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БИОКАТАЛИТИЧЕСКОЕ ПРЕВРАЩЕНИЕ БЕЛКОВ МОЛОКА  
В НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ ПЕПТИДЫ

Аннотация. Проведен сравнительный анализ эффективности гидролиза белков молока трипсином и нейтраль-
ной протеазой при различных способах их внесения. Установлено, что протеолиз трипсином (фермент-субстратное 
соотношение 1 : 40) при температуре 37 °С и pH 8,0 приводит к образованию 81,2 ± 5,5 % пептидов с молекулярной 
массой менее 3,0 кДа, а при гидролизе белков нейтральной протеазой (фермент-субстратное соотношение 1  :  20)  
в тех же условиях образуется 86,6 ± 4,7 % низкомолекулярных пептидных фракций. Показано, что последовательное 
применение трипсина и нейтральной протеазы позволяет получить в среднем 94,9 % коротких пептидов по срав-
нению с совместным внесением (91,3 ± 1,1 % низкомолекулярных пептидов). Применение только одного фермента 
обеспечивает получение частичных гидролизатов, которые могут быть использованы в рецептурах функциональ-
ных продуктов питания с пониженной аллергенностью, в то время как последовательное и совместное внесение 
трипсина и нейтральной протеазы приводит к образованию глубоких гидролизатов, которые считаются идеальными 
ингредиентами в создании гипоаллергенных пищевых продуктов.
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BIOCATALYTIC CONVERSION OF MILK PROTEINS INTO LOW MOLECULAR PEPTIDES

Abstract. A comparative analysis of the efficiency of milk protein hydrolysis by trypsin and neutral protease using 
different methods of their addition was conducted. It was found that proteolysis by trypsin (enzyme-substrate ratio 1 : 40)  
at a temperature 37 °C and pH 8.0 leads to the formation of 81.2 ± 5.5 % of peptides with molecular mass less than 3.0 kDa, 
while protein hydrolysis by neutral protease (enzyme-substrate ratio 1 : 20) under the same conditions produces 86.6 ± 4.7 % 
of low molecular weight peptide fractions. It was shown that sequential application of trypsin and neutral protease allows 
obtaining, on average, 94.9 % of short peptides in comparison with the joint addition (91.3 ± 1.1 % of low molecular weight 
peptides). The application of the single enzyme provides the production of partial hydrolysates that can be used in the formu-
lation of functional foods with reduced allergenicity, while the sequential and joint addition of trypsin and neutral protease 
generates extensive hydrolysates, which are considered optimal ingredients in the creation of hypoallergenic food products.
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Введение. Белковые гидролизаты представляют собой продукты, содержащие ценные био-
логически активные соединения – низкомолекулярные пептиды и свободные аминокислоты.  
В настоящее время белковые гидролизаты находят широкое применение в пищевой промышлен-
ности [1], медицине [2], животноводстве [3], птицеводстве [4] и рыбоводстве [5]. Важно отметить,  
что функциональные (растворимость, гелеобразование, эмульгирование, пенообразование и др.) 
и биологические (антиоксидантные, иммуномодулирующие, антимикробные, гипотензивные и др.)  
свойства белковых гидролизатов, предназначенных для использования в той или иной области, 
обусловлены исходным сырьем, способом гидролиза и последующей обработкой полученного 
продукта.
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В производстве белковых гидролизатов для пищевой и фармацевтической промышленности  
наиболее часто применяют белки молока – казеин [6] или сывороточные белки [7] – из-за их вы- 
сокой питательной ценности и оптимального аминокислотного состава. Казеин является глав-
ным белком молока; его содержание колеблется от 2,3 до 2,9 %. В молоке казеин находится  
в виде мицелл, представляющих собой сложные комплексы αS1-, αS2-, β- и κ-фракций казеина 
с коллоидным фосфатом кальция. Фракции казеина имеют молекулярную массу 19–25  кДа.  
К сывороточным белкам, содержание которых в молоке составляет около 0,6 %, относятся 
β-лактоглобулин (молекулярная масса 18,3 кДа), α-лактальбумин (молекулярная масса 14,2 кДа),  
бычий сывороточный альбумин (молекулярная масса 66,5 кДа), иммуноглобулины, лактофер-
рин и другие минорные белки [8]. Основным источником сывороточных белков выступает мо-
лочная сыворотка – побочный продукт при производстве сыра, творога и казеина [9].

Эффективным способом получения белковых гидролизатов с заданными свойствами явля-
ется ферментативный гидролиз, который позволяет избирательно разрывать пептидные связи 
благодаря специфичности протеолитических ферментов. В частности, β-лактоглобулин, α-лак-
тальбумин и бычий сывороточный альбумин характеризуются компактной глобулярной струк-
турой, которая определяет их относительную устойчивость к протеолизу и требует тщательного 
подбора высокоактивных биокатализаторов [10]. Ферменты микробного (алкалаза, нейтральная  
протеаза, термолизин, протосубтилин), животного (пепсин, трипсин) и растительного (папаин) 
происхождения имеют различную субстратную специфичность по отношению к основным сыво-
роточным белкам [11]. β-лактоглобулин устойчив к гидролизу пепсином в кислой среде, в то же вре-
мя его эффективно расщепляют папаин, термолизин, нейтральная протеаза, трипсин, алкалаза 
и протосубтилин в нейтральных и щелочных средах. Пепсин, термолизин, трипсин, алкалаза  
и протосубтилин гидролизуют α-лактальбумин в оптимизированных условиях. В случае бычьего 
сывороточного альбумина показана исключительная устойчивость в нейтральных и щелочных 
средах к расщеплению трипсином, алкалазой, нейтральной протеазой, термолизином, протосуб-
тилином и папаином. Лишь протеолиз пепсином позволяет удалить бычий сывороточный альбу-
мин. В отличие от сывороточных белков казеин хорошо расщепляется протеазами, поскольку имеет 
малоупорядоченную структуру за счет незначительного количества α-спиральных участков [8].

Основными характеристиками гидролизатов белков молока являются молекулярно-массо-
вое распределение пептидных фракций, остаточная антигенность и степень гидролиза. Известно,  
что аллергенность молочных белков обусловлена наличием в их составе антигенных детер-
минант, способных вызвать специфическую активацию Th2-хелперов и выработку IgE-анти-
тел [7]. Ферментативный гидролиз позволяет расщепить антигенные детерминанты казеина  
и сывороточных белков, что приводит к снижению их аллергенного потенциала. Молекулярная 
масса пептидов, ниже которой аллергенность гидролизата становится минимальной, составляет 
2,5–3,0 кДа. От степени гидролиза зависит область применения белковых гидролизатов (табл. 1). 
При этом выделяют частичные гидролизаты, содержащие пептиды с различными молекулярны-
ми массами и минимальное количество свободных аминокислот, и глубокие гидролизаты, пред-
ставленные короткоцепочечными пептидами и аминокислотами [12].

Т а б л и ц а  1.  Характеристика гидролизатов молочных белков в зависимости от их назначения
T a b l e  1.  Characterization of milk protein hydrolysates depending on the purpose of their use

Гидролизаты  
молочных белков

Степень  
гидролиза Назначение Молекулярная масса  

компонентов

Частичные  
гидролизаты

< 5 % Технологические добавки – пенообразователи,  
эмульгаторы

> 8,0 кДа

5–20 % Функциональные продукты с пониженной  
аллергенностью, специализированные пищевые 
продукты для лечебного и спортивного питания

3,0–10,0 кДа;
минимальное содержание  
свободных аминокислот

Глубокие  
гидролизаты 20–50 %

Гипоаллергенные пищевые продукты < 3,0 кДа

Продукты для зондового питания < 1,0 кДа;
15–20 % свободных аминокислот

> 80 % Смеси для парентерального питания < 0,5 кДа;
преобладание свободных аминокислот



	 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя хімічных навук. 2025. Т. 61, № 3. C. 227–236	 229

Среди различных способов определения степени гидролиза наиболее простым и экспресс-
ным является pH-статический метод. Он не требует проведения этапа дериватизации, необходи-
мого при титровании о-фталевым альдегидом или 2,4,6-тринитробензолсульфоновой кислотой, 
или этапов осаждения и центрифугирования при использовании трихлоруксусной кислоты.

При гидролизе белков в щелочных условиях происходит расщепление пептидной связи  
с высвобождением концевой карбоксильной группы в ионизированной форме. Образующие-
ся протоны распределяются между ионизированной и неионизированной формами концевой  
α-аминогруппы:

	 3 2P NH P NH H .+ +− − + 	 (1)

Однако свободные протоны приводят к снижению pH реакционной среды. Для поддержания 
постоянства pH требуется добавление щелочи, количество которой зависит от доли гидролизуе-
мых пептидных связей, что может быть использовано для оценки степени гидролиза [13].

Степень гидролиза (СГ, %) белков рассчитывают по формуле [14]:

	
СГ 1 1 1 100,ÑÃ V N

m h
= ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅

α 	
(2)

где V – объем щелочи, добавленной в ходе гидролиза, мл; N – молярная концентрация щелочи, 
моль/л; m – масса белка, г; h – количество пептидных связей в 1 г белка, h = 8,7 ммоль/г белков 
молока; α – степень диссоциации α-аминогрупп белков и пептидов при pH гидролиза [13], кото-
рую определяют по формуле:

	

(pH pK)

(pH pK)
10 .

1 10

−

−α =
+ 	

(3)

При этом константа диссоциации (pK) образующихся α-аминогрупп зависит от температуры 
гидролиза (T, К) следующим образом [14]:

	

(298 )pK 7,8 2400.
(298 )

T
T

−
= + ⋅

⋅ 	
(4)

Необходимо отметить, что для более интенсивного расщепления белков молока можно ис-
пользовать различные технологические подходы. Например, предварительная термообработка 
белкового субстрата обеспечивает разворачивание белковых молекул и повышает доступность 
пептидных связей к действию протеолитических ферментов [11]. Кроме того, совместное приме-
нение трипсина и алкалазы приводит к увеличению степени гидролиза белков и существенному 
снижению остаточной антигенности. Повышению степени гидролиза казеина и антиоксидант-
ной активности пептидных фракций способствует последовательное внесение алкалазы и фла-
ворзима [15].

Как отмечено выше, одними из основных биокатализаторов для гидролиза белков молока 
являются трипсин и нейтральная протеаза. При этом трипсин (КФ 3.4.21.4) избирательно гидро-
лизует пептидные связи, образованные карбоксильными группами остатков оснóвных амино-
кислот – аргинина и лизина, а нейтральная протеаза (КФ 3.4.24.28) катализирует расщепление 
пептидных связей, которые образованы аминогруппами остатков гидрофобных аминокислот – 
лейцина и фенилаланина [16].

Таким образом, целью настоящего исследования является сравнительный анализ эффектив-
ности гидролиза белков молока трипсином и нейтральной протеазой при различных способах их 
внесения.

Экспериментальная часть. В работе использовали сухое обезжиренное молоко сорта «Стан-
дарт» (содержание белка – 34 %, жира – 1  %, углеводов – 48  %; ОАО «Беллакт», Республика 
Беларусь), фермент трипсин (Sigma, США) и ферментный препарат на основе нейтральной про-
теазы (активность 3 380 ед/г; ООО «Фермент», Республика Беларусь).

Активность трипсина определяли по имеющейся методике [17].



230	  Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Chemical series, 2025, vol. 61, no. 3, pp. 227–236	

Ферментативный гидролиз белков 2%-го раствора сухого обезжиренного молока проводили 
при температуре 37 °С и pH 8,0. По окончании протеолиза ферменты инактивировали при тем-
пературе 80 °С в течение 20 мин.

Степень гидролиза белков определяли pH-статическим методом. Значение pH реакционной 
среды контролировали с помощью рН-метра HI 83141 (Hanna, Германия). Постоянство pH под-
держивали путем добавления 0,1 М раствора NaOH. Для расчета степени гидролиза использова-
ли формулы (2)–(4).

Молекулярно-массовое распределение пептидных фракций анализировали методом гель-хро- 
матографии на колонке 1,8 × 35 см с Sephadex G-50 Medium (Pharmacia Fine Chemicals, Шве- 
ция), предварительно откалиброванной по стандартным веществам1: трипсин (24 кДа), цитохром C  
(12,3  кДа; Serva Fein Biochimica, Германия), витамин B12 (1,36  кДа; Sigma, США). Свободный 
объем колонки, который составил 33,1 ± 0,1 мл, определяли по объему элюирования голубого  
декстрана 2000 (2000 кДа; Sigma, США). Перед нанесением на колонку раствор гидролизата филь- 
тровали через обеззоленный фильтр «Синяя лента» (размер пор 3–5 мкм, OOO «Мелиор XXI», 
Российская Федерация). В качестве элюента использовали 0,025 М трис-HCl буферный раствор 
(pH 8,0). Детектирование осуществляли при длине волны 280 нм на спектрофотометре Specord 
200 Plus (Analytik Jena, Германия).

Статистический анализ выполняли в программе Microsoft Office Excel 2010. Результаты экс-
периментов представлены как среднее арифметическое значение двух независимых измерений 
со стандартным отклонением. Компьютерную обработку профилей молекулярно-массового  
распределения пептидных фракций осуществляли в программе OriginPro 8.5.1 с помощью функ-
ции Гаусса.

Результаты и их обсуждение. Выбор температуры и pH среды. Анализ литературы [18–20] 
показал, что трипсин проявляет каталитическую активность при температуре 37–55 °С и pH 7,5–9,0. 
Оптимальными параметрами для нейтральной протеазы являются 30–60  °С и pH 6,0–9,0  [21].  
В связи с этим для исследования эффективности протеолиза под действием трипсина и нейтраль-
ной протеазы при различных способах их внесения (отдельно, последовательно и совместно) вы-
брали температуру 37 °С и pH 8,0.

Анализ эффективности гидролиза белков молока трипсином. Протеолиз трипсином (актив-
ность 16,99 ± 0,04 нкат/мг) проводили при фермент-субстратных соотношениях 1  :  20, 1  :  40  
и 1 : 60 в течение 240 мин. Полученные значения степени гидролиза белков приведены в табл. 2. 
Из представленных данных видно, что фермент-субстратное соотношение 1 : 20 обеспечивало 
более интенсивное протекание ферментативной реакции. Однако в ходе термической инактивации  
трипсина наблюдали образование осадка денатурированного фермента. В связи с тем что избы-
точный расход фермента приводит к накоплению потенциально аллергенного материала в гидро- 
лизате и требует дополнительной стадии очистки, то применение фермент-субстратного соотноше-
ния 1 : 20 являлось нерациональным. Кроме того, следует отметить, что при всех фермент-суб-
стратных соотношениях значительное образование продуктов гидролиза происходит в течение 
60 мин, в то время как дальнейшее протекание ферментативной реакции обеспечивает медлен-
ное увеличение степени гидролиза с завершением протеолиза на 210 мин. При этом снижение 
активности фермента обусловлено ингибирующим влиянием образующихся пептидов и амино- 
кислот. На основании вышеизложенного можно заключить, что оптимальными параметрами 
протеолиза трипсином являются фермент-субстратное соотношение 1 : 40 и продолжительность 
гидролиза 210 мин.

Профиль молекулярно-массового распределения пептидных фракций, полученных при оп-
тимальных параметрах гидролиза белков трипсином, приведен на рисунке, a. Компьютерное 
разделение пиков гауссианами позволяет рассчитать процентное содержание образовавшихся 
пептидов и определить объемы их элюирования. Как видно из табл. 3, в гидролизате содержится 
81,2 ± 5,5 % пептидов с молекулярной массой менее 3,0 кДа.

1 Уравнение калибровочного графика имеет вид: lgM = –0,0304 ⋅ Vэ + 5,6568 (R2 = 0,9994), где М – молекулярная 
масса, Да; Vэ – объем элюирования, мл.
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Т а б л и ц а  2.  Динамика изменения степени гидролиза белков молока  
при внесении ферментов по отдельности

T a b l e  2.  Dynamics of changes in the hydrolysis degree of milk proteins with the addition of enzymes separately

Продолжительность  
протеолиза, мин

Степень гидролиза, %

Фермент-субстратное  
соотношение 1 : 20

Фермент-субстратное  
соотношение 1 : 40

Фермент-субстратное  
соотношение 1 : 60

Трипсин
30 9,9 ± 0,5 8,1 ± 0,1 7,5 ± 0,3
60 11,9 ± 0,8 10,1 ± 0,3 9,6 ± 0,1
90 12,8 ± 0,5 11,2 ± 0,3 10,4 ± 0,3
120 13,4 ± 0,8 11,7 ± 0,5 11,0 ± 0,5
150 13,7 ± 0,8 12,2 ± 0,6 11,4 ± 0,5
180 14,1 ± 0,8 12,5 ± 0,6 11,7 ± 0,5
210 14,4 ± 0,6 12,8 ± 0,5 12,0 ± 0,4
240 14,4 ± 0,6 12,8 ± 0,5 12,0 ± 0,4

Нейтральная протеаза
30 15,6 ± 1,3 13,7 ± 0,8 12,3 ± 0,3
60 17,6 ± 1,0 15,2 ± 0,8 13,7 ± 0,3
90 18,5 ± 0,8 16,1 ± 0,5 14,6 ± 0,1
120 19,2 ± 0,8 17,0 ± 0,3 15,6 ± 0,3
150 19,8 ± 1,0 17,6 ± 0,5 16,1 ± 0,1
180 20,1 ± 1,0 17,9 ± 0,5 16,7 ± 0,3
210 20,5 ± 1,0 18,3 ± 0,5 17,0 ± 0,3
240 20,8 ± 0,9 18,6 ± 0,4 17,3 ± 0,1
270 21,0 ± 0,9 18,8 ± 0,4 17,6 ± 0,1
300 21,2 ± 0,6 19,0 ± 0,1 17,9 ± 0,1
330 21,3 ± 0,4 19,0 ± 0,1 17,9 ± 0,1
360 21,4 ± 0,3 19,0 ± 0,1 17,9 ± 0,1
390 21,4 ± 0,3 19,0 ± 0,1 17,9 ± 0,1

Анализ эффективности гидролиза белков молока нейтральной протеазой. Гидролиз белков 
нейтральной протеазой осуществляли при фермент-субстратных соотношениях 1  :  20, 1  :  40  
и 1 : 60 в течение 390 мин. Из табл. 2 видно, что ферментативная реакция более интенсивно про-
текает при фермент-субстратном соотношении 1 : 20. Необходимо отметить, что значительное 
образование продуктов гидролиза происходит в течение 120 мин при всех фермент-субстратных 
соотношениях, затем наблюдается постепенное увеличение степени гидролиза с окончанием 
протеолиза через 360 мин в случае фермент-субстратного соотношения 1 : 20 и через 300 мин  
в случае фермент-субстратных соотношений 1 : 40 и 1 : 60. Из полученных результатов следует,  
что оптимальными параметрами гидролиза белков нейтральной протеазой являются фермент- 
субстратное соотношение 1 : 20 и продолжительность протеолиза 360 мин.

Анализ профиля молекулярно-массового распределения (рисунок, b) показал, что гидролиз 
белков молока нейтральной протеазой при оптимальных параметрах приводит к получению гид- 
ролизата, содержащего 86,6 ± 4,7 % низкомолекулярных пептидов (см. табл. 3).

Анализ эффективности гидролиза белков молока при последовательном внесении трипсина 
и  нейтральной протеазы. Протеолиз при последовательном внесении ферментов осуществля-
ли двумя способами. При первом способе гидролиз белков проводили на протяжении 180 мин: 
сначала трипсином при фермент-субстратном соотношении 1 : 40 в течение 30 мин, а затем ней-
тральной протеазой при фермент-субстратном соотношении 1 : 20 в течение 150 мин. При этом 
установлено, что наибольшая степень гидролиза белков молока достигается в течение 150 мин 
(табл. 4). На основании анализа представленного на рисунке, c профиля молекулярно-массового 
распределения пептидных фракций следует, что в результате протеолиза образуется 94,9 ± 3,0 %  
низкомолекулярных пептидов (см. табл. 3). При втором способе гидролиз белков проводили на про- 
тяжении 210 мин: сначала трипсином при фермент-субстратном соотношении 1 : 40 в течение 
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90 мин, а затем нейтральной протеазой при фермент-субстратном соотношении 1 : 20 в тече-
ние 120 мин. Как видно из табл. 4, наибольшая степень гидролиза белков молока достигается  
в течение 180 мин. Анализ профиля молекулярно-массового распределения (рисунок, d) показал,  
что полученный гидролизат содержит 94,9 ± 3,7 % пептидов с молекулярной массой менее 
3,0 кДа (см. табл. 3).

Анализ эффективности гидролиза белков молока при совместном применении трипсина 
и нейтральной протеазы. Гидролиз белков при совместном внесении трипсина (фермент-суб-
стратное соотношение 1 : 40) и нейтральной протеазы (фермент-субстратное соотношение 1 : 20) 
осуществляли в течение 150 мин. Показано, что расщепление белкового субстрата с наиболь-
шей степенью гидролиза происходит в течение 120 мин (см. табл. 4). Профиль молекулярно-мас-
сового распределения пептидных фракций в полученном гидролизате приведен на рисунке, e.  
Как следует из табл. 3, гидролиз белков молока при совместном применении ферментов приво-
дит к образованию 91,3 ± 1,1 % низкомолекулярных пептидов.

         
			               а		       b

         
			                c		      d

e
Профили молекулярно-массового распределения пептидных фракций, полученных в результате  

гидролиза белков молока: a – трипсином; b – нейтральной протеазой; c – при последовательном внесении трипсина 
и через 30 мин нейтральной протеазы; d – при последовательном внесении трипсина и через 90 мин  

нейтральной протеазы; e – при совместном применении трипсина и нейтральной протеазы
Molecular weight distribution profiles of peptide fractions obtained by hydrolysis of milk proteins:  

a – by trypsin; b – by neutral protease; c – with sequential addition of trypsin followed by 30 min of neutral protease;  
d – with sequential addition of trypsin followed by 90 min of neutral protease; e – with joint application of trypsin and neutral protease
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Т а б л и ц а  3.  Характеристика пептидных фракций, полученных в результате гидролиза белков молока 
трипсином и нейтральной протеазой при различных способах их внесения

T a b l e  3.  Characterization of peptide fractions obtained by hydrolysis of milk proteins by trypsin  
and neutral protease using different addition methods 

Номер  
пика Объем элюирования, мл Молекулярная масса пептидной  

фракции, кДа
Содержание пептидной фракции  

в гидролизате, %

Трипсин

1 49,5 ± 0,1 14,2 ± 0,1 6,7 ± 0,5
2 58,5 ± 0,6 7,4 ± 0,4 12,1 ± 1,4
3 73,5 ± 0,4 2,7 ± 0,1 35,3 ± 2,4
4 82,5 ± 0,1 1,4 ± 0,1 45,9 ± 1,5

Нейтральная протеаза
1 55,3 ± 1,1 9,5 ± 0,7 2,3 ± 0,3
2 68,1 ± 2,3 3,9 ± 0,6 11,1 ± 0,2
3 78,3 ± 2,1 1,9 ± 0,3 29,4 ± 0,4 
4 84,6 ± 0,2 1,2 ± 0,1 46,7 ± 1,5
5 100,2 ± 0,6 0,4 ± 0,1 10,5 ± 1,4

Последовательное внесение трипсина и через 30 мин нейтральной протеазы
1 58,1 ± 0,2 7,8 ± 0,1 5,1 ± 1,1
2 73,5 ± 1,3 2,7 ± 0,2 37,0 ± 0,9
3 83,8 ± 2,1 1,3 ± 0,1 52,8 ± 0,7
4 105,2 ± 1,6 0,3 ± 0,1 5,1 ± 0,5

Последовательное внесение трипсина и через 90 мин нейтральной протеазы
1 53,0 ± 0,3 11,1 ± 0,2 5,1 ± 0,5
2 71,9 ± 0,9 3,0 ± 0,1 28,0 ± 1,2
3 82,6 ± 1,1 1,4 ± 0,3 59,4 ± 0,6
4 104,1 ± 0,6 0,3 ± 0,1 7,5 ± 0,8

Совместное применение трипсина и нейтральной протеазы
1 65,5 ± 0,9 4,7 ± 0,3 8,7 ± 0,2
2 76,0 ± 0,9 2,2 ± 0,1 26,4 ± 0,1
3 85,5 ± 1,8 1,1 ± 0,1 49,0 ± 0,2
4 99,7 ± 1,5 0,4 ± 0,1 15,9 ± 0,5

Т а б л и ц а  4.  Динамика изменения степени гидролиза белков молока при последовательном  
и совместном внесении ферментов

T a b l e  4.  Dynamics of changes in the degree of hydrolysis of milk proteins during sequential  
and joint addition of enzymes

Продолжительность 
протеолиза, мин

Степень гидролиза, %

Последовательное внесение трипсина  
и через 30 мин нейтральной протеазы

Последовательное внесение трипсина  
и через 90 мин нейтральной протеазы

Совместное применение трипсина  
и нейтральной протеазы

30 7,9 ± 0,3 8,2 ± 0,3 20,1 ± 0,1
60 17,4 ± 0,3 10,2 ± 0,4 22,3 ± 0,1
90 19,6 ± 0,3 11,3 ± 0,4 23,2 ± 0,1
120 20,5 ± 0,1 19,5 ± 0,1 23,7 ± 0,1
150 21,2 ± 0,1 21,0 ± 0,1 23,7 ± 0,1
180 21,2 ± 0,1 22,1 ± 0,1 –
210 – 22,1 ± 0,1 –

Сравнительный анализ эффективности гидролиза белков молока трипсином и нейтральной 
протеазой при различных способах их внесения. Характеристика гидролиза белков молока трип-
сином и нейтральной протеазой при различных способах их внесения представлена в табл. 5. 
Установлено, что последовательное и совместное внесение трипсина и нейтральной протеазы 
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позволяет получить больше низкомолекулярных пептидов за менее продолжительное время, 
чем использование только одного из ферментов, что обусловлено различной специфичностью 
ферментов по отношению к типу пептидной связи. При этом чем выше содержание низкомоле-
кулярных пептидов в гидролизате, тем ниже риск развития аллергических реакций [7]. Однако 
при совместном применении трипсина и нейтральной протеазы образуется меньше низкомоле-
кулярных пептидов, чем при последовательном внесении, что может быть связано с расщеплением 
одного фермента другим. Кроме того, применение только одного фермента позволяет получить 
частичные гидролизаты, в то время как последовательное и совместное внесение трипсина и ней- 
тральной протеазы обеспечивает глубокое расщепление белкового субстрата. При этом частичные 
гидролизаты могут быть использованы в рецептурах функциональных продуктов с пониженной 
аллергенностью, а глубокие гидролизаты – в составе гипоаллергенных пищевых продуктов.

Т а б л и ц а  5.  Характеристика протеолиза трипсином и нейтральной протеазой  
при различных способах их внесения

T a b l e  5.  Characterization of proteolysis by trypsin and neutral protease using different addition methods

Способ внесения ферментов Продолжительность 
гидролиза, мин

Степень  
гидролиза, %

Содержание низкомолекулярных 
пептидов в гидролизате, %

Молекулярные массы 
коротких пептидов, кДа

Трипсин 210 12,8 ± 0,5 81,2 ± 5,5 2,7 ± 0,1
1,4 ± 0,1

Нейтральная протеаза 360 21,4 ± 0,3 86,6 ± 4,7
1,9 ± 0,3
1,2 ± 0,1
0,4 ± 0,1

Последовательное внесение  
трипсина и через 30 мин
нейтральной протеазы

150 21,2 ± 0,1 94,9 ± 3,0
2,7 ± 0,2
1,3 ± 0,1
0,3 ± 0,1

Последовательное внесение  
трипсина и через 90 мин
нейтральной протеазы

180 22,1 ± 0,1 94,9 ± 3,7
3,0 ± 0,1
1,4 ± 0,3
0,3 ± 0,1

Совместное применение  
трипсина и нейтральной  
протеазы

120 23,7 ± 0,1 91,3 ± 1,1
2,2 ± 0,1
1,1 ± 0,1
0,4 ± 0,1

Заключение. В результате исследований подобраны оптимальные параметры гидролиза  
(температура 37 °С и pH 8,0) белков молока трипсином (фермент-субстратное соотношение 
1 : 40) и нейтральной протеазой (фермент-субстратное соотношение 1 : 20). Методом гель-хро-
матографии на колонке с Sephadex G-50 Medium в сочетании с компьютерной обработкой про-
филей молекулярно-массового распределения пептидных фракций установлено, что протеолиз 
трипсином в течение 210 мин приводит к образованию 81,2 ± 5,5 % коротких пептидов, а при рас-
щеплении белков нейтральной протеазой на протяжении 360 мин образуется 86,6 ± 4,7 % низко-
молекулярных пептидов. Показано, что последовательное применение трипсина и нейтральной 
протеазы двумя способами (в течение 150 и 180 мин) позволяет получить в среднем 94,9 % ко-
ротких пептидов по сравнению с совместным использованием ферментов (продолжительность 
120  мин; 91,3 ± 1,1 % низкомолекулярных пептидов). На основании вышеизложенного можно 
заключить, что содержание низкомолекулярных пептидов в гидролизате при различных способах  
внесения трипсина и нейтральной протеазы убывает в ряду: последовательное внесение > сов- 
местное внесение > нейтральная протеаза > трипсин.
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