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Аннотация. Цель работы – обоснование выбора ферментных препаратов Promod 523MDP, Promod 439L, Flavorpro 766MDP, 

Flavorpro 750MDP (производитель – Biocatalysts Limited, Великобритания) и определение эффективного времени гидролиза 

сывороточных белков в ультрафильтрационном концентрате (УФ-концентрате) подсырной сыворотки для снижения 

их аллергенности на основании анализа кинетических констант реакции протеолиза. Экспериментальные исследования 

проводили с образцами УФ-концентрата подсырной сыворотки с массовой долей общего белка не менее 3,0%, полученными 

на промышленной ультрафильтрационной установке MMS Swissflow UF с керамическими мембранами в условиях ПАО 

МК «Воронежский». Предварительно их подвергали ферментативному гидролизу в течение 8 ч при постоянной температуре, 

исходя из данных по дозировке, оптимума рН и температуры используемых ферментов, рекомендованных производителем. 

Для оценки эффективности действия применяемых ферментных препаратов использовали константу «специфичности» Vmax/Km, 

характеризующую константы всех стадий реакции гидролиза. Сделан вывод о том, что изученные ферментные препараты 

с достаточной эффективностью могут быть использованы для гидролиза сывороточных белков УФ-концентрата подсырной 

сыворотки. Наиболее высокой скоростью протеолиза характеризуется смесь Promod 439L и Flavorpro 766MDP в соотношении 

1,5 и 3,0% соответственно от общего содержания белка в субстрате. По результатам микроскопирования доказано увеличение 

растворимости азотсодержащих компонентов после гидролиза вследствие уменьшения на поверхности пептидов гидрофобных 

участков. Полученный гидролизат может быть реализован в технологии широкого ассортимента молочных и кисломолочных 

продуктов для снижения их остаточной антигенности путем частичной замены в рецептуре обезжиренного молока. 

Ключевые слова: протеолиз, скорость гидролиза, константа специфичности, снижение аллергенности, сывороточные белки 
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Abstract. The purpose of the research is to substantiate the choice of enzyme preparations Promod 523MDP, Promod 439L, Flavorpro 

766MDP, and Flavorpro 750MDP (Biocatalysts Limited, UK) and to determine the effective time of whey proteins hydrolysis in an 

ultrafiltration concentrate (UF-concentrate) of cheese whey for reducing their allergenicity based on the analysis of kinetic constants 

of the proteolysis reaction. Experimental studies were carried out with samples of cheese whey UF-concentrate with a total protein 

mass fraction at least 3.0% obtained with the use of industrial ultrafiltration unit MMS Swissflow UF with ceramic membranes under 

the conditions of the PSC Dairy Plant “Voronezhskii”. They were preliminarily subjected to enzymatic hydrolysis for 8 hours at a 

constant temperature, based on the dosage data, the optimum pH and the temperature of the used enzymes, recommended by the 

manufacturer. The specificity constant Vmax/Km was used to estimate the effectiveness of the enzyme preparations, which characterizes 

the constants of all stages of the hydrolysis reaction. The highest proteolysis rate has a mixture of Promod 439L and Flavorpro 766MDP 

in the ratio of 1.5 and 3.0%, respectively, of the total protein content in the substrate. Microscopy results showed an increasing in the 

solubility of nitrogen-containing components after hydrolysis due to a decreasing in hydrophobic areas on the surface of peptides. The 

resulting hydrolysate can be applied in the technology of a wide range of dairy products to reduce their residual antigenicity by partially 

replacing skim milk in the formulation. 

Keywords: proteolysis, hydrolysis rate, specificity constant, decreased allergenicity, whey proteins   
 

Введение 

Белки имеют важное значение в пищевом 

рационе человека, поэтому их получают из  

различных сырьевых источников и применяют 

при производстве продуктов питания. Однако 

ассортиментные группы пищевых продуктов 

для обогащения зачастую ограничены свой-

ствами, которыми характеризуются белки. 

Их направленное изменение возможно посред-

ством различных способов, одним из которых 

является ферментативный гидролиз. Этот способ 

широко используется в пищевой промышленно-

сти, особенно при получении низкоаллергенных 

заменителей грудного молока и хорошо раство-

римых пептидных фракций для обогащения 

различных пищевых продуктов [1, 2, 3]. 
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Микробиологические протеазы охватывают 

широкий спектр ферментов, воздействующих 

на пептидные связи в молекулах белков и пеп-

тидов [4]. Некоторые из них способны разрывать 

только специфические связи между определен-

ными α-аминокислотами на N- или С-терми-

нальных участках или внутри пептидных цепей. 

При этом важное значение для проведения 

направленного протеолиза представляет сов-

местное использование эндо- и экзопептидаз. 

Первые участвуют в расщеплении белков 

на олигопептиды, вторые, проявляя свойства 

амино- или дипептидаз, разрушают образующиеся 

молекулы до свободных α-аминокислот. 

Важным сырьевым источником полноцен-

ных белков животного происхождения является 

подсырная сыворотка, объемы получения которой 

на молочных предприятиях значительно воз-

росли за последние несколько лет [5]. Молекулы 

сывороточных белков содержат ряд последова-

тельностей аминокислот, близких к составу 

белков мышечной ткани человека. Также они 

превосходят все известные белки животного 

и растительного происхождения по количеству 

в молекулах аминокислот с разветвленной це-

пью (лейцина и изолейцина, валина) и общему 

количеству незаменимых аминокислот (метионина, 

триптофана, лизина, треонина). Фактором, 

ограничивающим применение сывороточных 

белков в пищевых технологиях, является их ал-

лергенность [6, 7]. Значительной аллергенностью 

среди всех сывороточных белков характеризуется 

β-лактоглобулин. 

В этой связи проведены исследования 

по снижению антигенности сывороточных белков 

подсырной сыворотки в результате фермента-

тивного гидролиза с применением различных 

высокоспецифичных протеаз: Promod 523MDP, 

Promod 439L, Flavorpro766MDP и Flavorpro 

750MDP (производитель – Biocatalysts Limited, 

Великобритания). Promod 523MDP – нейтральная 

протеаза, которую используют для эффективного 

гидролиза β-лактоглобулина. Promod 439L –  

протеаза, субстратом для которой является  

как β-лактоглобулин, так и α-лактоальбумин. 

Flavorpro766 MDP – ферментный препарат, 

который может проявлять свойства как экзо-, 

так и эндопептидазы, отщепляя аминокислоты 

с высокой гидрофобностью и снижая таким об-

разом горечь образующихся пептидов. Flavorpro 

750MDP – протеаза, применяемая для контроля 

длины образующихся при гидролизе белков 

пептидов и снижения их горечи. 

Цель работы – обоснование выбора фер-

ментных препаратов и определение эффективного 

времени гидролиза сывороточных белков  

в ультрафильтрационном концентрате (УФ-

концентрате) подсырной сыворотки для снижения 

их аллергенности на основании анализа кине-

тических констант реакции протеолиза. 

Материалы и методы 

Экспериментальные исследования проводили 

с образцами УФ-концентрата подсырной сыворотки 

с массовой долей общего белка не менее 3,0%, полу-

ченными на промышленной ультрафильтрационной 

установке MMS Swissflow UF с керамическими  

мембранами в условиях ПАО МК «Воронежский» [8]. 

Предварительно их подвергали ферментативному 

гидролизу в течение 8 ч при постоянной температуре 

в условиях кафедры технологии продуктов живот-

ного происхождения ФГБОУ ВО ВГУИТ, исходя из 

данных по дозировке, оптимума рН и температуры 

используемых ферментов, рекомендованных произво-

дителем. Поскольку активная кислотность исследуемой 

смеси изменялась в связи с высвобождением амино- 

и карбоксильных групп, протеолиз проводили в буфер-

ной системе, уровень рН поддерживали внесением 

растворов кислоты или щелочи. С целью инактива-

ции ферментов по окончании гидролиза образцы 

подвергали тепловой обработке при t = (80 ± 2) °C 

с выдержкой не менее τ = 5 мин. 

Для изучения основных кинетических  

характеристик протеолиза сывороточных белков 

в УФ-концентрате подсырной сыворотки была приме-

нена модель А.И. Костнера, С.В. Богаткова и  

А.Д. Неклюдова [9]. Кинетические константы реакции 

гидролиза рассчитывали по уравнениям [10, 11, 12]: 

 max ,Kt

t

P
V V e

t

     (1) 

 maxln ln( ) ln ,i
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V V K t
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где Р – концентрация в 1 л реакционной смеси рас-

щепленных пептидных связей к моменту времени t, 

выраженная в граммах условного азота свободных 

аминогрупп (г/л); Vmax – максимальная скорость гид-

ролиза, моль/л·с; Кi – константа специфичности,       

с-1/моль; Км – константа Михаэлиса, моль/л. 

Скорость ферментативной реакции находили 

с помощью графоаналитического метода с примене-

нием линейного преобразования уравнения Миха-

элиса–Ментен в зависимость Эди–Скетчарда [13]. 

Течение реакции контролировали по изменению 

концентрации небелкового азота в исследуемых  

образцах методом Къельдаля в соответствии  

с ГОСТ Р 55246–2012. Ввиду присутствия несколь-

ких потенциальных субстратов в реакционной смеси  

(β-лактоглобулин, α-лактоальбумин, иммуноглобу-

лины) каталитическую эффективность исследуемых 

ферментов оценивали по константе специфичности 

Vmax/Km. Ее максимальное значение определяется  

частотой столкновений субстрата и фермента,  
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приводящих к образованию фермент-субстратного 

комплекса, что, в свою очередь, прямо пропорцио-

нально скорости диффузии реагирующих веществ 

в растворе. Эта величина важна для анализа особен-

ностей образования фермент-субстратного комплекса 

при наличии избытка активных центров связывания 

субстрата, что позволяет непосредственно оценить 

эффективность работы фермента при взаимодей-

ствии с различными субстратами. 

Микроскопические исследования образцов 

проводили с препаратом «раздавленная капля» 

с применением микроскопа «Альтами Био 1», фото-

насадка Canon) при увеличении в 600/0,85 раз. 

В ходе выполнения эксперимента при опреде-

лении каждого показателя проведены 5 – 10 опытов 

в трехкратной последовательности с последующей 

обработкой полученных результатов методами ма-

тематической статистики с использованием пакета 

прикладных программ «MathCad 16.0». 

Результаты и обсуждение 

В процессе ферментативного гидролиза 

происходило накопление пептидов и свободных 

аминокислот (таблица 1). При этом наиболее 

полно гидролиз протекал при совместном  

использовании эндопептидазы Promod 439L 

и экзопептидаз Flavorpro 766MDP и Flavorpro 

750MDP.  

Полученные результаты, выраженные 

как функция скоростей гидролиза во вре-

мени [Р/t = f(t)], представляют собой гипербо-

лические кривые. Проведена их линеаризация, 

позволившая преобразовать их в прямые псев-

допервого порядка (рисунок 1). На них условно 

можно выделить 2 стадии процесса: «быструю» 

(первые 3 ч) и «медленную» (3–8 ч), в течение 

которых происходит накопление приблизи-

тельно равных количеств небелкового азота. 

Снижение скорости реакции на второй стадии 

протеолиза обусловлено насыщением системы 

продуктами реакции и достижением стацио-

нарной фазы. На основании данных рисунка 1 

рассчитаны максимальные скорости реакции 

и эффективное время ферментативного гидролиза: 

точки пересечения линейных отрезков при  

экстраполяции с осью ординат соответствуют 

максимальным скоростям гидролиза (Vmax), а с осью 

абсцисс – эффективному времени гидролиза [12]. 

Таблица 1. 

Изменение содержания небелкового азота в образцах в процессе протеолиза 

Table 1.  

Change in non-protein nitrogen content in samples during proteolysis 

Продолжительность 

гидролиза, мин  

Duration of hydrolysis, 

min 

Содержание небелкового азота в пробе, полученной с применением ферментных 

препаратов, % 

Non-protein nitrogen content in a sample obtained using enzyme preparations, % 

Promod 

523MDP 

Promod 

439L 

Flavorpro 

766MDP 

Flavorpro 

750MDP 

Promod 

523MDP + 

Flavorpro 

750MDP 

Promod 

439L + 

Flavorpro 

766MDP 

Promod 

523MDP + 

Flavorpro 

766MDP 

Promod 

439L + 

Flavorpro 

750MDP 

0 0,094 0,094 0,094 0,094 0,094 0,094 0,094 0,094 

30 0,098 0,101 0,097 0,095 0,103 0,108 0,105 0,105 

60 0,107 0,112 0,103 0,099 0,115 0,125 0,118 0,122 

90 0,125 0,130 0,113 0,107 0,129 0,147 0,133 0,144 

120 0,139 0,148 0,126 0,117 0,150 0,164 0,156 0,159 

150 0,161 0,175 0,141 0,129 0,176 0,205 0,181 0,192 

180 0,183 0,196 0,158 0,142 0,202 0,251 0,213 0,235 

240 0,195 0,208 0,175 0,158 0,233 0,288 0,238 0,272 

300 0,203 0,217 0,185 0,166 0,249 0,311 0,252 0,287 

360 0,210 0,224 0,191 0,175 0,262 0,321 0,275 0,297 

420 0,212 0,228 0,193 0,177 0,266 0,326 0,278 0,301 

480 0,215 0,231 0,194 0,178 0,268 0,329 0,280 0,303 
 

Для оценки эффективности действия 

применяемых ферментных препаратов исполь-

зовали константу специфичности Vmax/Km,  

характеризующую константы всех стадий  

реакции гидролиза. Анализ средних численных 

значений кинетических параметров реакции 

протеолиза (таблица 2) позволяет прийти  

к заключению, что изученные ферментные пре-

параты с достаточной эффективностью могут 

быть использованы для гидролиза сывороточных 

белков УФ-концентрата подсырной сыворотки. 

При этом высокая скорость протеолиза, веро-

ятно, обусловлена низкой энергией активации. 

В этой связи полученные гидролизаты могут 

характеризоваться высоким содержанием корот-

коцепочечных пептидов с низкой гидрофобно-

стью, обусловливающей горький вкус конечного 

продукта [14]. 
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Рисунок 1. Изменение скорости ферментативной реакции в процессе гидролиза 

Figure 1. Change in the rate of enzymatic reaction during hydrolysis 

Таблица 2. 

Кинетические параметры реакции протеолиза различными препаратами 

Table 2.  

Kinetic parameters of the proteolysis reaction by various enzymes 

Ферментный препарат  

Enzyme 

Максимальная скорость реакции 

Maximum reaction rate 

Vmax·10-4, g·l-1·s-1 

Константа «специфичности» 

Specificity constant 

Vmax/Km, s-1/mmol 

Promod 523MDP 6,1 ± 0,4 2011 

Promod 439L 7,5 ± 0,3 3785 

Flavorpro 766MDP 8,7 ± 0,2 1438 

Flavorpro 750MDP 10,3 ±0,2 2910 

Promod 523MDP + Flavorpro 750MDP 6,9 ± 0,3 2561 

Promod 439L + Flavorpro 766MDP 9,1 ± 0,2 4237 

Promod 523MDP + Flavorpro 766MDP 7,6 ± 0,3 1824 

Promod 439L + Flavorpro 750MDP 8,5 ± 0,2 3973 

 

В процессе гидролиза ферментными пре-

паратами с максимальной скоростью гидролиза 

возможно также образование значительного  

количества свободных аминокислот, которые 

помимо отрицательного влияния на органолепти-

ческие свойства могут приводить к увеличению 

осмотичности гидролизатов и снижению их 

биологической ценности, поскольку скорость 

всасывания свободных аминокислот в тонком 

кишечнике человека существенно ниже по 

сравнению с олигопептидами [15]. Поэтому на 

основании проведенных исследований сделан 

вывод о целесообразности применения фер-

ментных препаратов Promod 439L и Flavorpro 

766MDP для эффективного гидролиза сыворо-

точных белков в УФ-концентрате подсырной 

сыворотки в количестве 1,5 и 3,0% соответственно 

от общего содержания белка в субстрате. 

Поскольку полученный гидролизат пла-
нируется применять в технологии молочных 
продуктов для частичной замены обезжиренного 
молока в нормализованной смеси и снижения 
таким образом их аллергенности, важной его 
характеристикой является растворимость азот-
содержащих компонентов. Этот показатель 
значительно увеличивается с повышением сте-
пени гидролиза, что обусловлено изменением 
заряда белков и пептидов (рисунок 2). 
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(a) (b) 

Рисунок 2. Микроструктура изученных образцов (увеличение 600/0,85): а) УФ-концентрат подсырной 

сыворотки; б) гидролизат сывороточных белков, полученный с применением ферментных препаратов 

Flavorpro 766MDP и Promod 439L 

Figure 2. Microstructure of the studied samples (magnification 600/0.85): a) UF-concentrate of cheese whey;  

b) hydrolysate of whey proteins obtained with the use of enzyme preparations Flavorpro 766MDP and Promod 439L 
 

При снижении на поверхности пептидов 

гидрофобных участков общая растворимость 

азотсодержащих компонентов увеличивается. 

Заключение 

Полученный гидролизат может быть реа-

лизован в технологии широкого ассортимента 

молочных и кисломолочных продуктов 

для снижения их остаточной антигенности пу-

тем частичной замены в рецептуре обезжирен-

ного молока. 
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