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А ННОТА Ц И Я
Белковые гидролизаты являются перспективным активным компонентом в специализированных продуктах питания. 
Благодаря наличию в их составе биоактивных пептидов с ингибирующей ферменты активностью, белковые гидроли‑
заты проявляют различные физиологические эффекты. Целью исследований является установление потенциальной 
гипогликемической активности белкового гидролизата желудков цыплят-бройлеров в молочной сыворотке, а также 
разработка на его основе напитка для больных сахарным диабетом. Методом УВЭЖХ в сочетании с масс-спектроме‑
трией была проведена оценка белковых гидролизатов, полученных из микробной ферментации мышечных желудков 
цыплят-бройлеров в молочной сыворотке. При помощи базы данных BioPep определялось молекулярно-массовое рас‑
пределение пептидов в гидролизатах, а также были выявлены биоактивные пептиды, проявляющие ингибирующую 
активность в отношении ферментов дипептидилпептидазы-4 и амилазы. На основе полученных гидролизатов в про‑
грамме Excel были смоделированы рецептуры напитков для пациентов с сахарным диабетом с учетом рекомендаций 
по питанию для данной группы населения. По полученным рецептурам в лабораторных условиях были изготовлены 
напитки и оценен их вкус. Исследовано влияние напитка на снижение глюкозы в крови у лабораторных животных при 
однократном введении дозировки 1,3 мл перорально перед основным приемом пищи. Результаты исследований пеп‑
тидного состава белковых гидролизатов показали наличие в них биоактивных пептидов с подтвержденной по базе 
BioPep ингибирующей ферменты дипептидилпептидазу-4 и альфаглюкозидазу активностью — SY, VW, SW. В белковом 
гидролизате, полученном ферментацией сырья пропионовокислыми бактериями, суммарно оказалось наибольшее 
количество указанных биоактивных пептидов — 37,1 мг/100 г гидролизата. Напиток, изготовленный на основе белко‑
вого гидролизата и лимонного сока, оказался по вкусу более приемлемым для потребителей, чем напиток со вкусом 
какао. Результаты испытаний in vivo показали, что напиток на основе белкового гидролизата эффективен для сниже‑
ния сахара в крови как здоровых, так и больных сахарным диабетом крыс. Уровень сахара в крови у здоровых живот‑
ных в группе Г1 (без использования напитка) повышался на 151% относительно начальных значений, что является 
более высоким показателем по сравнению с группой Г2 (с использованием напитка), где повышение составило 87%. 
У больных животных в группе Г3 (без использования напитка) также наблюдался более значительный рост уровня са‑
хара в крови — 61% относительно начальных значений, в то время как в группе Г4 (с использованием напитка) это по‑
вышение составило 46%. Таким образом, результаты исследований показали перспективность применения белковых 
гидролизатов из желудков цыплят-бройлеров в сыворотке в качестве активного гипергликемического компонента 
в напитках для людей, больных сахарным диабетом, однако необходимо проведение более глубоких исследований, 
в том числе на репрезентативной группе пациентов.
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Protein hydrolysates are a promising active component in specialized food products. Due to the presence of bioactive peptides 
with enzyme inhibiting activity in their composition, protein hydrolysates exert different physiological effects. The aim of 
the research was to establish the potential hypoglycemic activity of the protein hydrolysate of broiler chicken stomachs in 
whey and to develop a beverage on its basis for patients with diabetes mellitus. Protein hydrolysates obtained from microbial 
fermentation of muscular stomachs of broiler chickens in whey were assessed by UHPLC coupled to mass-spectrometry. Using 
the BioPEp database, the molecular weight distribution of peptides in the hydrolysates was determined. In addition, bioactive 
peptides showing the inhibitory activity toward enzymes dipeptidyl peptidase-4 and amylase were revealed. Based on the ob‑
tained hydrolysates, recipes of beverages for patients with diabetes mellitus were modeled in the Excel software program with 
regard to the recommendations for nutrition of this population group. According to the obtained recipes, beverages were pro‑
duced in the laboratory conditions and their taste was assessed. An effect of the beverage on glucose reduction in the blood of 
laboratory animals was assessed upon single peroral administration with a dose of 1.3 ml before the main meal. The results of 
the investigation of the peptide composition of protein hydrolysates showed the presence of bioactive peptides (SY, VW, SW) 
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in them with the inhibitory activity toward enzymes dipeptidyl peptidase-4 and amylase confirmed by the BioPep database. 
The highest amount of the above indicated bioactive peptides (37.1 mg/100 g hydrolysate) was in the protein hydrolysate 
produced by fermentation of raw materials with propionic acid bacteria. The beverage produced on the basis of the protein 
hydrolysate and lemon juice was more acceptable for consumers in terms of taste than the beverage with the taste of cacao. 
The results of the in vivo trials showed that the beverage based on the protein hydrolysate was effective in reducing sugar 
in blood of both healthy rats and rats with diabetes mellitus. The blood sugar level in the healthy animals of the G1 group 
(without using the beverage) increased by 151% relative to the initial values, which was a higher value compared to the 
G2 group (with the use of the beverage), where an increase was 87%. A more significant growth in the blood sugar level 
(61% relative to the initial values) was also observed in the ill animals in the G3 group (without using the beverage), while 
this increase was 46% in the G4 group (with the use of the beverage). Thus, the results of the study show the prospects of 
using the protein hydrolysates from broiler chicken stomachs in whey as an active hypoglycemic component in beverages 
for patients with diabetes mellitus. However, more profound research is necessary including studies on the representative 
group of patients.

1. Введение
Проблема широкого распространения диабета и поиск новых ме‑

тодов и средств для лечения и контроля этого заболевания актуаль‑
ны во всем мире [1,2].

Целью проводимых исследований является возможность разра‑
ботки натуральных ингредиентов с  выраженным терапевтическим 
эффектом и с минимальным побочным действием, а также перспек‑
тива создания продуктов питания нового поколения с данными ин‑
гредиентами [3–5].

Биоактивные пептиды и гидролизаты белков, получаемые в ре‑
зультате ферментации пищевого сырья, в последние годы являются 
объектом внимания многих ученых из-за широкого спектра биоло‑
гических свойств: ингибирование ангиотензин-I-превращающего 
фермента (АПФ), антиоксидантное, антипролиферативное, проти‑
вовоспалительное, цитомодулирующее, противомикробное, имму‑
номодулирующее свойства [6,7].

Белковые гидролизаты (БГ) содержат биоактивные пептиды — не‑
большие фрагменты белка, имеющие 2–20 аминокислотных остат‑
ков и  молекулярные массы менее 6000 Da.  От количества и  после‑
довательности аминокислот в  пептидах зависит их биологическая 
активность. При этом различные факторы оказывают влияние на 
высвобождение определенных пептидов при гидролизе белка: со‑
став исходного сырья и биологического агента, участвующего в рас‑
щеплении полипептидной цепи, пептидный и аминокислотный со‑
ставы получаемых БГ, степень гидролиза сырья [8].

Биологически активные пептиды при высвобождении протеоли‑
тическими ферментами могут регулировать физиологические функ‑
ции организма, проявляя антиоксидантные, антибактериальные, 
противогрибковые, и другие физиологические свойства [9].

Биоактивные гидролизаты получают при направленном фермен‑
тативном гидролизе белковых молекул. В  качестве биологических 
агентов используют как отдельные виды протеолитических фермен‑
тов, так и  микроорганизмы с  высокой протеолитической активно‑
стью. Примером таких бактерий являются бифидобактерии и  про‑
пионовокислые бактерии, которые имеют способность к  синтезу 
биологически активных веществ, ферментов, органических кислот, 
благодаря чему белковый субстрат преобразуется до низкомолеку‑
лярных пептидов и свободных аминокислот.

Белковые гидролизаты и биологически активные пептиды, выде‑
ленные из пищевых белков, благодаря своим биологическим свойст‑
вам широко применяются как биоактивный компонент в продуктах 
специализированного и функционального питания [10–12].

Сахарный диабет относится к  группе метаболических заболева‑
ний, характеризующихся гипергликемией вследствие нарушений 
секреции/действия инсулина.

Существует два преобладающих типа диабета: диабет 1-го типа 
(СД1, 10% пациентов) и диабет 2-го типа (СД2, 90% пациентов) [13].

Как основная форма диабета СД2 характеризуется гиперинсули‑
немией и резистентностью к инсулину, что связано с глубокими из‑
менениями метаболизма глюкозы и липидов в организме. Развитию 
СД2 способствуют генетические параметры и факторы окружающей 
среды. В одних и тех же генетических условиях нездоровое питание, 
неправильный выбор продуктов питания и недостаток физической 
активности могут привести к возникновению данного заболевания. 
Пища и  питание играют ключевую роль в  лечении диабетических 
симптомов при СД2. Пациенту с  сахарным диабетом необходимо 
легкоусвояемое, богатое витаминами питание, которое влечет за 
собой снижение уровня глюкозы в  крови. Медицинские специали‑
сты рекомендуют диеты с  умеренно сниженной энергоценностью 
с целью сокращения потребления легкоусвояемых углеводов и жи‑
вотных жиров, с преобладанием в рационе продуктов растительного 
происхождения [14,15].

Одним из рекомендуемых компонентов питания для пациентов 
с  сахарным диабетом являются белковые гидролизаты — источни‑
ки биоактивных пептидов с  ингибирующей ферменты активно‑
стью: дипептидилпептидазу-4, α-глюкозидазу и α-амилазу. Амилаза 
и глюкозидаза являются важнейшими ферментами в расщеплении 
углеводов. Сахар поступает в организм человека в основном с про‑
дуктами питания, а главным компонентом углеводов в рационе яв‑
ляется крахмал. Однако молекулярные сегменты крахмала и диса‑
харида велики и  не способны напрямую всасываться в  кровоток 
человека  — они должны проходить через воздействие амилазы 
и  ворсинок тонкого кишечника.     Альфа-глюкозидаза производит 
моносахариды (глюкозу и  фруктозу) синергетическим образом до 
их абсорбции. Следовательно, количество глюкозы можно умень‑
шить, контролируя две ферментативные реакции α-амилазы 
и  α-глюкозидазы [16]. Дипептидилпептидаза-4 присутствует на 
мембранах всех клеток в  организме, и  она связана с  гормонами, 
способствующими выделению инсулина — глюкозозависимым ин‑
сулинотропным полипептидом и глюкагоноподобным пептидом-1. 
Дипептидилпептидаза-4 регулирует выделение этих гормонов и при 
сахарном диабете выделяется в излишнем количестве, что снижает 
секрецию инсулина. Следовательно, ингибирование этих фермен‑
тов может иметь решающее значение для уменьшения количества 
глюкозы, выделяющейся в  организме, и  оказывать влияние на же‑
лудочно-кишечный тракт [17]. Ингибирование гидролизующих угле‑
воды ферментов рекомендовано в качестве практического подхода 
к регулированию уровня сахара в крови [18]. Окислительный стресс 
как результат гипергликемии может вызывать повреждение печени 
при диабете, и гидролизаты белков с антидиабетическими и анти‑
оксидантными свойствами используются в качестве потенциальной 
терапии [19]. Отмечено, что биоактивные пептиды в настоящее вре‑
мя являются одним из наиболее широко изученных потенциальных 
терапевтических средств при лечении СД2 [20].

В качестве составляющих рецептуры напитка были выбраны сле‑
дующие компоненты: белковый гидролизат как источник биоактив‑
ных пептидов, сироп лактулозы как эффективный пребиотик и вку‑
совой компонент, а также лимонный сок и какао в качестве вкусовых 
компонентов и источников витаминов.

Гиповитаминоз С часто встречается при диабете. Причиной этого 
являются диетические факторы, окислительный стресс и  воспали‑
тельные процессы [21].

Поэтому в  диабетическом питании обосновано увеличение доз 
витамина С либо путем корректировки рациона, либо при помощи 
добавок.

Обширный обзор научной литературы выявил данные, подтвер‑
ждающие способность лактулозы стимулировать рост бифидобак‑
терий и  улучшать состояние микробиоты кишечника, проявлять 
антитоксический и  антиканцерогенный эффекты, положительно 
влиять на усвоение минеральных веществ. Обозначена возможность 
применения лактулозы в диабетическом питании для снижения со‑
держания глюкозы в крови [22].

Таким образом, специализированное питание  — неотъемле‑
мая часть лечения и  возможность поддержания физиологическо‑
го состояния организма как при СД2, так и при СД1. В связи с этим 
актуальным является разработка и  внедрение в  промышленное 
производство специализированных продуктов заданного состава 
с  исключением из рецептуры сахара, содержащих не только дефи‑
цитные при данном заболевании витамины и минеральные вещест‑
ва, но и биоактивные вещества [23].

Целью исследований является установление потенциальной 
 гипогликемической активности белкового гидролизата желудков 
цыплят-бройлеров в молочной сыворотке и разработка на его осно‑
ве напитка для пациентов с сахарным диабетом.
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2. Объекты и методы
Объектом исследований являются:

 � белковые гидролизаты (БГ), полученные микробной фермента‑
цией желудков цыплят-бройлеров в молочной сыворотке;

 � напитки на основе белкового гидролизата.
Технологическая схема получения БГ представлена на Рисунке 1, 

оптимальные параметры процесса гидролиза (температура, продол‑
жительность, количество закваски) были установлены при проведе‑
нии многофакторного эксперимента в ранее опубликованной науч‑
ной статье [24].

Для ферментации сырья и  получения белковых гидролизатов 
использовали закваски пробиотических бактерий с  высокой про‑
теолитической активностью: жидкий концентрат бифидобактерий 
(опытный образец БГ, ферментированный BLC) и  концентрат про‑
пионовокислых бактерий «Пропионикс» (опытный образец БГ, фер‑
ментированный Propionix LCSC) («Пропионикс», Москва, Россия). 
При получении контрольного образца БГ при сыворотку ферменти‑
ровали без введения бактериальных концентратов.

Количество вводимых бактериальных препаратов составляло 
1 · 108 КОЕ/см3.

У полученных белковых гидролизатов исследовали молекулярно-
массовое распределение пептидов методом УВЭЖХ, совмещенной 
с  масс-спектрометрией, с  последующей идентификацией получен‑
ных пептидов и с установлением их биологической активности мето‑
дом in silico. Хроматографическое разделение исследуемых пептидов 
проводили с  использованием системы УВЭЖХ 1290 Infinity (Agilent 
Technologies, Санта-Клара, Калифорния, США), аналитической ко‑
лонки AdvanceBio Peptide Mapping 120Å (2,1 × 250 мм, размер частиц 
2,7 мкм (Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, США)) и ана‑
литической защитной колонки ZORBAX Extend-C18 (4,6 × 12,5  мм, 
5  мкм) (Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, США). Под‑
вижную фазу — H2O (A) и ACN (B), приготовленные с 0,1% муравьиной 
кислотой (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Германия) v/v, — прокачивали со 
скоростью 0,2 мл/мин, объем впрыска составлял 10 мкл.

Хроматографию проводили в  линейном градиенте следующим 
образом: 2% растворитель Б — 5 мин, от 2% до 43% растворитель Б — 
165 мин, от 43% до 100% растворитель Б — 1 мин, 100% растворитель 
Б — 6 мин. После этого градиент вернулся к начальному значению 
98% А через 7 мин. Общее время анализа составило 184 мин.

Времяпролетный масс-спектрометрический детектор Agilent 
6545XT AdvanceBio LC/QTOF (Agilent Technologies, Санта-Клара, Ка‑
лифорния, США), оснащенный DuoJet Stream ESI (Agilent Technologies, 
Санта-Клара, Калифорния, США) и ионной воронкой, установленный 
в режиме положительной ионизации, соединены с системой УВЭЖХ.

Были заданы следующие основные рабочие параметры квадру‑
польно-времяпролетной МС:

 � капиллярное напряжение 4000 В; напряжение сопла 500 В;
 � поток газа-осушителя 13 л/мин при 325 °C;
 � расход газа через кожух 12 л/мин при 275 °C;
 � давление распылителя 35 фунтов на квадратный дюйм.

Ионная воронка высокого давления работала при высокой 
 частоте (ВЧ) 150  В, воронка низкого давления  — при 65  В  ВЧ, 
а октополь — при 750 В. Анализы проводились в режиме полного 
сканирования МС и  в  автоматическом режиме МС/МС с  полным 
сканированием от 150 до 2100 м/з. Спектры фрагментов были 
 получены для каждой массы с  использованием энергии столк‑
новения, заданной программным алгоритмом получения ионов 
MS2 [25].

В  экспериментах МС/МС в  качестве газа для столкновений 
применялся азот. Пурин ([M + H]+ = 121,0509) и соединение Agilent 
HP0921 ([M + H]+ = 922,0098) задействовались в качестве эталонного 
раствора для калибровки внутренней массы на протяжении всего 
анализа.

Обнаруженные соединения (более 300) идентифицировали мето‑
дом МС-фрагментации с использованием программного обеспече‑
ния MSDIAL (версия 5.1, RIKEN CSRS, Yokohama City, Japan) с точным 
допуском по массе MS1 (0,01 Да) и  MS2 (0,05 Да) [26]. Содержание 
пептидов определяли по стандартной кривой с применением «Лей‑
трагина®» в  диапазоне концентраций 1–1000 нг/мл; коэффициент 
регрессии > 0,990. Значения для каждого пептида выражали в мг-экв. 
Лейтрагин/100 г гидролизатов [27].

Каждое измерение проводили троекратно. Значения вероятно‑
сти р ≤ 0,05 были приняты для указания статистической значимости. 
Данные были проанализированы с  помощью однофакторного ди‑
сперсионного анализа ANOVA по критерию Тьюки [https://houssein-
assaad.shinyapps.io/TableReport/].

Идентифицированные пептиды анализировали с использовани‑
ем баз данных BioPep [28] и PeptideRanker [29].

На основе полученных БГ были смоделированы рецептуры на‑
питков с учетом рекомендаций по диабетическому питанию в про‑
грамме Excel Solver (Microsoft, США). В качестве компонентов напит‑
ка приняты следующие ингредиенты вода — X1, БГ — X2, лимонный 
сок (или какао) — X3, сироп лактулозы — X4.

По оптимизированной рецептуре изготовлены напитки по тех‑
нологии, представленной на Рисунке 2. Методом парного сравнения 
согласно ГОСТ ISO 6658–2016 1 выбран наиболее приемлемый обра‑
зец напитка по вкусу неподготовленными испытателями (потенци‑
альными потребителями напитка).

Оценку эффективности влияния полученного напитка на сни‑
жение уровня глюкозы в крови проводили методом in vivo с исполь‑
зованием половозрелых (3 месяца от рождения) белых лаборатор‑
ных крыс-самцов линии Wistar (ФГБУ «Федеральный центр охраны 
здоровья животных», Россия). Животные были разделены на 2 экс‑
периментальные группы: контрольная группа, включающая ин‑
тактных крыс (n = 5, m = 411,2 ± 21,3 г), опытная группа, включающая 
животных с  экспериментальным сахарным диабетом 1  типа (n = 5, 
m = 418,4 ± 21,1 г).

1 ГОСТ ISO 6658–2016 «Органолептический анализ. Методология. Общее 
руководство». М.: Стандартинформ, 2016. — 26 с.

Рисунок 1. Технологическая схема получения белковых гидролизатов (создано с помощью программного обеспечения 
Visma (Осло, Норвегия))

Figure 1. Technological scheme of protein hydrolysate production (created with the use of the Visma software (Oslo, Norway))
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Группы животных обозначены следующим образом:
 � Г1 — контрольная группа животных с углеводной нагрузкой;
 � Г2 — контрольная группа животных с углеводной нагрузкой и на‑

питком;
 � Г3 — опытная группа животных с углеводной нагрузкой;
 � Г4  — опытная группа животных с  углеводной нагрузкой и  на-

питком.
Моделирование сахарного диабета производили по общепри‑

нятой методике с  использованием диабетогенного вещества — ал‑
локсана тригидрата (РЕАХИМ, Москва, Россия) в 0,4 мл раствора ци‑
тратного буфера. Вещество вводили внутрибрюшинно однократно 
в дозировке 163 мг/кг [30].

Верификацию модели осуществляли путем измерения уровня 
глюкозы в  крови натощак по истечении недели после инъекции 
аллоксана. Исследование показало, что уровень измеряемого пока‑
зателя составил 3,2 ± 0,31 ммоль/л у животных контрольной группы 
и 22,1 ± 1,6 ммоль/л у крыс с экспериментальной патологией.

После выведения животных из эксперимента верификация мо‑
дели проводилась повторно с  использованием морфологического 
исследования серийных срезов поджелудочной железы животных 
(кафедра гистологии, эмбриологии и цитологии, «Южно-Уральский 
государственный медицинский университет», Челябинск, Россия).

Работа с лабораторными животными проводилась в соответствии 
с  «Европейской конвенцией о  защите позвоночных животных, ис‑
пользуемых для экспериментов или иных научных целях» 2 и согласно 
Федеральному закону Российской Федерации от 27.12.2018 № 498-ФЗ 3.

2 Европейская конвенция о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях. Электронный ресурс: https://
rm.coe.int/168007a6a8 Дата доступа 14.04.2023

3 Федеральный закон Российской Федерации от 27.12.2018 № 498-ФЗ «Об 
ответственном обращении с животными и о внесении изменений в отдельные 
законодательные акты Российской Федерации». Электронный ресурс: https://
docs.cntd.ru/document/552045936 Дата доступа 14.04.2023

Все исследуемые лабораторные животные содержались в  стан‑
дартных условиях экспериментально-биологической клиники (ви‑
вария) ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский 
университет» Минздрава России в  соответствии с  требованиями 
ГОСТ 33216–2014 4 и пункта 3 РД-АПК 3.10.07.02–09 5. Животные со‑
держались в индивидуальных клетках размером 460 × 300 × 160 мм со 
сплошным дном со стандартным подстилочным материалом в виде 
гранулированных древесных опилок. Клетки размещались в специа‑
лизированной приточно-вытяжной вентиляционной установке с ав‑
томатическим регулированием светового режима (12  часов «дневно‑
го режима»). Режим кормления был составлен с учетом особенностей 
питания и  содержания лабораторных животных.  Кормление осу‑
ществляли полнорационным гранулированным кормом «Дельта 
Фидс» («БиоПро», Россия).

Для оценки потенциальной гипогликемической активности бел‑
кового гидролизата спустя 2 недели после инъекции аллоксана экс‑
периментальным животным проводили глюкозотолерантный тест 
без использования напитка и с его применением.

Для этого в  первой серии экспериментов натощак после суточ‑
ного голодания опытным животным внутрижелудочно вводили рас‑
твор глюкозы («Мосфарм», пгт Богородское, Сергиево-Посадский 
р-н, Московская область, Россия) в дозировке 2 г/кг живой массы.

Через 7 суток после первой серии экспериментов, во вто‑
рой  серии животным натощак после суточного голодания сна‑
чала  вводили 1,3 мл напитка внутрижелудочно, а  через 15 минут 
 крысы  получали углеводную нагрузку в той же дозе, что и  в  пер‑
вой серии экспериментов. Аналогичная схема была использова‑
на по  отношению к  контрольным животным. Средняя дозировка 
напитка 1,3 мл рассчитана на среднюю массу животных с  учетом 
опыта построения плана эксперимента группой зарубежных уче‑
ных [31].

Уровень гликемии определяли до углеводной нагрузки, а также 
спустя 30, 60, 90 и 120 мин после нее [32]. Концентрацию глюкозы 
выявляли в цельной крови с применением глюкометра Contour TS® 
(Ascensia Diabetes Care Holdings AG, Япония). Для этого медицин‑
ской иглой делали прокол по ходу хвостовой вены животного, да‑
лее подносили глюкометр со вставленной тест-полоской (Ascensia 
Diabetes Care Holdings AG, Япония), прибор автоматически отбирал 
нужное количество крови (15 мкл) для измерения глюкозы и  вы‑
давал результат на электронное табло исследовательского обору‑
дования.

Статистическую обработку полученных данных производили 
с использованием программного обеспечения IBM SPSS Statistics 23 
(Армонк, штат Нью-Йорк, США) (данные представлены в виде сред‑
него значения и  его стандартного отклонения). Учитывая неболь‑
шую выборку животных, достоверность полученных данных опре‑
деляли при помощи непараметрического критерия Манна- Уитни. 
Результаты считали статистически значимыми при р ≤ 0,05. Для 
оценки статистической значимости изменений во времени внутри 
группы применяли критерий Фридмана.

4 ГОСТ 33216–2014 «Руководство по содержанию и уходу за лабораторны‑
ми животными. Правила содержания и  ухода за лабораторными грызунами 
и кроликами». М.: Стандартинформ, 2019. — 15 с.

5 РД-АПК 3.10.07.02–09 «Методические рекомендации по содержа‑
нию лабораторных животных в  вивариях научно-исследовательских ин‑
ститутов и  учебных заведений» Электронный ресурс https://docs.cntd.ru/
document/1200088317 Дата доступа 14.04.2023

Рисунок 2. Технологическая схема изготовления напитка
Figure 2. Technological scheme of beverage production

Таблица 1. Биоактивные пептиды в белковых гидролизатах
Table 1. Bioactive peptides in protein hydrolysates

Пептид Активность
(по базе BioPep)

Содержание, мг/100 г гидролизата

Опытный образец, 
ферментированный

BLC
Контрольный образец

Опытный образец, 
ферментированный 

Propionix LCSC

SY
ингибитор АПФ

10,6000 ± 0,0872b 20,4000 ± 0,0583a 9,7600 ± 0,0600c

ингибитор дипептидилпептидазы-4

VW

ингибитор АПФ

1,3800 ± 0,0735c 7,5000 ± 0,0447b 20,1000 ± 0,0600a
антиоксидант

ингибитор дипептидилпептидазы-4

ингибитор альфаглюкозидазы

SW ингибитор дипептидилпептидазы-4 1,1200 ± 0,0800c 3,0200 ± 0,0970b 7,2000 ± 0,0447a

Общее содержание выявленных активных пептидов 13,1000 ± 0,1720c 30,9000 ± 0,1520b 37,1000 ± 0,0775a

Примечание: средние значения в строке без общего надстрочного индекса имеют достоверные различия (p < 0,05) при анализе с помощью однофак‑
торного дисперсионного анализа и теста Тьюки.
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3. Результаты и обсуждение
В  исследуемом белковом гидролизате выявлено 3 биоактивных 

пептида с подтвержденной по базе BioPep ингибирующей фермен‑
ты дипептидилпептидазу-4 и альфаглюкозидазу активностью — SY 
( серин-тирозин), VW (валин-триптофан), SW (серин-триптофан).

Результаты оценки молекулярно-массового распределения пеп‑
тидов в  гидролизатах показали, что суммарно более высокое со‑
держание пептидов наблюдалось с ингибирующей дипептидилпеп‑
тидазу-4 активностью в  гидролизате, полученном ферментацией 
желудков цыплят-бройлеров в сыворотке с добавлением пропионо‑
вокислых бактерий (Таблица 1), что составило на 20% больше, чем 
у контрольного образца гидролизата.

Содержание данных активных пептидов в гидролизате, получен‑
ном ферментацией бифидобактериями, оказалось примерно в 3 раза 
меньше, чем в контрольном образце и образце с пропионовокислы‑
ми бактериями.

В  связи с  этим для дальнейшего моделирования рецептуры на‑
питка использовали белковый гидролизат, полученный фермента‑
цией пропионовокислыми бактериями.

Для проведения оптимизации и  моделирования рецептуры на‑
питка составлена база данных о компонентах рецептуры и получены 
балансовые уравнения (Таблица 2).

Таблица 2. Балансовые уравнения для моделирования 
рецептуры напитка

Table 2. Balance equations for modeling recipes of the beverage

Показатель Уравнение
Содержание белка 24,3 · X2 + 52·X3 ≤ 27

Содержание жиров 15 · X2 + 5,5 · X3

Содержание углеводов 10,2 · X2 + 12,5 · X3 + 3,5 · X4

Содержание сухих веществ 30 · X2 + 92 · X3 + 92 · X4 ≤ 12

Себестоимость продукта 
(функция цели) 5 · X1 + 179 · X2 + 1200 · X3 + 800 · X4 → min

Формирование единицы 
продукта X1 + X2 + X3 + X4 = 1

В результате получены две рецептуры напитка (Таблица 3).

Таблица 3. Рецептуры напитка
Table 3. Recipes of the beverage

Компонент
Содержание компонента, кг /100 кг
Рецептура 1 Рецептура 2

Вода питьевая 69 56
Гидролизат белка 15 15
Сироп лактулозы 15 15
Какао-порошок 1 0
Лимонный сок 0 14

По полученным рецептурам в  лабораторных условиях изготов‑
лены напитки по технологии, представленной на схеме (Рисунок 2), 
и проведена их органолептическая оценка для выявления предпоч‑
тений потребителей по вкусу напитка, так как белковый гидролизат 
в  обозначенной концентрации придает напитку горький привкус.

Для установления оптимального образца напитка по вкусу про‑
водилась дегустация неподготовленными испытателями (потенци‑
альными потребителями напитка), и  при парном сравнении двух 
напитков испытателям необходимо было выбрать напиток с наибо‑
лее приемлемым вкусом (в связи с тем, что гидролизат белка в такой 
высокой дозировке придает напитку горький привкус). Из 24 испы‑
тателей 19 отдали предпочтение напитку с добавлением лимонного 
сока. В связи с этим для проведения последующего опыта на лабо‑
раторных животных принят напиток с лимонным соком как более 
приемлемый с точки зрения вкуса.

По результатам проведения глюкозотолерантного теста у живот‑
ных контрольной и опытной групп в случае с применением напитка, 
а также без его использования, были построены графики, характери‑
зующие различные этапы метаболизма глюкозы у здоровых живот‑
ных и у крыс с экспериментальной патологией (Рисунки 3 и 4).

В контрольной группе животных при внутрижелудочном введе‑
нии глюкозы в дозировке 2 г/кг без использования напитка наблюда‑
лась классическая картина проведения глюкозотолерантного теста: 
резкое повышение уровня глюкозы в крови в 2,5 раза на 30 минуте 
исследования и постепенное снижение показателя вплоть до 120 ми‑
нуты (Рисунок 3). Однако обращает на себя внимание тот факт, что 

значения гликемии натощак и  к  концу проведения теста не были 
идентичными, разница между ними составила 1,9 ммоль/л.

Повышение уровня глюкозы в крови на 30 минуте эксперимента 
незначительно отличалось между группами Г1 и Г2 (p ≥ 0,05), так же, 
как и в начале эксперимента (p ≥ 0,05).

Иная картина наблюдалась при проведении глюкозотолерантного 
теста у  контрольных животных с  использованием напитка (группа 
Г2) в следующие временные отметки. Снижение концентрации глю‑
козы начиная с 60 минуты исследования было более выраженным по 
отношению к группе Г1 (p ≤ 0,05) и привело к тому, что показатель на 
120 минуте был практически идентичен значению, полученному до 
углеводной нагрузки, и существенно отличался от группы Г1 (p ≤ 0,05).

В  группе крыс с  экспериментальным сахарным диабетом как 
с  использованием напитка, так и  без него, наблюдалось идентич‑
ное повышение концентрации глюкозы в крови примерно в 1,5 раза 
( Рисунок 4).

В начальный момент времени результаты в группах Г3 и Г4 отли‑
чались незначительно (p ≥ 0,05). В сравнении с контрольной группой 
животных, в Г3 и Г4 значения уровня глюкозы в крови крыс значи‑
тельно различались на 30 минуте эксперимента (p ≤ 0,01).

Учитывая то, что уровень гликемии натощак у  данной группы 
имел чрезвычайно высокие значения, такое повышение можно счи‑
тать значительным. Более того, в серии эксперимента у Г3 исследуе‑
мый показатель продолжил расти к 60 минуте и находился на плато 
вплоть до 90 минуты, затем незначительно снижался.

В  эксперименте с  использованием напитка в  группе Г4 ситуа‑
ция значительно отличалась от группы Г3 — начиная с  60 минуты 
наблюдалось снижение уровня гликемии (p ≤ 0,05). К 120 минуте по‑
казатель приближался к уровню глюкозы в крови натощак и состав‑
лял 22,0 ± 1,68 ммоль/л, что значительно отличалось от контрольной 
группы Г3 (p ≤ 0,05). Результаты расчета критерия Фридмана показа‑
ли значимость изменений результатов внутри групп Г1, Г2 и Г4 во 
временной промежуток 30–120 мин при p ≤ 0,05.

В контрольной группе животных площадь под кривой «Концен‑
трация глюкозы — время» при использовании напитка (группа Г2) 
уменьшилась на 15,7% по сравнению с контролем (группа Г1), в экс‑
периментальной группе животных при применении напитка (груп‑
па Г4) площадь уменьшилась на 23,4% по сравнению с контрольной 
группой Г3.

Результаты проведенных исследований наглядно демонстрируют, 
что напиток с добавлением белкового гидролизата помогает норма‑
лизовать уровень глюкозы в  крови у  здоровых животных, а  также 
способствует более быстрому снижению данного показателя у крыс 
с экспериментальным сахарным диабетом в сравнении с животны‑
ми, которым была дана только углеводная нагрузка.

Уровень сахара в  крови у  здоровых лабораторных животных 
в  группе Г1 (без добавления напитка) повышался на 151% относи‑
тельно начальных значений, что является более высоким показа‑
телем по сравнению с группой Г2 (с использованием напитка), где 
повышение составило 87%. При этом прирост уровня глюкозы в ко‑
нечном измерении (120 мин) по отношению к начальному составил 
65% у группы Г1 и 12% у группы Г2.

У  больных животных в  группе Г3 (без использования напитка) 
также наблюдался более значительный рост уровня сахара в крови — 
61% относительно начальных значений, в то время как в группе Г4 
(с применением напитка) это повышение составило 46%. Конечное 
измерение уровня глюкозы в крови у группы Г3 показало значение 
на 53% выше, чем в начальный момент, а у Г4 — на 17%.

Полученные данные согласуются с  результатами исследований 
других авторов. Так, например, в работе авторов Du X. и др. (2022) 
была экспериментально подтверждена гипогликемическая актив‑
ность гидролизата сывороточного белка из козьего молока, содер‑
жащего ингибиторы активности дипептидилпептидазы-4 (ДПП-4), 
α-глюкозидазы и α-амилазы [33,34].

Проведены исследования группой зарубежных ученых, устано‑
вивших влияние напитка на основе гидролизата сывороточного бел‑
ка (15,6 г белка на 100 мл напитка) на уровень глюкозы в крови па‑
циентов с сахарным диабетом. Данные исследования подтверждают 
эффективность напитка в снижении гипергликемии при 7-дневном 
курсе употребления 3 раза в день перед приемом пищи [31].

Также в работах некоторых ученых экспериментально выявлено 
и подтверждено положительное влияние лимонного сока на сниже‑
ние уровня глюкозы в крови [35,36], однако дозировки его были бо‑
лее высокие, чем в полученном нами напитке. Стоит отметить, что 
не исключена возможность синергетического эффекта лимонного 
сока и активных пептидов гидролизата в снижении гликемического 
индекса, что требует дополнительных исследований.
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В многочисленных работах отмечено, что ферментацией вторич‑
ного пищевого сырья возможно получение гидролизатов с активны‑
ми пептидами, обладающими различным физиологическим дейст‑
вием, в  том числе гидролизатов, регулирующих ферментативные 
процессы в организме больных диабетом.

Полученные результаты исследований позволяют расширить 
применение вторичного сырья в  виде молочной сыворотки и  суб‑
продуктов птицы для производства белковых гидролизатов с опре‑
деленной биоактивностью, перспективных для лечения сахарного 
диабета.

4. Выводы
Результаты исследований пептидного состава белкового гидроли‑

зата показали, что в результате микробной ферментации желудков 
цыплят-бройлеров в молочной сыворотке за счет гидролиза образу‑
ются активные пептиды, которые влияют на снижение уровня саха‑
ра в крови — с ингибирующей дипептидилпептидазу-4 и α-амилазу 
активностью.

На основе полученного белкового гидролизата смоделирована 
рецептура специализированного напитка для диабетического пита‑
ния. Оптимизированы две рецептуры в программе Excel (США), по 
которым были изготовлены напитки. По результатам органолепти‑
ческой оценки было выявлено, что лучшими показателями обладает 
напиток с добавлением лимонного сока.

Результаты исследований in vivo показали, что напиток на осно‑
ве белкового гидролизата, полученного микробной ферментацией 
желудков цыплят-бройлеров в молочной сыворотке пропионовокис‑
лыми бактериями, и  содержащий в  составе биоактивные пептиды, 
эффективен для снижения уровня глюкозы крови у  лабораторных 
животных.

Однако, учитывая тот факт, что разные люди по-разному реаги‑
руют на одну и ту же диету, необходимы клинические испытания 
на людях, чтобы увидеть реальный эффект от приема разрабо‑
танного напитка для контроля гликемии у пациентов с сахарным 
 диабетом.

а б
Рисунок 3. Результаты глюкозотолерантного теста контрольной группы животных: 

а — динамика концентрации глюкозы в крови у крыс групп Г1 (контрольная группа животных 
без использования напитка) и Г2 (контрольная группа животных с использованием напитка); 

б — площадь под кривой «Концентрация глюкозы — время» при глюкозотолерантном тесте в группах Г1(1) и Г2(2)
Figure 3. Results of the glucose tolerance test of the control group of animals: а — dynamics of the blood glucose concentration in the rats 

of the G1 group (control group of animals without using the beverage) and the G2 group (control group of animals with the use of the beverage); 
б — area under the curve “Glucose concentration — time” upon the glucose tolerance test in groups G1(1) and G2 (2)

а б
Рисунок 4. Результаты глюкозотолерантного теста опытной группы животных «с моделью диабета»: 

а — динамика концентрации глюкозы в крови у крыс групп Г3 (опытная группа животных 
без использования напитка) и Г4 (опытная группа животных с использованием напитка); 

б — площадь под кривой «Концентрация глюкозы — время» при глюкозотолерантном тесте в группах Г3(1) и Г4(2)
Figure 4. Results of the glucose tolerance test of the experimental group of animals with a model of diabetes: а — dynamics of the blood glucose 

concentration in the rats of the G3 group (the experimental group of animals without using the beverage) and the G4 group (the experimental group of 
animals with the use of the beverage); б — area under the curve “Glucose concentration — time” upon the glucose tolerance test in groups G3(1) and G4 (2)

Примечание: * — значимость изменений результатов между группами при p ≤ 0,05; P — значимость изменений результатов во времени внутри группы 
при p ≤ 0,05 по критерию Фридмана; P30–120 — значимость изменений результатов во времени (для временного промежутка 30–120 мин) внутри группы.

P ≤ 0,01; P30–120 ≤ 0,01

P ≥ 0,05; P30–120 ≤ 0,05

P ≤ 0,05; P30-120 ≥ 0,05

P ≥ 0,05; P30-120 ≤ 0,05

*
*

*
*
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