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ИЗУЧЕНИЕ ПЕПТИДНОГО СОСТАВА  
ФЕРМЕНТАТИВНОГО ГИДРОЛИЗАТА КОНЦЕНТРАТА  
СЫВОРОТОЧНЫХ БЕЛКОВ КОРОВЬЕГО МОЛОКА  
С ЦЕЛЬЮ РАЗРАБОТКИ ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ  

ДЛЯ ТУРИСТИЧЕСКО-ОЗДОРОВИТЕЛЬНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ 

Установлены оптимальные условия предварительной обработки очищенных сывороточ-
ных белков коровьего молока и их гидролиза протеазами различного класса, получены фер-
ментативным гидролизом сывороточных белков коровьего молока пептидные фракции, оп-
ределен качественный и количественный состав пептидов. Алкалаза (сериновой протеазы) 
по сравнению с нейтразой и папаином (металло- и цистеиновой протеазой) обеспечивает 
наиболее эффективный гидролиз основных белков-аллергенов молочной сыворотки: β-лг и 
α-ла. Удаление BSA достигается ультрафильтрацией или предварительной тепловой обра-
боткой субстрата.  

Оптимальными условиями для получения гидролизата смеси сывороточных белков является 
предварительная тепловая обработка субстратов при 80°С в течение 10 мин (рН 8,0) с после-
дующим расщеплением алкалазой продолжительностью 120 мин, что приводит к снижению ан-
тигенности в 20–25 раз. Определено молекулярно-массовое распределение пептидов сывороточ-
ных белков. Установлено, что опытный образец гидролизованного белкового компонента обла-
дает приемлемыми органолептическими свойствами, низкой антигенностью и не содержит вы-
сокомолекулярных белков.  

Ключевые слова: туристическо-оздоровительная деятельность, концентрат сывороточных 
белков, ферментативный гидролизат, пептиды, антигенность. 
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STUDY OF THE PEPTIDE ENZYMATIC HYDROLYSATES  
OF WHEY PROTEIN CONCENTRATE COW'S MILK TO DEVELOP FOODS  

FOR TOURISM AND RECREATION 

The optimal conditions for pretreatment protein substrates (mixture of cow's milk whey 
proteins) and their hydrolysis by proteases of various classes for the target peptide fractions were 
determined. 

Were obtained by enzymatic hydrolysis of the whey protein of cow's milk peptide fraction; qualitative 
and quantitative composition of the peptides were defined. Alcalase (a serine protease) in comparison with 
papain and neutrase (metal and cysteine protease) provides the most efficient hydrolysis of the major 
protein allergens whey: β-lactoglobulin, α-lactoalbumin. BSA removal is achieved by ultrafiltration or 
pre-heat treatment of the substrate. Optimum conditions for obtaining whey protein hydrolyzate is a 
mixture of pre-heat treatment of the substrates at 80°C for 10 min (pH 8.0), and subsequent cleavage of 
alkalas duration 120 min. At the same time there is a reduction in antigenicity of 20–25 times. It was 
established the absence in heat-treated hydrolysates bivalent antigenic determinants. Assessed the 
sensitizing effect of whey protein concentrate and milk enzymatic hydrolyzate.  

Key words: tourism and recreation, whey protein concentrate, enzymatic hydrolyzate, peptides, 
antigenicity. 

Введение. В Республике Беларусь большое 
значение придается развитию туристическо- 
оздоровительной деятельности. Одним из важ-
нейших аспектов туристическо-оздоровительной 

деятельности является сбалансированное, рацио-
нальное питание, которое обязательно должно 
включать молочные продукты. На основе моло-
ка и молочных продуктов разработано множе-
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ство диетических и специализированных пище-
вых продуктов, в том числе для лиц, занимаю-
щихся оздоровлением [1].  

В течение последних двух десятилетий ус-
тановлено, что молочные белки являются ис-
точником биологически активных пептидов [2, 3]. 
Молочные протеины также модифицируют ши-
рокий спектр физиологических реакций [4]. 

Однако нативные белки молока обладают 
значительной антигенностью, связанной с их тре-
тичной структурой, что приводит к аллеергиза-
ции организма, в первую очередь детей, и яв-
ляется фактором риска для развития таких за-
болеваний, как атопический дерматит и брон-
хиальная астма [5]. 

В связи с этим задача снижения аллергенно-
сти молочных протеинов является актуальной. 

Различные технологические процессы пере-
работки молочного сырья: нагревание, высокое 
давление, ферментативный гидролиз и другие – 
могут изменить аллергенный потенциал пище-
вых продуктов [6, 7]. 

Нами изучена возможность снижения анти-
генных свойств молочных протеинов, входя-
щих в состав концентрата сывороточных бел-
ков (КСБ) сочетанием их термообработки и 
протеолиза. 

Основная часть. В качестве источника ос-
новных белков-аллергенов использовали КСБ.  

Для гидролиза применяли белковые субст-
раты: β-лактоглобулин (β-лг), α-лактоальбумин 
(α-ла), бычий сывороточный альбумин (БСА), а 
также сериновую протеазу (алкалаза, КФ 3.4.21.62, 
протеаза из Bacillus licheniformis, активность 
2,64 Е/г); аспарагиновую протеазу (папаин,  
КФ 3.4.22.2, выделен из Papaya latex, активность 
20 Е/мг); металлопротеазу (нейтраза, КФ 3.4.24.28, 
протеаза из Bacillus amyloliquefaciens, актив-
ность 0,9 Е/г) производства Sigma (США); КСБ, 
полученный методом ультрафильтрации (КСБ-
УФ-80, ТУ BY 100377914.550–2008). 

За основу электрофоретического разделения 
белков молока и их ферментативных гидроли-
затов принята методика, представленная в ра-
боте [8]. 

Исследование молекулярно-массового рас-
пределения пептидов осуществляли с использо-
ванием прибора Bruker Microflex (Bruker, США). 
Анализ проводили в диапазоне 1−66 кДа.  

Построение графиков и математическую об-
работку результатов исследований осуществля-
ли при помощи компьютерной программы Mic-
rosoft Office Excel 2003 (Microsoft Corporation, 
США) [9]. Достоверность различий между вы-
борками экспериментальных данных определя-
ли при помощи U-критерия Манна – Уитни при 
уровне значимости p < 0,05 [10, 11].  

Результаты и их обсуждение 
Получены экспериментальные данные о 

субстратных свойствах основных сыворточных 
белков при гидролизе различными протеазами: 
алкалазой, папаином и нейтразой.  

Папаин (КФ 3.4.22.2) – гидролитический 
фермент класса цистеиновых протеаз, выделен-
ый из папайи (Carica papaya). 

Установлено, что по окончании фермента-
тивного процесса на промежуточные пептиды 
расщепляются около 60% β-лг и лишь 30% 
α-ла, тогда как БСА сохраняется во всех образ-
цах гидролизатов.  

Нейтраза (КФ 3.4.24.28) – протеолитиче-
ский фермент класса металлопротеаз, продуце-
ном которого является Bacillus amyloliueaiens. 
Представлен способ получения гидолизата 
сывороточных белков, предполагающий при-
менение нейтразы. Согласно резульатам элек-
трофоретического анализа нативных сыворо-
точных белков, по окончании 2 ч протеолиза 
на промежуточные продукты расщепляются 
около 80% β-лг, 30% α-ла, тогда как БСА ус-
тойчив к гидролизу нейтразой. В связи с этим 
эффективность протеолиза белков молочной 
сыворотки нейтразой уменьшается в ряду  
β-лг → α-ла → БСА. Количество фракции с  
mr ≤ 10 кДа в полученном гидролизате состав-
ляет 48,0 ± 1,9 %. 

Алкалаза (сериновая эндопептидаза,  
КФ 3.4.21.62, или субтилизин), является про-
теолитическим ферментом, впервые получен-
ным из Bacillus subtilis. Показано, что в течение 
90 мин гидролизу подвергаются практически 
весь β-лг и α-ла, а после 120 мин ферментатив-
ной реакции обнаруживаются лишь следовые 
количества преобладающих сывороточных бел-
ков и нативный БСА.  

Степень протеолиза БСА достоверно не из-
меняется, что указывает на низкую эффектив-
ность гидролиза данного субстрата алкалазой. 
Анализ пептидного состава гидролизата КСБ ал-
калазой показал образование дискретной пептид-
ной фракции с mr < 6,5 кДа, количество которой 
существенно уменьшается с 90-й по 120-ю мин 
протеолиза. Кроме того, доля гидролизованной 
фракции с mr ≤ 10 кДа достигает 93,0 ± 0,6 %.  

Модификация гидролиза КСБ алкалазой с 
предварительным прогреванием образцов до 
80°С в течение 10 мин при рН 8,0 позволило 
получить гидролизат с практически полным 
протеолизом β-лг, α-ла и БСА на промежуточ-
ные пептиды (рисунок). 

Изучение профиля пептидов, полученного 
высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фией, позволило установить, что в нем не со-
держатся сывороточные белки (рисунок).  
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ВЭЖХ-профиль ферментативного гидролизата сывороточных белков молока: 

β-лг А, В – генетические варианты β-лг 
 

Заключение. Разработана система фер-
ментативного гидролиза КСБ с применением 
алкалазы и предварительного нагревания проб, 
что позволило получить гидролизат с практи-
чески полным расщеплением сывороточных 
белков БСА, α-лактоальбумина и β-лактогло-
булина, являющихся высокоаллергенными про-

теинами. Проведенные исследования подтвер-
ждают значительное снижение антигенности 
полученного гидролизата, что в перспективе 
может быть использовано для разработки но-
вых функциональных гипоаллергенных пище-
вых продуктов, в том числе и оздоровительной 
направленности. 
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