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Аннотация.
С помощью пепсинов могут быть получены гидролизаты, содержащие биологически активные пептиды, которые обладают 
антиокислительной, антигипертензивной, антимикробной и антиканцерогенной активностью. Важным аспектом произ-
водства таких гидролизатов является повышение выхода продуктов из сырья и снижение себестоимости. Цель исследова-
ния – определить параметры гидролиза пепсином (происхождение фермента, температура и рН), позволяющие достигнуть 
максимального выхода продуктов гидролиза на высокоценных в биологическом плане субстратах из пищевых белков (белки 
молочной сыворотки, казеин, мясные белки).
В качестве субстратов использовали концентрат сывороточных белков КСБ-80 (79,05 % белка), казеинат натрия (93,70 % 
белка) и сухой мясной порошок из сердец крупного рогатого скота (76,0 % белка). Гидролиз проводили ферментными препа-
ратами свиного и куриного пепсина при температуре 35–50 °С и pH 2–4 ед. в соответствии с центральным композиционным 
планом эксперимента. Степень гидролиза оценивали спектрофотометрическим методом по содержанию продуктов гидролиза, 
не осаждаемых трихлоруксусной кислотой. Статистическую обработку выполняли методом двухфакторного дисперсионного 
анализа двухфакторного дисперсионного анализа.
Установлено, что в исследованном диапазоне рН от 2 до 4 ед. максимальный выход продуктов гидролиза на субстратах 
из казеина и мясного белка наблюдался при рН 2,0 ед., для субстрата на основе нативных сывороточных белков – при рН 2,9 ед. 
для куриного пепсина и при рН 2,3 ед. для свиного. Повышение температуры от 35 до 50 °С увеличивало выход продуктов 
гидролиза. Гидролиз молочных белков пепсином при рН 2,0 ед., соответствующем максимальной активности ферментов, 
затруднен из-за компактной структуры сывороточных белков и образования агрегатов казеина.
Пепсины наиболее эффективны для гидролиза мясных белков, поскольку при pH 2,0 ед. их доступность для гидролиза воз-
растает. Пепсины рекомендуются для гидролиза мясных белков, особенно подвергшихся интенсивной тепловой обработке, 
сильно денатурированных и агрегированных.
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Hydrolysis of Dairy and Meat Substrates  
by Chicken vs. Porcine Pepsin

Dmitry S. Myagkonosov* , Dmitry V. Abramov ,  
Olga G. Kashnikova

All-Russian Scientific Research Institute of Butter and Cheese Making , Uglich, Russia

Abstract.
Pepsins are widely used to produce hydrolysates containing antioxidant, antihypertensive, antimicrobial, and anticarcinogenic 
peptides. Commercial hydrolysis requires maximizing product yields while minimizing operational costs. This article describes 
the optimal parameters for pepsin-catalyzed hydrolysis (enzyme origin, temperature, and pH) to achieve the highest efficiency 
using biologically valuable whey, casein, and meat protein substrates.
WPC-80 whey protein concentrate (79.05% protein), sodium caseinate (93.70% protein), and bovine heart powder (76.0% 
protein) served as substrates. The hydrolysis involved porcine and avian pepsin preparations at temperatures ranging from 
35 to 50°C and a pH range of 2.0–4.0. The degree of hydrolysis was spectrophotometrically assessed based on the content of TCA-
soluble products. The statistical analysis relied on a two-way analysis of variance (ANOVA).
Within the pH range of 2.0–4.0, the highest yield of casein and meat protein hydrolysates occurred at pH 2.0. For the whey protein 
substrate, the peak yields were observed at pH 2.9 using avian pepsin and at pH 2.3 using porcine pepsin. Increasing the temperature 
from 35 to 50°C consistently enhanced the yield of hydrolysis products. Although pH 2.0 corresponded to the highest initial enzyme 
activity, the hydrolysis of dairy proteins was less effective due to the compact native structure of whey proteins and the formation 
of casein aggregates at this pH.
Pepsins proved to be highly effective for hydrolyzing meat proteins as substrate accessibility increased significantly at pH 2.0. 
Consequently, these enzymes can be recommended for the commercial hydrolysis of denatured and aggregated meat proteins 
subjected to intense thermal treatment.
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Введение
Пепсин (КФ 3.4.23.1) представляет собой кислую про- 

теазу с оптимумом действия в области рН 2,0–4,0 ед., 
сохраняющую активность до температуры 60 °С [1]. 
Данный белок содержит повышенную долю остатков 
кислых аминокислот (43 из 327), благодаря чему имеет 
очень низкую изоэлектрическую точку (~ рН 1), при 
значениях выше пепсин приобретает положительный 
суммарный заряд. Каталитический центр фермента 
образован двумя остатками аспарагиновой кислоты: 
Asp32 и Asp215. Активность пепсина зависит от сте- 
пени протонирования этих остатков, которая, в свою  
очередь, определяется рН. Для проявления каталити- 
ческой активности необходимо, чтобы один из аспар- 
тических остатков был протонирован, а другой – 
депротонирован. Это условие выполняется в диапазоне 
pH 1–5 ед. В интервале 5–7 ед. рН активность пепсина 

существенно снижается вследствие недостаточной 
ионизации активного центра. При pH выше 7 ед. про- 
исходит денатурация пепсина [2, 3].

Уровень рН влияет также на величину сил электро- 
статического взаимодействия пепсина с белковым суб-
стратом. В сильнокислой среде (рН около 1,5–2,5 ед.)  
пепсин характеризуется суммарным отрицательным 
зарядом, в то время как для пищевых белков при-
суще наличие суммарного положительного заряда. 
Разноименные заряды создают электростатическое 
притяжение между ферментом и субстратом и способ-
ствуют повышению скорости гидролиза [4].

Установлено, что pH-профиль активности пепсина 
варьируется в зависимости от типа субстрата и его 
трехмерной структуры. При использовании сыворо-
точного альбумина в качестве субстрата показано, что 
активность пепсина человека, как и свиного пепсина, 
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максимальна при pH 2,0 ед. и снижается до незна- 
чительного уровня при pH ≥ 5,0 ед. [5]. В случае 
нативного гемоглобина активность свиного пепсина 
проявляла максимум при pH около 2 ед. и падала 
при повышении до 4 ед. [3]. Аналогичная зависи-
мость для свиного пепсина отмечалась и на денату-
рированном гемоглобине, тогда как куриный пепсин 
на этом субстрате проявлял максимум активности при 
рН 2,5–3,0 ед. При гидролизе белков растительного  
происхождения (из пшеницы и гороха) максималь- 
ная активность свиного и куриного пепсина зафик-
сирована при рН 1,5 ед. [6]. Максимум активности  
пепсина в отношении нативного яичного альбумина 
и бычьего сывороточного альбумина наблюдался  
при рН ~ 2 ед. и смещался к более высоким значе- 
ниям pH (3 и 4 ед. соответственно), если эти белки 
находились в денатурированной форме. Оптималь- 
ный уровень pH для действия пепсина в отношении 
гемоглобина после денатурации с помощью моче-
вины сдвигался от 2,0 до ~ 3,5 ед. рН с сохранением 
активности до 5 ед. рН [5].

Пепсин проявляет специфичность к расщеплению 
связей между определенными остатками аминокислот. 
Поскольку активный центр фермента имеет гидро- 
фобные участки, он преимущественно расщепляет 
связи, образованные гидрофобными аминокислотами, 
включая фенилаланин, тирозин, триптофан, лейцин, 
метионин и изолейцин [3, 7]. Специфичность пепсина 
зависит от уровня рН. При гидролизе миофибриллярных 
белков наибольшая специфичность пепсина отмечается 
при рН около 1,3 ед. рН, когда фермент расщепляет 
только связи, содержащие фенилаланин и лейцин. 
При pH ≥ 2 ед. число вариантов расщепляемых связей 
увеличивается [3].

Пепсин используют для производства коллагена [8]  
и выделки кож [9]. Фармацевтическая промышленность 
выпускает препарат казеина, назначаемый в качестве  
вспомогательного пищеварительного средства [10]. 
В пищевой промышленности пепсин применяют для из- 
готовления сыров [11], а ферментативная модифика- 
ция с его помощью применяется для тендеризации мяса 
и в технологии изготовления готовых к употреблению 
продуктов, в частности мясных соусов [12]. Также 
пепсин задействуют для получения ферментативных 
гидролизатов пищевых белков животного и раститель-
ного происхождения, обладающих различной степе- 
нью гидролиза и функциональной активностью [13–15].

Пептические гидролизаты белка рекомендованы 
в качестве белковой добавки для питания лиц пожи-
лого возраста, у которых с годами снижается секреция 
пепсина, необходимого для переваривания пищи [16]. 
Гидролиз используют как метод извлечения пищевого 
белка из отходов мясной и рыбной промышленно- 
сти [17, 18]. Это позволяет получить дополнительный 
белковый продукт из сырья, имеющего низкую стои-
мость, а также снизить количество отходов, загрязня-
ющих окружающую среду. В целях отделения мясных 

белков от негидролизуемой составляющей сырья (кости, 
содержащие кератин примеси) проводят его предва-
рительную обработку с помощью различных техноло-
гических приемов. Применяют нагревание, обработку 
высоким давлением, воздействие электрических полей 
и комбинацию этих методов. В результате получают 
свободные от балластных веществ мясные субстраты 
в форме суспензий, бульонов или паст [11–20]. Однако 
происходит обширная денатурация и агрегирование 
белков мяса, что затрудняет их гидролиз [21]. Пепсин 
способен гидролизовать мясное сырье, состоящее 
из агрегированных белков, несмотря на снижение 
скорости гидролиза [22].

Кроме традиционных путей использования пепсина, 
в настоящее время растет интерес к получаемым с помо-
щью пепсина продуктам, в состав которых входят био-
логически активные пептиды, которые положительно 
влияют на физиологические функции человека [23–25]. 

Возможность пепсина генерировать биологиче-
ски активные пептиды связана с его селективностью. 
Данный фермент нацелен на расщепление связей, содер-
жащих гидрофобные аминокислоты. Высвобождаемые 
при пептическом гидролизе пептиды имеют гидрофоб-
ные аминокислоты в терминальном положении [7].  
Такие пептиды обладают более выраженной биологи- 
ческой активностью по сравнению с пептидами, лишен- 
ными гидрофобных концевых групп [23]. В зависи- 
мости от типа используемого белкового субстрата 
и условий гидролиза у пептических гидролизатов 
обнаружены следующие виды активности:
	– антиоксидантная активность – защита клеток орга-
низма от повреждений путем нейтрализации перок- 
сидов и свободных радикалов [26, 27];
	– ингибирование ангиотензинпревращающего фермента 
и дипептидилпептидазы IV – снижение артериального 
давления и лечение диабета второго типа [28];
	– антигипертензивные свойства – снижение артери-
ального давления [29];
	– антимикробная активность – ингибирование жизне-
деятельности болезнетворных микроорганизмов [30];
	– антиканцерогенная активность – пептиды, вызыва-
ющие гибель раковых клеток [31].

С помощью пепсина также могут быть получены 
продукты, обладающие сочетанием разных форм 
биологической активности и функциональных свойств,  
в частности, гидролизаты со сниженной антиген- 
ностью [32], а также гидролизаты, которые помимо 
пониженной аллергенности могут обладать анти- 
оксидантной, антиканцерогенной и иммуномодули-
рующей активностью [33]. 

Наряду с получением гидролизатов с желаемыми 
функциональными свойствами, важен экономический 
аспект их производства. Выбор оптимальных режимов 
гидролиза пепсином способствует сокращению дли-
тельности процесса, повышению выхода гидролизатов, 
снижению затрат сырья, трудовых и энергозатрат. 
Цель исследования – определить параметры гидролиза 
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пепсином (происхождение фермента, температура  
и рН), позволяющие достигнуть максимального выхода 
продуктов гидролиза на высокоценных в биологи- 
ческом плане субстратах из пищевых белков (белки 
молочной сыворотки, казеин, мясные белки).

Объекты и методы исследования
В качестве источника сывороточных белков исполь-

зовали концентрат нативных сывороточных белков 
КСБ-80, полученный методом ультрафильтрации, с мас- 
совой долей белка 79,05 % (ОАО «Молочный мир», 
Республика Беларусь).

Казеинат натрия с массовой долей белка 93,70 % 
получали следующим образом. Сырое коровье молоко 
(ООО «Агриволга», Россия) обезжиривали на сепа-
раторе-сливкоотделителе для получения обезжирен- 
ного молока массовой долей жира около 0,05 %. 
Молоко помещали в емкость с рубашкой и мешалкой, 
охлаждали до температуры 8 ± 2 °С и при непре-
рывном перемешивании вносили раствор соляной 
кислоты с массовой концентрацией 10 % до достиже-
ния рН 4,5 ± 0,1 ед. Подкисленную смесь нагревали 
до температуры 50 ± 1 °С при непрерывном пере-
мешивании, после чего оставляли на отстаивание  
с целью отделения казеинового осадка. Осадок промы- 
вали от кислоты, лактозы и растворимых минеральных 
веществ. Для этого надосадок максимально удаляли 
сифонированием, далее к осадку приливали деиони-
зированную воду температурой 15 ± 5 °С в количе-
стве ½ от начального объема обезжиренного молока. 
Кислотность смеси доводили до уровня 4,7 ± 0,1 ед. рН  
добавлением раствора соляной кислоты с массовой 
концентрацией 10 %, после чего смесь выдерживали 
не менее 16–18 ч для отделения осадка. Выполняли 
7 циклов промываний. После последнего цикла смесь 
фильтровали через лавсановую ткань, казеиновый 
надосадок на ткани помещали в форму для прес-
сования сыра и выдерживали для отделения влаги  
в течение 2 ч. Отделенный от избыточной влаги казе- 
иновый осадок помещали в емкость с мешалкой, 
вносили деионизированную воду в количестве ½  
от начального объема обезжиренного молока и для пол- 
ного растворения казеиновых частиц доводили актив-
ную кислотность раствора на уровне 6,6 ± 0,1 ед. рН  
добавлением раствора NaOH с массовой концентра- 
цией 20 % при непрерывном перемешивании. Нейтра- 
лизованную смесь высушивали на распылительной 
сушилке Niro-Atomizer (Niro A/S, Дания) при темпера-
туре воздуха 150 ± 2 °С на входе и 80 ± 2 °С на выходе 
из сушильной камеры.

Сухой мясной порошок с массовой долей белка 
76,0 % получали из охлажденных сердец крупного рога-
того скота с массовой долей белка 17,15 % (ООО «Агри- 
волга», Россия). Для этого сырье размалывали на мясо- 
рубке, полученный фарш стерилизовали в автоклаве  
HC-O002 (Guangzhou Happycare Electronics Co., Ltd.,  
Китай) при 121 ± 1 °С в течение 20 мин и после охлаж- 

дения диспергировали на блендере BioloMix A8800  
(Biolomix Trading Co., Ltd., Китай). Диспергирован- 
ный фарш высушивали в сушильном шкафу с тягой  
при 55 °С в течение 4 ч на лотках из силикона, измель-
чали высушенный фарш на кофемолке, после чего 
просеивали через сито с размером пор 24 Mesh для отде-
ления частиц размером более 0,7 мм.

Для проведения гидролиза использовали фермент-
ные препараты пепсинов: свиной пепсин с протеоли-
тической активностью 5734 ед. ПС/г (ООО «ШАКО», 
Россия); куриный пепсин с протеолитической актив-
ностью 5423 ед. ПС/г (ООО «Завод эндокринных фер-
ментов», Россия).

Массовую долю белка определяли в молочных бел-
ках и гидролизатах молочных белков в соответствии 
с ГОСТ 23327-98; в мясных белках и гидролизатах 
мясных белков – по ГОСТ 25011-2017. Массовую 
долю белка в образцах вычисляли умножением мас-
совой доли азота на коэффициент пересчета, равный  
6,38 (для сывороточных белков и казеина) или 6,25  
(для мясных белков).

Общую протеолитическую активность выявляли 
методом Ансона на субстрате из гемоглобина в моди- 
фикации, приведенной в ГОСТ 34430-2018, примени-
тельно к кислым протеазам (при 3,0 ед. рН и темпе-
ратуре 30 °С).

Растворы белковых субстратов готовили путем сме-
шивания навески белкового сырья с водой в соотно-
шении, которое необходимо для получения раствора 
с массовой долей белка 2 %. Раствор мясного порошка 
гомогенизировали на диспергаторе ULTRA-TURRAX 
T 18 Digital (IKA, Германия) при 15 000 об/мин в тече-
ние 1,0–1,5 мин.

Для приготовления растворов белковых субстратов  
с требуемыми по плану эксперимента уровнями рН  
использовали буферные растворы на основе цитрат- 
ного буфера (3 и 4 ед. рН) или лимонной кислоты  
(2 ед. рН) концентрацией 0,2 моль/дм3 в соответствии 
с V. S. Stoll et al. [34]. Растворы субстратов c массовой 
долей белка 1 % в буфере с концентрацией 0,1 моль/дм3  
готовили путем смешивания в соотношении 1:1 рас-
твора субстрата с массовой долей белка 2 % и буфер- 
ного раствора с концентрацией 0,2 моль/дм3. Для луч-
шей гидратации белков полученные растворы суб- 
стратов выдерживали в течение 16–18 ч в холодильнике 
при температуре 4 °С.

Растворы субстратов в объеме 43 см3 помещали 
в пластиковые пробирки типа Falcon объемом 50 см3  
и нагревали до температуры гидролиза на водяной  
бане. Гидролиз проводили на термошейкере MTH-100  
(Hangzhou Miu Instruments Co., Ltd., Китай) при час- 
тоте встряхивания 400 об/мин (диаметр орбиты 3 мм).  
Для инициации процесса гидролиза в пробирки, содер- 
жащие 40 см3 субстрата (после отбора 3 см3 для изме- 
рения бланка), вносили 0,8 см3 раствора фермента  
концентрацией, обеспечивающей соотношение фер- 
мент: субстрат, равное 40 ед. ПС/г белка. Внесение 
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фермента проводили с интервалом 30 ± 2 с в каждую 
следующую пробирку. Продолжительность гидролиза 
составляла 15 мин для субстрата на основе казеина 
и 90 мин для субстратов на основе сывороточных 
или мясных белков. Отбор проб из пробирок прово-
дили в той же последовательности, что и внесение  
фермента, с интервалом 30 ± 2 с. Доза внесения фер-
мента и продолжительность гидролиза подобраны 
в ходе предварительных исследований с целью полу- 
чения концентрации продуктов гидролиза, обеспе-
чивающей при оценке описанным далее спектро- 
фотометрическим методом значения в пределах 0,1–
1,0 ед. оптической плотности.

Оценку содержания продуктов гидролиза осу-
ществляли с применением спектрофотометрического 
метода по A. Kondjoyan et al. [3] с собственными 
модификациями в части приготовления разведений 
и фильтрации образцов.

После достижения в пробирках на шейкере темпе- 
ратуры гидролиза для определения уровня бланка 
из каждой из двух пробирок с одинаковым рН отбирали 
по 3,0 см3 субстрата. Отобранные пробы переносили 
в пластиковые центрифужные пробирки типа Falcon 
объемом 50 см3, содержащие 9 см3 раствора трихлор- 
уксусной кислоты (ТХУ): для субстратов на основе 
казеина и мясных белков – с концентрацией 6,7 % 
(для получения конечной концентрации ТХУ 5 %), 
для субстрата на основе сывороточных белков – с кон-
центрацией 16,1 % (для получения конечной концен-
трации ТХУ 12 %). Полученную смесь встряхивали 
на вортексе VX-MT (Xiamen Branch Tongxin Biomed- 
ical Technology Co., Ltd., Китай) и для формирования 
агрегатов негидролизованного белка в целях лучшего 
его отделения выдерживали в течение 14–16 ч в холо-
дильнике при температуре 4–5 °С. Далее смесь центри-
фугировали на центрифуге ЦЛн-16 (Changsha Xiangzhi 
Centrifuge Instr Co., Ltd., Китай) при 10 000 g в течение 
10 мин. Надосадок фильтровали на фильтре из нейлона 
с размером пор 0,45 мкм (Tianjin Jinteng Experiment 
Equipment Co., Ltd., Китай). В полученном фильтрате 
определяли содержание продуктов гидролиза (не оса-
ждаемых в растворе ТХУ пептидов и свободных ами-
нокислот) по оптической плотности на длине волны 
280 нм за вычетом оптической плотности на длине 
волны 320 нм. Измерения выполняли на спектрофото- 
метре PB 2201 (ЗАО «Спектроскопия, оптика и лазеры – 
авангардные разработки», Республика Беларусь) в квар-
цевых кюветах с длиной оптического пути 10 мм. 
Для компенсации влияния фонового поглощения суб- 
страта на результаты измерений из полученных зна- 
чений вычитали величину поглощения бланка.

Микроскопические исследования белковых суб-
стратов проводили в микропрепаратах «раздавленная 
капля» методом световой микроскопии в проходящем 
свете с использованием конденсора темного поля. 
Фотографии получены с помощью цифровой фото- 
камеры Canon EOS 600D. Коррекцию изображений про-

изводили с помощью программного пакета Digital Photo 
Professional software v.4.5 (Canon Inc., Япония). Перед 
нанесением образца на предметное стекло растворы 
субстратов предварительно нагревали до темпера-
туры гидролиза и выдерживали при этой темпера- 
туре в течение 30 мин.

Эксперимент выполнен в соответствии с централь-
ным композиционным планом для поверхности от- 
клика [35]. План эксперимента включал два количе-
ственных фактора: температуру и рН, варьирующихся 
на уровнях 35, 40, 45, 50 °С и 2, 3 и 4 ед. рН. Прове- 
дено 2 серии экспериментов: с куриным и свиным 
пепсином. Эксперименты выполняли в течение 2 дней 
с 2 повторностями внутри одного дня (n = 4).

Оценку величины влияния факторов на переменную 
отклика осуществляли методом двухфакторного дис-
персионного анализа по трем статистическим крите-
риям: эффект фактора, критерий Фишера (F) и уровень 
значимости (p) [35]. Эффект фактора представляет 
собой величину изменения переменной отклика при 
изменении влияющего фактора от нижнего до верхнего 
уровня. Однако оценка при помощи эффекта фактора  
привязана к абсолютному значению переменной от- 
клика, что не дает возможности сравнивать силу дей-
ствия факторов на переменную отклика (выход про-
дуктов гидролиза) для разных субстратов и ферментов, 
использованных в данном исследовании. Поэтому 
в качестве критерия оценки использовали F-критерий 
Фишера, отражающий влияние вариации оценивае- 
мого фактора на вариацию переменной отклика, но  
не зависящий от абсолютных значений переменной 
отклика. Использование F-критерия позволяет полу-
чить сравнимые оценки силы влияния факторов при 
гидролизе разных субстратов пепсинами разного про-
исхождения. Недостаток критерия Фишера заключа- 
ется в получении оценки, не учитывающей знак измене-
ния переменной отклика (рост или снижение) под дей-
ствием вариации влияющего фактора. Исходя из этого, 
в таблице дисперсионного анализа приведен знак эф- 
фекта фактора. Для подтверждения достоверности 
наличия влияния фактора на переменную отклика в таб- 
лице отражен уровень статистической значимости p. 
Влияние фактора принимается статистически достовер-
ным при значении p < 0,05. Статистическая обработка 
экспериментальных данных проведена в прикладном 
программном пакете Statistica (StatSoft, США).

Результаты и их обсуждение
Влияние факторов эксперимента на переменную 

отклика (выход продуктов гидролиза) оценивали с ис- 
пользованием дисперсионного анализа. Для описания 
связи переменной отклика с факторами эксперимента 
выбрали модель, включающую линейные и квадратич-
ные эффекты, а также эффекты парных взаимодей-
ствий линейных эффектов. Результаты оценки влияния 
фактров на вариацию переменной отклика приведены  
в таблице 1.
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Рассчитаны регрессионные зависимости вида, опи- 
сывающие зависимость переменной отклика (выход 
продуктов гидролиза) от факторов (температура и рН):

Y = ai × Temp + a2 × Temp
2 + a3 × рН + 

+ a4  × рН
2 + a5 × Temp × рН + b 

где Y – выход продуктов гидролиза, ед. оптической 
плотности; Temp – уровень фактора температура, °С; 

pH – уровень фактора рН, ед. рН; ai (i = 1…5) – коэф-
фициенты при факторах уравнения; b – константа 
уравнения.

Значения температуры и pH, соответствующие мак-
симальному выходу продуктов гидролиза (табл. 2), и гра- 
фики зависимости переменной отклика от показателей  
(рис. 1) получены по уравнениям регрессии при гидро- 
лизе белковых субстратов куриным и свиным пепсинами.

Таблица 1. Оценка влияния факторов эксперимента на выход продуктов гидролиза по результатам  
дисперсионного анализа

Table 1. Effect of experimental factors on hydrolysis yield: dispersion analysis

Фактор Субстрат Ферментный препарат
Куриный пепсин Свиной пепсин

Эффект 
фактора

F-критерий p-значение Эффект 
фактора

F-критерий p-значение

Температура при 
гидролизеL (TempL)

Сывороточный 
белок

+ 370,05 *** + 262,79 ***

Казеин + 678,00 *** + 333,01 ***
Мясные белки + 476,05 *** + 210,54 ***

Температура при 
гидролизеQ (TempQ)

Сывороточный 
белок

+ 3,50 – + 2,92 –

Казеин – 30,18 *** – 1,86 –
Мясные белки + 4,54 * + 0,55 –

pHL

Сывороточный 
белок

– 2,64 – – 573,18 ***

Казеин – 695,70 *** – 1580,47 ***
Мясной белок – 1362,07 *** – 2621,21 ***

pHQ

Сывороточный 
белок

– 446,32 *** – 185,24 ***

Казеин – 8,35 ** + 23,77 ***
Мясной белок + 34,72 *** + 323,85 ***

TempL × pHL

Сывороточный 
белок

– 6,46 * – 33,93 ***

Казеин + 20,63 *** + 44,40 ***
Мясной белок – 77,49 *** – 135,66 ***

R2

Сывороточный 
белок

0,95 0,96

Казеин 0,97 0,98
Мясные белки 0,98 0,99

Примечание: L – оценка линейного эффекта фактора; Q – оценка квадратичного эффекта фактора; R2 – коэффициент детерминации 
аппроксимирующей модели; «–» – значение статистически недостоверно (p > 0,05); * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001.
Note: L – linear effect; Q – quadratic effect; R2 – determination factor; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. Dash (–) indicates not statistically 
significant effect (p > 0.05).

Таблица 2. Значения температуры и pH, соответствующие максимальному выходу продуктов гидролиза 
исследуемых белковых субстратов

Table 2. Temperature and pH for the highest hydrolysis yield across the protein substrates

Фактор Субстрат Ферментный препарат
Куриный пепсин Свиной пепсин

Температура, °С
Сывороточный белок 50,0 50,0

Казеин 50,0 50,0
Мясной белок 50,0 50,0

рН, ед. рН
Сывороточный белок 2,9 2,3

Казеин 2,0 2,0
Мясной белок 2,0 2,0
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Рисунок 1. Поверхности отклика выхода продуктов гидролиза в зависимости от температуры и pH при гидролизе 
белковых субстратов: a – сывороточный белок и куриный пепсин; b – сывороточный белок и свиной пепсин;  

c – казеин и куриный пепсин; d – казеин и свиной пепсин; e – мясной белок и куриный пепсин

Figure 1. Effect of temperature and pH on yield surfaces: a – whey protein and avian pepsin; b – whey protein and porcine pepsin;  
c – casein and avian pepsin; d – casein and porcine pepsin; and e – meat protein and avian pepsin
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Выбранная модель для описания связи переменной 
отклика с факторами эксперимента, включающая линей-
ные и квадратичные эффекты, а также эффекты парных 
взаимодействий, имеет коэффициент детерминации 
в диапазоне 0,95 < R2 < 0,99, т. е. объясняет 95–99 % 
вариации переменной отклика. 

Для всех типов исследованных субстратов отме-
чается сильное влияние линейного фактора темпера- 
тура (TempL) на выход продуктов гидролиза. Положи- 
тельный знак эффекта данного фактора свидетельствует 
о том, что повышение температуры от 35 до 50 °С при-
водит к увеличению выхода продуктов гидролиза. 
Сравнение значений F-критерия для TempL показы- 
вает, что куриный и свиной пепсины по-разному реа-
гируют на изменение температуры и рН. На одном 
и том же субстрате для куриного пепсина изменение 
температуры от 35 до 50 °С в большей степени влияет 
на выход продуктов гидролиза, чем для свиного. Это 
означает, что куриный пепсин более чувствителен 
к температуре, и его активность заметно снижается 
при уменьшении температуры до 35 °С. Активность 
свиного пепсина в меньшей степени зависит от изме-
нения температуры в диапазоне 35–50 °С.

Для всех исследованных сочетаний субстратов 
и пепсинов, за исключением варианта с гидролизом 
сывороточных белков куриным пепсином, отмечается 
сильное действие линейного эффекта фактора рН (pHL). 
Отрицательный знак указывает на то, что повыше-
ние активной кислотности от 2 до 4 ед. рН приводит 
к снижению выхода продуктов пептического гидро-
лиза. Полученный результат подтверждается данными 
многочисленных исследований, показывающих, что, 
в независимости от вида гидролизуемого субстрата, 
в диапазоне от 2 до 4 ед. рН активность пепсина сни-
жается при повышении рН [19]. Значения F-крите- 
рия для pHL свидетельствуют о большем влиянии  
уровня рН на активность свиного пепсина, чем на актив-
ность куриного. Повышение активной кислотности от 2  
до 4 ед. рН сопровождается большей потерей актив-
ности свиным пепсином по сравнению с куриным.

Результаты дисперсионного анализа указывают 
на наличие специфики влияния факторов на перемен- 
ную отклика для разных сочетаний субстрат-фермент, 
что выражается в отличающихся оценках квадратич- 
ных эффектов факторов температура (TempQ) и рН  
(pHQ), а также эффектов парного взаимодействия 
факторов (TempL × pHL).

При гидролизе субстрата на основе сывороточных 
белков наблюдаются следующие закономерности. 
Выход продуктов гидролиза сывороточных белков 
линейно зависит от температуры гидролиза, поскольку 
квадратичный эффект фактора температура (TempQ)  
статистически недостоверен. Для фактора рН ста- 
тистически достоверен квадратичный эффект (pHQ)  
при отрицательном знаке. Это указывает на то, что  
в исследованном диапазоне от 2 до 4 ед. рН зависи- 
мость переменной отклика от рН имеет форму пере- 

вернутой параболы с максимумом в точке перегиба. 
С повышением рН выход продуктов гидролиза сна- 
чала увеличивается, а затем снижается, достигая 
максимума при определенном рН. Для куриного пеп- 
сина отсутствует достоверное (p > 0,05) влияние 
линейного эффекта фактора рН (pHL) на переменную 
отклика: ее значения на краях диапазона варьиро- 
вания фактора (при 2 и 4 ед. рН) статистически дос- 
товерно не отличаются. Для свиного пепсина име- 
ется достоверное влияние как линейного (pHL), так  
и квадратичного (pHQ) эффекта фактора рН на пере- 
менную отклика с отрицательными знаками этих 
эффектов. Также как и для куриного пепсина, зави- 
симость переменной отклика от рН имеет форму 
перевернутой параболы, но значения на краях диа- 
пазона рН отличаются: при верхнем уровне фактора рН  
(4 ед. рН) отмечается меньшее значение переменной 
отклика, чем при нижнем уровне фактора (2 ед. рН). 
Имеет место небольшой по абсолютной величине, 
но статистически достоверный эффект парного взаи- 
модействия факторов температура и рН (TempL × pHL)  
с отрицательным знаком этого эффекта. Можно гово- 
рить о взаимно усиливающем действие данных факто- 
ров, когда наибольший выход продуктов гидролиза 
достигается при повышении температуры на фоне 
более низкого рН.

Результаты научных исследований показывают, 
что максимум активности пепсинов находится в об- 
ласти 2 ед. рН. При повышении от 2 до 4 ед. рН актив-
ность пепсина снижается. Однако уровень рН влияет 
не только на активность фермента, но и на доступность 
субстрата для гидролиза. Главным фактором, влияю- 
щим на доступность сывороточных белков для гидро-
лиза ферментом (в частности пепсином), является 
пространственная структура белка. Известно, что 
β-лактоглобулин приобретает устойчивость к гидро-
лизу пепсином при низком уровне рН (≤ 3 ед. рН), 
когда усилившиеся внутримолекулярные водород- 
ные связи сжимают данный белок в компактную струк- 
туру [36, 37]. При этом большинство потенциальных  
участков расщепления для пепсина, которые содер- 
жат гидрофобные аминокислоты, оказываются внутри 
гидрофобного ядра β-лактоглобулина и становятся 
труднодоступны для непосредственного контакта с фер- 
ментом [36, 38].

Гидролиз β-лактоглобулина высвобождает пептиды 
с повышенной склонностью к агрегации через меж- 
молекулярные β-листы при pH 2,0 ед. К агрегирова- 
нию склонны определенные пептиды, в основном 
содержащие участки, обладающие гидрофобными 
свойствами, имеющие низкий заряд (при рН 2 ед.) 
и не содержащие пролина [39].

Доступность α-лактоальбумина для гидролиза пеп- 
сином зависит от пространственной структуры белка.  
В отличие от β-лактоглобулина, при снижении рН  
ниже 3 ед. третичная пространственная структура 
α-лактоальбумина не уплотняется, а наоборот пол-
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ностью разворачивается, делая открытыми все его 
полипептидные связи для контакта с ферментом. При  
повышении рН до 4 ед. α-лактоальбумин возвращает 
себе компактную трехмерную структуру, препятствую- 
щую доступ ферменту к возможным точкам гидро-
лиза [1]. A. Ye et al. [37] установили, что при одном 
и том же уровне рН α-лактоальбумин и БСА гидроли-
зуются пепсином значительно быстрее, чем β-лакто-
глобулин. В работе K. L. Jakopović et al. [1] определили, 
что в диапазоне кислотности 2,5–3,5 ед. рН β-лакто-
глобулин практически не гидролизовался пепсином, 
в то время как α-лактоальбумин активно вовлекался 
в пептический гидролиз. Через 60 мин гидролиза при 
40–45 °С в форме, не затронутой гидролизом, сохра-
нялось 95–100 % β-лактоглобулина и не более 20 % 
α-лактоальбумина. 

Доступность сывороточных белков для гидролиза 
ферментом также зависит от степени их агрегирова- 
ния [40]. Поскольку процесс изготовления концен-
трата сывороточных белков включает этап тепловой 
обработки (пастеризации), то некоторая часть белков 

в его составе денатурирует и приобретает способ-
ность к объединению в агрегаты при рН < 4 ед. [41].

В данном исследовании, образование агрегатов 
сывороточных белков в субстратах изучено методом  
световой микроскопии. На рисунке 2 приведены микро- 
препараты белковых субстратов на основе сыворо- 
точных белков в буферных растворах с уровнем рН 2,  
3 и 4 ед.

В растворах сывороточных белков до гидролиза 
присутствуют агрегаты, размеры которых зависят 
от рН. При рН 2 ед. белки сыворотки несут высокий 
положительный заряд, обусловливающий сильное 
отталкивание между белковыми частицами и препят- 
ствующий их объединению в агрегаты [36]. При повы- 
шении уровня рН от 2 до 4 ед. заряд белковых частиц 
снижается, а вместе с ним – силы электростатического 
отталкивания. При рН 3 ед. появляются признаки 
агрегирования частиц (помутнение), при рН 4 ед. 
в растворе возникают слабые рыхлые агрегаты белков.

После гидролиза в растворах сывороточных бел-
ков появляются агрегаты, имеющие большие размер 

                       2 ед. рН                                                     3 ед. рН                                                     4 ед. рН  
a

b

Рисунок 2. Микрофотографии белковых субстратов на основе сывороточных белков до (a)  
и после (b) гидролиза при температуре 50 °С

Figure 2. Protein substrates based on whey proteins before (a) and after (b) hydrolysis at 50 °C 

                       2 ед. рН                                                     3 ед. рН                                                     4 ед. рН  
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и плотность по сравнению с агрегатами, присутство-
вавшими в растворах до гидролиза. Формирование 
пост-гидролизных агрегатов связано с разворачива-
нием пространственной структуры сывороточных 
белков после их ограниченного гидролиза. В резуль-
тате открываются гидрофобные участки и свобод- 
ные тиоловые группы, за счет взаимодействия кото- 
рых происходит объединение белковых молекул в агре-
гаты [42]. Размер агрегатов гидролизованных белков, 
также как и размер агрегатов негидролизованных бел-
ков, зависит от уровня рН. С приближением pH к 4 ед. 
поверхностный заряд и пропорциональные ему силы 
электростатического отталкивания уменьшаются, что 
способствует формированию более крупных агрега- 
тов (рис. 2). Агрегация белковых частиц снижает ско-
рость гидролиза, поскольку большая часть связей, 
подходящих для расщепления пепсином, оказыва- 
ется скрыта внутри агрегатов белковых частиц. Ско- 
рость гидролиза тем ниже, чем больше размеры и плот-
ность агрегатов [43].

Максимальный выход продуктов гидролиза сыво- 
роточных белков при уровне кислотности между 2  
и 3 ед. рН обусловлен тем, что при повышении рН от 2  
до 3 ед. одновременно происходит два процесса, про-
тивоположно влияющих на гидролиз. С одной стороны 
снижается активность пепсина, с другой – за счет 
конформационных изменений повышается доступ-
ность для гидролиза основного белка сыворотки β-лак-
тоглобулина. В точке между 2 и 3 ед. рН достигается 
баланс между этими противодействующими факто- 
рами. При дальнейшем повышении рН от 3 до 4 ед. 
интенсифицируется процесс агрегации белковых час- 
тиц, в т. ч. дестабилизированных воздействием гидро-
лиза, что замедляет ферментативный процесс. На это 
накладывается различающаяся для свиного и кури- 
ного пепсина зависимость активности от рН, установ-
ленная, в частности, в работе I. Crévieu-Gabriel et al. [6].  
В результате совокупного действия всех указанных 
причин максимум активности в отношении белков 
сыворотки для куриного пепсина наблюдается при 
2,9 ед. рН, а для более ацидофильного свиного пепсина – 
при 2,3 ед. рН.

На основании сравнения форм зависимостей выхода 
продуктов гидролиза от температуры и рН на разных 
субстратах можно сделать вывод, что графики зависи-
мостей для казеинов и мясных белков в значительной 
степени схожи между собой и имеют заметные отличия 
от графиков зависимостей для сывороточных белков 
(рис. 1). Об указанных различиях также свидетель-
ствуют полученные по результатам дисперсионного 
анализа значения F-критериев и знаки эффектов фак-
торов (табл. 1).

Сравнение значений F-критерия для линейных 
эффектов факторов температура (TempL) и рН (рНL) 
показывает, что изменение фактора рНL приводит 
к большему изменению в значении переменной от- 
клика (выход продуктов гидролиза), чем вариация 

фактора TempL. Это свидетельствует о большей зави- 
симости выхода продуктов гидролиза от уровня рН,  
чем от температуры гидролиза. Отрицательный знак  
эффекта фактора рНL указывает на то, что при повыше- 
нии рН (от 2 до 4 ед. рН) выход продуктов гидролиза 
снижается. Повышение температуры от 35 до 50 °С  
приводит к повышению выхода продуктов гидролиза, 
что подтверждается положительным знаком эффекта 
фактора TempL. Значения линейных эффектов факторов  
температура и рН существенно превышают значе- 
ния квадратичных эффектов данных факторов, демон- 
стрируя, что процесс пептического гидролиза казе-
ина и мясных белков характеризуется практически 
пропорциональной зависимостью между выходом 
продуктов гидролиза и уровнями температуры и рН.  
Преобладание линейных эффектов факторов темпе- 
ратура и рН над квадратичными означает отсутствие 
экстремума (максимума или минимума) переменной 
отклика внутри исследованного диапазона темпе- 
ратуры и рН. С учетом знаков линейных эффектов 
факторов («+» для фактора температура и «–» для рН) 
можно заключить, что выход продуктов гидролиза 
на субстратах на основе казеинов и мясных белков воз- 
растает и достигает максимального значения при по- 
вышении температуры до 50 °С и снижении рН до 2 ед.

Статистически достоверный эффект парного взаимо- 
действия факторов указывает на то, что воздействие 
одного из них на вариацию переменной отклика зави- 
сит от уровня другого. Для переменной отклика (выход  
продуктов гидролиза) в зависимости от типа гидро- 
лизуемого субстрата (казеин или мясные белки) эф- 
фекты парного взаимодействия факторов температура 
и рН (TempL × pHL) отличаются по знаку. Для казеина 
знак эффекта TempL × pHL положительный. Это озна- 
чает, что при более высоком уровне рН повышение 
температуры обеспечивает больший прирост выхода 
продуктов гидролиза. Для субстрата на основе мясных 
белков эффект парного взаимодействия TempL × pHL 
имеет отрицательный знаком. На фоне более низкого 
уровня рН повышение температуры способствует 
большему приросту выхода продуктов гидролиза. 
Абсолютное значение F-критерия для эффекта парного 
взаимодействия факторов TempL × pHL существенно 
меньше, чем для этих факторов в отдельности: парное 
взаимодействие присутствует, но не вносит существен-
ного вклада в изменение выхода продуктов гидролиза 
на субстратах из казеина и мясных белков.

Сходство в уровне и направленности действия 
факторов температура и рН на выход продуктов гидро- 
лиза на субстратах на основе казеина и мясных белков, 
отличающееся от их действия на выход продуктов 
гидролиза сывороточных белков, связано с различиями 
в структуре указанных субстратов. Сывороточные 
белки изначально присутствуют в субстрате в натив-
ной форме, и их агрегирование происходит в резуль-
тате гидролиза. В то же время в субстратах на основе 
казеинов и мясных белков белки изначально агреги- 
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рованы. Микрофотографии препаратов субстратов 
на основе казеина в буферных растворах с уровнем 
рН 2, 3 и 4 ед. представлены на рисунке 3.

Наблюдаемые в микропрепаратах различия в раз-
мерах и форме частиц казеина связаны со следующими 
причинами. При рН 4,6 ед. (изоэлектрическая точка 
казеина) начинается агрегирование мицелл казеина, 
приводящее к образованию геля. Дальнейшее измене- 
ние рН ниже 4 ед., вызывает усиление сил, противопо-
ложно действующих на процесс агрегирования. С одной 
стороны, агрегации способствуют силы гидрофобного 
взаимодействия, которые дополнительно возрастают 
при повышении температуры [44], а также активизация 
процесса агрегирования за счет водородных связей 
вследствие повышения заряда боковых цепей амино-
кислот [36]. С другой стороны, возрастающий положи-
тельный электрический заряд казеинов препятствует 
агрегированию, создавая силы электростатического 
отталкивания. Суммарное действие этих сил потенци-
ально приводит к получению плотного казеинового геля. 
Однако в условиях действия внешней разрушающей 

силы (например при интенсивном перемешивании) 
вместо связного геля возникает суспензия из мелких 
частиц. При дальнейшем подкислении среды до зна- 
чений ниже 3,5 ед. рН растворимость казеиновых час- 
тиц возрастает вследствие увеличения положитель- 
ного заряда и усиления сил электростатического оттал-
кивания. В области около 2 ед. рН происходит пере- 
растворение казеинового геля, в результате чего об- 
разуется стабильный раствор [45]. В исследовании 
L. Salelles et al. [5], включавшем приготовление рас-
творов агрегатов казеина в условиях медленного под-
кисления, установлено, что в диапазоне рН 3–5 ед. 
формировались агрегаты казеина с рыхлой структу-
рой и пористой поверхностью. Статистически досто-
верных различий в размерах агрегатов, полученных 
при рН 3–5 ед., не выявлено, их размеры составляли 
133–203 мкм. При рН 1–2 ед. возникали плотные агре-
гаты с гладкой поверхностью. В среднем размеры 
агрегатов при рН 2 ед. были в 2 раза меньше, чем 
размеры агрегатов, образующихся при рН 3–5 ед. В ус- 
ловиях данного эксперимента при приготовлении 

Рисунок 3. Микрофотографии белковых субстратов на основе казеина до (a)  
и после (b) гидролиза при температуре 50 °С

Figure 3. Protein substrates based on casein before (a) and after (b) hydrolysis at 50 °C

b

a
                       2 ед. рН                                                     3 ед. рН                                                     4 ед. рН  

                       2 ед. рН                                                     3 ед. рН                                                     4 ед. рН  
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субстрата для гидролиза водный раствор казеина сме-
шивался с раствором кислого буфера при интенсивном 
перемешивании, что препятствовало структурирова-
нию геля.В результате получались суспензии, состо-
ящие из агрегатов разного размера (рис. 3).

В научной литературе приводятся сведения о том, 
что структура казеинового сгустка в значительной мере 
влияет на скорость его гидролиза пепсином. В плотных 
сгустках гидролиз казеина происходит значительно 
медленнее, чем в рыхлых и содержащих пустоты [46]. 
Плотная структура казеинового сгустка замедляет 
скорость его гидролиза, т. к. диффузия пепсина внутрь 
такого сгустка затруднена, и гидролизу подвергаются 
только белки на его поверхности [47]. В исследовании 
G. Somaratne et al. [48] показано, что скорость диф-
фузии пепсина выше внутрь более рыхлой белковой 
гелевой сети белка, чем внутрь более плотного геля. 
X. He et al. [49] установили, что разрыхление казеи-
нового сгустка посредством обработки под высоким 
давлением (400–600 МПа) позволило повысить ско-
рость его гидролиза пепсином. 

Установленный по результатам дисперсионного 
анализа (табл. 1) эффект парного взаимодействия фак-
торов температура и рН можно объяснить неодинаковой 
плотностью агрегатов казеина при разных уровнях рН.  
Этот эффект выражается в тенденции к снижению 
выхода продуктов гидролиза при повышении тем-
пературы от 35 до 50 °С и снижении рН от 4 до 2 ед. 
В микропрепаратах растворов казеина до начала гидро-
лиза, видно, что агрегаты, полученные при рН 4 ед., 
имеют менее плотную структуру с менее ровными 
краями, чем агрегаты, сформировавшиеся при рН 3 ед. 
(рис. 3). Поэтому менее плотные сгустки, возникшие 
при рН 4 ед., более доступны для гидролиза, чем более 
плотные, образовавшиеся при рН 3 ед. Тенденция 
к замедлению гидролиза при снижении рН до 2 ед. 
связана с другими причинами.

Высвобожденные в результате гидролиза пептиды 
в ферментативных гидролизатах казеина способны 
самоорганизоваться в агрегаты преимущественно 
за счет гидрофобного взаимодействия и образования 
водородных связей. Ядра таких агрегатов содержат 
гидрофобные пептиды, к которым через гидрофобные  
участки пристыкованы амфифильные пептиды, окру-
жающие ядро. При рН 2,0 ед. гидрофобные взаимо-
действия, а также усилившееся действие водородных 
связей и катион–π взаимодействий способствуют даль-
нейшему объединению агрегатов гидролизованного 
казеина в развитую трехмерную сеть макроагрега- 
тов [47]. Подобную разветвленную сеть агрегирован- 
ных белковых частиц можно видеть на микропрепа-
рате казеина после гидролиза при рН 2 ед. (рис. 3).

На основании результатов дисперсионного анализа 
(табл. 1), форм зависимости выхода продуктов гидро-
лиза от температуры и рН (рис. 1), а также структуры 
белковых частиц в растворах казеина (рис. 3) можно вы- 
двинуть гипотезу, объясняющую замедление выхода 

продуктов гидролиза казеина при повышении тем- 
пературы на фоне кислотности в районе 2 ед. рН.  
При таких условиях активность куриного и свиного  
пепсинов максимальна, а казеин практически не агре- 
гирован и открыт для контакта с ними (рис. 3). В резуль-
тате происходит быстрый гидролиз казеина с после-
дующим агрегированием высвобожденных пептидов. 
Часть доступных для гидролиза пепсином связей оказы- 
вается скрытой внутри агрегатов и становится недо-
ступной для контакта с ферментом, что приводит 
к снижению скорости и уменьшению выхода продук- 
тов гидролиза. Такая зависимость отчетливо наблю- 
дается для куриного пепсина: при снижении рН от 4  
до рН 2 ед. выход продуктов гидролиза возрастает  
все слабее (рис. 1). Для свиного пепсина резкое повы-
шение его активности в области рН 2 ед. приводит 
к увеличению скорости гидролиза, что компенси-
рует снижение доступности субстрата и в результате 
обеспечивает ускоренный рост выхода продуктов 
гидролиза (рис. 1). 

Так же, как и субстрат на основе казеина, исполь-
зованный в данных экспериментах, мясной субстрат  
содержит белки в агрегированной форме. Микро- 
фотографии препаратов субстратов на основе мясных 
белков в буферных растворах с уровнем рН 2, 3 и 4 ед. 
представлены на рисунке 4.

Видимые на микропрепаратах крупные волокни-
стые частицы идентифицированы как фрагменты фиб- 
рилл коллагена на основании сравнения со снимками 
коллагена, полученными методом электронной микро-
скопии [48, 51, 52].

Особенность использованного в эксперименте суб- 
страта на основе мясных белков заключается в суще-
ственной степени денатурации и агрегации содержа- 
щихся в нем белков. Об этом свидетельствуют микро- 
препараты мясного субстрата, в которых присутствуют  
многочисленные нерастворимые частицы. Так же,  
как и в случае казеинового субстрата, агрегирование 
мясных белков ограничивает их доступность для фер-
мента, что снижает скорость гидролиза.

Уровень рН в субстрате до начала гидролиза не вли- 
яет на состояние белковых частиц и, следовательно, 
на степень их доступности для фермента. Под дей-
ствием гидролитической активности пепсина происхо- 
дит разрушение структуры белковых частиц, что делает  
возможным диффузию фермента вглубь частиц и допол- 
нительно усиливает их гидролиз [39]. При рН 4 ед. прак-
тически отсутствуют видимые изменения в структуре 
частиц коллагена к моменту завершения гидролиза.  
При более низком рН (в разной степени для рН 3 и 2 ед.) 
отмечается гидратация и разрушение структуры фиб- 
рилл коллагена с распадом их на мелкие частицы. 
В результате увеличивается площадь поверхности 
субстрата, доступная для контакта с ферментом. Обшир- 
ная гидратация улучшает растворимость субстрата 
и дополнительно усиливает процесс гидролиза. Анало- 
гичные изменения происходят и с другими компо- 
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нентами субстрата на основе мясных белков, включая 
агрегаты миофибриллярных и саркоплазматических 
белков. Малые размеры последних не позволяют на- 
глядно продемонстрировать методом световой микро-
скопии изменения в их структуре. Однако на их актив-
ное расщепление пепсином указывает значительное 
увеличение выхода продуктов гидролиза на субстрате 
из мясных белков при снижении рН от 4 до 2 ед. Про- 
дукты гидролиза коллагена очень слабо поглощают 
при длине волны 280 нм и не могут вносить заметного 
вклада в выход продуктов гидролиза, оцениваемый 
по интенсивности поглощения при этой длине волны. 
Поэтому возрастание выхода продуктов гидролиза 
может быть связано только с образованием продуктов 
гидролиза миофибриллярных и саркоплазматических 
белков, содержащих большое количество тирозина 
и триптофана и интенсивно поглощающих при 280 нм.

Для казеина при снижении рН до 2 ед. отмечается 
замедление гидролиза, связанное с формированием 
агрегатов из продуктов гидролиза и снижением доступ-
ности субстрата. Для мясных белков, наоборот, при 

снижении рН до 2 ед. происходит ускорение гидро-
лиза, обусловленное изменением структуры субстрата 
и выходом на поверхность большого количества  
потенциальных точек гидролиза пепсином. Именно 
этим обусловлен установленный по результатам дис- 
персионного анализа отрицательный знак эффекта пар-
ного взаимодействия TempL × pHL в модели, описы-
вающей выход продуктов гидролиза на субстрате 
из мясных белков в зависимости от температуры 
и рН. Следовательно, при повышении температуры 
и снижении рН, выход продуктов гидролиза на суб-
страте из мясных белков возрастает.

Выводы
Для свиного и куриного пепсинов практически 

отсутствуют различия по температурам, при кото- 
рых достигается максимальный выход продуктов  
гидролиза на исследованных белковых субстратах 
на основе нативных сывороточных белков, казеинов 
и денатурированных мясных белков. В исследован- 
ном диапазоне температур от 35 до 50 °С максималь-

a

b

Рисунок 4. Микрофотографии белковых субстратов на основе мясных белков до (a)  
и после (b) гидролиза при температуре 50 °С

Figure 4. Protein substrates based on meat proteins before (a) and after (b) hydrolysis at 50 °C

                       2 ед. рН                                                     3 ед. рН                                                     4 ед. рН  

                       2 ед. рН                                                     3 ед. рН                                                     4 ед. рН  
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ный выход продуктов гидролиза наблюдается при 
50 °С. Фактически температура может быть и выше, 
что соответствует данным научной литературы о сохра-
нении пепсином активности до 60 °С. Сравнение влия- 
ния температуры на активность пепсинов показывает, 
что на одном и том же белковом субстрате при сни-
жении температуры от 50 до 35 °С куриный пепсин 
теряет активность в большей степени, чем свиной.

В исследованном диапазоне кислотности от 2  
до 4 ед. рН максимальный выход продуктов гидролиза 
на субстратах из казеинов и мясных белков наблюда-
ется при рН 2,0 ед., а для субстрата на основе натив- 
ных сывороточных белков – при рН 2,9 ед. для кури-
ного пепсина и рН 2,3 ед. для свиного. Полученные 
данные свидетельствуют о том, что активность сви-
ного пепсина в большей степени зависит от рН, чем 
активность куриного. Активность свиного пепсина 
резко снижается при повышении рН от 2 до 3 ед. 
даже на фоне оптимальной для активности пепсина 
температуры гидролиза (50 °С). При тех же условиях, 
активность куриного пепсина более стабильна.

Температура и рН влияют на скорость гидролиза 
не только через изменение активности пепсинов, 
но и косвенно – через изменение структуры субстратов. 

При оптимальном для активности пепсина значе- 
нии рН (~2 ед.) главный белок сыворотки β-лакто- 
глобулин обладает компактной структурой, препят-
ствующей гидролизу ферментом. При повышении 
рН (от 2 до 4 ед.) доступность β-лактоглобулина для гид- 
ролиза возрастает, но параллельно снижается актив-
ность пепсина. Баланс между этими разнонаправлен-
ными процессами достигается в интервале 2–3 ед. рН,  
когда скорость пептического гидролиза субстрата 
из нативных сывороточных белков максимальна.

Для казеинов снижение рН от 4 до 3 ед. вызы-
вает повышение скорости гидролиза как вследствие 
повышения активности пепсина, так и вследствие 
разрушения агрегатов казеина. Снижение pH до 2 ед. 
сопровождается некоторым замедлением гидролиза 

из-за формирования вторичных агрегатов, образую-
щихся из продуктов гидролиза казеинов.

Для мясных белков снижение рН от 4 до 2 ед. при-
водит к ускорению скорости гидролиза благодаря 
совместному действию двух взаимно усиливающих 
процессов: повышения активности пепсина и увели-
чения доступности субстрата для гидролиза. 

Пепсины рекомендуются для производства гидро-
лизатов из мясных белков, особенно подвергшихся 
интенсивной тепловой обработке, сильно денатури-
рованных и агрегированных. Использование пепси- 
нов для гидролиза мясных субстратов позволит полу-
чить гидролизаты с высокой биологической ценностью 
при высокой степени конверсии белка из сырья в про-
дукты гидролиза.
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