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Аннотация.
Введение. На сегодняшний день наблюдается значительное ухудшение здоровья населения, связанное с образом жизни. 
Одним из признаков такого ухудшения является возникновение аллергических реакций на определённые компоненты пищи. 
Молоко и молочные продукты, благодаря содержанию биологически активных веществ, относятся к функциональным 
продуктам питания, систематического употребление которых способствует улучшению здоровья населения. Наличие 
аллергенов в молоке (сывороточные и молочные белки, в особенности казеин, молочный сахар) может нанести вред 
людям, имеющим аллергическую реакцию на перечисленные компоненты. Поэтому актуальной задачей является снижение 
аллергенных свойств казеинов. Цель работы заключается в осуществлении подбора рабочих параметров протеолиза казеина 
рядом ферментов – эндопептидаз, а именно трипсином, химотрипсином, термолизином, для получения биопептидов из 
казеина путем варьирования параметров гидролиза.
Объекты и методы исследования. Гидролизаты казеина – биопептиды, исходным сырьем (субстратом) для которых являлся 
доступный и ценный белок молока – пищевой казеин. В качестве протеаз были использованы следующие ферменты: 
трипсин, химотрипсин и термолизин. В работе применялись общепринятые методы. 
Результаты и их обсуждение. В ходе проведения гидролиза при температуре 37 ± 2 °С и с использованием различных 
параметров (фермент, соотношение фермент-субстрата, продолжительность гидролиза) было установлено, что рабочие 
значения активной кислотности (рН) находились от 7,05 ± 0,2 до 7,44 ± 0,2. Также при увеличении времени протеолиза 
увеличивается количество свободных аминокислот. Для получения гидролизованных смесей, содержащих пептиды 
молекулярной массой менее 18 кДа, рационально использовать термолизин при соотношении 1:100 в течение 24,00 ± 0,05 ч, 
химотрипсин и трипсин при соотношении 1:25 в течение 24,00 ± 0,05 ч. Для получения гидролизата, содержащего большое 
количество аминокислот, необходимо использовать при протеолизе химотрипсин при соотношении фермент-субстрат 1:25 в 
течение 24 ч или термолизин при соотношении 1:100. 
Выводы. Полученные гидролизаты казеина, содержащие биопептиды, которые являются гипоаллергенными, в сравнении с 
исходным казеином, в дальнейшем могут использоваться при изготовлении специализированной молочной продукции для 
диетического, спортивного и детского питания.
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аллергия 

Финансирование. Работа выполнена в рамках гранта Президента РФ по государственной поддержке ведущих научных 
школ (НШ-2694.2020.4).

Для цитирования: Милентьева, И. С. Подбор рабочих параметров для проведения направленного протеолиза казеина с 
целью получения биопептидов / И. С. Милентьева, Н. И. Давыденко, А. Н. Расщепкин // Техника и технология пищевых 
производств. – 2020. – Т. 50, № 4. – С. 726–735. https://doi.org/10.21603/2074-9414-2020-4-726-735.

Original article                                                                                                               Available online at http://fptt.ru/eng

Casein Proteolysis in Bioactive Peptide Production:  
Optimal Operating Parameters

Irina S. Milentyeva* , Natalia I. Davydenko , Aleksandr N. Rasshchepkin

Received: November 16, 2020  Kemerovo State University , Kemerovo, Russia
Accepted: December 25, 2020

*е-mail: irazumnikova@mail.ru

 © I.S. Milentyeva, N.I. Davydenko, A.N. Rasshchepkin, 2020

2020 Т. 50 № 4 / Техника и технология пищевых производств / Food Processing: Techniques and Technology ISSN 2074-9414 (Print)
ISSN 2313-1748 (Online)

https://orcid.org/0000-0002-3536-562X
https://orcid.org/0000-0003-2479-8750
https://ror.org/036yvre49
https://orcid.org/0000-0002-3536-562X
https://orcid.org/0000-0003-2479-8750
https://ror.org/036yvre49
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.21603/2308-4057-2020-4-726-735&domain=pdf


727

Милентьева И. С. [и др.] Техника и технология пищевых производств. 2020. Т. 50. № 4 С. 726–735

Введение
Питание является основной жизненной 

потребностью человека, способной влиять на 
здоровье организма. В связи со снижением 
качества питания (недостаточным содержанием 
витаминов и минералов, избыточным содержание 
жиров и углеводов в пище и т. п.) ухудшается 
состояние здоровья: высок риск развития не 
только алиментарных заболеваний, но и болезней 
образа жизни (сахарного диабета, сердечно-
сосудистых заболеваний, ожирения и т. п.) [1, 2]. 
Профилактической мерой данных негативных 
последствий является систематическое употребление 
пищевых продуктов, богатых основными 
нутриентами. Например, систематическое употребле- 
ние продуктов молочной промышленности, 
обладающих высокой биологической ценностью 
из-за содержания незаменимых жирных кислот, 
аминокислот, витаминов, макроэлементов (кальция) 
и т. д. [3, 4]. Но не все потребители могут получать 
пользу от молока и молочных продуктов. Причиной 
является возникновение аллергии или пищевой 
непереносимости, заданной генетическими особен- 
ностями организма, на компоненты молока [5]. 
Например, на молочный сахар и/или белки молока. 

Коровье молоко содержит 25 видов различных 
белков, среди которых основным аллергеном 
является казеин, т. к. на данный кальций-
связывающий фосфопротеин приходится 80 % от 
общего содержания белков [6]. Фракция казеина 
представлена четырьмя видами белков (рис. 1):  
αS1-казеин, αS2-казеин, β-казеин и κ-казеин. 
Причем αS1-казеин является наиболее важным  
аллергеном [7].

На сегодняшний день нет терапии или 
лекарственных средств (без побочных эффектов) 
по устранению аллергии на компоненты молока. 
Единственный доступный способ – это исключение 
молочных продуктов из рациона питания. Однако 
данное решение негативно скажется на здоровье 
человека, т. к. приведет к дефициту важных 
питательных веществ, содержащихся в молочных 
продуктах [7]. 

С развитием биотехнологии появились новые 
методы, позволяющие преобразовывать молоко 
в новые полезные продукты питания путем 
уменьшения аллергенности их компонентов. 
Наряду с нагреванием (термической обработкой) 
можно использовать ферментативный гидролиз 
и гликилирование [8]. Так как фракции казеина 
устойчивы к нагреванию, т. е. термостабильны 

Рисунок 1. Фракции казеина  
и их содержание от общей массы белка

Figure 1. Casein fractions and their content vs. total protein

Abstract. 
Introduction. Public health is gradually deteriorating as a result of unhealthy lifestyle and diet, which triggers allergic reaction to 
certain foods. Milk and dairy products are rich in biologically active substances, which makes them a good dietary supplement for 
athletes, diabetic patients, etc. However, this popular food contains allergens, for instance, such proteins as αS1-casein, αS2-casein, 
β-casein, and κ-casein. Therefore, one of the most urgent tasks of modern food science is to reduce the allergenic properties of casein. 
Heat treatment is an option, but thermal exposure leads to denaturation and produces new antigenic determinants, e.g. epitopes. 
Biotechnological processing is a more promising method. It is based on the catalytic properties of proteolytic enzymes. Enzymes make 
it possible to obtain a protein hydrolyzate with amino acids of various molecular weights. The present research provided the optimal 
working parameters of casein proteolysis by various enzymes (endopectidases), namely trypsin, chymotrypsin, and thermolysin.
Study objects and methods. Casein hydrolysates are casein-based biopeptides, and casein is an accessible and valuable milk protein. 
Trypsin, chymotrypsin, and thermolysin were used as proteases. The experiment was based on standard methods.
Results and its discussion. At 47 ± 2°C and pH 7.5 ± 0.2, the production of low-molecular-weight components of casein hydrolyzate 
proved feasible when thermolysin was used at a ratio of 1:100 for 24.00 ± 0.05 h, and chymotrypsin and trypsin – at a ratio of 1:25 for 
24.00 ± 0.05 h.
Conclusion. The resulting casein hydrolysates contain biologically active peptides and can be used in formulations of low-allergy 
functional dairy products in allergy-friendly, sports, and baby diets.
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при нагревании до 50 °С, но восприимчивы к 
ферментативной активности, то эффективным 
методом снижения аллергенности данных 
соединений является ферментный гидролиз [6]. 

Под ферментным гидролизом (протеолизом) 
подразумевается процесс разложения белков 
на составляющие пептиды и аминокислоты 
путем воздействия соответствующих ферментов 
(протеаз или протеолитических ферментов) [9]. 
При проведении ферментного гидролиза казеина 
можно получать гипоаллергенные гидролизованные 
молочные смеси (гидролизаты казеина), содержащие 
биоактивные пептидные комплексы [10].

Протеолиз имеет ряд закономерностей, связанных 
с различными факторами (с коллоидными, фазовыми, 
биохимическими процессами), которые не всегда 
приводят к получению необходимого продукта. К 
тому же гидролиз может иметь обратимый характер, 
когда дезагрегация белка не зашла слишком далеко. 
Иными словами, для получения биоактивных 
пептидов необходимо добиться оптимальной степени 
гидролиза. Для этого следует подобрать эффективные 
параметры (рН, температура, время) и фермент 
(соотношение фермент-субстрата). Для проведения 
ферментного гидролиза в основном используют 
следующие ферменты:

Экзопептидазы, которые катализируют разрыв 
концевой пептидной связи. Например, карбокси- 
пептидазы А и В, аланинаминопептидаза, лейцина- 
минопептидаза;

Эндопептидазы, которые катализируют разрыв 
пептидных связей внутри цепи. Например, пепсин, 
трипсин, химотрипсин, термолизин и эластаза [11]. 

Для проведения протеолиза можно использовать 
следующие ферменты: 

1) Трипсин – фермент, полученный из 
поджелудочной железы свиньи. Он легко расщепляет 
пептидные связи, в образовании которых учувствуют 
карбоксильные группы лизина или аргинина. Данный 
фермент осуществляет неглубокий гидролиз белков 
– расщепляет около одной трети всех пептидных 
связей [12];

2) Химотрипсин – фермент, полученный из 
поджелудочной железы свиньи, расщепляющий те 
связи, которые не расщепляет трипсин. В связи с этим 
последовательное применение данных ферментов 
позволяет провести глубокий гидролиз [13]; 

3) Термолизин – фермент, полученный при 
метаболизме Bacillus thermoproteolyticus, способный 
расщеплять пептидные связи, образованные 
остатками лейцина, изолейцина, валина, аланина и 
фенилаланина [12].

Полученные гидролизаты в дальнейшем 
можно использовать в качестве компонентов 
специализированных пищевых продуктов молочной 
промышленности – функциональных продуктов 
питания для поддержания здорового состояния 

организма, т. е. для спортивного, диетического и 
детского питания [14]. 

Цель работы заключается в подборе рабочих 
параметров для получения гидролизатов казеина – 
биопептидов, обладающих меньшей аллергенностью, 
чем исходный белок, путем варьирования пара- 
метров гидролиза (соотношения фермент-субстрат, 
температура, продолжительность и рН гидролиза) 
при использовании эндопептидаз (трипсина, 
химотрипсина и термолизина).

Объекты и методы исследования
Объектом исследования являлись гидролизаты 

казеина – биопептиды. Исходным сырьем 
(субстратом) для них являлся доступный и ценный 
белок молока – пищевой казеин (Pronadisa Conda, 
Испания), соответствующий ГОСТ 31689-2012. 

В качестве протеаз были использованы 
следующие ферменты, выбранные у зарубежных 
поставщиков в связи с отсутствием на российском 
рынке данных ферментов в чистом виде: трипсин 
(Gibco (Thermo Scientific), США), химотрипсин 
(AppliChem, США) и термолизин (Gibco (Thermo 
Scientific), США). 

Проведение протеолиза осуществляли с помощью 
статического метода. Методика представлена в 
работе О. В. Козловой и ее коллег [15]. Раствор 
казеина (10 мг белка на 1 мл дистиллированной воды) 
гидролизовали путем добавления в смесь фермента в 
трех разных соотношениях: 1:25, 1:50, 1:100 [16]. В 
ходе анализа научной литературы по данной тематике 
были подобраны оптимальные параметры гидролиза 
казеина представленными выше ферментами. В 
результате чего гидролиз протекал при температуре 
в 37 ± 2 °С [17]. Значение рН смеси регулировали 
добавлением 0,1 М HCl или NaOH в соответствии 
с оптимальной рН для каждого фермента. Для 
трипсина, химотипсина и термолизина оптимальное 
значение рН составляет от 7,0 ± 0,2 до 8,0 ± 0,2 [18].

Оценка степени гидролиза определялась по 
содержанию общего азота. Методика определения 
представлена в ГОСТ 23327-98. Установление 
молекулярной массы компонентов гидролизата 
осуществлялось с помощью электрофореза по Лэм- 
мли в полиакриламидном геле (ПААГ) [18, 19].

Для гидролизатов, полученных при выбранных 
рабочих условиях (соотношение фермент-
субстрат для каждой протеазы и оптимальная 
продолжительность гидролиза), осуществлялась 
оценка аминокислотного состава. Данная 
проверка выполнялась при помощи ионообменной 
хроматографии на аминокислотном анализаторе 
«ARACUS» [20].

Результаты и их обсуждение
Изучение влияния соотношения фермент-

субстрат и времени на протекание протеолиза. 
Оптимальный протеолиз казеина оценивали при 
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различных соотношениях фермент-субстрата в 
течение 6, 12 и 24 ч. Результаты серии экспериментов, 
связанных с подбором оптимального соотношения 
фермент-субстрата при протеолизе, представлены в 
таблице 1.

Было определено, что величина рН при 
протеолизе различными ферментами в течение 
6, 12 и 24 ч находится в пределах от 7,05 ± 0,2 до  
7,44 ± 0,2, что находится в пределах оптимальной 
работы ферментов. Следовательно, такие значения 
являются рабочими.

Анализируя данные из таблицы 1, видно, что при 
фермент-субстратном соотношении 1:25 выбранных 
ферментов наблюдается следующая активность 
гидролиза. При использовании трипсина через  
6,00 ± 0,05 ч степень гидролиза была более 2,80 %, 

через 12,00 ± 0,05 ч – более 5,00 %, через 24,00 ± 0,05 ч  
– более 11,00 %. Степень активности гидролиза 
при применении химотрипсина через 6,00 ± 0,05 ч 
составила более 1,70 %, через 12,00 ± 0,05 ч – более 
5,00 %, а через 24,00 ± 0,05 ч – более 8,30 %. При 
использовании термолизина степень гидролиза 
при фермент-субстратном соотношении 1:25 через  
6,00 ± 0,05 ч была более 1,50 %, через 12,00 ± 0,05 ч  
– 2,60 %, а через 24,00 ± 0,05 ч – 6,50 %.

При соотношении фермент-субстрат 1:50 степень 
активности гидролиза для каждого фермента 
выглядит следующим образом. Через 6,00 ± 0,05 ч  
применения трипсина степень гидролиза была 
более 5,50 %, через 12,00 ± 0,05 ч – 9,70 %, через  
24,00 ± 0,05 ч – 12,00 %. Степень активности 
гидролиза при применении химотрипсина через  
6,00 ± 0,05 ч составила более 6,00 %, через  
12,00 ± 0,05 ч – 10,20 %, а через 24,00 ± 0,05 ч –  
11,00 %. При использовании термолизина выявлено, 
что степень активности гидролиза стала более 4,90 % 
через 6,00 ± 0,05 ч, 7,00 % через 12,00 ± 0,05 ч, 6,40 % 
через 24,00 ± 0,05 ч.

Из таблицы 1 видно, что при использовании 
выбранных ферментов в соотношении 1:100 
наблюдается следующая активность гидролиза. При 
применении трипсина через 6,00 ± 0,05 ч степень 
активности гидролиза была более 7,60 %, через  
12,00 ± 0,05 ч – 12,40 %, через 24,00 ± 0,05 ч – 16,00 %.  
Степень активности гидролиза при использовании 
химотрипсина составила более 8,80 % через 6,00 ± 
0,05 ч, через 12,00 ± 0,05 ч – 10,50 %, а через 24,00 ± 
0,05 ч – 14,60 %. При соотношении фермент-субстрата 
1:100 степень гидролиза при применении термолизина 
через 6,00 ± 0,05 ч была более 6,40 %, через 12,00 ± 
0,05 ч – 10,50 %, а через 24,00 ± 0,05 ч – 14,50 %.

В результате эксперимента по подбору 
оптимального соотношения фермент-субстрата 
выявлено, что чем дольше протекает гидролиз, 
тем выше степень гидролиза. Но, если сравнивать 
действие ферментов, то при соотношении 
1:25 наибольшей активностью при гидролизе, 
протекающем в течение 6 ч, обладал трипсин, при 
гидролизе в 12 ч – химотрипсин, при 24 ч – трипсин. 
При соотношении 1:50 наибольшей активностью 
при гидролизе, протекающем в течение 6 ч, обладал 
химотрипсин, при гидролизе в 12 ч – химотрипсин, 
при 24 ч – термолизин. При соотношении 
1:100 наибольшей активностью при гидролизе, 
протекающем в течение 6 ч, обладал химотрипсин, 
при гидролизе в 12 ч – трипсин, при 24 ч – трипсин. 

Изучение молекулярно-массового распределения 
образовавшихся пептидов в зависимости от соотно- 
шения фермент-субстрат и времени протекания 
протеолиза. Результаты исследования состава 
фракций гидролизатов казеина, образовавшихся 
под действием выбранных ферментов, а именно 
молекулярно-массовое распределение получившихся 
пептидов, представлены в таблицах 2–4. Важно, что 

Таблица 1. Основные характеристики гидролизатов 
казеина, полученных в результате обработки белка 

протеолитическими ферментами 

Table 1. Casein hydrolysates obtained by processing protein with 
proteolytic enzymes

П
ок
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ат

ел
ь
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ь

Фермент-субстратное соотношение  
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нативный казеин с молекулярной массой в 28 кДа 
являлся контролем.

Из таблицы 2 видно, что в процессе протеолиза 
оптимальное время, за которое образуется большее 
количество наименьших фракций (молекулярой 
массой менее 18 кДа), – 12,00 ± 0,05 ч для 
соотношения фермент-субстрат 1:25 и 1:50. При 

данном времени в соотношении 1:25 в состав 
гидролизата входят пептиды с молекулярной 
массой от менее 18,0 до 25,0 кДа, при соотношении 
1:50 – от 20,0 до 25,0 кДа, а при 1:100 – от 25,0 до  
30,0 кДа. Наибольшее количество низкомоле- 
кулярных фракции при 12,00 ± 0,05 ч образуется при 
соотношении 1:25.

Таблица 2. Молекулярно-массовое распределение фракций гидролизатов казеина, полученных при воздействии трипсина, %

Table 2. Molecular weight distribution of fractions of casein hydrolysates obtained by trypsin exposure, %

Соотношение 
фермент-субстрат

Показатель
Продолжительность 

гидролиза, ч
Диапазон молекулярных масс, кДа

30,0–28,0 28,0–25,0 25,0–20,0 20,0–18,0 Менее 18,0
1:25 6,00 ± 0,05 3,0 4,3 20,9 25,2 46,0

12,00 ± 0,05 1,2 3,1 19,7 21,2 52,4
24,00 ± 0,05 2,5 1,9 19,8 22,0 52,4

1:50 6,00 ± 0,05 2,2 41,4 8,5 15,0 16,4
12,00 ± 0,05 3,0 2,4 43,0 8,5 15,4
24,00 ± 0,05 2,1 35,0 29,7 12,3 18,4

1:100 6,00 ± 0,05 45,8 8,0 16,1 14,0 2,8
12,00 ± 0,05 2,9 35,0 8,5 18,6 3,7
24,00 ± 0,05 22,5 23,8 20,6 19,8 10,0

Таблица 3. Молекулярно-массовое распределение фракций гидролизатов казеина,  
полученных при воздействии химотрипсина, %

Table 3. Molecular weight distribution of fractions of casein hydrolysates obtained by chymotrypsin exposure, %

Соотношение
фермент-субстрат

Показатель
Продолжительность 

гидролиза, ч
Диапазон молекулярных масс, кДа

30,0–28,0 28,0–25,0 25,0–20,0 20,0–18,0 Менее 18,0
1:25 6,00 ± 0,05 2,9 2,6 21,4 22,1 51,0

12,00 ± 0,05 3,2 2,7 19,8 19,0 52,4
24,00 ± 0,05 2,1 1,9 19,8 18,0 52,5

1:50 6,00 ± 0,05 3,1 41,4 8,6 14,8 16,7
12,00 ± 0,05 2,6 2,9 44,6 8,6 15,0
24,00 ± 0,05 2,2 35,6 29,6 12,2 18,0

1:100 6,00 ± 0,05 46,5 7,8 16,4 14,2 2,8
12,00 ± 0,05 3,4 36,0 8,6 19,0 3,7
24,00 ± 0,05 22,0 24,5 21,0 19,6 10,3

Таблица 4. Молекулярно-массовое распределение фракций гидролизатов казеина, полученных  
при воздействии термолизина, %

Table 4. Molecular weight distribution of fractions of casein hydrolysates obtained by thermolysin exposure,%

Соотношение
фермент-субстрат

Показатель
Продолжительность 

гидролиза, ч
Диапазон молекулярных масс, кДа

30,0–28,0 28,0–25,0 25,0–20,0 20,0–18,0 Менее 18,0
1:25 6,00 ± 0,05 10,9 3,3 46,6 5,6 32,0

12,00 ± 0,05 12,5 2,5 32,9 9,0 43,1
24,00 ± 0,05 4,8 23,4 24,6 18,2 29,0

1:50 6,00 ± 0,05 8,0 14,8 38,7 8,8 29,0
12,00 ± 0,05 8,4 5,9 47,0 4,7 34,0
24,00 ± 0,05 17,0 3,2 16,3 20,0 43,6

1:100 6,00 ± 0,05 3,5 12,9 11,5 17,0 52,3
12,00 ± 0,05 11,5 2,6 15,0 7,0 36,9
24,00 ± 0,05 0,0 13,0 16,8 15,6 54,5
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Результаты исследования показывают, что 
оптимальное время, за которое образуется большее 
количество наименьших фракций, – 24,00 ± 0,05 ч 
(табл. 2). Для этого времени при соотношении 1:25, 
при применении химотрипсина, в состав гидролизата 
входят пептиды с молекулярной массой от менее 
18,0 до 25,0 кДа, при соотношении 1:50 – от 20,0 до  
28,0 кДа, а при 1:100 – от 25,0 до 30,0 кДа. 
Наибольшее количество низкомолекулярных 
фракции при 24,00 ± 0,05 ч образуется при 
соотношении фермент-субстрат 1:25.

Анализ таблицы 4 показал, что оптимальное 
время, за которое образуется большее количество 
наименьших фракций, – 12,00 ± 0,05 ч. Для такого 
времени при соотношении 1:25 и 1:50 в состав 
гидролизата входят пептиды с молекулярной массой 
менее 18,0, и от 20,0 и 25,0 кДа, а при 1:100 – менее 
18 кДа. Наибольшее количество низкомолекулярных 
фракции при 12,00 ± 0,05 ч образуется при 
соотношении 1:100.

По результатам распределения видно, что 
при увеличении продолжительности протеолиза 
уменьшается содержание пептидов с молекулярной 
массой 30 кДа и увеличивается количество 
низкомолекулярных пептидов и аминокислот с 
молекулярной массой менее 18 кДа. Полученные 
данные не противоречат ранее изложенной 
информации, опубликованной отечественными и 
зарубежными ученными [12, 21–24]. 

По результатам экспериментов были подобрано 
оптимальное соотношение фермент-субстрат для 
каждой протеазы и оптимальная продолжительность 
гидролиза (табл. 5 и 6).

Исследование аминокислотного состава получен- 
ных гидролизатов. Для гидролизатов, полученных 
под действием исследуемых ферментов при 
соблюдении подобранных рабочих параметров, 
был определен аминокислотный состав. Результаты 
исследования представлены в таблице 7.

Анализируя данные, представленные в таблице 7,  
видно, что при увеличении времени протеолиза 
увеличивается количество свободных аминокислот. 
Данная зависимость видна на примере использования 
трипсина (соотношение фермент-субстрат 1:25, 
при 6, 12 и 24 ч) и химотрипсина (но при 12 и 24 ч),  
т. к. наибольшее количество свободных аминокислот 

Таблица 5. Оптимальные параметры гидролиза, 
подобранные экспериментально  
на основании степени гидролиза

Table 5. Optimal hydrolysis parameters based  
on the degree of hydrolysis

Продолжите- 
льность 

гидролиза, ч 

Соотношение фермент-субстрат
1:25 1:50 1:100

6,00 ± 0,05 трипсин химотрипсин химотрипсин
12,00 ± 0,05 химотрипсин химотрипсин трипсин
24,00 ± 0,05 трипсин термолизин трипсин

Таблица 6. Оптимальные параметры гидролиза, 
подобранные экспериментально на основании 

молекулярно-массового распределения

Table 6. Optimal hydrolysis parameters based  
on molecular weight distribution

Фермент Соотношение 
фермент-субстрат

Продолжительность 
гидролиза, ч

Трипсин 1:25 12,00 ± 0,05
Химотрипсин 1:25 24,00 ± 0,05
Термолизин 1:100 12,00 ± 0,05

Таблица 7. Динамика накопления свободных аминокислот 
в результате гидролиза казеина трипсином

Table 7. Accumulation of free amino acids as a result of casein 
hydrolysis by trypsin

Фермент Трипсин Химотрипсин Термолизин
А

ми
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ки
сл

от
ы

, 
мк

мо
ль

/л
Фермент-субстратное соотношение

1:25 1:100 1:25 1:50 1:100 1:50 1:100
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45
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36
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84
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3,
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47
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67

4,
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3,
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3,
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65
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7

9,
23

Ile

0,
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0,
42

0,
69

1,
12

2,
33

0,
52

0,
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0,
46

0,
57

0,
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4,
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3,
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0,
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0,
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30
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0,
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4,
16
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0,
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0,
62
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0,
88

1,
06

1,
13

1,
25

1,
26

Tyr

3,
21

3,
18

3,
53

7,
25

7,
37

4,
63

5,
45
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после протеолиза наблюдется при 24,00 ± 0,05 ч. 
Если выбирать между трипсином и химотрипсином, 
при одинаковых условиях протекания протеолиза, 
то наиболее богатым по общему содержанию 
аминокислот и по содержанию фенилаланина, 
треонина, метионина, лизина, гистидина, аргинина, 
аланина, глутаминовой кислоты, цистеина и 
тирозина является гидролизат, полученный при 
использовании химотрипсина. Но гидролизат, 
полученный при использовании трипсина, богат 
глицином и аспарагиновой кислотой. При сравнении 
содержания свободных аминокислот, полученных 
протеолизом при соотношении фермент-субстрат 
1:100 в течение 12 ч, видно, что при использовании 
термолизина общее содержание аминокислот 
выше, как и содержание фенилаланина, лейцина, 
изолейцина, метионина, валина, гистидина, аргинина, 
аспарагиновой кислоты, тирозина и глицина. Но 
в гидролизате, полученном при использовании 
трипсина, содержится больше треонина, лизина, 
серина, глутаминовой кислоты и цистеина. 

Так, для детского питания важны следующие 
незаменимые аминокислоты: триптофан, лизин, 
фенилаланин, треонин, валин, метионин, лейцин, 
изолейцин, гистидин и аргинин. Зная при каких 
параметрах гидролиза можно получить максимальное 
содержание вышеперечисленных аминокислот, 
можно создавать функциональные продукты питания, 
использующиеся в диетологической коррекции 
детского питания. Например, для коррекции 
функциональных расстройств пищеварения (регурги- 
таций, колик, запора) [25–27].     

Помимо уменьшения аллергенности и 
питательной роли продукта, гидролизаты казеина 
обладают противовоспалительными свойствами, т. 
к. способны улавливать радикалы и хелатировать 
металлы, выводя их из организма. Следовательно, 
гидролизаты казеинов являются функциональ- 
ными продуктами, способными предотвращать 
развитие хронических заболеваний (сердечно-
сосудистые заболевания, рак и прочие, вызванные 
окислительным стрессом) [12].

В результате проведенной работы были 
получены гидролизаты казеина. Для каждого была 

определена степень гидролиза и молекулярно-
массовое распределение фракций, по которым были 
установлены оптимальные рабочие параметры 
протеолиза. В дальнейшем для гидролизатов, 
полученных с помощью выбранных параметров, был 
определен аминокислотный состав. 

Выводы
В данной работе были проведены исследования 

по подбору рабочих условий для получения 
гидролизатов казеина для уменьшения аллергенности 
молока и молочных продуктов. Исследования 
показали, что для получения гидролизата, 
содержащего разнообразное количество аминокислот, 
необходимо использовать термолизин при соотноше- 
нии фермент-субстрат 1:50 в течение 24,00 ± 0,05 ч. 
Для получения наиболее гидролизованных смесей, 
в которых преобладают пептиды молекулярной 
массой менее 18 кДа, рационально использовать 
термолизин при соотношении 1:100 в течение 24,00 
± 0,05 ч, химотрипсин и трипсин при соотношении 
1:25 в течение 24,00 ± 0,05 ч. Для получения 
гидролизата, содержащего большое количество 
аминокислот, необходимо использовать при 
протеолизе химотрипсин при соотношении фермент-
субстрат 1:25 в течение 24,00 ± 0,05 ч или термолизин 
при соотношении 1:100. Варьируя параметрами 
протеолиза, можно получать гидролизованные 
молочные продукты с заданным аминокислотным 
составом, что важно при производстве функциона- 
льных продуктов питания. 
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