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А ННОТА Ц И Я
В  данной статье обсуждается вопрос использования промышленных методов каскадно-селективной мембранной 
фильтрации для очистки ферментативных гидролизатов сывороточных белков и  фракционирования биоактивных 
пептидов. Основное внимание уделено комплексной оценке влияния данного технологического процесса на  ами-
нокислотный состав, биологическую ценность и  кинетику переваривания in vitro полученных пептидных фракций 
в сравнении с интактными белками. Нативный и термоденатурированный концентрат сывороточных белков гидро-
лизовали биферментной композицией (Alcalase и  Formea CTL) и  фракционировали методами ультра-, нанофиль-
трации и  обратного осмоса. Основные результаты показали, что разработанный процесс каскадно-селективной 
ультра-нанодиафильтрации позволяет эффективно удалять высокомолекулярные белковые соединения, минераль-
ные вещества и свободные аминокислоты. При этом в составе гидролизатов сохраняется фракция пептидов с моле-
кулярной массой 0,4–5 кДа, обладающая максимальными антиоксидантной (1280 и 979 мкМ ТЭ/г БЭ) и АПФ-инги-
бирующей (IC50 = 0,10 и 0,19 мг/мл) активностями. Очищенные гидролизаты характеризовались сбалансированным 
аминокислотным профилем (отношение НАК/ЗАК 0,77–0,78), высоким содержанием BCAA (19,07–19,20 г/100 г белка) 
и повышенным коэффициентом утилитарности (0,71–0,72) по сравнению с исходными концентратами сывороточ-
ных белков. Оценка перевариваемости на модели INFOGEST 2.0 подтвердила высокую биодоступность, более быс-
трое и полное переваривание фракционированных гидролизатов по сравнению интактными белками. Полученные 
результаты открывают перспективы промышленного масштабирования технологии производства гидролизатов сы-
вороточных белков и их использования в качестве функциональных ингредиентов. Такие ингредиенты могут приме-
няться при создании продуктов функционального и специализированного питания, включая протеиновые формулы 
для спортивного питания, нутритивной поддержки при метаболическом синдроме и возрастной саркопении, а также 
для коррекции хронического оксидативного стресса и профилактики гипертонии.
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A BST R ACT
This article discusses the application of industrial cascade-selective membrane filtration techniques for the purification of en-
zymatic hydrolysates of whey proteins and the fractionation of bioactive peptides. The main focus is on a comprehensive assess-
ment of the impact of this technological process on the amino acid composition, biological value, and in vitro digestion kinetics 
of the obtained peptide fractions in comparison with intact proteins. Native and heat-denatured whey protein concentrates were 
hydrolyzed using a two-enzyme system (Alcalase and Formea CTL) and fractionated by ultrafiltration, nanofiltration, and reverse 
osmosis. The key results showed that the developed cascade-selective ultra-nanodiafiltration process effectively removes high-
molecular-weight protein compounds, minerals, and free amino acids. The hydrolysates retain a peptide fraction with a molecu-
lar weight of 0.4–5 kDa, which exhibits maximal antioxidant (1280 and 979 µM TE/g protein equivalent) and ACE-inhibitory 
(IC50 = 0.10 and 0.19 mg/mL) activities. The purified hydrolysates were characterized by a balanced amino acid profile (EAA/NEAA 
ratio of 0.77–0.78), a high content of BCAA (19.07–19.20 g/100 g protein), and an increased coefficient of utility (0.71–0.72) 
compared to the initial whey protein concentrates. Digestibility assessment using the INFOGEST 2.0 model confirmed high 
bioavailability, as well as faster and more complete digestion of the fractionated hydrolysates compared to intact proteins. The 
obtained results open prospects for the industrial scaling of the technology for producing whey protein hydrolysates and their 
use as functional ingredients. Such ingredients can be applied in the development of functional and specialized food products, 
including protein formulas for sports nutrition, nutritional support for metabolic syndrome and age-related sarcopenia, as well 
as for the correction of chronic oxidative stress and the prevention of hypertension.
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1.	 Введение
Современные мировые тенденции в  области пищевой про-

мышленности, нутрициологии, спортивного, детского и  специ-
ализированного питания предопределяют повышенный спрос 
на  коммерческие концентраты белков, сбалансированные по  ами-
нокислотному составу и  обладающие высокой биологической цен-
ностью [1,2]. В данном аспекте особое внимание уделяется белкам 
молочной сыворотки, биологическая ценность и  аминокислотный 
индекс усвояемости (PDCAAS) которых сопоставимы с яичным бел-
ком, считающимся эталонным. Белки молочной сыворотки характе-
ризуются высоким содержанием незаменимых аминокислот и ами-
нокислот с разветвленной цепью (BCAA), которые играют ключевую 
роль в  активации mTOR-пути и  стимуляции мышечного белкового 
синтеза. Кроме того, они богаты серосодержащими аминокислота-
ми, задействованными в  одноуглеродном метаболизме, процессах 
сворачивания и функционирования белков; именно эти аминокис-
лоты служат лимитирующим субстратом для синтеза глутатиона — 
ключевого внутриклеточного антиоксиданта [3,4]. Высокий уровень 
сбалансированности аминокислотного профиля в сочетании с высо-
кой биодоступностью и  быстрой абсорбцией делает сывороточные 
белки ключевым компонентом специализированных протеиновых 
формул для различных физиологических потребностей в  спортив-
ном питании (ускорение восстановления и  рост мышечной массы) 
[5–8], геронтологическом питании (профилактика саркопении) 
[9,10], детском питании (аминокислотный профиль максимально 
приближен к грудному молоку) [11–13], клинической нутрициологии 
(восстановление после травм и операций) [14–16] и пр.

Наряду с  нативными сывороточными белками особый научный 
и практический интерес представляют их гидролизованные формы, 
получаемые путем направленной ферментативной биоконверсии 
пептидных связей в аминокислотной последовательности белковой 
молекулы. В  отличие от  нативных форм белка, гидролизаты сыво-
роточных белков обладают рядом доказанных преимуществ, вклю-
чая более быстрое переваривание и транспорт аминокислот в кро-
воток [17], сниженную аллергенность [18], более высокую скорость 
смачиваемости и  растворимости, повышенную термоустойчивость 
в широком диапазоне pH [19]. С развитием современных аналити-
ческих методов в  области пищевой пептидомики в  гидролизатах 
сывороточных белков идентифицирован широкий спектр биоактив-
ных пептидов, проявляющих регуляторные функции в  организме 
и  оказывающие целенаправленное физиологическое воздействие, 
выходящее за рамки простого нутритивного обеспечения организ-
ма. Многочисленными исследованиями доказано, что данные сое-
динения обладают рядом фармакологических эффектов, таких как 
антиоксидантная [17,20–22], антигипертензивная [23–26], антидиа-
бетическая [27–30], антимикробная [31,32] и иммуномодулирующая 
[33–35] активности. Указанные эффекты обусловлены наличием в их 
структуре специфических аминокислотных последовательностей, 
способных взаимодействовать с  ключевыми биологическими ми-
шенями. Выход пептидов с  целевой биологической функцией на-
прямую зависит от субстратной специфичности протеаз (комплекса 
протеаз), конформационных особенностей и  аминокислотной по-
следовательности белкового субстрата, а также от степени гидроли-
за, регулируемой кинетическими параметрами процесса (субстрат-
ферментное соотношение, pH, температура, продолжительность 
реакции) [36]. При этом следует констатировать, что даже исполь-
зование современных методов таргетированной ферментативной 
биоконверсии белка, основанных на селективном протеолизе, при-
водит к  получению гетерогенных смесей пептидов и  свободных 
аминокислот с  полимодальным распределением по  молекулярной 
массе и  с  вариабельным профилем биоактивности [37]. В  связи 
с этим биоактивные пептиды, полученные в результате таргетиро-
ванной биоконверсии сывороточных белков, требуют дальнейшей 
очистки от компонентов сложной матрицы гидролизата и последу-
ющего фракционирования с  целью сохранения/усиления биофунк-
циональных свойств. В  работах [38,39] показано, что повышенное 
содержание свободных аминокислот в гидролизатах, особенно при 
глубоком протеолизе, увеличивает горечь и  осмотичность, снижая 
их биологическую ценность по сравнению с очищенными пептида-
ми. Кроме того, технологический процесс получения гидролизатов 
сопряжен с  необходимостью коррекции электрохимических пара-
метров среды (поддержание статического рН), что предопределяет 
необходимость дополнительной обработки реакционной смеси для 
снижения рН, ионной силы и  концентрации солей. В  то  же время 
в ряде работ [40,41] отмечено, что ферментативный гидролиз эффек-
тивно снижает антигенность молочных белков, однако протеазы, яв-
ляясь белковыми веществами, способны сенсибилизировать иммун-

ную систему и инициировать перекрестные аллергические реакции. 
Таким образом, разработка эффективных технологий мембранной 
очистки и фракционирования биоактивных пептидов представляет-
ся актуальным и стратегически важным направлением для решения 
обозначенных проблем, что напрямую будет способствовать повы-
шению биологической ценности, функциональности и безопасности 
конечного продукта.

Целью данного исследования является разработка технологии 
мембранного фракционирования и очистки ферментативных гидро-
лизатов сывороточных белков, направленной на селективное удале-
ние балластных компонентов, включая свободные аминокислоты, 
минеральные вещества и  остаточные протеазы. Разрабатываемая 
технология позволяет получать гидролизаты, обогащенные пептид-
ными фракциями с целевой биологической активностью, в частно-
сти антиоксидантной и  АПФ-ингибирующей. Кроме того, в  работе 
исследовано влияние проведенной обработки на  аминокислотный 
профиль, биологическую ценность и кинетику переваривания in vitro 
гидролизатов по  сравнению с  интактными концентратами белков. 
Данные исследования являются критически важными для решения 
технологических задач, связанных со стандартизацией состава и би-
одоступностью активных пептидных фракций, что позволит в пол-
ной мере реализовать их терапевтический потенциал в  создании 
продуктов специализированного назначения от  гипоаллергенных 
смесей и средств энтерального питания до спортивных нутрицевти-
ков и функциональных продуктов, направленных на профилактику 
возраст-индуцированных заболеваний, таких как хронический ок-
сидативный стресс организма и гипертония.

2.	 Объекты и методы

2.1. Объекты
Сладкая сыворотка, полученная от  производства полутвердого 

сыра «Мантова», была предоставлена компанией ООО  «Итальян-
ские традиции» (Москва, Россия). Коммерческие ферментные пре-
параты Alcalase 2.4L (субтилизин) с протеолитической активностью 
2,4 AU-A/г и  Formea CTL (химотрипсиноподобная эндопротеаза) 
с  протеолитической активностью 300 KPROT/г были приобретены 
у  российского дистрибьютора компании Novozymes A/S, (Багсверд, 
Дания). Все реактивы, используемые в  исследовании, были анали-
тической степени чистоты. Во  всех экспериментах использовалась 
бидистиллированная вода.

2.2. Концентрирование сывороточных белков
Подсырную сыворотку подогревали до  температуры (40 ± 5) °C 

в вискубаторе FlowTech 4/5–10 (Them, Дания), обезжиривали и очи-
щали от  казеиновой пыли на  лабораторном сепараторе FJ 90 PP 
(MilkyDay, Чехия). Осветленную и обезжиренную сыворотку разделя-
ли на две аликвотные части равного объема. Первую часть подсыр-
ной сыворотки (CHW (RC)) пастеризовали в  вискубаторе FlowTech 
4/5–10 (Them, Дания) при температуре (72 ± 2) °C с  выдержкой 
20–25 с и охлаждали до температуры (10 ± 2) °C. Концентрирование 
белка проводилось с  использованием ультрафильтрации на  пилот-
ной экспериментальной установке AL 362 (ООО «Альтаир», Россия), 
оснащенной блоком мембранных элементов из полиэфирсульфона 
с  отсечкой по  молекулярной массе (MWCO) 5 кДа. Концентриро-
вание белка осуществляли при давлении 0,50 ± 0,05 МПа на  входе 
в мембранный аппарат и 0,37 ± 0,03 МПа на выходе. Объемный фак-
тор концентрирования составлял 5, что соответствовало на выходе 
массовой доли белка 3,4 %. Другую часть сыворотки подвергали тер-
моденатурации белка (CHW (RC) HD) в вискубаторе FlowTech 4/5–10 
(Them, Дания) в присутствии 10 мМ сульфата кальция при темпера-
туре (95 ± 2) °C и  продолжительности 120 минут. Термоденатуриро-
ванный белок отделяли с  использованием технологии Centry Whey 
на  экспериментальной декантерной центрифуге периодического 
действия при скорости вращения 4000 об/мин (3500 g), температу-
ре (55 ± 5) °C и продолжительности процесса 10 минут, что позволяло 
получать концентрат с массовой долей белка 11 %. Полученный кон-
центрат стандартизовали вторичной сывороткой до массовой доле 
белка 3,4 % и подвергали одноступенчатой гомогенизации при дав-
лении 45 МПа на  плунжерном гомогенизаторе HomoLab 2.20 (FBF, 
Италия).

2.3. Гидролиз сывороточных белков
Ферментативный гидролиз концентратов сывороточных белков 

CHW (RC) и CHW (RC) HD проводили с использованием бифермент-
ной системы Alcalase 2.4L (субтилизин) и Formea CTL (химотрипси-
ноподобная эндопротеаза) в соотношении 75/25 в пересчете на бел-
ковую часть. Гидролиз осуществляли в  биореакторе с  рубашкой 
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(«Алхитех», Россия) объемом 5000 мл с  магнитной мешалкой SP‑16 
(MIULAB, Китай), соединенных последовательно с  циркулирующей 
водяной баней. Биореактор был оборудован pH-метром Starter 300 
с электродом ST 320 (Ohaus, США) и перистальтическим насосом для 
дозирования 5 М раствора гидроксида калия, что обеспечивало под-
держание статического рН реакционной среды с допустимым откло-
нением ± 0,02. Процесс гидролиза проводили биферментной компо-
зицией в  соотношении ферментов (в  пересчете на  белковую часть) 
к  субстрату 1:1000 (мас./мас.) при температуре (51 ± 1) °C, активной 
кислотности реакционной среды 8,30 ± 0,02 ед. рН и продолжительно-
сти 180 минут. Термическую инактивацию ферментных препаратов 
осуществляли посредством непрерывной подачи гидролизата через 
трубчатый теплообменник в соседний биореактор, где гидролизат сы-
вороточных белков мгновенно нагревался до температуры (87 ± 2) °C 
и выдерживался на протяжении 10 минут, после чего происходило его 
охлаждение до температуры (10 ± 2) °C по обратной схеме.

2.4. Очистка и фракционирование гидролизатов  
сывороточных белков

Гидролизаты сывороточных белков очищали от  высокомолеку-
лярных белковых соединений на пилотной экспериментальной уста-
новке AL 362 (ООО «Альтаир», Россия) с использованием ультрафиль-
трационных мембранных модулей из полиэфирсульфона с MWCO 5 
и 10 кДа. Рабочее давление на входе в мембранный аппарат состав-
ляло 0,50 ± 0,05 МПа, а на выходе — 0,37 ± 0,03 МПа. Очистка от сво-
бодных аминокислот и  минеральных солей, а также концентриро-
вание пептидов проводились на той же установке с использованием 
нанофильтрационного мембранного модуля из  полиэфирсульфона 
с MWCO 0,4 кДа. Давление на входе/выходе поддерживали на уровне 
1,5/1,1 МПа соответственно. Диафильтрацию проводили с примене-
нием обратноосмотической воды в соотношении 1:1 к концентрату 
гидролизованных белков. Снижение активной кислотности прово-
дили на промежуточной стадии диафильтрации путем введения 1М 
раствора соляной кислоты до достижения уровня рН 6,8. Концент-
рированные образцы гидролизованных сывороточных белков по-
сле процесса очистки и  фракционирования подвергались дегидра-
тации на  распылительной сушилке BXT‑2000MLH (Shanghai Yuhua 
Instrument Equipment Co. Ltd, Китай) с  диаметром форсунки 1  мм 
при температуре воздуха на входе (175 ± 5) °C и на выходе — (75 ± 5) °C.

2.5. Химический и физический анализ
Для исследования физико-химических свойств сыворотки ис-

пользовались стандартизованные методы. Массовую долю белка 
(в  эквиваленте) определяли методом Кьельдаля через содержание 
общего азота в  соответствии с  ISO 1871:2009 1, ISO 8968–1:2014 2 
на  автоматическом анализаторе Kjeltec‑2400 (Foss Electric, Дания) 
с  последующим его пересчетом на  белок с  коэффициентом 6,28. 
Массовую долю жира определяли методом Гербера в  соответствии 
с ISO 19662:2018 3 и ISO 11870:2009 4. Массовую долю лактозы опре-
деляли ферментативным методом в соответствии с ISO 26462:2010 5. 
Массовую долю сухих веществ измеряли термогравиметрическим 
методом в соответствии с ISO 6731:2010 6. Общее содержание мине-
ральных веществ определяли сжиганием высушенных образцов при 
температуре 550 °C в  муфельной электропечи МП‑2УМ (Утянский 
завод лабораторных электропечей, Литва) в  соответствии с  мето-
дикой [42]. Активную кислотность измеряли потенциометрическим 
методом с помощью стационарного pH-метра Aquasearcher AB33PH 
с электродом ST 320 (Ohaus, США). Концентрацию кальция, магния, 
натрия, калия и фосфора определяли с помощью оптической эмис-
сионной спектроскопии с индуктивно связанной плазмой (ICP-OES) 
на  приборе Agilent 5110 ICP-OES (Agilent Technologies, Малайзия) 
в соответствии с методикой производителя.

Молекулярно-массовое распределение белково-пептидных фрак-
ций проводили методом высокоэффективной жидкостной хромато

1	 ISO 1871:2009 «Food and feed products  — General guidelines for the deter-
mination of nitrogen by the Kjeldahl method». International Standard confirmed, 
2009. — 7 p.

2	 ISO 8968–1:2014 «Milk and milk products — Determination of nitrogen con-
tent -Part 1: Kjeldahl principle and crude protein calculation». International Stan-
dard confirmed, 2014. — 18 p.

3	 ISO 19662:2018 «Milk — Determination of fat content — Acido-butyrometric 
(Gerber method)». International Standard confirmed, 2018. — 15 p.

4	 ISO 11870:2009 «Milk and milk products — Determination of fat content — 
General guidance on the use of butyrometric methods». International Standard 
confirmed, 2009. — 7 p.

5	 ISO 26462:2010 «Milk — Determination of lactose content — Enzymatic meth-
od using difference in pH. International Standard confirmed, 2010. — 11 p.

6	 ISO 6731:2010 «Milk, cream and evaporated milk  — Determination of total 
solids content (Reference method)». International Standard confirmed, 2010. — 5 p.

графии в соответствии с протоколом [43] на хроматографе «МАЭСТРО» 
(ООО «Интерлаб», Россия). Хроматографическое разделение про-
водили при температуре 25 °C и  скорости потока 1 мл/мин с  введе-
нием образца объемом 20 мкл в  аналитическую колонку ZORBAXE 
С18 250  мм × 4,6  мм, диаметр пор 300 Å (Agilent Technologies Inc., 
США). Детекцию осуществляли при длине волны 214 и 280 нм. В по-
лученных хроматограммах с использованием программного обеспе-
чения «Мультихром» (ООО «Амперсенд», Россия) было идентифици-
ровано относительное содержание фракций с молекулярно-массовым 
распределением: < 1 кДа, 1–5 кДа, 5–10 кДа и > 10 кДа.

Содержание и идентификацию аминокислот определяли соглас-
но ГОСТ Р 55569–2013 7 и  методике М 04–94–2021 8 «Пищевая про-
дукция. Методика измерений массовой доли аминокислот методом 
капиллярного электрофореза с  использованием системы капил-
лярного электрофореза «Капель»» на приборе «Капель 205М» (ООО 
«Люмэкс- маркетинг», Россия). В качестве аналитических стандартов 
использовали чистые аминокислоты с  содержанием основного ве-
щества не менее 98 % (Sigma-Aldrich, США).

2.6. Анализ функциональных свойств и биологической ценности
Степень гидролиза оценивали спектрофотометрическим методом 

согласно протоколам, описанным в  [44,45], на  спектрофотометре-
флуориметре Feyond-A400 (Allsheng, Китай) с применением реакти-
ва TNBS (2,4,6‑тринитробензолсульфоновая кислота), специфически 
реагирующего с первичными аминогруппами с образованием хро-
мофора с максимумом поглощения при длине волны 340 нм.

Определение антиоксидантной активности по  методу TEAC 
проводили в  соответствии с  протоколом [46]. Метод основан 
на  способности образца нейтрализовать катион-радикал ABTS 
(2,2’-азинобис(3‑этилбензтиазолин‑6‑сульфоновой кислоты)) с  по-
следующим выражением антиоксидантной активности в  экви-
валентах Тролокса относительно калибровочного графика. Ней-
трализацию катион-радикала ABTS оценивали с  использованием 
спектрофотометра-флуориметра Feyond-A400 (Allsheng, Китай) при 
длине волны 734 нм.

Оценку гипотензивных свойств гидролизованных белков мо-
лочной сыворотки проводили по  способности ингибировать ан-
гиотензин‑1‑превращающий фермент (АПФ) в  соответствии 
с  протоколом [47,48] и  выражали в  концентрации (мг  белка/мл), 
ингибирующей 50 % активности АПФ (IC50). Кинетику возрастания 
интенсивности флуоресценции регистрировали в  течение 15  мин 
с  интервалом в  20 с  на  микропланшетном спектрофотометре-
флуориметре Feyond-A400 (Allsheng, Китай) при температуре 37 °C, 
длине волны возбуждения и регистрации флуоресценции 320 и 420 
нм соответственно.

Расчеты сбалансированности аминокислотного состава, такие 
как аминокислотный скор, отношение незаменимых аминокислот 
(НАК) к заменимым аминокислотам (ЗАК), отношение незаменимых 
кислот к  общему содержанию аминокислот в  белке, коэффициент 
утилитарности, избыточность и  сопоставимую избыточность неза-
менимых аминокислот, индекс незаменимых аминокислот прово-
дили в соответствии с общепринятыми методиками, приведенными 
в работе [49].

Моделирование переваривания in vitro осуществляли по  стан-
дартизированному международному протоколу INFOGEST 2.0 [50]. 
Анализ продуктов переваривания на каждой стадии процесса про-
водили по методикам, описанным в [51], с изменением в части оцен-
ки коэффициента перевариваемости. В  частности, к  инкубацион-
ной смеси по окончании каждой стадии переваривания добавлялся 
24 % раствор трихлоруксусной кислоты (ТХУ) для осаждения белков 
и пептидов с молекулярной массой более ~1–3 кДа. Образцы инку-
бировали при комнатной температуре, охлаждали до 4 °C и центри-
фугировали (8000g) в течение 10 минут. Для измерения содержания 
белка в осадке применялся анализ по методу Кьельдаля. Коэффици-
ент перевариваемости (КП) рассчитывался по формуле 1:
	 КП = (mисх × Бисх — (mисх × Бисх — mФ × БФ))/(mисх × Бисх) × 100	 (1),
где: mисх — масса исходного образца, г; mФ — масса фильтрата после цен-

трифугирования, г; Бисх — белок в  исходном образце, %; БФ — белок 
в фильтрате после центрифугирования, %

7	 ГОСТ Р 55569–2013 «Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Опреде-
ление протеиногенных аминокислот методом капиллярного электрофореза». 
М.: Стандартинформ, 2020. — 18 с.

8	 М 04–94–2021 «Пищевая продукция. Методика измерений массовой доли 
аминокислот методом капиллярного электрофореза с использованием систе-
мы капиллярного электрофореза «Капель»». ООО «Люмэкс-маркетинг», 2021. 
(Свидетельство об аттестации методики измерений № 032/RA.RU.311278/2022 
от 15 апреля 2022 г.).
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2.7. Статистика
Статистический анализ данных был выполнен с использованием 

пакета программного обеспечения Statistica 2010 (Statsoft, США). Все 
измерения проводились в трех независимых повторностях. Резуль-
таты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение 
(SD). Статистический анализ экспериментальных данных осуществ-
ляли с помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) 
и апостериорного теста Тьюки с использованием пакета статистиче-
ских программ RStudio (Posit Software, США) при уровне значимости 
p < 0,05.

3.	 Результаты и обсуждение

3.1. Оценка биологической активности гидролизованных фракций 
сывороточных белков

Молекулярная масса пептидов является ключевым фактором, 
определяющим их функциональные и биоактивные свойства в бел-
ковых гидролизатах. Контроль молекулярно-массового распределе-
ния на этапе производства позволяет целенаправленно изолировать 
фракции с заданной биологической активностью (антиоксидантной 
и антигипертензивной) и одновременно производить очистку от вы-
сокомолекулярных соединений и свободных аминокислот. В данном 
исследовании гидролизаты сывороточных белков фракционирова-
ли последовательно на полиэфирсульфоновых мембранах с разме-
ром пор 10 кДа (УФ‑10), 5 кДа (УФ‑5), 0,4 кДа (НФ‑0,4) и 0,1 нм (ОО). 
На каждом этапе проводили диафильтрацию обратноосмотической 
водой для максимальной очистки и получения валидных результа-
тов. Исследование молекулярно-массового распределения в  исход-
ном сырье, гидролизатах, а также в их белково-пептидных фракциях 
(ретентатах) представлено на Рисунке 1.

Анализ молекулярно-массового распределения показал, что 
в концентратах CHW (RC) и CHW (RC) HD доминируют высокомоле-
кулярные белковые фракции с  молекулярной массой выше 10 кДа, 
что характерно для негидролизованных белков молочной сыворотки 
и  ассоциированных форм (димеров/тримеров) гликомакропептида 
[52]. Также в составе концентратов CHW (RC) и CHW (RC) HD иденти-
фицировано 7,7 % и 10,5 % фракций с молекулярной массой 5–10 кДа, 
что соотносится с молекулярной массой мономерной формы глико-
макропептида (~7,5 кДа) [53] и  протеозо-пептонной фракции PP8S 
(~9,0 кДа) [54]. Кроме того, в анализируемых белковых концентратах 
идентифицировано 2,5 % (CHW (RC)) и 3,6 % (CHW (RC) HD) фракций 
с  молекулярной массой 1–5 кДа, очевидно, представляющих собой 
протеозо-пептонную фракцию PP8F (~4,0 кДа) [55] и  другие пеп-
тидные фрагменты частичного расщепления белков аутохтонными 
протеазами молока. В  образах гидролизатов сывороточных белков 
CHW (RC) и CHW (RC) HD со степенью гидролиза 19,9 ± 0,4 и 21,2 ± 0,8 
соответственно отмечено резкое снижение доли высокомолекуляр-
ной фракции (> 10 кДа) до 1,21 % и 1,32 % по сравнению с интактны-
ми белками. В обоих образцах гидролизатов доминируют фракции 
с  молекулярной массой 1–5 кДа (51,8 % и  59,5 %) и  в  меньшей сте-
пени фракции с молекулярной массой 5–10 кДа (37,4 % и 27,2 %). Со-
держание короткоцепочечных пептидов и  свободных аминокислот 
в гидролизатах сывороточных белков находилось на уровне 9,6 % для 
CHW (RC) и 12,0 % для CHW (RC) HD. Применение для очистки гидро-
лизатов ультрафильтрации с  MWCO 10 кДа привело к  селективной 

изоляции и концентрированию высокомолекулярных белковых сое-
динений, на долю которых приходилось 68,6 % для CHW (RC) и 61,1 % 
для CHW (RC) HD. Последующая ультрафильтрация с  MWCO 5 кДа 
позволила получить фракции с доминированием пептидов средне-
го размера (5–10 кДа) 88,3 % и 84,1 % соответственно при отсутствии 
высокомолекулярных белковых компонентов, что указывает на  се-
лективное удаление негидролизованных белков и протеолитических 
ферментов (по  данным Uniprot, молекулярная масса субтилизина 
~38 кДа, а химотрипсиноподобной эндопротеазы ~27 кДа). Дальней-
шее фракционирование гидролизатов сывороточных белков CHW 
(RC) и  CHW (RC) HD с  использованием нанофильтрации с  MWCO 
0,4 кДа позволило получить ретентат, где основная масса белковых 
веществ (74,4 % и  78,7 %) приходится на  пептиды с  молекулярной 
массой 1–5 кДа. В то же время в ретентате, полученном нанофиль-
трацией, 22,3 % и  19,2 % составляют фракции с  молекулярной мас-
сой < 1 кДа, удержание которых может объясняться селективностью 
мембраны, а также возникновением эффекта поляризационной кон-
центрации на поверхности мембраны и формированием вторичного 
динамического слоя с меньшей пористостью [56,57]. Пермеат, полу-
ченный после нанофильтрации и  сконцентрированный обратным 
осмосом, состоял исключительно из  компонентов с  молекулярной 
массой < 1 кДа, представляя собой смесь свободных аминокислот 
и короткоцепочечных пептидов.

На следующем этапе было проведено комплексное исследование 
взаимосвязи между молекулярно-массовым распределением пеп-
тидных фракций, полученных методами каскадной ультра- и нано-
фильтрации, и их биологической активностью (Рисунок 2).

Полученные данные демонстрируют существенные различия 
в  биологической активности между нативными и  термоденатури-
рованными белками, а также их гидролизатами. Гидролизаты CHW 
(RC) и CHW (RC) HD показали в 5,2 и 5,0 раза более высокую антиок-
сидантную активность (984 и 768 мкМ ТЭ/г БЭ) по сравнению с на-
тивным и  термоденатурированным концентратами сывороточных 
белков (189 и 153 мкМ ТЭ/г БЭ) соответственно. Среди фракций наи-
большей антиоксидантной активностью обладала фракция 0,4–5 кДа 
(1280 и 979 мкМ ТЭ/г БЭ), что в среднем на 29 % выше, чем у соответ-
ствующих гидролизатов сывороточных белков. Фракция 5–10  кДа 
продемонстрировала умеренную антиоксидантную активность (430 
и 380 мкМ ТЭ/г БЭ), в то время как фракция > 10 кДа (271 и 217 мкМ 
ТЭ/г БЭ) по антиоксидантной активности была незначительно выше 
соответствующих гидролизатов до момента их фракционирования. 
При этом фракция < 0,4 кДа характеризовалась минимальной анти-
оксидантной активностью (18 и  15 мкМ ТЭ/г БЭ), что свидетельст-
вует о потере антиоксидантных свойств при переходе к свободным 
аминокислотам и короткоцепочечным пептидам. Результаты оцен-
ки АПФ-ингибирующей активности показали, что для гидролизатов 
CHW (RC) и  CHW (RC) HD характерно ее увеличение в  65 и  48 раз 
по сравнению с соответствующими концентратами нативных (сни-
жение IC50 с 17,61 до 0,27 мг БЭ/мл) и термоденатурированных (сни-
жение IC50 с 22,89 до 0,48 мг БЭ/мл) белков. Максимальной АПФ-ин-
гибирующей активностью обладала фракция 0,4–5 кДа гидролизатов 
нативных белков (IC50 = 0,10  мг БЭ/мл) и  термоденатурированных 
белков (IC50 = 0,19  мг БЭ/мл), что в  2,7 и  2,5 раза превышает ак-
тивность исходных гидролизатов сывороточных белков. Фракция 

А) Б)

Рисунок 1. Молекулярно-массовое распределение белково-пептидных фракций (А – CHW (RC); Б — CHW (RC) HD)
Figure 1. Molecular weight distribution of protein-peptide fractions (А – CHW (RC); Б — CHW (RC) HD)
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5–10  кДа показала значимую, но  меньшую АПФ-ингибирующую 
активность, IC50 которой составляла 3,73  мг БЭ/мл для CHW (RC) 
и 5,30 мг БЭ/мл для CHW (RC) HD. АПФ-ингибирующая активность 
в ретентатах высокомолекулярных фракций > 10 кДа была всего в 1,2 
и 1,4 раза выше, чем в соответствующих концентратах сывороточ-
ных белков, в том числе за счет присутствия в составе более мелких 
фракций (Рисунок 1). Во  фракции с  молекулярной массой < 0,4 кДа 
АПФ-ингибирующая активность не  обнаружена, что подтверждает 
необходимость определенной длины пептидной цепи для проявле-
ния данной биологической активности.

Таким образом, последовательная фильтрация с удалением неги-
дролизованных высокомолекулярных белковых соединений и проте-
аз методом ультрафильтрации (MWCO 10 кДа), а также концентриро-
вание пептидных фракций методом нанофильтрации (MWCO 0,4 кДа) 
представляет собой научно обоснованный подход. Фракционирова-
ние пептидов с молекулярной массой 0,4–10 кДа методом каскадно-
селективной ультра-нанофильтрации является компромиссом между 
высокой биологической (антиоксидантной и  АПФ-ингибирующей) 
активностью и  потенциальной минимизацией горького вкуса, уме-
ренной осмоляльностью, сохранением высокой биологической цен-
ности и сбалансированности по незаменимым аминокислотам.

3.2. Фракционирование и очистка биологически активных фракций 
сывороточных белков

Многочисленные работы [58,59] показали, что классический 
электродиализ не  эффективен для очистки гидролизатов пищевых 
белков от минеральных солей ввиду разнонаправленной миграции 

основных/катионных, кислых/анионных пептидов и  аминокислот 
в электрическом поле, что может оказать негативное влияние на би-
офункциональные свойства гидролизатов. Исходя из этого, на сле-
дующем этапе работ были исследованы подходы к частичной деми-
нерализации (очищенных с  помощью ультрафильтрации с  MWCO 
10 кДа) гидролизатов методом нанодиафильтрации, где на 1 этапе 
гидролизат концентрировали (ГСБ-Н), на 2 этапе подкисляли ретен-
тат раствором соляной кислотой и промывали одинарным объемом 
обратноосмотической воды (ГСБ ДФ‑1), а  на  третьем этапе осу-
ществляли окончательную промывку одинарным объемом обрат-
ноосмотической воды (ГСБ ДФ‑2). Результаты изменения физико-
химических показателей в  процессе диафильтрации представлены 
в Таблице 1.

Анализ данных Таблицы 1 показал, что при применении одно-
ступенчатой нанофильтрации гидролизатов сывороточных бел-
ков уровень деминерализации составляет 28–29 % (по  отношению 
к  м. д. сухих веществ), при этом кислотность системы достоверно 
не  изменяется. Нанодиафильтрация с  использованием подкислен-
ной воды позволила снизить активную кислотность до нейтрально-
го рН и повысить уровень деминерализации до 36 %, а дальнейшая 
диафильтрация обратноосмотической водой  — до  54–56 %. Дета-
лизация изменений минерального состава представлена в  Табли-
це 2. При этом совокупная потеря азотистых веществ в эквивален-
те белка составила 6,1 % для гидролизата нативных сывороточных 
белков CHW (RC) и  7,8 % для гидролизата термоденатурированных 
сывороточных белков CHW (RC) HD. Данные значения коррелируют 

А) Б)

Рисунок 2. Антиоксидантная активность (А) и АПФ-ингибирующая активность (Б) белково-пептидных фракций 
гидролизатов сывороточных белков

Figure 2. Antioxidant activity (A) and ACE-inhibitory activity (Б) of protein-peptide fractions of whey protein hydrolysates

Таблица 1. Изменение физико-химических показателей в процессе нанодиафильтрации гидролизатов сывороточных белков
Table 1. Changes in physicochemical parameters during nanodiafiltration of whey protein hydrolysates

Наименование
показателя

Массовая доля 
жира, %

Массовая доля белка
(эквивалент), %

Массовая доля 
лактозы, %

Массовая доля 
сухих веществ, %

Массовая доля 
золы, %

Активная
кислотность, рН

Гидролизат CHW (RC)

ГСБ Отс. 3,32 ± 0,09c 4,95 ± 0,14c 9,79 ± 0,21c 1,05 ± 0,04c 8,25 ± 0,05a

Ретентат ГСБ Отс. 6,70 ± 0,14a 8,92 ± 0,32a 17,80 ± 0,42ab 1,34 ± 0,07a 8,21 ± 0,11a

Пермеат ГСБ Отс. 0,23 ± 0,02d 0,45 ± 0,05d 1,45 ± 0,08d 0,54 ± 0,03e 8,30 ± 0,06a

Ретентат ГСБ ДФ‑1 Отс. 6,49 ± 0,16ab 8,61 ± 0,29a 17,04 ± 0,37b 1,15 ± 0,05bc 6,82 ± 0,06b

Пермеат ГСБ ДФ‑1 Отс. 0,13 ± 0,03ef 0,12 ± 0,07e 0,87 ± 0,16ef 0,46 ± 0,04fg 6,87 ± 0,07b

Ретентат ГСБ ДФ‑2 Отс. 6,33 ± 0,10b 8,39 ± 0,30a 16,22 ± 0,44b 0,76 ± 0,04d 6,75 ± 0,09b

Пермеат ГСБ ДФ‑2 Отс. 0,07 ± 0,02f 0,09 ± 0,06e 0,69 ± 0,10f 0,34 ± 0,03h 6,82 ± 0,07b

Гидролизат CHW (RC) HD

ГСБ Отс. 3,43 ± 0,08c 4,79 ± 0,17c 9,88 ± 0,24c 1,12 ± 0,07c 8,17 ± 0,08a

Ретентат ГСБ Отс. 6,76 ± 0,15a 8,83 ± 0,30a 17,98 ± 0,36a 1,46 ± 0,09a 8,14 ± 0,05a

Пермеат ГСБ Отс. 0,30 ± 0,03d 0,52 ± 0,06d 1,58 ± 0,15d 0,57 ± 0,03e 8,25 ± 0,07a

Ретентат ГСБ ДФ‑1 Отс. 6,38 ± 0,12b 8,33 ± 0,26ab 16,86 ± 0,30b 1,21 ± 0,06b 6,84 ± 0,06b

Пермеат ГСБ ДФ‑1 Отс. 0,17 ± 0,04e 0,27 ± 0,08e 1,14 ± 0,16e 0,49 ± 0,04f 6,93 ± 0,04b

Ретентат ГСБ ДФ‑2 Отс. 6,25 ± 0,12b 8,24 ± 0,27b 16,24 ± 0,31b 0,84 ± 0,03d 6,79 ± 0,07b

Пермеат ГСБ ДФ‑2 Отс. 0,09 ± 0,02f 0,14 ± 0,05e 0,81 ± 0,09f 0,37 ± 0,04gh 6,87 ± 0,08b

Примечание: Данные в таблице представлены как среднее значение ± SD (n = 3). Надстрочные буквы (a–g) в пределах одного столбца отражают значи-
тельные различия между группами, по данным дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим тестом Тьюки (р < 0,05).
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со  степенью гидролиза и  молекулярно-массовым распределением 
белково-пептидных фракций в гидролизатах и в целом соответству-
ет переходу в пермеат свободных аминокислот, ди- и трипептидов, 
а также небелковых азотистых соединений.

Из  данных Таблицы 2 видно, что при использовании нанодиа-
фильтрации деминерализация гидролизатов сывороточных белков 
CHW (RC) и CHW (RC) HD обеспечивается в большей степени за счет 
удаления одновалентных ионов (Na+, K+) и  в  меньшей степени  — 
двухвалентных (Ca2+, Mg2+) или многовалентных ионов. Так, отме-
чено, что при выбранной схеме нанодиафильтрации гидролизатов 
сывороточных белков уровень деминерализации по  K+ составляет 
в среднем 67 %, по Na+ — 61 %, по Mg2+ — 40 %, по Ca2+ — 22 %, что в це-
лом сопоставимо с результатами [60,61]. Фосфор (P) преимуществен-
но задерживается в  ретентате из-за его химической связи с  каль-
цием и магнием (коллоидные фосфаты), что снижает его миграцию 
через мембранный слой в пермеат при нанодиафильтрации. Таким 
образом, трехступенчатая нанодиафильтрация обеспечивает селек-
тивное разделение минеральных веществ за счет различий в их хи-
мической природе. В результате из-за низкой молекулярной массы 
большая часть одновалентных ионов (K+, Na+), добавленных при pH-
статировании гидролиза, перешла в пермеат, а наиболее важные для 
функционирования и жизнедеятельности организма двухвалентные 

ионы кальция и  магния (в  т. ч. химически связанные с  фосфором) 
в большей части сохранились в ретентате.

3.3. Исследование аминокислотного состава и биологической 
ценности гидролизатов сывороточных белков

Потенциальная ценность гидролизатов сывороточных белков 
заключается не только в проявлении биофункциональных свойств, 
но и в сбалансированности аминокислотного профиля, способного 
обеспечить метаболические потребности организма в незаменимых 
аминокислотах [62–64]. Первоначально интактные белки молочной 
сыворотки содержат полный спектр незаменимых (валин, изолей-
цин, лейцин, лизин, метионин, треонин, триптофан и фенилаланин) 
и  условно незаменимых (аргинин и  гистидин) аминокислот, а так-
же высокую концентрацию аминокислот с  разветвленной цепью 
(BCAA), которые являются важными факторами роста и восстанов-
ления тканей [65]. Однако доказано, что под действием технологи-
ческих факторов процесса таргетированной биоконверсии амино-
кислотный профиль гидролизованных белков может претерпевать 
некоторые изменения [30]. Таким образом, дальнейшие исследова-
ния были направлены на оценку сбалансированности аминокислот-
ного профиля гидролизованных сывороточных белков в сравнитель-
ном аспекте с концентратами нативных и термоденатурированных 
сывороточных белков (Рисунок 3).

Таблица 2. Изменение содержания основных минеральных веществ (макроэлементов) при нанодиафильтрации 
гидролизатов сывороточного белка

Table 2. Changes in major mineral content (macroelements) during nanodiafiltration of whey protein hydrolysates

Наименование
показателя

Содержание основных минеральных веществ (макроэлементов), мг/кг

Кальций Калий Магний Натрий Фосфор
Гидролизат CHW (RC)

ГСБ 582 ± 50d 3657 ± 284bcd 125 ± 18ab 398 ± 30b 569 ± 27cd

Ретентат ГСБ 846 ± 85abc 4238 ± 302ab 173 ± 21a 569 ± 42a 793 ± 42a

Пермеат ГСБ 16 ± 3f 1508 ± 102f 15 ± 4c 242 ± 24c 65 ± 7e

Ретентат ГСБ ДФ‑1 791 ± 68bcd 3055 ± 235d 155 ± 20ab 383 ± 30b 650 ± 35bc

Пермеат ГСБ ДФ‑1 38 ± 6e 1144 ± 88g 8 ± 2d 155 ± 17d 52 ± 5ef

Ретентат ГСБ ДФ‑2 747 ± 59cd 2009 ± 157e 127 ± 19ab 253 ± 25c 564 ± 31cd

Пермеат ГСБ ДФ‑2 21 ± 5ef 859 ± 55h 7 ± 2d 105 ± 10e 49 ± 6ef

Гидролизат CHW (RC) HD
ГСБ 716 ± 57cd 3913 ± 294abc 124 ± 18ab 398 ± 31b 534 ± 25d

Ретентат ГСБ 1041 ± 103a 4535 ± 325a 171 ± 21ab 569 ± 42a 745 ± 40ab

Пермеат ГСБ 18 ± 7f 1795 ± 133ef 16 ± 4c 248 ± 27c 64 ± 7e

Ретентат ГСБ ДФ‑1 1008 ± 97ab 3359 ± 249cd 159 ± 20ab 430 ± 38b 692 ± 38e

Пермеат ГСБ ДФ‑1 35 ± 8e 1249 ± 94g 13 ± 3cd 148 ± 18d 56 ± 6ef

Ретентат ГСБ ДФ‑2 937 ± 96abc 2116 ± 164e 118 ± 17b 266 ± 27c 556 ± 33cd

Пермеат ГСБ ДФ‑2 25 ± 7ef 980 ± 66gh 9 ± 3cd 96 ± 9e 46 ± 6f

Примечание: Данные в таблице представлены как среднее значение ± SD (n = 3). Надстрочные буквы (a–g) в пределах одного столбца отражают значи-
тельные различия между группами, по данным дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим тестом Тьюки (р < 0,05).

А) Б)

Рисунок 3. Исследование общего содержания аминокислот в сухих концентратах и гидролизатах нативных (А) 
и термоденатурированных сывороточных белков (Б) 

Figure 3. Study of the total amino acid content in dry concentrates and hydrolysates of native (A) and heat-denatured (Б) whey proteins
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Проведенный анализ аминокислотного состава нативных и термо-
денатурированных белков молочной сыворотки, а также их гидроли-
затов после мембранной очистки демонстрирует высокую стабиль-
ность белково-пептидной матрицы к применяемым технологическим 
воздействиям. Сравнение нативного (CHW (RC)) и термоденатури-
рованного (CHW (RC) HD) КСБ выявило отсутствие статистически 
значимых изменений в  содержании подавляющего большинства 
аминокислот. Данный результат подтверждает, что предваритель-
ная термическая обработка, необходимая для денатурации белка, 
не  индуцирует масштабного разрушения ковалентных пептидных 
связей или боковых радикалов аминокислот и не изменяет амино-
кислотный профиль сывороточных белков. Основным следствием 
термоденатурации является изменение конформационной структу-
ры белка, заключающееся в  развертывании полипептидных цепей 
с  последующей их агрегацией, что подтверждается современными 
и  ретроспективными исследованиями [66–68]. Наиболее выражен-
ные изменения аминокислотного профиля наблюдались для пред-
варительно денатурированного субстрата после ферментативного 
гидролиза и  мембранного фракционирования. В  гидролизате CHW 
(RC) HD по сравнению с термоденатурированным белком отмечено 
значимое снижение метионина (на 18,8 %), триптофана (на 14,5 %), 
аланина (на 6,9 %), аспаргина и аспаргиновой кислоты (на 4,2 %). На-
блюдаемое снижение концентрации триптофана и  метионина при 
ферментативном гидролизе термоденатурированных белков, в  от-
личие от других образцов, вероятно, является следствием их окис-
лительной модификации на  стадии предварительной термической 
обработки. В  нативном состоянии многие чувствительные остатки 
метионина и триптофана расположены внутри гидрофобных участ-
ков белковой молекулы, что обеспечивает стерическую защиту 
от окисления [69,70]. В то же время сообщалось [66], что остатки ци-
стеина могут нейтрализовать большую часть активных окислителей. 
Вследствие этого они подвергаются окислительно-опосредованной 
перегруппировке и  образованию дисульфидных связей, участвую-
щих в агрегации белка, которая, в свою очередь, обеспечивает фи-
зическую защиту от окисления. Наблюдаемое снижение содержания 
аланина, аспаргина и  аспаргиновой кислоты при ферментативном 
гидролизе термоденатурированных белков в  условиях щелочного 
pH с высокой вероятностью связано с их участием в реакции Май-
яра, где α-аминогруппа этих аминокислот может напрямую взаи-
модействовать с карбонильными группами редуцирующих сахаров 
и вступать в неферментативное гликозилирование. Процесс сопро-
вождается образованием меланоидиновых соединений, устойчивых 
к  кислотному гидролизу (при пробоподготовке) [71]. Установленное 
статистически значимое увеличение массовой доли серина в  фер-
ментативных гидролизатах CHW (RC) и CHW (RC) HD может отражать 
селективное удержание серина (в  т. ч. в  составе короткоцепочечных 
пептидов) в  ретентате, обусловленное его специфической сорбцией 
на полимерной мембране через образование слабых водородных свя-
зей между гидроксильной группой аминокислоты и полярными функ-

циональными группами мембраны. Оно также может отражать сово-
купную систематическую погрешность анализа, возникающую из-за 
дифференциальной деградации серина при кислотном гидролизе ин-
тактного белка и пептидов, матрикс-зависимых вариаций эффектив-
ности дериватизации и электрофоретического поведения в капилляр-
ном электрофорезе. Выявленный феномен статистически значимого 
увеличения содержания серина в  гидролизатах требует проведения 
дополнительных глубоких исследований для установления достовер-
ных механизмов, лежащих в основе наблюдаемого явления.

На следующем этапе работ было изучено содержание аминокис-
лот в свободной форме в дегидратированных образцах концентра-
тов и гидролизатов сывороточных белков (Рисунок 4).

Данные Рисунка 4 свидетельствуют о том, что на долю свободных 
аминокислот КСБ CHW (RC) и CHW (RC) HD приходится 0,41–0,47 % 
от общего содержания аминокислот, в то время как для соответству-
ющих гидролизатов данный показатель составляет 2,44–2,59 %. Ги-
дролиз нативных и термоденатурированных сывороточных белков 
привел к значительному увеличению концентраций фенилаланина, 
тирозина, пролина, метионина и  в  меньшей степени триптофана, 
лейцина, изолейцина, серина и  аланина. Наблюдаемое значимое 
увеличение содержания свободных аминокислот коррелирует с на-
учными данными о субстратной специфичности используемых фер-
ментов. Согласно данным [72–75], химотрипсин проявляет высокую 
специфичность к гидролизу пептидных связей по С-концевым аро-
матическим аминокислотам (фенилаланин, тирозин, триптофан), 
а также умеренную специфичность к гидролизу связей после гидро-
фобных остатков (лейцин, пролин и метионин). Субтилизин, напро-
тив, демонстрирует более широкую специфичность, эффективно 
гидролизуя пептидные связи после ароматических и алифатических 
гидрофобных остатков (лейцин, фенилаланин, триптофан, мети-
онин, валин) [72–74]. При этом следует отметить, что содержание 
горьких свободных аминокислот (триптофан, изолейцин, лейцин, 
валин, фенилаланин и лизин [76]) в гидролизатах CHW (RC) и CHW 
(RC) HD составляет в  среднем 1,2 %, что частично обуславливает 
интенсивность горького привкуса. Несмотря на  это, относительно 
низкое содержание свободных аминокислот в гидролизатах сыворо-
точных белков обусловлено, с одной стороны, специфичностью фер-
ментов и рациональными режимами протеолиза, а с другой — при-
менением селективной мембранной очистки гидролизатов.

По  усредненным данным аминокислотного профиля проведено 
исследование биологической ценности концентратов и  гидролиза-
тов сывороточных белков (Таблица 3).

В  целом установленные вариации аминокислот не  отразились 
на отношениях НАК/ЗАК (0,77–0,78) и НАК/ОАК (0,44). Содержание 
аминокислот с  разветвленными боковыми цепями для всех образ-
цов также находилось на  высоком уровне (18,95–19,20 г/100  г бел-
ка). Анализ аминокислотного состава сухих концентратов и гидро-
лизатов сывороточных белков в  сравнении с  «идеальным» белком 
по  шкале ФАО/ВОЗ [77], принятой в  2013  г., показал, что величины 

А) Б)

Рисунок 4. Исследование содержания свободных аминокислот в сухих концентратах и гидролизатах нативных (А) 
и термоденатурированных сывороточных белков (Б)

Figure 4. Study of the free amino acid content in dry concentrates and hydrolysates of native (A) and heat-denatured (Б) whey proteins
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химических и  скорректированных на  общую переваримость скоров 
для всех незаменимых аминокислот превышают 100 %. Рассчитан-
ные коэффициенты утилитарности, отражающие общее количество 
НАК, которые могут быть утилизированы организмом человека, для 
гидролизатов CHW (RC) и CHW (RC) HD находились на схожем уровне 
(0,71–0,72) и превышали показатели соответствующих концентратов 
(0,68–0,69). Количество незаменимых аминокислот, гипотетически 
не  пошедших на  анаболические нужды организма, для гидролиза-
тов CHW (RC) и CHW (RC) HD составляло 14,95 и 14,72 г/100 г белка, 
в то время как для интактных сывороточных белков данный показа-
тель находился на уровне 16,42 и 16,79 г/100 г белка. Показатель со-
поставимой избыточности для гидролизованных белков составлял 
в  среднем 11,79–11,51 г/100  г белка, а  для концентратов  — 13,56–
13,80  г/100  г белка при схожем индексе незаменимых аминокислот. 
Таким образом, по  результатам исследований установлено, что ги-
дролизаты сывороточных белков обладают высокой биологической 
ценностью и сбалансированностью по незаменимым аминокислотам, 

а также являются естественным источником аминокислот с  развет-
вленной боковой цепью. В перспективе это может стать одним из ин-
струментов для решения ряда актуальных проблем современной ну-
трициологии.

3.4. Оценка перевариваемости гидролизатов сывороточных белков
Оценка перевариваемости белковых ингредиентов in vitro являет-

ся критически важным этапом для их характеристики с точки зрения 
усвояемости. Исследование деградации концентратов сывороточ-
ных белков и их гидролизатов в процессе пищеварения проводили 
с  использованием статической модели переваривания INFOGEST 
2.0, включающей пероральную (Р. с,), желудочную (Ж. с.) и  кишеч-
ную  (К.  с.) фазы пищеварения, с  учетом физиологических данных 
о составе сред взрослого человека (электролиты, ферменты, желчь, 
степень разбавление, pH и время пищеварения и пр.). Динамика ги-
дролиза белка отслеживалась методом электрофореза в полиакрила-
мидном геле на каждой стадии пищеварения (Рисунок 5).

Таблица 3. Биологическая ценность сухих концентратов и гидролизатов сывороточных белков
Table 3. Biological value of dry concentrates and hydrolysates of whey proteins

Наименование аминокислоты Сухой КСБ
CHW (RC)

Сухой ГСБ
CHW (RC)

Сухой КСБ
CHW (RC) HD

Сухой ГСБ
CHW (RC) HD

Сумма незаменимых аминокислот (НАК) 43,65 43,51 43,74 43,52
Сумма заменимых аминокислот (ЗАК) 56,35 56,49 56,26 56,48
Сумма аминокислот с разветвленными боковыми 
цепями (BCAA) 18,95 19,07 19,00 19,20

Отношение НАК/ЗАК 0,78 0,77 0,78 0,77
Отношение НАК/ОАК 0,44 0,44 0,44 0,44

Аминокислотный скор, %
Валин 144,0 141,3 143,6 143,6
Изолейцин 193,5 189,4 194,4 188,6
Лейцин 121,1 126,8 121,7 127,8
Лизин 185,9 188,5 193,0 185,8
Метионин+ Цистеин 194,4 199,2 200,8 185,3
Треонин 297,0 307,5 290,0 313,4
Гистидин 144,8 130,2 154,0 134,4
Триптофан 351,1 296,7 344,9 296,1
Фенилаланин + Тирозин 176,1 179,5 177,5 184,1
Лимитирующая аминокислота – – – –
Коэффициент утилитарности 0,68 0,71 0,69 0,72
Избыточность незаменимых аминокислот, г/100 г белка 16,42 14,95 16,79 14,72
Сопоставимая избыточность, аминокислот г/100 г белка 13,56 11,79 13,80 11,51
Индекс незаменимых аминокислот (ИНАК) 1,49 1,49 1,49 1,49
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Рисунок 4. Электрофореграмма продуктов деградации концентратов и гидролизатов 

сывороточных белков на стадиях перорального (Р .с.), желудочного (Ж. с.) и 
кишечного (К. с.) переваривания 

Figure 4. Electropherogram of degradation products of whey protein concentrates and 
hydrolysates at the stages of oral (Р .с.), gastric (Ж. с.), and intestinal (К. с.) digestion  
Анализ данных Рисунка 4 показал отсутствие на пероральной фазе переваривания 
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Рисунок 5. Электрофореграмма продуктов деградации концентратов и гидролизатов сывороточных белков на стадиях 
перорального (Р .с.), желудочного (Ж. с.) и кишечного (К. с.) переваривания

Figure 5. Electropherogram of degradation products of whey protein concentrates and hydrolysates at the stages of oral (Р .с.), gastric (Ж. с.), 
and intestinal (К. с.) digestion
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Анализ данных Рисунка 5 показал отсутствие на  пероральной 
фазе переваривания протеолитической деградации нативных 
и термоденатурированных сывороточных белковых структур, что 
подтверждается сохранением четких и интенсивных полос, соот-
ветствующих основным сывороточным белкам — β-лактоглобулину 
(18 кДа) и α-лактальбумину (14 кДа). Отсутствие видимых измене-
ний в  белковом профиле на  данной стадии является следствием 
того, что фермент α-амилаза, используемый для имитации перо-
ральной фазы, не обладает протеолитической активностью и, пре-
имущественно, гидролизует α‑1,4‑гликозидные связи в  крахмале 
и  гликогене. Электрофореграммы гидролизованных белков ха-
рактеризуются отсутствием полос в зоне, характерной для основ-
ных интактных белков, что подтверждает деградацию белковых 
структур на  этапе ферментативного протеолиза и  удаление вы-
сокомолекулярных соединений на  стадии каскадно-селективной 
фильтрации гидролизатов. После инкубации с  пепсином в  усло-
виях желудочной фазы отмечено практически полное исчезно-
вение полос β-лактоглобулина и  частичное α-лактальбумина, 
что свидетельствует об  эффективном протеолизе под действием 
пепсина. Сформированный диффузный спектр полос в  области 
молекулярных масс менее 15 кДа может свидетельствовать как 
о  сохранении незначительных концентраций негидролизован-
ного α-лактальбумина, так и об образовании гетерогенной смеси 
пептидов с  различной молекулярной массой, что также подчер-
кивается в  работе [78]. Таким образом, пепсин, являясь эндопеп-
тидазой, осуществляет первичный гидролиз белковых субстратов 
на  среднемолекулярные и  короткие пептиды. Последующая об-
работка панкреатином на  кишечной фазе переваривания приво-
дила к полному исчезновению пептидных и белковых полос. Это 
свидетельствует о глубоком гидролизе пептидов, полученных по-
сле желудочной стадии с  образованием коротких олигопептидов 
и свободных аминокислот под действием комплекса панкреатиче-
ских протеаз (трипсина, химотрипсина, карбоксипептидаз). Важно 
отметить, что существенных изменений в профилях гидролизатов 
нативных и  сывороточных белков не  наблюдалось уже на  этапе 
пероральной фазы переваривания. Таким образом, для углублен-
ного изучения деградации белковых соединений в  желудочно-
кишечном тракте in vitro были исследованы показатели коэффи-
циента перевариваемости (Рисунок 6А) и образования свободных 
аминокислот (Рисунок 6Б).

Результаты исследования демонстрируют выраженное влияние 
предварительной обработки на  перевариваемость сывороточных 
белков in vitro. Гидролизаты нативных и термоденатурированных 
сывороточных белков обладали высокой биодоступностью уже 
на  стадии перорального пищеварения, что объясняется предва-
рительным расщеплением пептидных связей в  результате про-
теолиза ферментами. Дальнейшее переваривание в  желудочно-
кишечном тракте обеспечило практически полное расщепление 
данных образцов на  желудочной (98,0 % и  98,4 %) и  кишечной 
стадиях (99,0 % и 99,1 %) с образованием короткоцепочечных пеп-
тидов, не  осаждаемых трихлоруксусной кислотой, и  свободных 
аминокислот. В  отличие от  гидролизатов, нативная форма сыво-
роточных белков показала классическую трехстадийную динамику 

переваривания, где основные процессы деградации происходили 
при имитации желудочной (73,3 %) и кишечной фаз (89,9 %). Пред-
варительная термоденатурация ускоряла процесс деградации бел-
ка при имитации желудочной (82,0 %) и кишечной фаз (96,3 %), что 
объясняется повышенной доступностью аминокислотных сайтов 
для расщепления пищеварительными ферментами посредством 
изменения конформации белка. Полученные данные полностью 
согласуются с результатами работ [79,80], где также показано, что 
нативная глобулярная структура β-лактоглобулина, характеризу-
ющаяся наличием β-барреля с  гидрофобным ядром и  стабилизи-
рованная дисульфидными мостиками (Cys66-Cys160, Cys106-Cys119), 
существенно ограничивает доступ протеаз к  пептидным связям. 
Данный факт объясняет неполный протеолиз нативной белковой 
молекулы пищеварительными ферментами. Как и  в  указанных 
исследованиях, нами было подтверждено, что термоденатурация 
белка значительно повышает доступность пептидных связей для 
действия пепсина и  последующих панкреатических протеаз. Это 
является следствием необратимого изменения конформации бел-
ковой молекулы, включающего развертывание полипептидной 
глобулы, экспозицию гидрофобных участков, ранее скрытых вну-
три молекулы, и  разрыв дисульфидных связей, стабилизирующих 
нативную структуру. Анализ высвобождения свободных аминокис-
лот при имитации гастроинтестинального переваривания in vitro 
позволил выявить статистически значимые различия в  кинетике 
переваривания между исследуемыми формами сывороточных бел-
ков. Гидролизаты нативных и термоденатурированных сывороточ-
ных белков в силу предварительного протеолиза демонстрировали 
наивысшую концентрацию свободных аминокислот на желудочной 
фазе (20,4 и 21,7 мМ экв. пролина) и кишечной фазе переварива-
ния (55,3 и  57,5 мМ экв. пролина) по  сравнению с  соответствую-
щими интактными белками на завершающем этапе процесса (35,6 
и  49,1  мМ экв. пролина). Ключевым наблюдением являлось сни-
жение коэффициента эффективности высвобождения свободных 
аминокислот (САКж.с./САКк.с.) у гидролизованных форм до 2,7 про-
тив 5,4 для нативных белков и 6,5 для термоденатурированных бел-
ков, что может объясняться образованием протеазо-резистентных 
пептидных фракций. Проведенный анализ подтверждает, что in 
vitro переваривание сывороточных белков не  приводит к  их пол-
ному гидролизу до  свободных аминокислот. Значительная часть 
протеолиза на кишечной фазе завершается образованием коротко-
цепочечных пептидов (в т. ч. биоактивных), способных к кишечной 
абсорбции через мембранные транспортеры либо к последующему 
гидролизу ферментами щеточной каймы энтероцитов и микробио-
ты. Таким образом, совокупность полученных данных убедительно 
доказывает, что гидролизованные белки обладают ускоренной ки-
нетикой переваривания по сравнению с нативными формами. Од-
нако требуется проведение дополнительных исследований на  ла-
бораторных моделях животных in vivo. Такие работы необходимы 
для подтверждения устойчивости антиоксидантных и  АПФ-инги-
бирующих пептидов к системной деградации в результате перева-
ривания в желудочно-кишечном тракте, количественной оценки их 
трансэпителиального транспорта и доказательства биологических 
эффектов.

А) Б)

Рисунок 6. Коэффициент перевариваемости (А) и содержание свободных аминокислот (Б) концентратов и гидролизатов 
сывороточных белков на стадиях перорального (Р. с.), желудочного (Ж. с.) и кишечного (К. с.) переваривания

Figure 6. Digestibility coefficient (A) and free amino acid content (Б) of whey protein concentrates and hydrolysates at the stages of oral (Р. с.), gastric (Ж. 
с.), and intestinal (К. с.) digestion
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4.	 Выводы
Реализованная в  работе стратегия каскадно-селективной мем-

бранной фильтрации (ультрафильтрация с  последующей наноди-
афильтрацией) представляет комплексное решение для очистки 
гидролизатов сывороточных белков от  балластных соединений (не-
гидролизованные высокомолекулярные белковые соединения, проте-
азы и частично свободные аминокислоты) и для фракционирования 
пептидов с  прогнозируемой биологической активностью. Доказано, 
что предложенная технология обеспечивает селективное удаление 
до 67 % ионов калия и 61 % натрия при сохранении в продукте физи-
ологически значимых уровней кальция, магния и  фосфора. Ключе-
вым результатом исследований является сохранение в  гидролизате 
сывороточных белков пептидных фракций (0,4–5 кДа), обладающих 
максимальной антиоксидантной (до 1280 мкМ ТЭ/г) и АПФ-ингиби-
рующей (IC50 = 0,10–0,19 мг/мл) активностями. Комплексный анализ 
аминокислотного состава подтвердил, что мембранная обработка 
не приводит к значительному изменению аминокислотного состава 
гидролизатов сывороточных белков. Гидролизаты характеризуют-
ся сбалансированным профилем незаменимых аминокислот (соот-
ношение НАК/ЗАК 0,77–0,78), высоким содержанием BCAA (19,07–

19,20  г/100  г белка), повышенным коэффициентом утилитарности 
(0,71–0,72) и пониженным показателем сопоставимой избыточности 
НАК (11,79–11,51 г/100 г белка) по сравнению с нативнымии термо-
денатурированными концентратами сывороточных белков. При этом 
на  долю свободных аминокислот приходится 2,44–2,59 % от  общего 
содержания аминокислот. Оценка перевариваемости с  использова-
нием статической модели переваривания INFOGEST 2.0 подтвердила 
более быстрое и полное переваривание, а также максимальное выс-
вобождение свободных аминокислот из фракционированных гидро-
лизатов по сравнению с концентратами интактных белков, что может 
способствовать ускорению процессов метаболизма и восстановлению 
организма после интенсивных физических нагрузок.

Полученные результаты открывают перспективы промышленно-
го масштабирования технологии производства гидролизатов сыво-
роточных белков и  их использования в  качестве функциональных 
ингредиентов для создания продуктов функционального и специа-
лизированного питания, включая протеиновые формулы для спор-
тивного питания, нутритивной поддержки при метаболическом 
синдроме и  возрастной саркопении, для коррекции хронического 
оксидативного стресса и профилактики гипертонии.
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