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Проблемы переработки молочной сыворотки, несмотря на многообразие существующих технологий и продуктов, 
до настоящего времени остаются актуальными, особенно с учетом высокой ценности сывороточных белков. Одним 
из наиболее востребованных направлений является создание функциональных напитков, при производстве которых 
используется процесс ферментативного гидролиза белков молочной сыворотки. Целью данной работы является изу-
чение и совершенствование технологических параметров ферментативного гидролиза белков молочной сыворотки. 
Предложены биотехнологические принципы получения напитков, включающие электрохимическую активацию и фер-
ментативный гидролиз белков молочной сыворотки. Изучено влияние электрохимической активации на динамику 
изменения рН молочной сыворотки, степень и продолжительность ферментативного гидролиза. В образцах гидро-
лизованной сыворотки исследованы пептидные профили и число свободных аминогрупп с использованием системы 
Experion Pro260. Применение электрохимической активации позволяет интенсифицировать процесс гидролиза бел-
ков молочной сыворотки и повышает эффективность действия гидролитических ферментов. Проведена оптимиза-
ция процесса ферментативного гидролиза белков молочной сыворотки, обработанной электрохимической актива-
цией, и определены оптимальные параметры процесса гидролиза:  рН – 7,25, продолжительность ферментации – 6 ч, 
температура – 38–40 °С при использовании ферментов с активностью 25 000 и 36 000 единиц на мл. Анализ коли-
чественного и качественного состава спортивных напитков подтвердил обогащение аминокислотного состава.

Ключевые слова: молочная сыворотка, подсырная сыворотка, ферменты, панкреатин, ферментативный гидролиз,  
трансформация, электрохимическая активация
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Введение 
Молочная сыворотка – вторичное молочное 
сырье, образующееся в результате производства 
сыра и творога. В ряде стран такое сырье счита-
ется промышленными отходами с низкой добав-
ленной стоимостью [1]. На сегодняшний день годо-
вой объем производства молочной сыворотки 
в мире превышает 220 млн т. Выход сыворотки при 
этом достигает 85–90 % от общего объема пере-
рабатываемого сырья, а в ее составе содержится 

примерно половина питательных веществ молока 
[2]. В сухом веществе молочной сыворотки можно 
выделить основные составляющие, процентное 
соотношение которых выглядит так: лактоза зани-
мает примерно 70 %, азотистые вещества –  
около 14,5 %, жир – порядка 7,5 %, минеральные 
соли – около 8 %. Важно отметить, что исключи-
тельная биологическая ценность сыворотки  
определяется сывороточным протеином.  
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Помимо этого, молочная сыворотка содер-
жит в себе витамины, гормоны, разнообраз-
ные органические кислоты, иммунные тела, 
а также полезные микроэлементы [3].

Сывороточный протеин представляет собой 
набор глобулярных белков с высоким уровнем 
α-спиральной структуры, а кислотно-основные 
и гидрофобно-гидрофильные аминокислоты 
распределены в довольно сбалансирован-
ной форме [1]. Альфа-лактальбумин и бета-
лактоглобулин являются преобладающими 
и составляют около 70–80 % от общего коли-
чества сывороточных протеинов. Среди дру-
гих типов сывороточных белков следует 
упомянуть иммуноглобулины, сывороточ-
ный альбумин, лактоферрин, лактоперокси-
дазу и протеозопептоны [4]. Сывороточные 
протеины характеризуются наличием вто-
ричной, третичной и четвертичной струк-
тур. Они термолабильны, стабилизируя свою 
протеиновую структуру посредством меж
молекулярных дисульфидных связей [5].

При этом сброс молочной сыворотки не только 
приводит к потере ценных питательных веществ, 
но и увеличивает загрязнение окружающей 
среды из-за присутствия большого количе-
ства органических веществ и характеризуется 
высокой биологической потребностью в кисло
роде 30 000–60 000 частей на миллион [6]. 

Наличие питательных веществ в молочной 
сыворотке и, как следствие, ее высокая биоло-
гическая ценность обуславливает повышен-
ный интерес к ее переработке. Современный 
рынок молочных ингредиентов показывает, что 
более 50 % всей производимой в мире подсыр-
ной сыворотки перерабатывается в различные 
продукты питания. Около 45 % таких продуктов 
производится в жидкой форме, а 30 % – в виде 
сухого порошка сыворотки, причем более 15 % 
в виде кристаллической лактозы и различных 
побочных продуктов ее переработки, а оста-
ющиеся – в виде концентратов сывороточных 
белков [7, 8]. Основные компоненты сыворотки 
включают лактозу, белки, витамины и минералы, 
что обуславливает использование различных 
технологических и физико-химических процес-
сов обработки для ее использования в каче-
стве основного компонента при производстве 
пищевых и фармацевтических продуктов [8]. 

Существует два направления, на которые можно 
подразделить процессы переработки молочной 
сыворотки. Первое направление – это прямая физи-
ческая и термическая обработка с получением 
сухого порошка сыворотки, концентратов и изоля-
тов сывороточных белков, сывороточного перме-
ата, лактозы и других продуктов. Второе направле-
ние предполагает биотехнологическую обработку, 
при которой сыворотка используется в качестве 
субстрата для различных микробиологических 
либо ферментативных процессов при получении 
продуктов, к которым относятся кормовые сред-
ства и концентраты для животных, пробиотики, 
органические кислоты, ферменты и т. д. [7–10].

Вследствие воздействия различных фермен-
тов, таких как пищеварительные ферменты или 
различные микробные протеазы, биологиче-
ски активные пептиды освобождаются из после-
довательности белка и тем самым  переходят 
в активную форму, придавая гидролизатам раз-
личные функциональные свойства [11, 12].

Пептиды, полученные из фракций казеина 
и сывороточных белков, включая опиоидные 
пептиды, антигипертензивные пептиды, казе-
иновые фосфопептиды, гликомакропептиды 
и лакторфины, обладают различными физиоло-
гическими функциями, такими как опиоидопо-
добные свойства, иммуностимулирующая и анти-
гипертензивная активность, антибактериальное 
и противовирусное воздействие, а также спо-
собствуют улучшению усвоения кальция [4].

В отличие от химического и физического гидро-
лиза, который проходят при экстремальных 
режимах (высокая температура, крайне низ-
кий или высокий рН), ферментативный гидро-
лиз белков осуществляется в более щадящих 
условиях: при рН 6–8 и температуре 35–60 °С.

Следует отметить, что в результате ферментатив-
ного гидролиза практически не происходит потери 
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аминокислот и биологической ценности конечного 
продукта. Особенностью действия протеолитиче-
ских ферментов является специфичность по отно-
шению к пептидной связи [13, 14]. В зависимости 
от содержания аминокислот, молекулярной массы, 
полипептидной принадлежности, наличия ди-, три- 
и олигопептидов может быть определена область 
наиболее эффективного использования получен-
ных гидролизатов молочной сыворотки. Помимо 
этого, дополнительной привлекательностью для 
производства белковых гидролизатов являются 
их технологические свойства: достаточно высо-
кая устойчивость к образованию осадка при воз-
действии разных факторов, таких как изменение 
кислотности (pH) или присутствие ионов метал-
лов, стойкость при обработке высокими температу-
рами и улучшенная способность растворяться [15].

Все ферменты имеют оптимальные значения pH,  
температуры и концентрации субстрата, при кото-
рых они проявляют максимальную активность. 
Известно, что эффективность ферментативного 
гидролиза зависит от нескольких факторов и в пер-
вую очередь от рН среды, в которой происхо-
дит реакция [16]. Изменение pH может повлиять 
на активность фермента и, следовательно, на про-
цесс гидролиза, а чрезвычайно низкие или высо-
кие значения pH могут вызвать денатурацию фер-
ментов, что приводит к их инактивации. В связи 
с тем, что при производстве молочной сыворотки 
наблюдаются колебания уровня pH, было решено 
применить электрохимическую активацию для 
стабилизации активной кислотности сырья [17]. 
Применимость электрохимической активации 
к обработке молочной сыворотки обусловлена 
относительно высоким содержанием минераль-
ных веществ в сыворотке (0,05 г/л) и наличием у нее 
необходимых свойств для быстрого и эффектив-
ного накопления активных заряженных частиц [13]. 

Электрохимическая активация – это комплекс 
взаимосвязанных реакций в области простран-
ственного заряда у поверхности электродов 
и электрохимических воздействий на среду 
с содержащимися в ней ионами и молекулами 
растворенных веществ при неравновесном пере-
носе заряда через границу «электрод –  
электролит» в условиях минимального выде-
ления тепла [18]. Явным достоинством при 
использовании электрохимической актива-
ции является уменьшение или полное исклю-
чение химических реагентов, снижение 

загрязненности отработанных раство-
ров, повышение качества целевых про-
дуктов, сокращение продолжительности 
обработки, повышение эффективности раз-
личных технологических процессов. 

Целью работы являлось усовершенствова-
ние технологических параметров фермента-
тивного гидролиза молочной сыворотки. 

Объекты и методы исследования
Ферменты. В ходе исследований использова-
лись ферментные препараты панкреатина (фирма 
«Эрмиталь») с различной активностью – 10 000, 
25 000 и 36 000 ЕД. Эти панкреатические препа-
раты представляют собой сложный биологиче-
ский продукт, который производится из подже-
лудочных желез животных, в основном свиней. 
В их состав входят ферменты, обладающие раз-
личными видами активности: липолитиче-
ской, амилолитической и протеолитической.

Подсырная сыворотка. Подсырная сыво-
ротка (по ГОСТ 34352-2017 «Сыворотка молоч-
ная – сырье»), обезжиренная подсырная сыво-
ротка, гидролизованная подсырная сыворотка, 
ферментированная молочная сыворотка.

Установка для проведения электрохимиче-
ской активации. Для оптимизации параметров 
ферментативного гидролиза молочной сыво-
ротки использовалась экспериментальная лабо-
раторная установка электрохимической акти-
вации. Схема электроактиватора представляет 
собой конструкцию, включающую в себя емкость, 
пару электродов и полупроницаемую ионообмен-
ную мембрану (анионитовая или катионитовая), 
которая имеет форму перегородки или мешка. 
Данная мембрана необходима для размещения 
в ней одного из электродов. В результате электро
литического процесса при воздействии постоян
ного электрического поля происходит получе-
ние анодной (кислой) и катодной (щелочной) 
воды. При этом возле анода формируется кислая 
среда (анолит с рН 2,0–2,5), а возле катода обра-
зуется щелочная среда (католит с рН 10,0–12,0). 

Прибор автоматического электрофореза 
Experion Pro260. Experion Pro260 используется 
для экспресс-анализа белков с помощью автома-
тизированной системы электрофореза. Система 
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Experion использует микрофлюидную технологию 
LabChip для автоматизации электрофореза бел-
ков и нуклеиновых кислот путем интеграции раз-
деления, обнаружения и анализа данных на одной 
платформе. Прибор состоит из аппаратной части 
и чипов для автоматического электрофореза. Вну-
три каждого чипа ряд микроканалов соединяет 
лунки для образцов с разделительным каналом 
и буферными лунками. Набор электродов в стан-
ции электрофореза подает напряжение на микро-
каналы, заставляя заряженные молекулы в образ-
цах мигрировать в разделительный канал, через 
который последовательно анализируются образцы 
с достаточной высокой задержкой между ними, 
чтобы предотвратить перекрестное загрязнение.

Результаты и их обсуждение
Для улучшения эффективности ферментативного 
гидролиза молочной сыворотки изучалось влия-
ние таких факторов, как начальный рН молочной 
сыворотки, температура, продолжительность фер-
ментативного гидролиза и активность фермента.

Сухую подсырную сыворотку восстанавли-
вали дистиллированной водой при темпе-
ратуре 38–40 °C до содержания 6,0 % сухих 
веществ, что соответствовало массовой доле 
белка 0,8 %. Восстановленную сыворотку пасте-
ризовали при температуре 75 °C и охлаждали 
до 38 °C. Восстановленную сыворотку разде-
ляли на 3 образца, которые подвергли воздей-
ствию электрохимической активации до значений 
рН 7,0, 7,25 и 7,5. Далее в образцы вносили фер-
мент с различной активностью – 10 000, 25 000 
и 36 000 ЕД в количестве 0,1 % от объема рас-
твора. Продолжительность ферментативного 
гидролиза составляло 4, 6 и 8 ч соответственно.

По завершении процесса ферментации опреде-
ляли массовую долю аминного азота в подсыр-
ной сыворотке методом формольного титрова-
ния. Полученные результаты позволили выявить 
достоверное увеличение содержания свобод-
ных аминогрупп в образцах после ферментации 
по сравнению с исходной молочной сывороткой.

На рисунках 1, 2 представлены диаграммы Парето 
как «стандартизированные эффекты», которые 
рассчитывались по соотношению между «зна-
чениями эффекта» и их стандартным отклоне-
нием, полученным в ходе оптимизации процесса. 

На рисунках 1, 2 вертикальная красная линия 
отделяет значимые факторы и взаимодействия. 
Эта линия на оси Х соответствует критическому 
значению распределения Стьюдента, кото-
рое определяется с учетом степени свободы, 
вовлеченной в расчет стандартного отклоне-
ния эффектов, и уровня достоверности [19].

Анализ данных, представленных на рисунке 2,  
позволяет сделать вывод о том, что главными 
факторами, оказывающими наибольшее вли-
яние на содержание аминного азота, являются 
продолжительность ферментативного гидро-
лиза и рН, значения которого регулируются 
в установке электрохимической активации. 

На рисунках 3–5 представлены поверхности 
отклика титруемой кислотности молочной сыво-
ротки при варьировании входных параметров. 
Поверхности отклика – математический метод 

Рисунок 1. Сравнительное влияние 
продолжительности ферментативного гидролиза 
и начального рН молочной сыворотки на титруемую 
кислотность молочной сыворотки

Активность ферментов (Q)

(3) Время (L)

(1) pH (L)

pH (Q)

Время (Q)

(2) Активность ферментов (L)

Рисунок 2. Сравнительное влияние 
продолжительности ферментативного гидролиза 
и начального рН молочной сыворотки на изменения 
аминного азота аминогрупп

Активность ферментов (Q)

(2) Время (L)

(3) pH (L)

pH (Q)

Время (Q)

(1) Активность ферментов (L)



30

исследования зависимости результативности  
системы от множества варьируемых пара-
метров, применяемый для моделирова-
ния, аналитических исследований [20].

На рисунке 3 показано влияние активно-
сти фермента и продолжительности фермен-
тативного гидролиза. Из рисунка видно, что 
постепенное увеличение титруемой кислотно-
сти прямо пропорционально продолжитель-
ности ферментативного гидролиза и дости-
гает своего максимального значения через 
6–8 ч. При этом максимальное значение дости-
гается при активности фермента 25 000 ЕД. 

На рисунке 4 представлена зависимость титру-
емой кислотности от начального значения 
рН молочной сыворотки и продолжительности 
ферментативного гидролиза. Данный рисунок 
характеризуется прямо пропорциональной зави-
симостью между длительностью ферментативного 
гидролиза и начальным значением рН молочной 
сыворотки, но при этом максимальное значение 
наблюдается при значении рН 7,25 и продолжи-
тельности ферментативного гидролиза 6–8 ч.

На рисунке 5 показана зависимость титруемой  
кислотности от начального значения рН и фермен-
тативной активности. Максимальное значение  

титруемой кислотности наблюдается при 
рН 7,25 и достигает своего максимума при 
ферментативной активности 25 000 ЕД.

На рисунках 6–8 представлены поверхности 
отклика выходного параметра изменения  
концентрации аминного азота.

Рисунок 3. Поверхность отклика изменения титруемой 
кислотности (Y) молочной сыворотки в зависимости 
от активности фермента (X1) и продолжительности 
ферментативного гидролиза (X2)

Рисунок 4. Поверхность отклика изменения титруемой 
кислотности (Y) молочной сыворотки в зависимости 
от начального рН молочной сыворотки (X1) 
и продолжительности ферментативного гидролиза (X2)

Рисунок 5. Поверхность отклика изменения 
титруемой кислотности (Y ) молочной сыворотки 
в зависимости от активности фермента (X1) 
и начального рН молочной сыворотки (X2)
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На рисунке 6 показано влияние начального рН  
молочной сыворотки и ферментативной актив-
ности препарата. Следует отметить, что макси-
мальное значение аминного азота аминогрупп 
наблюдается при значениях рН 7,25 и фер-
ментативной активности 25 000 ЕД.

На рисунке 7 представлена зависимость изме-
нения аминного азота аминогрупп от началь-
ного значения рН и продолжительности фермен-
тативного гидролиза. На рисунке представлена 
прямо пропорциональная зависимость между 
длительностью ферментативного гидролиза 
и начальным значением рН молочной сыво-
ротке, при этом максимальное значение наблю-
дается при значении рН 7,25 и продолжитель-
ности ферментативного гидролиза 6–8 ч.

На рисунке 8 представлено изменение амин-
ного азота аминогрупп в зависимости от про-
должительности ферментативного гидро-
лиза и ферментативной активности препарата. 
На рисунке проявляется линейная зависи-
мость от продолжительности ферментатив-
ного гидролиза, и оптимальным является 
значение 6–8 ч, при этом ферментативная актив-
ность препаратов 25 000 ЕД и 36 000 ЕД позво-
ляет получать практически идентичные зна-
чения аминного азота аминогрупп.

Таким образом, проанализировав графические 
зависимости на рисунках 1–8, можно констатиро-
вать, что оптимальные параметры ферментатив-
ного гидролиза молочной сыворотки находятся 
при начальном значении рН 7,25, времени фер-
ментативного гидролиза 6–8 ч и ферментативной 
активности препаратов 25 000 ЕД и 36 000 ЕД.  

Рисунок 8. Поверхность отклика изменения 
концентрации аминного азота (Y ) в зависимости 
от продолжительности ферментативного гидролиза 
(X1) и активности фермента (X2)

Рисунок 6. Поверхность отклика изменения 
концентрации аминного азота (Y ) в зависимости 
от активности фермента (X1) и начального значения 
рН молочной сыворотки (X2)

Рисунок 7. Поверхность отклика изменения 
концентрации аминного азота (Y ) в зависимости 
от продолжительности ферментативного гидролиза 
(X1) и начального рН молочной сыворотки (X2)
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Это подтверждается и максималь-
ными значениями аминного азота ами-
ногрупп и кислотности сыворотки. 

Учитывая результаты ранее описанных иссле-
дований и установленные оптимальные пара-
метры ферментативного гидролиза сывороточ-
ных белков, нами были проведены эксперименты 
с использованием установки электрохимиче-
ской активации. Молочную сыворотку нагре-
вали до температуры 38–40 °C, выстав-
ляли значение рН 7,25, разделяли сыворотку 
на 3 равные части, затем вносили в нее фер-
мент в количестве 0,1 % от объема сыворотки. 
В опытные образцы вносился фермент с актив-
ностью 25 000 ЕД и 36 000 ЕД, в качестве кон-
троля использовался образец с внесением 
фермента с активностью 10 000 ЕД. Продолжи-
тельность ферментативного гидролиза соста-
вила 6 и 8 ч. После ферментативного гидро-
лиза проводили электрофорез образцов 
с использованием прибора Experion Pro260, 
результаты представлены на рисунке 9. 

Анализ полученных электрофореграмм показал, 
что наибольшее количество низкомолекулярных 
фракций белка содержится в образцах 3 и 4, полу-
ченных при следующих параметрах обработки: 
показатель рН молочной сыворотки – 7,25; актив-
ность фермента – 25 000 ЕД или 36 000 ЕД; продол-
жительность ферментативного гидролиза – 6 ч. 

В этих же образцах (3, 4) содержится и меньше 
высокомолекулярных белков по сравнению с кон-
тролем. Это свидетельствует о том, что в образ-
цах 3 и 4 прошел самый эффективный фермента-
тивный гидролиз белков молочной сыворотки.

Выводы
Таким образом, с помощью электрохимической 
активации был усовершенствован процесс фер-
ментативного гидролиза сывороточных бел-
ков. Данное улучшение связано с корректиров-
кой рН молочной сыворотки для повышения 
эффективности ферментативного гидролиза. 
Также были определены оптимальные параме-
тры ферментативного гидролиза молочной под-
сырной сыворотки: продолжительность фермен-
тативного гидролиза – 6 ч, значение начального 
рН – 7,25, температура – 38–40 °C, актив-
ность фермента – 25 000 или 36 000 ЕД. 

Изменения основных физико-химических харак-
теристик используемого сырья, в т. ч. рН среды, 
наблюдаемые после процесса электрофизической 
обработки, указывают на эффективность исполь-
зования электрохимической активации. Перспек-
тивным направлением является процесс фермен-
тативного гидролиза молочной сыворотки путем 
электрохимической активации при установленной 
активности фермента, продолжительности его воз-
действия и оптимальном значении рН фермента. 

Поступила в редакцию: 02.07.2025 
Принята в печать: 15.10.2025

Рисунок 9. Электрофореграммы исследуемых образцов: L – стандарты молекулярных масс; 1 – контроль 
(сыворотка без ферментативного гидролиза); 2 – рН 7,25, 6 ч, 10 000 ЕД; 3 – рН 7,25, 6 ч, 25 000 ЕД; 4 – рН 7,25, 6 ч, 
36 000 ЕД; 5 – рН 7,25, 8 ч, 10 000 ЕД; 6 – рН 7,25, 8 ч, 25 000 ЕД;  7 – рН 7,25, 8 ч, 36 000 ЕД
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Biotechnology of Enzymatic Whey Hydrolysates with Fortified Amino Acid Composition
Ivan S. Rodionov, Ivan A. Evdokimov, Elena A. Abakumova, Egor E. Chumakov, Aleksey D. Lodygin, Dmitrii M. Nazarenko
North-Caucasus Federal University, Stavropol

Whey proteins are valuable components of functional drinks. Whey processing involves a wide range of technologies and products, e.g., 
whey protein enzymatic hydrolysis. The authors developed a new set of technological parameters of enzymatic hydrolysis. The research 
yielded new biotechnological principles for functional whey drinks based on electrochemical activation and enzymatic hydroly-
sis. Electrochemical activation affected the pH, degree, and time of enzymatic hydrolysis. The peptide profiles and the number of free 
amino groups in the samples of hydrolysed whey were studied using the Experion Pro260 system. Electrochemical activation intensi-
fied the hydrolysis and increased the effectiveness of hydrolytic enzymes. The optimal parameters of whey hydrolysis were as follows: 
pH 7.25, fermentation time – 6 h, temperature – 38-40 °C, enzyme activity – 25,000 units/mL and 36,000 units/mL. The resulting  
functional drinks were fortified with amino acids.

Keywords: whey, cheese whey, enzymes, pancreatin, enzymatic hydrolysis, transformation, electrochemical activation
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