
Аграрно-пищевые инновации № 4(8), 2019 
 

 

81 
 

 

 

УДК 637.1 

DOI: 10.31208/2618-7353-2019-8-81-88 
 

ФЕРМЕНТАТИВНАЯ ОБРАБОТКА КАК ИНСТРУМЕНТ ПРИДАНИЯ 

ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ СВОЙСТВ БЕЛКАМ МОЛОЧНОЙ СЫВОРОТКИ 
 

ENZYMATIC PROCESSING AS A TOOL OF GIVING  

FUNCTIONAL PROPERTIES TO PROTEINS OF MILK SERUM 
 

Агаркова Е.Ю., кандидат технических наук  

Кручинин А.Г., кандидат технических наук  

Рязанцева К.А., кандидат технических наук  

Пряничникова Н.С., кандидат технических наук 

 

Agarkova E.Yu., candidate of technical sciences 

Kruchinin A.G., candidate of technical sciences 

Ryazantzeva K.A., candidate of technical sciences  

Pryanichnikova N.S., candidate of technical sciences 

 

Всероссийский научно-исследовательский институт молочной промышленности, Москва 

 

All-Russian Research Institute of Dairy Industry, Moscow 

 

Модификация белков молочной сыворотки для улучшения или изменения их функцио-

нальных свойств может значительно расширить область применения таковых, в том числе и 

для создания функциональных ингредиентов. Данный процесс возможно реализовать при 

помощи ферментативного гидролиза. Ферментативный гидролиз обеспечивает максимальное 

сохранение питательной ценности и получение продукта с желаемой глубиной гидролиза. Это 

обусловлено тем, что ферментативный гидролиз может быть проведен при мягких техноло-

гических режимах: нейтральном рН, умеренных температурах (45-60°С), что позволяет по-

лучать пищевые ингредиенты – белковые гидролизаты – с высокой биологической ценно-

стью, поскольку в отличие от кислотного и щелочного гидролиза при ферментативной кон-

версии пищевых белков полностью сохраняются термолабильные незаменимые аминокисло-

ты, такие как: лизин, лейцин, аспарагиновая кислота, метионин, триптофан, цистеин и тиро-

зин, и не наблюдается образования трудноусваиваемых циклических пептидов и дикетопи-

перазинов. 

Так как ферменты обладают высокой избирательной способностью, то необходим соот-

ветствующий их подбор для осуществления гидролитического воздействия на определенные 

химические связи в молекулах белка. В статье представлены аналитические данные по обзо-

ру свойств различных ферментных препаратов, способных придать дополнительные функци-

ональные свойства сывороточным белкам с сохранением приемлемых органолептических 

характеристик и приданием определенных функциональных свойств. Использование анали-

тических и биоинформационных методов исследований позволит минимизировать затраты 

при создании функциональных ингредиентов из молочных белков с прогнозируемыми свой-

ствами, такими как антиоксидантные, гипотензивные и иммуномодулирующие. Сочетание 

биологически активных пептидов из гидролизатов молочных белков и других, используемых 

в продукте, ингредиентов является одним из направлений для усиления полезного влияния 

функциональных молочных продуктов на здоровье потребителей. Свойства, определяющие 
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целевое назначение гидролизатов, зависят в первую очередь от степени гидролиза. Представ-

ленные результаты исследований позволят расширить область применения таких ценных 

компонентов молока, как белки, с последующим созданием на их основе новых видов функ-

циональных продуктов. 

 

Modification of whey proteins to improve or change their functional properties can signifi-

cantly expand the scope of those, including for the creation of functional ingredients. This process 

can be implemented using enzymatic hydrolysis. Enzymatic hydrolysis ensures maximum preserva-

tion of nutritional value and obtaining a product with the desired depth of hydrolysis. This is due to 

the fact that enzymatic hydrolysis can be carried out with mild technological modes: neutral pH, 

moderate temperatures of (45-60°C), which allows to obtain food ingredients – protein hydrolysates 

– with high biological value, because unlike acid and alkaline hydrolysis during enzymatic conver-

sion of food proteins completely retains thermolabile essential amino acids, such as: lysine, leucine, 

aspartic acid, methionine, tryptophan, cysteine and tyrosine, and the formation of labor is not ob-

served D-digestible cyclic peptides and diketopiperazines. 

Since enzymes have a high selective ability, their appropriate selection is necessary for the 

implementation of hydrolytic effects on certain chemical bonds in protein molecules. The article 

presents analytical data on the review of the properties of various enzyme preparations that can 

give additional functional properties to serum-accurate proteins while maintaining acceptable or-

ganoleptic characteristics and imparting certain functional properties. The use of analytical and 

bioinformation methods of research will minimize the cost of creating functional ingredients from 

milk proteins with predictable properties, such as antioxidant, antihypertensive, and immunomodu-

latory. The combination of biologically active peptides from milk protein hydrolysates and other in-

gredients used in the product is one of the directions for enhancing the beneficial effect of function-

al dairy products on the health of consumers. The properties that determine the intended purpose of 

hydrolysates depend primarily on the degree of hydrolysis. The presented research results will ex-

pand the scope of such valuable components of milk as proteins, followed by the creation of new 

types of functional products based on them. 
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Введение. Ферментативный гидролиз, как инструмент придания дополнительных 

функциональных свойств различным пищевым ингредиентам, таким как белки молочной сы-

вортки, используется в биотехнологии достаточно давно. Однако существует ряд проблем, в 

том числе гармонизации вкуса, поскольку во время ферментативного гидролиза происходит 

высвобождение пептидов и свободных аминокислот, которые изменяют сенсорные характе-

ристики получаемого продукта. Основной технологической проблемой в этом случае служит 

наличие у белковых гидролизатов горьковатого привкуса или послевкусия [2, 6].  

Поэтому при оценке и подборе ферментных препаратов одним из параметров для опти-

мизации процесса гидролиза является содержание свободных аминокислот, особенно лейци-

на, изолейцина и фенилаланина, которое необходимо минимизировать. Помимо отрицатель-

ного влияния на органолептические свойства белковых гидролизатов высокое содержание 

свободных аминокислот приводит к увеличению осмотичности гидролизатов и снижению их 

биологической ценности, поскольку скорость всасывания свободных аминокислот в тонком 

кишечнике человека существенно ниже по сравнению с олигопептидами. К сожалению, ис-
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следования в этом направлении не позволяют получить продукты с приемлемыми органо-

лептическими показателями, следовательно, необходимо анализировать свойства фермент-

ных препаратов (ФП) по отношению к расщепляемым пептидным связям [3]. 

Материалы и методы. В работе задействованы аналитические методы литературного 

анализа, а также in silico анализ на портале биоинформационных ресурсов PeptideCutter 

(web.expasy.org). 

Результаты и обсуждение. При подборе ФП для гидролиза сывороточных белков были 

проанализированы данные по субстратной специфичности наиболее широко используемых 

протеолитических ферментных препаратов (таблица 1) [1, 2, 3, 4, 9].  

Таблица 1 – Специфичность протеолитических ферментов и ферментных препаратов  

по отношению к расщепляемой пептидной связи [1] 

Table 1 – The specificity of proteolytic enzymes and enzyme preparations  

in relation to cleavable peptide bonds [1] 

Ферментный препарат 
Enzyme preparation 

Происхождение 
The origin of the enzyme 

Специфичность 
Enzyme specificity 

Протеиназа К 
Proteinase K 

Engyodontium album P1: A, E, F, I, L, T, V, W or Y 

Термолизин 
Thermolysin 

Bacillius thermoproteolyticus P1’: Ile, Phe, Leu, Val, Ala, Met 

Алкалаза 
Alcalase 

 
Bacillius licheniformis 

P1: крупные незаряженные аминокислоты – 
Val, Leu, Ile, Phe, Tyr, Trp 

P1: large uncharged amino acids – Val, Leu, Ile, 
Phe, Tyr, Trp 

P1: Glu, Asp 

Протамекс 
Protamex 

 
Bacillius subtilis 

P1: незаряженные аминокислоты: Phe, Leu, Val 
Р1: uncharged amino acids: Phe, Leu, Val 

P1: Phe, Leu, Val 

Трипсин 
Trypsin 

Поджелудочная железа свиньи 
или крупного рогатого скота 

Pancreas of pigs or cattle 
С-терм. F, Y, W, M, L 

С учетом необходимости исключения потенциально горьких пептидов (таблица 2), а 

также нежелательного содержания большого количества свободных аминокислотных остат-

ков (САК) был проведен анализ in silico по подбору протеаз для ферментативного гидролиза 

белков молочной сыворотки. 

Результаты проведенного in silico анализа приведены в таблице 2.  

Таблица 2 – In silico анализ гидролиза молочных белков различными протеазами 

Table 2 – In silico analysis of hydrolysis of milk proteins by various proteases 

Ферментный препарат 

Enzyme preparation 

Массовая доля САК, % 

Mass fraction of free  

amino acid residues, % 

Средняя молекулярная масса  

полученных пептидов, Да 

The average molecular weight  

of the obtained peptides, Da 

Протеиназа К 

Proteinase K 
20 216,7 

Термолизин 

Thermolysin 
16,8 338,4 

Протамекс 

Protamex 
9,5 1865,6 

Алкалаза 

Alcalase 
9,5 1903,4 

Трипсин 

Trypsin 
1,1 1063,5 
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Термолизин является ферментом класса гидролаз, гидролизующих пептидные связи, 

образованные остатками гидрофобных аминокислот, такими как: лейцин, изолейцин, валин, 

фенилаланин, аланин. Менее интенсивно осуществляет гидролиз связей, образованных 

остатками тирозина, треонина, глицина и серина. Оптимальная каталитическая активность 

термолизина отмечена при рН 7,0 и температуре 60°С. При значениях рН 6,5-8,5 термолизин 

полностью сохраняет свою активность в течение 1 ч. При 80°С через 1 ч наблюдается потеря 

50% активности. Ингибирование термолизина осуществляется AgNO3, Hg2Cl2, этилендиа-

минтетрауксусной кислотой и др. (Электронный ресурс: http://www.xumuk.ru/encyklopedia/ 

2/4377.html).  

Protamex (протосубтилин) – комплексный ферментный препарат бактериального про-

исхождения, является наряду с Alcalase (протолихетерм) нейтральной протеазой, инактиви-

руются додецил-сульфатом натрия. Протосубтилин катализирует расщепление белков, обес-

печивает разрыв связи – CO – NH – с образованием пептидов низкого молекулярного веса и 

аминокислот. Оптимум действия данных ФП наблюдается при следующих условиях: рН – 

6,8-7,0; температура – от 45 до 60°С. При температуре 85°С с выдержкой 10-15 мин происхо-

дит полная инактивация ФП. 

Протеиназа К широко применяется для удаления белковой примеси в препаратах нук-

леиновых кислот. Кроме этого протеиназа К быстро расщепляет и инактивирует нуклеазы в 

препаратах ДНК или РНК. Протеиназа К устойчива ко многим денатурирующим агентам, та-

ким как додецил-сульфат натрия и мочевина, хелатирующим агентам (ЭДТА) и 

сульфгидрильным реагентам, а также к ингибиторам трипсина и химотрипсина. Протеиназа 

К работает в широком диапазоне pH (4-12), её оптимум действия находится в пределах от 7,5 

до 12 ед. рН. Более того, денатурирующие агенты повышают доступность пептидных связей 

белков для протеиназы К и, таким образом, даже ускоряют их гидролиз. 

Трипсин относится к группе сериновых протеаз и характеризуется узкой субстратной 

специфичностью, обусловленной присутствием в субстратсвязывающем участке активного 

центра остатка аспарагиновой кислоты. Он избирательно гидролизует связи, образованные 

карбоксильными группами основных аминокислот – аргинина и лизина. Трипсин сохраня-

ет термоустойчивость и стабильность в кислой, слабощелочной среде и после кипячения в 

0,01 М соляной кислоте, в сильнощелочной среде необратимо денатурируется. Оптимум 

каталитической активности трипсина лежит в диапазоне значений рН от 7,5 до 8,0 . При 

значениях pH ниже или выше оптимальной зоны активность фермента постепенно снижа-

ется [5, 7]. 

Исследовательские работы целого ряда ученых доказывают, что гидролизаты 

сывороточных белков находят применение при производстве различных продуктов, в том 

числе детского и спортивного питания, низкоаллергенных и т.д. Наиболее перспективным 

является использование гидролизатов при создании функциональных продуктов массового 

потребления. Свойства, определяющие назначение гидролизатов, зависят в первую очередь 

от степени гидролиза.  

Например, в спортивном питании и медицине применяются гидролизаты, содержащие 

от 15 до 20% свободных аминокислот, ди-, три- и олигопептиды с молекулярной массой до 

3000 Да [3]. Для парентерального и внутривенного питания используются инфузионные 

растворы на основе индивидуальных аминокислот [4]. При проведении диетотерапии и в 

продуктах для детского питания важным моментом является полное устранение 

аллергенности. Например, для белков коровьего молока гипоаллергенность достигается при 

http://www.xumuk.ru/encyklopedia/
http://dic.academic.ru/dic.nsf/ruwiki/885954
http://dic.academic.ru/dic.nsf/ruwiki/1113605
http://dic.academic.ru/dic.nsf/ruwiki/290
http://dic.academic.ru/dic.nsf/ruwiki/1205896
http://dic.academic.ru/dic.nsf/ruwiki/75185
https://www.chem21.info/info/21586
https://www.chem21.info/info/5968
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снижении молекулярного веса пептидов в гидролизате ниже 2500-3000 Да [4]. Также мало 

гидролизованные пептидные композиции из белков молока зачастую используются в 

качестве эмульгаторов и пенообразователей [3].  

Для получения функциональных пептидных композиций ключевым белковым 

компонентом молочной сыворотки служит β-лактоглобулин, который является важным 

источником биологически активных (гипотензивных, антиоксидантных, иммуномодулирующих) 

пептидов. 

В числе одних из первых гипотензивных (АПФ-ингибиующих) пептидов, являющихся 

компонентами кисломолочных напитков, были идентифицированы трипептиды VPP и IPP. 

Их гипотензивный эффект был доказан в исследованиях in vitro, а также in vivo на крысах со 

спонтанной гипертензией линии SHR (spontaneously hypertensive rats) и в клинических 

испытаниях на добровольцах с умеренной артериальной гипертензией [12]. При этом in vivo 

было показано, что данные пептиды устойчивы к перевариванию в желудочно-кишечном 

тракте. Данные пептиды входят в состав коммерциализованных функциональных 

кисломолочных продуктов Evolus (Valio Oy, Финляндия) и Calpis (Calpis CO, Япония), 

полученных при сквашивании молока Lactobacillus helveticus. В дальнейшем АПФ-

ингибирующие пептиды VPP и IPP были также идентифицированы в составе 

функционального антигипертензивного йогурта, пробиотического йогурта и различных 

мягких, твердых и полутвердых сырах [3, 13, 14]. 

Помимо гипотензивных пептидов в белковых гидролизатах обнаружены короткие пеп-

тиды, обладающие иммуномодулирующим и цитопротекторным действием [11]. Среди пи-

щевых источников иммуномодулирующих пептидов основной объем исследований посвя-

щен гидролизатам белков молока, а также пептидам, выделенным из ферментированных мо-

лочных продуктов (сыры, кисломолочные продукты) и молозива [8]. Так, молоко, ферменти-

рованное различными видами лактобактерий (Lb. helveticus, Lb. paracasei, Lb. rhamnosus), 

обладает способностью усиливать пролиферацию (процесс деления клеток) лимфоцитов in 

vitro, стимулировать выработку IgA (поддержание барьерной резистентности), активировать 

противоопухолевый иммунный ответ. 

Для большого числа пептидов, входящих в состав гидролизатов молочных белков и 

ферментированных молочных продуктов, показано наличие антиоксидантной активности по 

отношению к различным радикалам и в системах с окислением липидов. Длина большинства 

антиоксидантных пептидов, идентифицированных в молочных продуктах, варьирует в пре-

делах 2-15 а.о., что соответствует диапазону молекулярных масс 0,24-1,80 кДа. При этом 

ключевыми белками, предшественниками антиоксидантных пептидов, идентифицированных 

в молочных продуктах, являются α- и β-казеины и β-лактоглобулин. В ряде работ показано, 

что пептиды молочных белков обладают более высокой антиоксидантной емкостью по срав-

нению с эквивалентной смесью свободных аминокислот [10]. Наличие у гидролизатов мо-

лочных белков антиоксидантных свойств позволяет использовать их не только в качестве 

функциональных ингредиентов, но и технологических добавок для снижения интенсивности 

процессов перекисного окисления липидов и увеличения сроков хранения пищевых продук-

тов.  

Заключение. Представленные выше данные свидетельствуют о том, что, с точки зре-

ния конверсии белков молочной сыворотки, с получением гидролизата с минимально воз-

можным содержанием САК, а следовательно, и горького вкуса и прогнозируемыми функци-

ональными свойствами благодаря образованию пептидов средней длины, наиболее целесо-
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образно использовать нейтральные протеазы Alcalase и Protamex. Высокое содержание низ-

комолекулярных олигопептидов, получаемых из молочной сыворотки, обуславливает их ги-

потензивное, антиоксидантное, иммуномодулирующее и цитопротекторное действие, что да-

ет возможность построения широкой линейки функциональных продуктов питания на их ос-

нове, а использование заквасочных культур усилит функциональность разрабатываемых пи-

щевых продуктов.  
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