Characterization of АОА of native, thermodenatured 
and protozyme hydrolyzed milk whey proteins 

Наименование образца IC.,., мкr/мл 
Нативные сывороточные белки 153,25±9,01 
Термаобработанные сывороточные белки 95,29±1,98 а 
Гидршшзат нативных сывороточных белков (50 "С, 2 ч) 20,93±1,81 ь 
Гидршшзат нативных сывороточных белков (6о·с, 2 ч) 28,06±2,32 ь, с 

Гидролизат термаобработанных сывороточных белков (60 ·с, 2 ч) 31,70±0,71 с 
Гидролизат нативных сывороточных белков (6о·с, 3 ч) 29,28±1,25 с 
Гидролизат термаобработанных сывороточных белков (60 ·с, 3 ч) 32,82±3,64 с 

Примечания - •- в расчете использован диапазон концентраций, на котором наблюдается возрастание восста­
новления флуоресценции флуоресцеина; ь - различия между образцами достоверны; с - различия между об­
разцами не достоверны 

В случае гидролиза протозимом при 60 ·с радикал-восстанавливающие свойства гидроли­
затон нативных и термаобработанных сывороточных белков сопоставимы, различия между 
ними не достоверны. Кроме того, увеличение продолжительности гидролиза протозимом с 2 
до 3 ч не приводит к достоверному увеличению АОА. 

Так, предварительная тепловая обработка сывороточных белков и повышение температу­
ры гидролиза до 60 ·с обусловливает возрастание степени их расщепления протозимом, 
образование гипоаллергенных продуктов протеолиза с молекулярной массой менее 10 кДа. 
Наряду с этим, гидролизаты нативной и термаобработанной молочной сьmоротки, получен­
ные с применением протозима при 60 ·с, обладают сопоставимым уровнем АОА, различия 
между образцами не достоверны. В результате гидролиза сывороточных белков протозимом 
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в оптимизированных условиях показано возрастание радикал-восстанавливающих свойств 
соответствующих гидролизатон в 4,7-5,5 раза. 

Согласно обзорным литературным данным широко известным протеолитическим фермен­
том является алкалаза - внеклеточная бактериальная протеаза, которую активно применяют 
при модификации пищевых продуктов, в частности ддя снижения их аллерrенного потен­
циала, повышения антиоксидантной активности [11 ]. В целом, активное внедРение микроб­
ных протеаз обусловливает относительно низкую стоимость производства, стабильность 
и специфичность протеолиза, что требуется ддя изготовления белковых гидролизатои с це­
левыми характеристиками [12]. 

Алкалаза относится к сериновым эндопептидазам: она содержит в каталитическом центре 
триаду аминокислот, одной из которых является серии. Коммерчески доступный препарат 
Alcalase® 2.4L является зарегистрированной торговой маркой компании Novozymes Corp. 
и представляет собой жидкий ферментный препарат, содержащий (масс.fмасс.) 50 % глице­
рина, 41% воды и 9% экстракта протеазы из Bacillus licheniformis. Фермент имеет специфи­
кацию «ддя пищевых продуктов» в соответствии с требованиями Объединенного комитета 
экспертов ФАО/ВОЗ по пищевым добавкам (Joint FAO/WНO Expert Committcc on Food 
Additives) и Кодекса пищевой химии (Food Chernical Codex). Относительно широкая суб­
стратная и сайт-специфичность алкалазы позволяют использовать фермент ддя гидролиза 
различных белковых субстратов с достижением высокой степени протеолиза, как при инди­
видуальном применении, так и в сочетании с дРугими претеазами [13]. 
Продукты протеолиза условно разделяют на две группы, одна из которых представлена 

легко усваиваемыми источниками незам:енимых аминокислот, а также rипоаллерrенными 

производными белков. Атrергические реакции обусловлены связыванием антител с антиrен­
ными эпитопами на поверхности белковых макромолекул. В результате гидролиза расщепля­
ются потенциальные сайты связывания антител, что предотвращает аллергическую реакцию. 
Ко второй группе относят биоактивные пептиды, ддя высвобождения которых требуется 
гидролиз белка [18]. В ферментативных гидролизатах содержится широкий спекгр пептидов, 
различающихся по ддяне аминокислотной цепи (или молекулярной массе), гидрофобности 
и заряду. В частности, классификация гипоаллерrенных молочных смесей ддя детского пи­
тания основана на молекулярио-массовом распределении пептвдов. Частично гидролизаван­
ные смеси (предназначены ддя профилактики аллергии), главным образом, включают пепти­
ды с молекулярной массой 3-10 кДа, тогда как смеси на основе глубоких гидролизатои 
(лечебное питание) представлены фракцией с молекулярной массой <3 кДа [18, 19]. 
Согласно проведенным ранее исследованиям оптимизированы условия гидролиза сыво­

роточных белков молока с применением высокоактивных протеаз животного (трипсин) 
и бактериального происхождения (алкалаза, термолизин). В качестве наиболее эффективной 
и доступной протеазы, разрешенной ддя использования в пищевых целях, определена бак­
териальная эндопептвдаза алкалаза [20, 21]. Охарактеризован белково-пептидный профиль 
гидролизатон сывороточных белков молока со средней и глубокой степенью гидроли­
за [21, 22]. Установлено влияние степени протеолиза алкалазой на уровень антиоксидвнтной 
активности белкового компонента молочной сыворогки, в частности возрастание ради­
кал-восстанавливающих свойств при увеличении количества средне- и короткоцепочечных 
пептвдов [20, 23]. 
В целом, пептиды казеина и сывороточных белков являются мощным источником анти­

оксидантных пептвдов, как правило состоящих из 2-14 аминокислот, большинство из ко­
торых содержит гидрофобные аминокислоты на N-конце и/или С-конце, а также пролин, 
гнетидин или тирозин в составе последовательности [4]. С наличием Нis (является перокеи­
радикальной ловушкой и обладает хелатирующей способностью) и гидрофобных аминокис­
лот (увеличивают доступность пептидов к гидрофобным мишеням) связывают антиоксидант­
ный потенциал биоактивных пептвдов [4, 7]. 
В настоящей работе получены новые данные об особенностях расщепления нативных 

и термаобработанных сывороточных белков молока щелочной бактериальной эндопепти­
дазой протозимом. Оптимизированы условия гидролиза молочной сыворогки протозимом, 
что позволило достичь показателей, характерных ддя алкалазы. Достоверное влияние пред­
варительной тепловой обрабогки сывороточных белков молока на антирадикальное действие 
гидролизатои не установлено. Подтверждено увеличение антиоксидантноrо потенциала мо­
лочной сыворотки, гидролизаванной протозимом, а также возрастание степени протеолиза 
термаобработанных белков сыворогки молока. 

311КЛЮчение. По итогам экспериментальной работы охарактеризован белково-пептидный 
состав частичных ферментативных mдРолизатов сывороточных белков молока, полученных 
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с применением сершювых эндопеnтидаз алкалазы и протозима. Пошюе расщеiDiение основ­
ных белков молочной сыворотки (J3-лr и а-ла) на пе1П1ЩНУЮ фракцию с молекулярной мас­
сой, меньшей 10 кДа, установлено при внесении ферментов в количестве 5% от содержания 
субстрата при 50 'С в случае алкалазы и при 60 'С - для протозима. Наряду с этим, расще­
Шiение минорной высокомолекулярной сывороточной фракции (БСА и ЛФ) протозимом 
достиmется в результате предварите.лъной тепловой обработки молочной сыворотки. Показа­
но возрастание антиоксидантной активности гидролизатон сывороточных белков протозимо:м 
в 4, 7-5,5 раза по сравненшо в нативным белковым компонентом. Получены образцы частич­
ных ферментативных гидролизатон сывороточных белков :молока, в которых белки-аллергены 
расщеiDiены на rиnоаллергенную пе1П1ЩНУЮ фракцию, обладающую высокой антиоксндант­
ной акти:вностыо. Они являются потенциальным биологически активным инrредиенто:м для 
продуктов специализировашюго (спортивного, детского, диетического) питания. 
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