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Аннотация.
Ферментативный гидролиз белков молока – эффективный технологический прием для повышения их пищевой и биологической 
ценности, а также снижения аллергенного потенциала. Последующее комплексообразование пептидов с циклодекстри- 
нами (ЦД) направлено на снижение горечи гидролизованных белков. Цель работы – получение гидролизатов сывороточных 
белков молока и комплексов включения пептидов с ЦД, определение пептидного состава расщепленных белков молока, 
оценка биоактивных и органолептических свойств гидролизатов и комплексов включения.
Объектами исследования являлись ферментативные гидролизаты сывороточных белков молока с глубокой степенью 
гидролиза и их комплексы включения с β- и γ-ЦД. Для расщепления белков применяли протеазу алкалазу (Alcalase®2.4L 
FG), гидролизаты подвергали микро- и ультрафильтрации (отсечка 10 кДа). Пептидный состав гидролизованных белков 
определяли высокоэффективной жидкостной хроматографией и хромато-масс-спектрометрией, антимутагенную актив- 
ность – в тесте Эймса, антибактериальное действие – импедиметрическим методом. Антиоксидантный эффект оценивали 
с использованием флуориметрического и спектрофотометрического подходов, антигенные свойства – по данным конку- 
рентного иммуноферментного анализа. Уровень горечи опытных образцов устанавливали органолептически.
Подобраны режимы расщепления сывороточных белков молока алкалазой для достижения эффективной микро- и ультра- 
фильтрации гидролизата. Получены гипоаллергенные пептидные фракции и их комплексы включенияс β- и γ-ЦД. В резуль- 
тате протеолиза молочной сыворотки и последующей фильтрации с/без тиндализации установлено снижение остаточной 
антигенности в 265/589 раз соответственно. По данным флуориметрического метода показано увеличение антиоксидантной 
активности гидролизата в составе комплексов с β/γ-ЦД в 1,79/1,90 раза соответственно. Связывание β-ЦД с пептидами 
обусловило возрастание их антимикробного действия в отношении Escherichia coli АТСС 8739 и Staphylococcus aureus 
АТСС 6538. Эффективное снижение горечи установлено после взаимодействия гидролизата с β-ЦД.
Ферментативные гидролизаты белков молока и их комплексы включения с ЦД являются перспективными заменителями 
нативного белкового компонента для продуктов питания функционального назначения, что обусловлено их низким 
аллергенным потенциалом, приемлемым вкусом и подтвержденными биоактивными свойствами. 

Ключевые слова. Сывороточные белки, ферментативный гидролиз, ультрафильтрация, степень гидролиза, пептиды, 
циклодекстрин, биологическая активность 
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Abstract.
Enzymatic hydrolysis of dairy proteins increases their nutritional and biological value while reducing their allergenic potential. 
The subsequent complexation of peptides with cyclodextrins (CDs) reduces the bitterness of the hydrolyzed proteins. The research 
objective was to obtain hydrolysates of whey proteins and their cyclodextrin inclusion complexes with peptides, as well as to 
describe the peptide composition of the cleaved dairy proteins, biological activity, and sensory profile of the hydrolysates and 
inclusion complexes.
The research featured enzymatic whey protein hydrolysates with an extensive hydrolysis degree and their inclusion complexes 
with β- and γ-CDs. Dairy proteins were hydrolyzed with alcalase, and the hydrolysates obtained were subjected to micro- and 
ultrafiltration (cut-off limit – 10 kDa). The peptide composition of the hydrolyzed proteins was determined by the methods of 
high-performance liquid chromatography and chromatography-mass spectrometry. The antimutagenic activity was evaluated 
using the Ames test whereas the antibacterial effect was studied with the impedimetric method. The antioxidant activity was 
detected with fluorimetry and spectrophotometry. The method of competitive enzyme immunoassay was applied to reveal the 
antigenic properties. The bitterness of the experimental samples was determined by a sensory evaluation.
The research delivered the optimal modes for whey protein cleavage with alcalase that made it possible to achieve efficient 
micro- and ultrafiltration. The resulting hypoallergenic peptide fractions and their inclusion complexes with β- and γ-CDs 
possessed antioxidant, antibacterial, and antimutagenic properties. The whey proteolysis and subsequent filtration with/without 
tindalization demonstrated a 265/589-fold decrease in the residual antigenicity. The fluorimetric method showed a 1.79/1.90-fold  
increase in the antioxidant activity of the hydrolysate in complexes with β- and γ-CDs. Binding of β-CDs to peptides enhanced 
their antimicrobial activity against Escherichia coli ATCC 8739 and Staphylococcus aureus ATCC 6538. The hydrolysate 
samples with β-CDs showed less bitterness. 
Whey proteolysis with alcalase under optimized conditions and subsequent fractionation resulted in а product with high consumer 
qualities. Enzymatic hydrolysates of dairy proteins and their CD inclusion complexes were able to substitute native protein com- 
ponents. Their bioactive properties, good taste, and low allergenic potential mean good prospects for the functional food industry.

Keywords. Whey proteins, enzymatic hydrolysis, ultrafiltration, hydrolysis degree, peptide, cyclodextrin,  biological activity
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Введение
Молочная промышленность является одним из наи-

более важных направлений применения протеолитичес- 
ких ферментов (эндопептидаз), расщепляющих вну-
тренние пептидные связи белковых макромолекул [1].  
Щелочная эндопептидаза алкалаза, продуцируемая 
Bacillus licheniformis, является одной из самых эффек-
тивных протеаз в условиях применения различных 
источников белка, в частности отходов пищевой про-
мышленности. В связи с широким спектром потен- 
циальных сайтов гидролиза применение алкалазы обу-
славливает получение гидролизата с преобладанием 
низкомолекулярных пептидов [2]. Среди продуктов 
гидролиза алкалазой обнаружены пептиды с противо- 
воспалительной, антиоксидантной, гипотензивной, 
антимикробной, антидиабетической активностью [3, 4]. 
Аллергические реакции обусловлены связыванием анти-
тел с антигенными эпитопами на поверхности белковых 
макромолекул. В результате гидролиза расщепляются 
потенциальные сайты связывания антител, что предот-
вращает реакции гиперчувствительности [5, 6]. 

В ферментативных гидролизатах содержится широ- 
кий спектр пептидов, различающихся по длине ами-
нокислотной цепи (или молекулярной массе), гидро- 
фобности и заряду. В частности, классификация гипо-
аллергенных молочных смесей для детского питания 
основана на молекулярно-массовом распределении 
пептидов. Частично гидролизованные смеси (предна-
значены для профилактики аллергии), главным образом, 
включают пептиды с молекулярной массой 3–10 кДа, 
тогда как смеси на основе глубоких гидролизатов 
(лечебное питание) представлены фракцией с молеку-
лярной массой 3–5 кДа и менее [7, 8]. Методы фрак-
ционирования гидролизатов направлены на получение 
пептидов с целевым диапазоном физико-химических 
и функциональных свойств. Мембраны для лаборатор-
ного и промышленного применения выпускают с раз-
личными значениями отсечки по молекулярной массе 
(MW, 0,5–100 кДа). Микрофильтрация (MW > 100 кДа) 
предшествует ультрафильтрации и направлена на отде-
ление микроорганизмов и взвешенных частиц [9, 10]. 
Актуальным является изучение влияния мембранной 
фильтрации ферментативных гидролизатов белков 
молока на спектр биоактивных свойств полученных 
пептидных фракций [11]. 

Наряду с высокой пищевой и биологической цен-
ностью гидролизаты обладают выраженным горьким 
вкусом, что удается преодолеть путем образования 
комплексов включения циклодекстринов (ЦДв) с «горь- 
кими» пептидами [12]. Наиболее распространены 
природные циклодекстрины α/β/γ-ЦД, включающие  
6/7/8 единиц глюкозы соответственно, что определяет 
размер гидрофобной полости и, следовательно, спектр  
потенциальных гостевых молекул. Циклодекстрины 
нетоксичны, относятся к соединениям с низким глике-
мическим индексом. β-ЦД зарегистрирован в качестве 
пищевой добавки Е459, отличается доступной ценой 

и активным промышленным применением [13, 14]. При 
изучении научных публикаций обнаружены способы 
снижения горечи аминокислот и ферментативных 
гидролизатов белков растительного (Pisum sativum L.) 
и животного (Salmo salar) происхождения в результате 
внесения β-ЦД [15, 16]. Целесообразным является 
детальное изучение сенсорных и биологически актив-
ных характеристик пептидов молока в составе комплек- 
сов включения с природными циклодекстринами. 

В настоящее время известны способы получения  
частичных гидролизатов сывороточных белков коро-
вьего молока с использованием различных протеолити-
ческих ферментов и последующей ультрафильтрации 
(отсечка 2–20 кДа) [17–19]. Определены закономер- 
ности гидролиза казеина и сывороточных белков про-
теазами животного, растительного, грибного и бакте-
риального происхождения, а также при совместном 
их внесении [20, 21]. Изучены физико-химические 
свойства, уровень остаточной антигенности, биологи-
чески активное действие (антирадикальный, антибакте- 
риальный и антимутагенный эффект) гидролизованных 
белков молока [17–19, 22, 23]. Получены комплексы 
включения β- и γ-ЦД с пептидами молочной сыворотки 
и молозива, что подтверждено с применением раз-
личных методических подходов. Выявлено снижение 
горечи, возрастание антирадикальных свойств, сохра-
нение антимутагенной и антимикробной активности 
нанокомплексов циклодекстринов с гидролизатами 
по сравнению с исходными пептидами [24, 25]. 

Наряду с этим требуются дополнительные иссле-
дования, связанные с влиянием фракционирования 
продуктов протеолиза и комплексообразования с ЦД на  
их биоактивный потенциал. Оптимизация процесса гид- 
ролиза алкалазой и последующего фракционирования 
(микро- и ультрафильтрации) направлена на эффектив-
ное снижение антигенных свойств продуктов протео-
лиза и повышение их биологической ценности. 

Актуальность исследования определяется разра-
боткой гипоаллергенных продуктов питания на основе 
гидролизованных белков коровьего молока с высокой 
пищевой и биологической ценностью, необходимостью 
применения мембранной ультрафильтрации и ком-
плексообразования с ЦД в технологическом процессе 
получения биоактивных гидролизатов с приемлемыми 
органолептическими свойствами, использованием 
комплексного анализа пептидных фракций молока 
с применением современных методических подхо-
дов. Ферментативно расщепленные белки молока 
и комплексы включения ЦД с пептидами, обладаю-
щие высокой пищевой и биологической ценностью, 
являются потенциальным ингредиентом для функцио- 
нальных продуктов. 

Цель работы – получение гидролизатов сывороточ-
ных белков молока и комплексов включения пептидов 
с ЦД, определение пептидного состава расщепленных 
белков молока, оценка биоактивных и органолептиче-
ских свойств гидролизатов и комплексов включения. 
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Объекты и методы исследования 
Объектами исследования являлись ферментатив- 

ные гидролизаты сывороточных белков молока с глу-
бокой степенью гидролиза и их комплексы включения  
с β- и γ-циклодекстрином. 

Получение частичного ферментативного гид- 
ролизата сывороточных белов молока с глубо-
кой степенью гидролиза. В исследовании приме- 
няли концентрат сывороточных белков (КСБ–УФ–80,  
ТУ BY 100377914.550–2008, массовая доля белка 80 %;  
ОАО «Щучинский маслосырзавод», Беларусь), фер- 
мент алкалазу (Alcalase®2.4L FG, активность 2,4 ЕА/г;  
Novozymes A/S, Дания), KOH и NaOH (хч). 

При фракционировании гидролизатов применяли  
фильтрующую установку Vivaflow 50 с фильтрами для  
микрофильтрации (VF05P7 Sartorius VIVAFLOW 50, 
PES 0,2 μm, разъем luer с отсечкой по размеру пор 
0,2 мкм) и ультрафильтрации (VF05P0 Sartorius VIVA- 
FLOW 50, PES 10000 MWCO, разъем luer с отсечкой 
по MW 10 кДа) производства Sartorius (Германия). 

В ходе технологического процесса органолепти-
ческие показатели определяли по ГОСТ 15113.3–77,  
контроль активной кислотности осуществляли по  
ГОСТ 26781–85, массовую долю сухого вещества 
устанавливали по ГОСТ 3626–73 (весовой метод), 
массовую долю общего белка определяли согласно 
методике Варбурга и Кристиана и с применением 
биуретового метода [26, 27]. 

С целью приготовления раствора сывороточных бел-
ков молока в колбу вносили 500 мл дистиллированной 
воды, затем добавляли 30 г КСБ–УФ–80 для получения 
раствора с массовой долей белка 4,5 %, тщательно пере-
мешивали и нагревали до 50 °С при 120 мин.–1 в течение 
30 мин. Согласно различным вариантам технологиче-
ского процесса, раствор сывороточных белков охлаж- 
дали до температуры 4 °С, дополнительно центрифу-
гировали при 4700 мин–1 в течение 2 ч при температуре 
4 °С. Затем раствор КСБ–УФ–80 нагревали до темпе-
ратуры 60 °С. Последующие стадии технологического 
процесса проводили в условиях постоянного пере-
мешивания при 120 мин.–1. Раствором натрия : калия 
гидроокиси (50 : 50, 33,3 %) титровали раствор сыво-
роточных белков до установления значения рН 8,0 или 
8,5. В колбу вносили 1,2 г ферментного препарата 
алкалазы для получения соотношения белок : фермент-
ный препарат, равного 100 : 5 (содержание алкалазы 
0,12 EA/г белка). Ферментативный гидролиз проводили 
при постоянной температуре 60 °С в течение 4 или 6 ч. 
Полученный гидролизат охлаждали до температуры 
4 °С, контролировали активную кислотность опытного 
образца. Согласно различным вариантам технологиче-
ского процесса, гидролизат дополнительно центрифу-
гировали при 4700 мин.–1 в течение 2 ч при температуре 
4 °С. Промежуточное хранение гидролизата осущест-
вляли в холодильных камерах при температуре 4 °С. 

Гидролизат подвергали микрофильтрации с приме- 
нением кассетных фильтров с отсечкой по размеру 

пор 0,2 мкм. Микрофильтрацию проводили в течение 
3–12 ч при скорости потока 86 мл/мин. Промежуточное 
хранение микрофильтрата гидролизата осуществляли 
в холодильнике при температуре 4 °С. 

Микрофильтрат гидролизата направляли на уль-
трафильтрацию с применением кассетных фильтров с  
отсечкой по MW 10 кДа. Ультрафильтрацию прово-
дили в течение 4–12 ч при скорости потока 10 мл/мин.  
Определяли активную кислотность опытного образца 
жидкого гидролизата, содержание в нем сухого веще-
ства и белка. Согласно различным вариантам техноло- 
гического процесса, проводили тиндализацию: уль-
трафильтрат гидролизата в количестве 300 мл нагре-
вали до 60 °С в течение 1 ч, далее выдерживали при 
37 °С в течение 24 ч, обработку проводили трехкратно. 
На следующем этапе ультрафильтрат гидролизата 
быстро охлаждали до –40 °С. Гидролизат лиофильно 
высушивали с использованием лиофильной сушилки 
ЛС–500 (Проинтех, Пущино, Россия) в течение 35 ч при 
температуре конденсора –35° С и давлении до 10 Па. 
Детальное описание различных вариантов технологи-
ческого процесса представлено в таблице 1. 

Массовую долю общего азота (TN) и белка в лио-
фильно высушенных образцах гидролизатов опреде-
ляли по ГОСТ 30648.2–99, массовую долю α-аминного 
азота (AN) – по ГОСТ Р 55479–2013, массовую долю 
влаги – по ГОСТ 29246–91. Степень гидролиза опре-
деляли как соотношение AN/TN, выраженное в %. 

Высокоэффективная жидкостная хроматогра- 
фия (ВЭЖХ) гидролизатов и фильтратов. Для ВЭЖХ- 
исследований применяли ацетонитрил (осч, для ВЭЖХ;  
Sigma Aldrich, CША) и трифторуксусную кислоту 
(осч, для масс-спектрометрии; Fisher Scientific Inter- 
national, США). В качестве стандартов белков молока 
использовали β-лактоглобулин (β-лг, варианты A и B,  
массовая доля белка 90 %), α-лактальбумин (α-ла, мас-
совая доля белка 85 %), бычий сывороточный альбумин 
(БСА, массовая доля белка 90 %), казеин (массовая 
доля белка 88 %), лактоферрин (ЛФ, массовая доля 
белка 85 %) и иммуноглобулин G (Ig G, массовая 
доля белка 90 %) из коровьего молока производства 
Sigma (США).

Хроматографическое разделение осуществляли 
на приборе Agilent 1100 (колонка Zorbax–300SB C8; 
Agilent Technologies, США) в соответствии с представ-
ленной программой (табл. 2) при комнатной темпера-
туре в потоке 1,0 мл/мин. в течение 33 мин., детекцию 
проводили при 214 нм. ВЭЖХ-профили анализировали 
с применением ПО ChemStation for LC 3D systems 
Rev.B.04.01 (Agilent Technologies, США). 

Хромато-масс-спектрометрический (МС) анализ 
гидролизатов и пептидных фракций. Для МС-анализа 
использовали трифторуксусную кислоту (осч, для масс- 
спектрометрии; Fisher Scientific International, США), 
калибровочные стандарты Protein Calibration Stan- 
dard I/Standard II (Bruker Daltonik, Германия), матрицу 
для ионизации α-циано-4-гидроксикоричную кислоту 
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(Bruker Daltonik, Германия), воду (осч, для масс-спек-
трометрии; Honeywell Burdick & Jackson, США). 

Готовили 0,1 % раствор гидролизата (вариант техно-
логического процесса № 5) в 0,5 % растворе ТФУ. Далее 
образец подвергали обессоливанию методом твердо-
фазной экстракции на картридже с С18-силикагелем 
(Macherey-Nagel, Германия). Картридж устанавливали  
в вакуумный коллектор для ТФЭ на 12 картриджей 
Chromabond (Macherey-Nagel, Германия). Обессоли- 
вание проводили согласно рекомендациям производи-
теля. Готовили серию разведений опытного образца 
с содержанием белка 0,2, 0,1 и 0,05 мг/мл. 

На пластину для MALDI наносили матрицу и элюат  
образцов при объемном соотношении, равном 1 : 1, и  
высушивали на воздухе, после чего помещали мишень 
в масс-спектрометр. 

В работе использовали масс-спектрометр высо-
кого разрешения c источником ионизации MALDI 
(матрично-активированная лазерная десорбция иони-
зация) в сочетании с времяпролетным масс-анализато- 
ром (TOF) – microflex LRFMALDI–TOF (Bruker Dalto- 
nics, Германия). Разрешение составляло >15 000 FWHM 
при m/z 500–5000 Да в рефлектрон-режиме, погреш-
ность достигала 500 ppm в линейном режиме при 
m/z 5–100 кДа, 30 ppm в рефлектрон режиме при 
m/z 500–5000 Да. 

В процессе записи и первичной обработки масс-спек-
тров применяли программное обеспечение Compass for  
flexSeries 1.4 и flexControl Version 3.4 (Build 57), а для  
обработки масс-спектров – Compass for flexSeries 1.4 и  
flexAnalysis Version 3.4 (Bruker Daltonik, Германия). 

Для калибровки прибора и записи масс-спектров 
в различных диапазонах m/z использовали следующие 
режимы работы масс-спектрометра. Для пептидов (m/z – 
500–5000 Да) – положительная ионизация с рефлекто-
ном, метод RP_PepMix. В случае низкомолекулярных 
белков (m/z – 4000–20000 Да) – линейный режим с поло- 
жительной ионизацией, метод LP_ProtMix. 

Для записи масс-спектров и первичной обработки 
данных (суммирование и сглаживание суммарного спек-
тра) использовали программу FlexControl, для после-
дующей обработки данных (вычитание базовой линии, 
сглаживание) и для определения m/z пиков приме-
няли программу FlexAnalysis. Спектры записывали в  
автоматизированном режиме, суммируя 50 лазерных 
импульсов с различных позиций в пятне, соответству-
ющем калибранту или образцу. Подбирали условия 
для достижения интенсивности сигнала порядка 1×105. 

Получение комплексов β- и γ-ЦД с гидролиза-
тами сывороточных белков молока (оценка анти-
генности и биоактивностей). В экспериментальной 
работе применяли фильтраты гидролизатов сыворотки  

Таблица 1. Описание вариантов технологического процесса получения гидролизатов

Table 1. Technological options for hydrolysate production

Стадия технологического процесса Вариант технологического процесса 
№ 1 № 2 № 3 № 4  № 5

Центрифугирование раствора концентрата сывороточного белка – + – + +
рН раствора концентрата сывороточного белка до гидролиза 8,0 8,0 8,0 8,5 8,5
Продолжительность гидролиза, ч 4 4 6 4 4
Центрифугирование после гидролиза + – – – –
Корректировка рН после гидролиза – + – – –
Микрофильтрация + + + + +
Ультрафильтрация + + + + +
Тиндализация – – – + –
Лиофильная сушка + + + + +

Таблица 2. Условия разделения сывороточных белков и их гидролизатов методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографией

Table 2. Separation of whey proteins and their hydrolysates by high performance liquid chromatography

№ стадии Время, мин. Раствор A, % (v/v) Раствор B, % (v/v) 
1 5,0 95,0 5,0
2 10,0 90,0 10,0
3 30,0 60,0 40,0
4 32,0 60,0 40,0
5 40,0 50,0 50,0
6 45,0 50,0 50,0
7 50,0 90,0 10,0

Примечание: раствор A – 0,1 % раствор ТФУ, раствор B – АЦН.
Note. Solution A is 0.1% trifluoroacetic solution; solution B is acetonitrile.
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(согласно вариантам технологического процесса № 4  
и 5), β-ЦД (массовая доля ЦД 85 %, Roquette, Франция), 
γ-ЦД (массовая доля ЦД 90 %, Chem-Impex International 
Inc., Китай), 50 мМ натрий-фосфатный буфер (pH 7,4) 
производства Sigma (США), дистиллированную воду. 

Готовили растворы в 50 мМ натрий-фосфатном 
буфере, содержащие β/γ-ЦД и гидролизаты (пептидные 
фракции с массовой долей белка 0,5 %) при массовом 
соотношении ЦД : белок, равном 1 : 1. Полученные 
растворы инкубировали при комнатной температуре 
в условиях постоянного перемешивания (120 мин.–1) 
в течение 30 мин. Экспериментальные пробы хранили 
при –20 °С для последующего анализа. 

Получение гидролизатов сывороточных белков 
молока и комплексов β-ЦД с пептидами для прове-
дения сенсорной оценки. В исследовании применяли 
концентрат сывороточных белков молока (КСБ–УФ–80,  
ТУ BY 100377914.550–2008, массовая доля белка 80 %; 
ОАО «Щучинский маслосырзавод», Беларусь), фермент 
алкалазу (Alcalase® 2.4L FG, КФ 3.4.21.62, протеазу 
из Bacillus licheniformis, активность 2,4 ЕА/г) произ-
водства Novozymes A/S (Дания), гидролизат сывороточ- 
ных белков молока (вариант технологического процесса 
№ 5), β-ЦД (массовая доля ЦД 85 %) производства 
Henan Haoyuhang Economic & Trade Co. Ltd. (Китай), 
NaOH (хч), дистиллированную воду. 

Готовили 5,0 % белковый раствор гидролизата сыво-
роточных белков молока (вариант технологического 
процесса № 5) в дистиллированной воде, подогретой 
до 45 °С. В раствор гидролизата вносили навески 
β-ЦД (Henan Haoyuhang Economic & Trade Co. Ltd., 
Китай) для достижения массового соотношения ЦД : бе- 
лок, равного 1/50/51/52/55 : 50, инкубировали в тече-
ние 30 мин. при 45 °С и постоянном перемешивании 
(120 мин.–1). Пробы гидролизата и комплекса не подле-
жали хранению, их немедленно направляли на оценку 
органолептических свойств. 

Анализ антигенных свойств пептидов молока и их  
комплексов с циклодекстринами (конкурентный им- 
муноферментный анализ, ИФА). Для оценки анти-
генных свойств опытных образцов, полученных со- 
гласно вариантам технологического процесса № 4  
и 5, использовали набор для количественного опре-
деления β-лактоглобулина (β-лг) методом конкурент- 
ного иммуноферментного анализа (RIDASCREEN® 
β-Lactoglobulin, R4901) производства R-Biopharm AG  
(Германия). Набор предназначен для анализа содержа-
ния β-лг в гидролизованных молочных продуктах, в том 
числе в гипоаллергенном детском питании. Калибровка 
набора проведена на контрольных образцах гидро-
лизованного β-лг; стандарты состояли из нативного 
белка-аллергена. Тест-система позволяет выявлять на- 
тивный и обработанный белок, а также его фрагменты. 
Предел обнаружения – 2,1 мг/кг (2,1 мкг/г) β-лг, предел 
количественного определения – 5 мг/кг (5 мкг/г) β-лг. 

По данным инструкции производителя, в основе 
работы теста – реакция антиген–антитело. Лунки микро- 

планшета покрыты β-лг. В состав набора входят стан- 
дарты, необходимые растворы и антитела к β-лг. Свобод- 
ный и иммобилизованный β-лг конкурируют за сайты 
связывания с антителами. После промывки добавляют  
вторичные антитела, меченные пероксидазой (конъ- 
югат). Они связываются с комплексом антитело–β-лг.  
Несвязанный конъюгат впоследствии удаляют на этапе 
промывки. Ферментный субстрат и хромоген вносят в  
лунки и инкубируют. Связанный конъюгат превращает 
бесцветный хромоген в синий продукт. Добавление 
стоп-раствора вызывает изменение цвета с синего на жел- 
тый. Измерение оптической плотности раствора прово-
дят фотометрически. Оптическая плотность раствора 
обратно пропорциональна концентрации β-лг в образце. 

Согласно рекомендациям производителя тест-си-
стемы, готовили разведения образцов β/γ-ЦД, натив-
ных и гидролизованных белков сыворотки молока, 
комплексов включения пептидов с ЦД. Оптическую 
плотность целевых растворов определяли при длине 
волны 450 нм с применением микропланшетного спек-
трофотометра Multiskan Ascent (Thermo Labsystems, 
США). На заключительной стадии эксперимента при-
меняли специализированное ПО RIDA®SOFT Win.net 
(R-Biopharm AG, Германия), в частности, функцию 
кубического сплайна. Остаточную антигенность рас-
считывали как соотношение количества β-лг в образце 
гидролизата к его содержанию в нативной молочной 
сыворотке, выраженное в %. 

Оценка антиоксидантной активности белков 
и пептидов молока, их комплексов включения 
с циклодекстринами. Флуориметрический метод. 
Согласно предложенной методике снижение флуо-
ресценции (А, %) флуоресцеина (ФЛ) обусловлено его  
окислительной деградацией при генерировании сво-
бодных радикалов в системе Фентона. Защитная роль 
антиоксидантов (пептидов молока) состоит в ингиби-
ровании окисления флуорофора, что приводит к вос-
становлению его флуоресценции. Способ предполагает 
измерение способности тестируемых образцов погло-
щать кислородные радикалы (oxygen radical absorbance 
capacity, ORAC assay) [28]. Развернутая методика экс- 
перимента представлена в статье [25].

Степень интенсивности флуоресценции (А, %) рас- 
считывали по формуле (1): 
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где Fl0 – интенсивность флуоресценции контроль-
ного образца ФЛ, Fl – интенсивность флуоресценции 
раствора после добавления антиоксиданта. Строили 
графики зависимости интенсивности флуоресценции 
(A, %) от содержания белка в анализируемых образ-
цах. Согласно полученному уравнению рассчитывали 
концентрацию пробы IС50, соответствующую 50 % 
ингибированию флуоресценции. 

ABTS-метод. Измерение АОА предполагало приме-
нение катион-радикала на основе диаммониевой соли 
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2,2’-азино-бис[3-этилбензтиазолин-6-сульфоновой кис- 
лоты] (ABTS) согласно модифицированной методике, 
описанной в статье B. Hernández-Ledesma и др. и в пред-
шествующих собственных исследованиях [25, 29]. 

Степень восстановления катион-радикала, или ин- 
гибирование поглощения (I, %), рассчитывали по  
формуле (2): 
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где D0 – оптическая плотность исходного раствора  
ABTS•+, D – оптическая плотность раствора ABTS•+ 
после внесения тестируемых образцов. Строили гра-
фики зависимости ингибирования поглощения (I, %) 
от концентрации тролокса и содержания белка в ана-
лизируемых образцах (мкг/мл). Согласно полученным 
уравнениям, рассчитывали концентрацию пробы IС50, 
соответствующую 50 % ингибированию поглощения. 

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC – пока- 
затель антиоксидантной активности, выраженный в  
мкмоль тролокса/мкг белка) исследуемых образцов 
определяли по формуле (3): 
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где IC50(ст) – концентрация 50 % ингибирования погло-
щения при внесении стандарта (тролокса), IС50(пр) – 
концентрация 50 % ингибирования поглощения при 
внесении образцов нативных белков, их гидролизатов и  
комплексов включения циклодекстиринов с пептидами. 

Оценка антимутагенного эффекта гидролизатов 
и комплексов циклодекстринов с пептидами молока. 
Атимутагенную активность гидролизатов и их комплек-
сов с ЦД оценивали в модифицированном тесте Эймса 
согласно методике, представленной в статье [23]. В кра-
ткосрочном тесте для изучения антимутагенных свойств 
в качестве тест-моделей использовали индикаторные 
штаммы Salmonella typhimurium ТА 98 и ТА 100 из кол-
лекции РУП «НПЦ гигиены» (г. Минск, Беларусь). В  
качестве прямых мутагенов применяли этидиум бромид  
для штамма S. typhimurium ТА 98 и азид натрия в слу-
чае S. typhimurium ТА 100 производства Sigma (США). 
Уровень снижения мутирования (Imut, %) рассчитывали 
по формуле (4): 
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где N1 – число ревертантов в опыте (добавление образ-
цов гидролизатов), N2 – число ревертантов в контроле. 

Определение антимикробного действия гидро-
лизатов и комплексов циклодекстринов с пепти-
дами. Антимикробную активность гидролизатов белков 
молока и их комплексов включения с ЦД устанавливали 
импедиметрическим методом, как описано в предшест- 
вующем исследовании [24]. В эксперименте оценивали  
задержку роста тест-культур после внесения в среду 
культивирования опытных образцов гидролизатов / 

комплексов на стадии лаг-фазы, когда клетки адапти-
руются к окружающей среде, что позволяет наиболее 
адекватно оценить ингибирующий эффект изучаемого 
соединения. В качестве испытуемых образцов исполь-
зовали гидролизат, полученный согласно варианту тех- 
нологического процесса № 5, а также гидролизаты сыво-
роточных белков молока / молозива и их комплексов с  
ЦД, которые были приготовлены в соответствии с мето- 
дикой, представленной в статье [25]. В качестве тест- 
объектов использовали музейные штаммы Escherichia  
coli АТСС 8739, Staphylococcus aureus АТСС 6538 из  
Национального Биоресурсного Центра «Всероссийская 
коллекция промышленных микроорганизмов» (НИЦ 
«Курчатовский институт», г. Москва, Россия). 

В качестве количественного критерия оценки анти- 
микробного действия (АМД) применяли показатель 
степени ингибирования Imic,%, рассчитываемый по  
формуле (5): 
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где IDT1 – время детекции роста тест-объекта в кон- 
троле, ч; IDT2 – время детекции в опыте, ч. При зна-
чении Imic > 0 исследуемое соединение обладает ан- 
тимикробным действием: при Imic < 15 % оказывает 
на тест-культуру слабое антимикробное действие, 
15 < Imic < 50 % – умеренно выраженное антимикроб- 
ное действие, Imic > 50 % – выраженное антимикроб- 
ное действие. 

Органолептический анализ комплексов включе- 
ния β-ЦД с пептидами сыворотки молока. В усло-
виях Республиканского контрольно-испытательного 
комплекса по качеству и безопасности продуктов пита-
ния РУП «Научно-практический центр НАН Беларуси 
по продовольствию» проведена сенсорная оценка 
гидролизата сывороточных белков молока (вариант 
технологического процесса № 5) и его комплексов 
с β-ЦД. Сенсорную оценку опытных образов осущест-
вляли в несколько этапов: ранжирование (согласно 
ГОСТ ISO 8586–2015 и ГОСТ ISO 8587–2015), испыта-
ния «А» – «Не А» (ГОСТ ISO 8588–2011) и испытание 
«дуо–трио» (ГОСТ ISO 10399–2015). 

На этапе ранжирования (тест 1) готовили эталонные 
растворы кофеина (чистота 98,5 %; Acros Organics, 
Китай) в дистиллированной воде с концентрацией, 
указанной в таблице 3. Далее готовили растворы гид- 
ролизата сывороточных белков молока и соответст- 
вующих комплексов с массовой долей белка 5 % и  
содержанием β-ЦД 0,1 и 5 % в дистиллированной 
воде. Массовое соотношение гидролизата сывороточ-
ных белков молока : β-ЦД составляло 50 : 1 и 50 : 50. 
В эксперименте использовали свежеприготовленные 
образцы при температуре 45 °С. 

Дегустационная комиссия осуществляла органолеп- 
тическую оценку образцов. Экспертам предлагали раст- 
воры образцов в пластиковых стаканах в количестве 
50 мл. Перед дегустацией рот тщательно прополаски-
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вали дистиллированной водой. Раствор образца дер- 
жали во рту в течение 10 с, затем удаляли и опреде-
ляли уровень горечи. Горький вкус каждого образца 
сравнивали со стандартными растворами кофеина, 
которые оценивали по 5-балльной шкале, где оценку 
5 баллов считали эквивалентной по горькому вкусу 
эталонному 10 мМ раствору кофеина (очень сильная 
горечь). Баллы 4, 3, 2 и 1 указывали на убывающую сте- 
пень горечи по сравнению с эталонными растворами. 
Оценка 3 означала горечь, равнозначную 5 мМ раствору 
кофеина (умеренная горечь), а оценка 0 – отсутствие 
горького вкуса. После повторной оценки рассчитывали 
среднее значение уровня горечи для опытных образцов. 

На следующем этапе осуществляли сенсорную 
оценку образцов с применением метода «А» – «Не А»  
(тест 2). Определяли пороговый уровень горечи в об- 
разцах с увеличением дозировки β-ЦД на 1–5 % в ком-
плексе включения. Идентифицировали образцы вкусов, 
эквивалентные эталону «А» (горький) и отличные от эта-
лона – образцы «Не А» (негорький). Набор для определе-
ния порога горького вкуса состоял из 5 закодированных 
проб. Набор для определения порога горького вкуса 
состоял из 5 закодированных проб. Набор содержал 
одну пробу (эталон «А») с горьким вкусом, а именно 
образец комплекса гидролизата сывороточных бел- 
ков молока : β-ЦД при массовом соотношении 50 : 50,  
две пробы с горьким вкусом, идентичные эталону 
«А», и две пробы, отличные от эталона «А» («Не А1», 
«Не А2»). «Не А1» образец комплекса был приготовлен 
при массовом соотношении гидролизата сывороточных 
белков молока : β-ЦД, равном 50 : 51, «Не А2» – 50 : 
55. При проведении испытаний представлены 10 ком-
плектов по методу «А» – «Не А» для 5 испытателей. 
Каждому испытателю предоставляли по 2 комплекта 
образцов, маркированных трехзначным случайным 
кодом. В рамках определения критерия Хи-квадрата 
(Х2) без поправки Йейтса суммарное число ответов, 
согласно анкетам, составляло не менее 40. 

На заключительном этапе (тест 3) образцы тести-
ровали с применением метода «дуо-трио» и в каждой 
триаде определяли образцы, идентичные эталонам 
каждой триады. Выявляли минимальную достаточную 
концентрацию β-ЦД в составе комплексов для устране-
ния горького вкуса. Подготовлены образцы комплексов 

гидролизата сывороточных белков молока : β-ЦД при 
массовом соотношении 50 : 51 и 50 : 52. Пробы коди-
ровали неповторяющимися случайными трехзнач-
ными числами. Испытателям в количестве 5 человек 
в произвольном порядке предоставлены 10 комплектов 
(по 2 триады). Испытатели оценивали образцы триа- 
дами и выделяли вариант, идентичный эталону. Для зак- 
лючения об отсутствии заметного различия между 
сравниваемыми объектами согласно методу «дуо-трио»  
при использовании одностороннего критерия при α-ри-
ске, равном 0,05, необходимо было получить не менее 
9 правильных результатов из 10 тестов. 

Статистическая обработка данных. Для срав- 
нения средних значений при различных уровнях фак-
торов использовали одно-, двух- или трехфакторный 
дисперсионный анализ (ANOVA) с последующим 
применением теста Даннетта, t-теста Стьюдента или 
теста Тьюки (Tukey’s Honest Significant Difference, 
HSD) [30–33]. В случае сравнения нескольких выборок 
данных с контролем применяли тест Даннетта, при до- 
верительной вероятности 0,95. Двухвыборочный t-тест  
Стьюдента использовали для сопоставления средних 
значений двух независимых выборок. С помощью теста 
Тьюки (для множественных сравнений) вычисляли 
различия между средними значениями уровней фак-
тора при заданном уровне групповой доверительной 
вероятности (0,95). Для анализа экспериментальных 
данных применяли R функции aov, DunnettTest, t.test 
и TukeyHSD из пакетов stats и DescTools [34, 35]. Ста- 
тистические различия между группами считали зна-
чимыми при уровне p < 0,05 с поправкой на множе-
ственные попарные сравнения. 

Результаты и их обсуждение 
Подбор параметров ферментативного гидролиза 

сывороточных белков молока и фракционирования 
гидролизатов. Получены опытные образцы фермента- 
тивных гидролизатов сывороточных белков молока с  
глубокой степенью гидролиза. Технологическая схема 
включала приготовление раствора сывороточных бел-
ков молока (на основе концентрата сывороточных бел- 
ков, КСБ) и его центрифугирование для удаления нерас- 
творимой фракции, внесение фермента, ферментатив- 
ный гидролиз, микрофильтрацию с отсечкой по MW  

Таблица 3. Приготовление эталонных растворов кофеина

Table 3. Caffeine standard solutions

Концентрация кофеина в эталонном растворе Уровень горечи, балл Описание уровня горечи
мМ %
10,0 0,20 5 Очень сильная горечь 
7,3 0,15 4 Выраженная горечь 
5,0 0,10 3 Умеренная горечь
3,0 0,06 2 Слабая горечь 
1,3 0,03 1 Очень слабая горечь 
0 0 0 Отсутствие горечи 
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0,2 мкм, ультрафильтрацию с отсечкой по MW 10 кДа, 
тиндализацию, заморозку, лиофильную сушку. В таб- 
лице 4 представлено полное описание стадий для пяти 
различных вариантов получения гидролизатов. 

Определены основные физико-химические показа-
тели опытных образцов. Сравнительная характеристика 
параметров жидких образцов гидролизатов в ходе 
технологического процесса представлена в таблице 5. 
Согласно варианту 1 предполагалась потеря белковой 
фракции на стадии центрифугирования гидролизата 
и его микро/ультрафильтрации, а в случае варианта 2 – 
на этапе центрифугирования раствора концентрата 
сывороточных белков. Вместе с тем в отличие от вари-
анта 1 микро/ультрафильтрация гидролизата не была 
затруднена (таблица 4). 

В соответствии с вариантом 3 предполагалась по- 
теря белковой фракции на стадии фильтрации гидро-
лизата. Увеличение продолжительности гидролиза 
с 4 до 6 ч не привело к существенному возрастанию 
выхода пептидной фракции. В целом показана необ-
ходимость включения стадии центрифугирования 
раствора КСБ, что впоследствии обеспечивало эффек-
тивную микро/ультрафильтрацию гидролизата. Наряду 
с этим отличием варианта 4 от вариантов 1–3 является 
повышение исходного значения активной кислотности 
КСБ до 8,5 ед. рН (табл. 1). 

По итогам выработок № 4–8 (варианты 4 и 5) сле-
дует отметить, что исходный объем гидролизата со- 
гласно методике составляет 530 мл, тогда как после 
микрофильтрации и ультрафильтрации – 400–450 и  
300–350 мл соответственно, где 100 мл является слепым 
объемом для запуска систем микро- и ультрафильтра-
ции (по 50 мл на каждый этап фильтрации). Помимо 
этого, 50 мл ультрафильтрата использовали для анализа 
физико-химических показателей образцов гидролизата. 

Так, на стадии центрифугирования раствора концен-
трата сывороточных белков и микрофильтрации гидро-
лизата потери составили 30–80 мл белкового раствора, 
или 5,7–15,1 %. Впоследствии 300–350 мл ультрафиль-
трата направляли на лиофильную сушку. Установлено 
активное вспенивание гидролизата в процессе сушки, 
что потенциально может привести к потере конеч- 
ного продукта. 

По итогам испытаний, предполагающим центри- 
фугирование исходного раствора концентрата сы- 
вороточных белков, м.д. белка в сухом веществе жид-
ких образцов гидролизатов составила 74,1 и 75,5–
86,0 % согласно вариантам 2 и 4/5 соответственно. 
Центрифугирование обусловило удаление нераство- 
ренных частиц, забивающих фильтры, что обеспе-
чило сокращение времени микро/ультрафильтрации 
с >12 ч до 3–5 ч (таблица 4). Показатели опытных 

Таблица 4. Органолептические и физико-химические показатели образцов жидких гидролизатов,  
полученных согласно вариантам 1–5

Table 4. Sensory and physicochemical parameters of liquid hydrolysates obtained using options 1–5

Наименование этапа 
техпроцесса

Значение показателя для выработки № / согласно варианту № 
1 / 1 2 / 2 3 / 3 4 / 4 5 / 4 6 / 5 7 / 5 8 / 5

Центрифугирование 
раствора КСБ 

не исп. исп. не исп. исп. исп. исп. исп. исп. 

Условия гидролиза 
(рН/ время, ч)

8,0 ± 0,1/ 4 8,0 ± 0,1/ 4 8,0 ± 0,1/ 6 8,5 ± 0,1/ 4 8,5 ± 0,1/ 4 8,5 ± 0,1/ 4 8,5 ± 0,1/ 4 8,5 ± 0,1/ 4

Эффективность 
микрофильтрации / 
время (ч)

низкая/ 
>12

высокая/  
3

низкая/  
>12

высокая/  
4–5

высокая/  
4–5

высокая/  
4–5

высокая/  
4–5

высокая/  
4–5

Эффективность 
ультрафильтрации / 
время (ч)

низкая/  
>12

высокая/  
4

низкая/  
>12

высокая/  
4

высокая/  
4

высокая/  
4

высокая/  
4

высокая/  
4

Внешний вид и цвет Жидкость светло-желтого цвета
Тиндализация не исп. не исп. не исп. исп. исп. не исп. не исп. не исп.
Объем 
ультрафильтрата, мл

~250 ~350 ~300 ~300 ~300 ~300 ~330 ~350

Массовая доля сухого 
вещества, %

4,2 4,3 4,0 5,3 4,1 4,2 4,2 3,9

рН до фильтрации – 7,0 – 6,3 6,3 6,3 6,2 6,2
рН после фильтрации 7,4 8,1 7,2 7,2 6,8 7,1 7,2 7,2
Массовая доля общего 
белка, %

3,1 3,2 3,2 4,0 3,6 3,4 3,4 3,2

Массовая доля белка в 
сухом веществе, %

72,6 74,1 79,2 75,5 86,0 81,0 79,4 83,7

Количество сухого 
вещества после 
сушки, г

10,8 15,0 11,6 14,9 12,9 12,3 14,4 14,6
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образцов лиофильно высушенных гидролизатов от- 
ражены в таблице 6. 

Технологический процесс в соответствии с вариан-
том 4/5 обеспечивает возрастание выхода пептидной 
фракции по сравнению с вариантом 2 (массовая доля 
белка в сухом веществе достигает 80,4–84,0 и 79,3 % 
соответственно), как показано в таблице 5. Данный 
эффект обусловлен повышением степени гидролиза 
сывороточных белков алкалазой c 23,3 до 27,0–34,6 % 
вследствие увеличения исходного значения активной 
кислотности раствора КСБ с 8,0 до 8,5 ед. рН. 

В целом по итогам проведения опытных выработок 
подобраны условия подготовки белкового субстрата 
и ферментативного гидролиза сывороточных белков 
молока алкалазой, что позволило повысить выход пеп- 
тидной фракции и эффективность микро- и ультра-
фильтрации гидролизата. 

Технологический процесс получения гидролизата 
сывороточных белков молока с глубокой степенью гид- 
ролиза согласно оптимизированному (усовершенство- 
ванному) варианту состоит из следующих стадий: 

– приготовление раствора сывороточных белков молока 
и его центрифугирование для удаления нерастворимой 
фракции; 
– внесение фермента; 
– ферментативный гидролиз; 
– микрофильтрация с отсечкой по размеру пор 0,2 мкм; 
– ультрафильтрация с отсечкой по молекулярной массе  
10 кДа; 
– тиндализация / отсутствие тиндализации; 
– заморозка; 
– лиофильная сушка. 

Оптимизированный вариант обеспечивает получение 
сухих ферментативных гидролизатов сывороточных 
белков молока с глубокой степенью гидролиза, в част-
ности, с содержанием пептидной фракции в сухом 
веществе 81,8 ± 1,3 % и степенью гидролиза 31,2 ± 2,8 %.  
Так, микрофильтрация и ультрафильтрация являются 
необходимыми условиями получения фракций с задан-
ными характеристиками (пептидным профилем), что 
отражено в ряде современных источников, посвященных 
получению биоактивных гидролизатов [9, 10]. 

Таблица 5. Характеристика лиофильно высушенных образцов гидролизатов сывороточных белков молока

Table 5. Freeze-dried samples of whey protein hydrolysates

Наименование 
показателя

Значение показателя для выработки № / согласно варианту №
1 / 1 2 / 2 3 / 3 4 / 4 5 / 4 6 / 5 7 / 5 8 / 5

Массовая доля влаги, % 3,9 5,1 5,8 5,4 5,2 5,1 3,8 4,0
4,9 ± 1,1А 4,7 ± 0,7А

Массовая доля общего 
азота (TN, %)

12,4 11,8 11,9 11,9 12,1 12,0 12,7 12,4
12,0 ± 0,4А 12,2 ± 0,3А

Степень гидролиза  
(AN/TN, %)

25,7 23,3 24,5 29,4 34,6 30,6 34,3 27,0
24,5 ± 1,4А 31,2 ± 2,8B

Массовая доля белка, % 79,4 75,3 75,8 76,1 77,5 76,6 80,8 78,9
76,8 ± 2,5A 78,0 ± 1,7A

Массовая доля белка  
в сухом веществе, %

82,6 79,3 80,5 80,4 81,7 80,7 84,0 82,2
80,8 ± 1,9A 81,8 ± 1,3A

Примечание: результаты расчетов отражены как среднее значение ± половина ширины 95 % доверительного интервала (n = 3). Значения 
без общего буквенного индекса в пределах одной строки (А, B) указывают на достоверные различия при p < 0,05
Note. All calculations in the table are mean values ± half the width of 95% confidence interval (n = 3). Values that do not share the same 
letter index (A, B) in the line indicate significant differences at p < 0.05

               5           10          15          20          25           30           35         40          45      min

2000

1500

1000

500

0

Norm.

MW ≤ 10 кДа

α-ла β-лг AB

СБМ

ГСБМ – 10 кДаБСА

Рисунок 1. ВЭЖХ-профили нативных белков сыворотки молока, гидролизованных белков сыворотки молока,  
подвергнутых последующей ультрафильтрации с отсечкой по MW 10 кДа (ГСБМ – 10 кДа) 

Figure 1. High performance liquid chromatography profiles of native hydrolyzed whey proteins subjected to subsequent ultrafiltration,  
MW cut-off limit = 10 kDa
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ВЭЖХ-анализ гидролизованных белков сыво-
ротки молока. Проведен анализ опытных образцов 
нативной сыворотки молока и ее ферментативного 
гидролизата (пептидной фракции с MW ≤ 10 кДа) с при-
менением ВЭЖХ-анализа для установления их белково- 
пептидного состава. На рисунке 1 представлены ВЭЖХ- 
профили белков сыворотки молока и продуктов ее про-
теолиза алкалазой, подвергнутых последующей уль-
трафильтрации с отсечкой по MW 10 кДа. 

По данным предыдущих исследований, при фракцио- 
нировании с осечкой по MW 5/10 кДа продукты протео- 

лиза элюируются с колонки вплоть до 25/30 мин разде-
ления соответственно. Полученный образец гидролизата 
сывороточных белков молока представлен смесью пеп- 
тидов с MW ≤ 10 кДа, причем преобладают продукты про-
теолиза с MW ≤ 5 кДа. В результате фракционирова-
ния достигается удаление из гидролизата остаточного 
количества нативных белков молока и полипептидов. 

Пептидный профиль гидролизованной молочной 
сыворотки согласно данным хромато-масс-спектро-
метрии. Проведен анализ ферментативного гидролизата 
сывороточных белков, подвергнутого ультрафильтрации 

Рисунок 2. Масс-спектры гидролизата и его разведений, содержащих 1,9 (a), 0,2 (b), 0,1 (c) и 0,05 (d) мг/мл белка,  
в пептидном диапазоне (m/z – 500–5000 Да) 

Figure 2. Hydrolyzate and its dilutions with 1.9 (a), 0.2 (b), 0.1 (c), and 0.05 (d) mg/ml protein, mass spectra in peptide range (m/z) at 500–5,000 Da

Примечание: в таблице представлен список обнаруженных масс ионов для масс-спектрометрического профиля  
с концентрацией белка 1,9 мг/мл 
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Указанные пептиды также обнаружены по итогам 
детального анализа MС-профилей при значениях m/z  
от 500 до 1100 Да (рис. 3). 

Наряду с этим в диапазоне m/z, относящемся к низ-
комолекулярным белкам (4000–20000), выявлены пеп- 
тиды с максимальной MW 8892 Да (рис. 4). В спектре 
выделяются пики с относительно высокой интенсив-
ностью сигнала, достигающей (0,14–0,25)×104 отн. ед., 
которые сопряжены со значениями m/z, равными 4284, 
5915 и 6319 Да. Следует особо отметить, что интен-
сивность сигнала обнаруженных высокомолекулярных 
пиков существенно ниже, чем выявленных в пептидном 

(отсечка по MW 10 кДа) с применением масс-спектро- 
метрии для установления его молекулярно-массового  
распределения. На рисунках 2–4 представлены MС- 
профили опытного образца в различном диапазоне m/z. 

В пептидном диапазоне со значениями m/z от 500 до  
5000 Да максимальная молекулярная масса выявленных 
пептидов составила 2301–2338 Да (рис. 2). Следует 
отметить, что относительная высокая интенсивность 
сигнала, достигающая (3,5–7,3)×104 отн. ед., харак-
терна для пиков, которые соответствуют пептидам 
с MW, равной 525, 538, 568, 622, 904 и 1060 Да (длине 
пептидной цепи из 5–10 аминокислотных остатков). 

Рисунок 3. Масс-спектры гидролизата и его разведений, содержащих 1,9 (a), 0,2 (b), 0,1 (c) и 0,05 (d) мг/мл белка,  
в пептидном диапазоне (m/z – 500–1100 Да) 

Figure 3. Hydrolyzate and its dilutions with 1.9 (a), 0.2 (b), 0.1 (c), and 0.05 (d) mg/ml protein, mass spectra in peptide range (m/z) at 500–1,100 Da
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диапазоне. Следовательно, в опытном образце преоб-
ладают продукты протеолиза с MW менее 1100 Да, или 
пептиды длиной до 10 аминокислотных остатков. 

Изучение антигенных, биоактивных и сенсорных  
свойств гидролизатов белков молочной сыворотки  
и их комплексов с циклодекстринами. Получены 
опытные образцы ферментативных гидролизатов и  
соответствующих комплексов включения β/γ-ЦД с  
пептидами молочной сыворотки (выработка № 8, таб- 
лица 5). Установили влияние комплексообразования 
с β/γ-ЦД на антигенные свойства пептидов, их анти-
оксидантное действие и уровень горечи. 

Антиоксидантная активность (АОА) нативных пеп- 
тидов молочной сыворотки в составе комплексов с  
ЦД. Изучена антиоксидантная активность нативных 
сывороточных белков (КСБ) и их ферментативных гид- 
ролизатов (фракций с отсечкой по MW 10 кДа) с примене-
нием флуориметрического и спектрофотометрического 
подходов (ORAC- и ABTS-методы соответственно). 

По данным флуориметрического метода после про- 
теолиза алкалазой и фракционирования выявлено сущес- 
твенное возрастание радикал-восстанавливающих 
свойств гидролизатов молочной сыворотки, в част-
ности их способности восстанавливать интенсивность 
флуоресценции флуоресцеина (табл. 5). В результате 
гидролиза алкалазой при концентрации 5 % и фильтра-
ции (отсечка по MW 10 кДа) установлено увеличение 
АОА расщепленной молочной сыворотки в 3,0 раза 
(образец гидролизата № 8). 

Получены комплексы включения пептидов молоч- 
ной сыворотки с β- и γ-ЦД. По данным флуориметри-
ческого метода установлено сопоставимое увеличение 
АОА гидролизата сыворотки в составе комплексов с  
β/γ-ЦД (в 1,79/1,90 раза соответственно). Возрастание 
антиоксидантных свойств полученных образцов может 
быть связано с увеличением растворимости пептид- 
ной фракции в структуре комплексов с β- и γ-ЦД. Сле- 
дует отметить больший антиоксидантный потенциал  

контрольного образца γ-ЦД, чем β-ЦД (табл. 6), оче- 
видно обусловленный относительно высокой раство-
римостью γ-ЦД.

Согласно итогам спектрофотометрического ана-
лиза протеолиз алкалазой и последующая фильтрация  
обусловили достоверное увеличение АОА гидроли- 
затов белков молока, а именно их способности к вос-
становлению катион-радикала ABTS•+ (табл. 7). Про- 
теолиз алкалазой при содержании фермента 5 % и  
фракционирование определили возрастание АОА 
молочной сыворотки в 5,34 и 5,31 раза для образцов 
№ 5 и 8 соответственно. Различия между эксперимен-
тальными образцами недостоверны, что указывает на  
отсутствие влияния тиндализации на антирадикальное 
действие термообработанной пептидной фракции 
(образец № 5). 

Методы анализа АОА разделяют на три класса в  
зависимости от механизма поглощения радикалов, осно- 
ванного на (1) переносе атома водорода (hydrogen atom  
transfer, HAT), (2) переносе одного электрона с после-
дующей передачей протона (single electron transfer 
followed by proton transfer, SET–PT) и (3) последова-
тельной потере протона при переносе электрона (sequen- 
tial proton loss by electron transfer, SPLET) [36]. 

Предпочтительным методом HAT является ORAC-
метод, который применяют для определения как гидро-
фильных, так и липофильных антиоксидантов (АО) [28].  
Подходы, связанные с переносом одного электрона, 
в частности, оценка АОА в Тролокс-эквиваленте (Tro- 
lox equivalent antioxidant capacity, TEAC), основаны 
на неконкурентном одноэлектронном переносе от анти-
оксиданта к окислителю (радикалам, металлам и кар-
бонильным группам). В системе TEAC в результате 
окисления ABTS образуется катион-радикал. Окра- 
шенный ABTS•+ быстро реагирует с антиоксидантом, 
и его восстановление приводит к уменьшению окраски. 
Степень обесцвечивания рассчитывают по отношению 
к стандарту (тролоксу) [29].

Рисунок 4. Масс-спектр гидролизата, содержащий 1,9 мг/мл белка, в диапазоне низкомолекулярных белков  
(m/z – 4000–20000 Да) 

Figure 4. Hydrolyzate with 1.9 mg/ml protein, mass spectrum in the range of low molecular weight proteins (m/z) at 4000–20,000 Da
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В отличие от ORAC-метода, последующее комплек-
сообразование гидролизата молочной сыворотки (обра-
зец № 8) с β/γ-ЦД не оказало влияния на способность 
восстанавливать ABTS•+ в тест-системе. Полученные 
различия при использовании флуориметрического и  
спектрофотометрического подходов могут быть свя-
заны с особенностями механизмов реализации анти-
оксидантного действия в сравниваемых тест-системах. 

Получение биоактивных гидролизатов сыворо- 
точных белков молока с применением алкалазы, обла-
дающих высокой АОА, согласуется с данными литера-
туры [37, 38]. Увеличение радикал-восстанавливающих 
свойств различных биоактивных соединений в составе 

комплексов включения с ЦД подтверждается современ-
ными исследованиями [39–41]. Вместе с тем экспери-
менты по положительному эффекту взаимодействия с  
ЦД на антирадикальный эффект включаемых пепти- 
дов молока отражены в предшествующей работе [25]. 

Антигенные свойства нативных и гидролизо-
ванных сывороточных белков молока, комплексов 
включения ЦД в с пептидами. Изучены антигенные 
свойства (или способность связываться с антителами) 
нативной сыворотки молока, ее ферментативных гидро-
лизатов (образцы № 5 и № 8), полученных в результате 
расщепления алкалазой (при соотношении фермент : 
субстрат, равном 5 %) и фильтрации с отсечной по MW,  

Таблица 7. Показатели антиоксидантной активности нативных и расщепленных белков сыворотки молока,  
их гидролизатов и комплексов β/γ-ЦД с пептидами по данным ABTS-метода

Table 7. Antioxidant activity of native and cleaved whey proteins (sample 8), β/γ-cyclodextrin complexes with peptides by ORAC 

Наименование образца IC50(ABTS),  
мкг белка/мл

TEAC,  
мкмоль тролокса/мкг белка

IC50 (нативный белок)/ 
IC50 (гидролизат)

СБМ 96,9 ± 2,1a 0,206 ± 0,004a 1,00 a

ГСБМ–5 %–10 кДа  
(образец № 5)

18,1 ± 0,3b 1,101 ± 0,011b 5,34 ± 0,16b

ГСБМ–5 %–10 кДа  
(образец № 8)

18,3 ± 0,1b 1,094 ± 0,004 b 5,31 ± 0,15b

ГСБМ–5 %–10 кДа  
(образец № 8) + β-ЦД

18,5 ± 0,2b 1,081 ± 0,006b 5,24 ± 0,18b

ГСБМ–5 %–10 кДа  
(образец № 8) + γ-ЦД

18,3 ± 0,1b 1,090 ± 0,009b 5,29 ± 0,16b

β-ЦД (контроль) 0 – – 
γ-ЦД (контроль) 0 – –

Примечение: СБМ – белки сыворотки молока; ГСБМ – гидролизат сывороточных белков; 5 % – гидролиз при соотношении фермент 
(алкалаза) : субстрат, равном 5 %; 10кДа – фильтрация с отсечкой по MW 10 кДа. Данные представлены как среднее значение ± 
половина ширины 95 % доверительного интервала (n = 3). Значения без общей буквы (a, b) в пределах одного столбца указывают 
на достоверные различия при p < 0,05
Note. СБМ – milk whey proteins; ГСБМ – whey protein hydrolysate; 5% – hydrolysis with a 5% enzyme (alcalase) to substrate ratio; 10 кДа –  
filtration with an MW cut-off at 10 kDa. The data are presented as mean values ± half the width of 95% confidence interval (n = 3). Values 
that do not share the same letter index (a, b) in the column indicate significant differences at p < 0.05

Таблица 6. Показатели антиоксидантной активности нативных и расщепленных белков сыворотки молока 
(образец № 8), комплексов β/γ-ЦД с пептидами по данным ORAC-метода

Table 6. Antioxidant activity of native and cleaved whey proteins (sample 8), β/γ-cyclodextrin complexes with peptides by ORAC

Наименование образца IC50(Fl), мкг белка/мл IC50 (нативный белок)/IC50 (гидролизат) IC50 (гидролизат)/IC50 (комплекс)
СБМ 105,9 ± 3,8a 1,0a – 
ГСБМ–5%–10кДа 35,4 ± 0,7b 2,99 ± 0,15b 1,0a

ГСБМ–5%–10кДа+β-ЦД 19,8 ± 1,0c 5,37 ± 0,44c 1,79 ± 0,09b

ГСБМ–5%–10кДа+γ-ЦД 18,6 ± 0,5c 5,69 ± 0,29с 1,90 ± 0,08b

β-ЦД (контроль) 104,9 ± 2,3a – – 
γ-ЦД (контроль) 79,8 ± 1,0d – – 

Примечание: СБМ – белки сыворотки молока; ГСБМ – гидролизат сывороточных белков; 5 % – гидролиз при соотношении фермент 
(алкалаза) : субстрат, равном 5 %; 10 кДа – фильтрация с отсечкой по MW 10 кДа. Данные представлены как среднее значение ± 
половина ширины 95 % доверительного интервала (n = 3). Значения без общей буквы (a–d) в пределах одного столбца указывают 
на достоверные различия при p < 0,05 
Note. СБМ – milk whey proteins; ГСБМ – whey protein hydrolysate; 5% – hydrolysis with a 5% enzyme (alcalase) to substrate ratio; 10 кДа –  
filtration with an MW cut-off at 10 kDa. The data are presented as mean values ± half the width of 95% confidence interval (n = 3). Values 
that do not share the same letter index (a-d) in the column indicate significant differences at p < 0.05
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равной 10 кДа. С применением конкурентного имму-
ноферментного анализа (ИФА) определено остаточное 
количество основного аллергена молока (β-лг) в гидро-
лизатах белков молока и соответствующих фракциях. 

В результате протеолиза сыворотки молока алка-
лазой и последующей ультрафильтрации (отсечка по  
MW 10 кДа) установлено снижение количества натив-
ного β-лг в 265 раз (табл. 8). Так, гидролиз алкалазой 
направлен на расщепление в белковых макромолеку-
лах областей антигенных детерминант. Вместе с тем 
фильтрация обуславливает снижение остаточной анти-
генности (ОА) образцов в связи с удалением следо-
вого количества нативного β-лг, а также продуктов 
его частичного протеолиза, содержащих антигенные 
детерминанты. 

Применение тиндализации обеспечило дополнитель-
ное уменьшение связывания гидролизата (образец № 5) 
с антителами против β-лг (в 2,2 раза). Минимальным 
уровнем остаточной антигенности среди образцов 
молочной сыворотки характеризуется фильтрат, содер-
жащий пептидную фракцию и подвергнутый тиндали-
зации, что составляет 0,17 % (снижение ОА в 589 раз). 
Не установлено достоверное влияние комплексообра- 
зования с циклодекстринами на уровень ОА включен-
ных пептидных фракций. 

Различный уровень антигенности расщепленных 
образцов молочной сыворотки (образцы № 5 и № 8) 
обусловлен применением тиндализации, которая опре- 
деляет дополнительное снижение показателя ОА об- 
разца № 5 в результате термоденатурации конформа-
ционных антигенных детерминант. Для комплексов ЦД 
в с пептидной фракцией не установлено достоверное 
различие с исходным гидролизатом сывороточных 
белков. Так, применение алкалазы при соотношении 
субстрат : фермент, равном 5 %, ультрафильтрации 

(10 кДа) и тиндализации обеспечивают максимальное 
снижение ОА гидролизатов сыворотки молока. 

Известный способ получения гидролизата сыворо-
точных белков включает протеолиз с помощью алка-
лазы и ультрафильтрацию с отсечкой по MW, равной 
20 кДа [17]. Авторы сообщают о существенном сни-
жении антигенности полученной пептидной фракции. 
Вместе с тем используемой разделяющей способности 
фильтров (отсечка 20 кДа) недостаточно для удаления 
остаточного количества нерасщепленных сывороточ- 
ных белков, так как MW преобладающих белков сыво-
ротки β-лг/α-ла составляет 18,4/14,2 кДа. Другой под- 
ход предусматривает применение протеаз алкалазы или 
Protamex и ультрафильтрации (отсечка 10 кДа) [18]. 
По итогам испытаний выход пептидной фракции до- 
стигает 80 %, наряду с существенным снижением ее  
антигенных свойств. Известен способ получения гидро-
лизата сывороточных белков с высокой степенью гид- 
ролиза, предполагающий гидролиз флейворзимом, а  
также последующую ультрафильтрацию с отсечкой по  
MW 2 и 5 кДа, что обеспечивает изготовление гидро-
лизата с остаточной антигенностью (массовой долей 
антигенов молочной сыворотки) не более 1,0×10–5 [19]. 

Согласно предыдущим исследованиям и патентным 
данным ультрафильтрация с отсечкой по MW, рав-
ной 10 кДа и менее, является эффективным способом 
удаления остаточного количества нерасщепленных 
белков-аллергенов молока и продуктов их частичного 
протеолиза, способных взаимодействовать с антите-
лами [18, 19, 23]. В целом использование алкалазы 
обусловливает получение гипоаллергенных гидро-
лизатов белков молока, что отражено в современных 
источниках литературы [17–19, 42–44]. 

В настоящей работе и в предшествующем исследо-
вании впервые представлены данные об антигенных  

Таблица 8. Оценка антигенности нативных и гидролизованных белков сыворотки молока и их комплексов  
с β- и γ-циклодекстрином

Table 8. Antigenicity of native and hydrolyzed whey proteins and their complexes with β- and γ-cyclodextrin

Наименование образца Остаточная  
антигенность (ОА), %

Остаточная антигенность  
(нативный белок)/ Остаточная 

антигенность (гидролизат)
СБМ 100a 1,00a

ГСБМ–5 %–10 кДа (образец № 5) 0,170 ± 0,01b 589 ± 31b

ГСБМ–5 %–10 кДа (образец № 8) 0,380 ± 0,04c 265 ± 29c

ГСБМ–5 %–10 кДа (образец № 8) + β-ЦД 0,425 ± 0,04с 237 ± 20с

ГСБМ–5 %–10 кДа (образец № 8) + γ-ЦД 0,395 ± 0,02с 254 ± 14с

β-ЦД (контроль) 0 –
γ-ЦД (контроль) 0 –

Примечание: СБМ – белки сыворотки молока; ГСБМ – гидролизат сывороточных белков; 5 % – гидролиз при соотношении фермент 
(алкалаза) : субстрат, равном 5 %; 10 кДа – фильтрация с отсечкой по MW 10 кДа. Данные расчетов отражены как среднее значение ±  
половина ширины 95 % доверительного интервала (n = 3). Значения без общей буквы (a–c) в пределах одного столбца указывают на 
достоверные различия при p < 0,05 
Note. СБМ – milk whey proteins; ГСБМ – whey protein hydrolysate; 5% – hydrolysis with a 5% enzyme (alcalase) to substrate ratio; 10 кДа –  
filtration with an MW cut-off at 10 kDa. The data are presented as mean values ± half the width of 95% confidence interval (n = 3). Values 
that do not share the same letter index (a–c) in the column indicate significant differences at p < 0.05
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свойствах пептидов молока при взаимодействии с  
ЦД [25].Следует отметить, что для комплексов вклю-
чения, содержащих пептиды с MW ≤ 10 кДа, показан 
уровень ОА, сопоставимый с исходным гидролизатом 
(0,38 %). Вместе с тем взаимодействие ЦДв с фракцией 
пептидов, которая получена при отсечке по MW 5 кДа, 
определило снижение ее ОА [25]. Очевидно, это свя-
зано с относительно низкой ОА низкомолекулярной 
пептидной фракции (0,047 %), на уровне которой 
комплексообразование оказывает значимый эффект. 

Влияние комплексообразования с циклодекстри-
нами на антимутагенные свойства пептидов сыворотки 
молока. Проведены исследования антимутагенного 
действия опытного образца гидролизата сывороточ-
ных белков молока (образец № 8), а также комплексов 
пептидов с β- и γ-циклодекстрином. Антимутагенный 
потенциал опытных образцов оценивали в тесте Эймса, 
основанном на учете частоты обратных мутаций к про-
тотрофности по гистидину для штаммов S. typhimurium. 

На предварительном этапе установлено, что образцы 
гидролизатов и комплексов включения в диапазоне 
концентраций 0,03–0,5 мг белка на чашку не проявляли 
бактериостатический или бактерицидный эффект в  
отношении тест-моделей S. typhimurium ТА 98 и ТА 100, 
что могло бы привести к получению ложноположи-
тельных результатов. Количество ревертантов в конт- 
роле (контроль негативный) было в пределах колеба- 
ний спонтанного уровня для данных штаммов. Ответ 
штаммов на стандартные мутагены выявлен в преде-
лах стандартных уровней. Статистически значимое 
снижение индуцированного мутирования отмечено 
для образца гидролизата и его комплексов включения 
с циклодекстринами. Выявленные различия в числе 
ревертантов в контроле и опыте были статистически 
достоверны в диапазоне изученных концентраций. 

Снижение уровня индуцированного мутирования  
при внесении опытных образцов в максимальной 
концентрации (0,5 мг белка на чашку) достигало 19,1–

21,4 % в тест-системе с S. typhimurium ТА 98 и 13,9–
26,2 % – в эксперименте с S. typhimurium ТА 100  
(табл. 9). Установлено, что разница в уровне антиму- 
тагенной активности пептидов сыворотки молока и  
их комплексов не достоверна при тестировании на  
штамме S. typhimurium ТА 98 (мутации типа сдвига 
рамки считывания). 

В эксперименте с S. typhimurium ТА 100 (мутации 
типа замены пар оснований) показано достоверное 
повышение уровня индуцированного мутирования 
комплексов включения с пептидами относительно 
исходного образца гидролизата (табл. 9). Достигнуто 
увеличение антимутагенного эффекта в 1,3/1,9 раза 
комплексов включения с β/γ-ЦД соответственно при  
концентрации пептидов 0,5 мг белка на чашку. Воз- 
можно, выявленный эффект обусловлен большей рас-
творимостью γ-ЦД и повышением растворимости вклю- 
ченных пептидных фракций. 

В целом в результате комплексообразования β/γ-ЦД  
с гидролизатом степень индуцированного мутирования 
пептидов молочной сыворотки сохраняется на исход- 
ном уровне (в тест-системе с S. typhimurium ТА 98) 
либо отмечается увеличение антимутагенного действия 
(при тестировании на штамме ТА 100). 

Известны данные литературы о подтвержденном 
антимутагенном действии белков животного проис-
хождения, подвергнутых бактериальной ферментации и  
расщеплению протеолитическими ферментами [20, 45,  
46]. Проведенные исследования при тестировании пеп- 
тидной фракции сывороточных белков молока (филь- 
трация с отсечкой по MW 5 кДа) на штамме S. typhi- 
murium ТА 98 не отметили достоверного влияния ком-
плексообразования с β/γ-ЦД на антимутагенный эффект 
гидролизата, что отражено и в настоящей работе [24, 25]. 

Эффект комплексообразования с циклодекстринами 
на антимикробные свойства гидролизата белков молоч-
ной сыворотки. Изучены антимикробные свойства 
образца гидролизата молочной сыворотки (фильтрат 

Таблица 9. Антимутагенное действие гидролизованной молочной сыворотки (образец № 8),  
комплексов β/γ-ЦД с пептидами в тесте Эймса

Table 9. Antimutagenic effect of hydrolyzed whey (sample 8) and β/γ- cyclodextrin complexes with peptides by Ames test

Наименование образца Уровень снижения мутирования, %, (0,03–0,5 мг белка на чашку) 
S. typhimurium ТА 98 S. typhimurium ТА 100 

ГСБМ–5 %–10 кДа 11,2–19,1A, I 10,0–13,9A, II

ГСБМ–5 %–10 кДа+β-ЦД 16,4–20,0A, I 13,8–17,7B, II

ГСБМ–5 %–10 кДа+γ-ЦД 11,0–21,4A, I 17,8–26,2C, II

β/γ-ЦД (контроль) 0 0

Примечание: ГСБМ – гидролизат сывороточных белков молока; 5 % – гидролиз при соотношении фермент (алкалаза) : субстрат, равном 
5 %; 10 кДа – ультрафильтрация с пропускающей способностью 10 кДа. Результаты расчетов представлены как среднее значение  
(n = 3). Значения без общего буквенного индекса (A–C) в пределах одного столбца и строки (I, II) указывают на достоверные различия 
при p < 0,05
Note. ГСБМ – whey protein hydrolysate; 5% – hydrolysis with a 5% enzyme (alcalase) : substrate ratio; 10 кДа – filtration with an MW cut-off  
at 10 kDa. The data are presented as mean values ± half the width of 95% confidence interval (n = 3). Values that share neither the same 
letter index (A–C) in the column nor the same number (I–II) in the line indicate significant differences at p < 0.05
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с отсечкой по MW 10 кДа) и его комплексов включения 
с β/γ-ЦД в отношении грамотрицательного тест-штамма 
Escherichia coli АТСС 8739 и грамположительного 
тест-штамма Staphylococcus aureus АТСС 6538. 

Оценивали задержку роста тест-культур после до- 
бавления в ростовую среду пептидов молочной сыво-
ротки, соответствующих комплексов включения и кон-
трольных образцов β/γ-ЦД. Установлено увеличение 
показателя времени детекции IDT при культивировании 
популяции тест-штаммов E. coli АТСС 8739 и S. aureus 
АТСС 6538 в среде с гидролизатом сывороточных 
белков молока и его комплексами включения по сравне- 
нию с показателем IDT в контроле. В таблице 10 отра-
жены результаты оценки антимикробной активности 
гидролизата и его комплексов с β/γ-ЦД в отношении 
тест-штаммов.

Задержка роста E. coli АТСС 8739 составила 1,3–
2,0 ч при добавлении в питательную среду гидролизата 
белков молочной сыворотки и его комплексов включе-
ния, что указывает на умеренно выраженное действие 
(показатель I составил 18,6–27,4 %). Достоверное уве-
личение антимикробного эффекта (в 1,4 раза) показано 
после комплексообразования пептидов с β-ЦД. 

В отношении золотистого стафилококка (S. aureus 
АТСС 6538) действие исследуемого образца гидроли- 
зата молочной сыворотки, а также комплекса γ-ЦД  
с пептидами было слабо выражено (10,6 и 11,8 %  
задержки роста популяции), что проявилось в увели- 
чении показателя IDT на 0,8 и 0,9 ч соответственно  
по сравнению с контролем. Задержка роста на 1,2 ч и  
соответственно умеренный уровень антибактериального 
действия (15,2 %) характерны для комплекса включения 
β-ЦД с пептидами молочной сыворотки. 

В целом гидролизат сывороточных белков молока 
и его комплексы включения более активны в отношении 
грамотрицательного тест-штамма E. coli АТСС 8739, 
чем грамположительного штамма S. aureus АТСС 6538. 
Комплексообразование β-ЦД с пептидами сыворотки 
молока обусловило возрастание их АМД в отношении 
E. coli АТСС 8739 и S. aureus АТСС 6538. Следует 
отметить, что антибактериальный эффект гидролиза- 
тов с γ-ЦД сохранялся на уровне, характерном для  
пептидных фракций. 

С учетом проведенных ранее исследований (таб- 
лица 11) по изучению АМД-комплексов включения  
пептидов молока с β-ЦД и новым данным, связан-
ным с изучением биоактивности комплексов с γ-ЦД,  
тестируемые образцы обладают более выраженным 
эффектом в отношении E. coli АТСС 8739, чем S. aureus 
АТСС 6538 [24]. Антибактериальные свойства пептид-
ной фракции молозива более выражены, чем пептидов 
сывороточных белков. Максимальная задержка роста 
E. coli АТСС 8739 и S. aureus АТСС 6538 установлена 
при внесении в среду культивирования комплекса  
β-ЦД с пептидами молозива. Взаимодействие β-ЦД  
с пептидами сыворотки молока и молозива (филь- 
траты с отсечкой по MW 5 кДа) определило возрас-
тание их АМД в отношении тестируемых штаммов, 
что согласуется с итогами исследования гидролизата, 
подвергнутого фильтрации с отсечкой по MW 10 кДа 
(образец № 8). 

Изучение антимикробных свойств ферментативных 
белковых гидролизатов является актуальным направ-
лением биотехнологии продуктов питания, что под-
тверждается рядом современных работ. В частности, 
получен трипсиновый гидролизат казеина с выражен-

Таблица 10. Уровень антимикробного действия (АМД) гидролизованной молочной сыворотки (образец № 8), 
комплексов β/γ-ЦД с пептидами в отношении тест-штаммов E. coli АТСС 8739 и S. aureus АТСС 6538

Table 10. Antimicrobial action of hydrolyzed whey (sample 8) and β/γ-cyclodextrin complexes with peptides against E. coli ATCC 8739 
and S. aureus ATCC 6538

Наименование образца Количество образца, 
мг белка на чашку

Показатель степени ингибирования (IАМД)  
в отношении тест-штаммов, %

E. coli АТСС 8739 S. aureus АТСС 6538
ГСБМ–5 %–10 кДа  
(образец № 8)

0,5 19,4 ± 1,3A, I  
(умеренно выраженное АМД)

10,6 ± 1,0A, II  
(слабое АМД)

ГСБМ–5 %–10 кДа  
(образец № 8) + β-ЦД

0,5 27,4 ± 2,5B, I  
(умеренно выраженное АМД)

15,2 ± 1,6B, II  
(умеренно выраженное АМД)

ГСБМ–5 %–10 кДа  
(образец № 8) + γ-ЦД

0,5 18,6 ± 1,4A, I  
(умеренно выраженное АМД)

11,8 ± 1,3A, II  
(слабое АМД)

β/γ-ЦД (контроль) 0,5 0 0

 Примечание: ГСБМ – гидролизат сывороточных белков молока; АМД – антимикробное действие; 5 % – гидролиз при соотношении 
фермент (алкалаза) : субстрат, равном 5 %; 10 кДа – фильтрация с пропускающей способностью 10 кДа. Результаты расчетов отражены 
как среднее значение ± половина ширины 95 % доверительного интервала (n = 3). Значения без общего буквенного индекса в пределах 
одного столбца (A, B) и строки (I, II) указывают на достоверные различия при p < 0,05
Note. ГСБМ – milk whey protein hydrolysate; АМД – antimicrobial action; 5% – hydrolysis with an enzyme (alcalase) : substrate ratio of 
5%; 10 kDa – filtration with a transmission capacity of 10 kDa. Calculation results are expressed as the mean ± half the width of the 95% 
confidence interval (n = 3). Values that share neither the same letter index (A–C) in the column nor the same number (I–II) in the line indicate 
significant differences at p < 0.05.
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ными антиоксидантными свойствами и антимикроб-
ным действием в отношении E. coli, S. typhimurium 
и Bacillus cereus, тогда как в эксперименте с S. aureus 
биоактивность не выявлена [47]. Показано, что грибные 
протеазы, выделенные из Aspergillus oryzae и A. flavipes, 
при внесении в козье и коровье молоко обеспечивают 
высвобождение антиоксидантных и антимикробных 
пептидов [48]. В целом пептиды с антимикробным 
эффектом выявлены в результате ферментации белков 
молока бактериями-пробиотиками, а также при рас-
щеплении протеазами в желудочно-кишечном тракте 
и в технологическом процессе производства гидроли-
затов [49–51]. Сообщается о положительном влиянии 
комплексообразования с β-ЦД на устойчивость к про-
теолизу антимикробного пептида низина, а также 
на биоактивность и безопасность ультракоротких анти- 
микробных пептидов [52, 53, 54]. 

Сенсорная оценка гидролизата сывороточных 
белков молока и комплексов включения β-цикло-
декстрина с пептидами. На базе Республиканского 
контрольно-испытательного комплекса по качеству и  
безопасности продуктов питания РУП «Научно-прак- 
тический центр НАН Беларуси по продовольствию» 
проведена сенсорная оценка гидролизата сывороточ- 
ных белков молока и его комплексов включения с β-ЦД,  
включающая несколько этапов: (1) ранжирование, (2)  
испытания «А» – «Не А»  и (3) испытание «дуо–трио». 

На первом этапе (тест 1) участники комиссии про- 
водили определение органолептических характеристик  
методом шкал и категорий (ранжирование) в соответст- 

вии с разработанными анкетами. Средняя оценка интен- 
сивности горького вкуса чистого гидролизата по шкале 
горечи составила 4,5 балла, комплексов включения, 
полученных при массовом соотношении гидролизата 
сывороточных белков молока : β-ЦД, равном 50 : 1 – 
4 ба6лла, а в случае 50 : 50 – 1 балл. 

Так, при минимальном внесении циклодекстрина  
показано снижение интенсивности горечи с 4,5 до  
4,0 баллов. Наряду с этим при соотношении компонен-
тов 50 : 50 не достигнута полная маскировка горького 
вкуса. Для исключения горечи следовало увеличить  
дозировку комплексообразователя и провести повтор-
ную сенсорную оценку. В тесте 1 отобранные испы-
татели идентифицировали, помимо горечи, оттенки 
вкусовых ощущений, в частности: сладость, молоч-
ность, сливочность, химический привкус, сыворо-
точный вкус. 

При проведении теста 2 подготовлены образцы 
при увеличении дозы β-ЦД на 1 и 5 %. Для проверки 
гипотезы о действительно существующем различии 
между пробами комплексов при массовом соотношении 
50 : 50 (горький вкус) и новыми пробами 50 : 51 (негорь-
кий вкус), 50 : 55 (негорький вкус) применяли сенсор-
ную оценку методом «А» – «Не А». 

Согласно результатам испытаний пробы комплексов 
при увеличении дозировки β-ЦД на 1 и 5 % не обладают 
горьким вкусом (массовое соотношение гидролизата 
сывороточных белков молока : β-ЦД – 50:51 и 50:55). 
Показаны достоверные различия относительно эталона 
А (50 : 50), для которого характерен горький вкус. 

Таблица 11. Уровень антимикробного действия глубоких гидролизатов сывороточных белков молока и молозива 
(фильтраты с отсечкой по MW 5 кДа) и их комплексов включения с β/γ-ЦД в отношении тест-штаммов E. coli 

АТСС 8739 и S. aureus АТСС 6538

Table 11. Antimicrobial action of deep hydrolysates of whey proteins of milk and colostrum (cut-off level MW – 5 kDa)  
and their inclusion complexes with β/γ-cyclodextrin against E. coli ATCC 8739 and S. aureus ATCC 6538

Наименование образца Количество образца, мг 
сухого вещества на чашку

Показатель степени ингибирования (IАМД)  
в отношении тест-штаммов, %

E. coli АТСС 8739 S. aureus АТСС 6538
ГСБМ–5 кДа 1,0 16,2 ± 1,0A,I  

(умеренно выраженное АМД)
7,1 ± 0,5A, II  

(слабое АМД)
ГБМ–5 кДа 1,0 40,4 ± 2,7B,I  

(умеренно выраженное АМД)
13,3 ± 0,9B, II  

(слабое АМД)
ГСБМ–5 кДа+β/γ-ЦД 1,0 22,2 ± 1,4C,I/16,1 ± 1,1A,I  

(умеренно выраженное АМД)
8,4 ± 0,6C, II/8,8 ± 0,6C, II  

(слабое АМД)
ГБМ–5 кДа+β/γ-ЦД 1,0 67,0 ± 3,8D, I/38,5 ± 2,4B, I  

(выраженное/умеренно 
выраженное АМД)

17,5 ± 1,2 D, II/13,1 ± 1,0B, II  
(умеренно выраженное /  

слабое АМД)

ГСБМ – гидролизат сывороточных белков молока; АМД – антимикробное действие ГБМ – гидролизат белков молозива; 5 % – гидролиз 
при соотношении фермент (алкалаза) : субстрат, равном 5 %; 5 кДа – фильтрация с пропускающей способностью 5 кДа; сух. вещ. 
– сухое вещество. Результаты расчетов отражены как среднее значение ± половина ширины 95 % доверительного интервала (n = 3). 
Значения без общего буквенного индекса в пределах одного столбца (A–D) и строки (I, II) указывают на достоверные различия при p < 0,05
Note. ГСБМ – milk whey protein hydrolysate; АМД – antimicrobial action ГБМ – colostrum protein hydrolysate; 5% – hydrolysis with a 
5% enzyme (alcalase) to substrate ratio; 5 kDa – filtration with a transmission capacity of 5 kDa; сух. вещ. – solids. Data are expressed as 
mean values ± half the width of 95% confidence interval (n = 3). Values that share neither the same letter index (A–C) in the column nor the 
same number (I–II) in the line indicate significant differences at p < 0.05
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На заключительном этапе (тест 3) устанавливали  
минимальную достаточную концентрацию β-ЦД для ус- 
транения горького вкуса гидролизата. Образцы тести-
ровали с применением метода дуо–трио и в каждой 
триаде определяли образцы, идентичные эталонному. 

При выполнении теста 3 подготовлены образцы 
комплексов с максимально близкими концентрациями 
ЦД к нижнему диапазону, исследуемому на преды-
дущем этапе, а именно, при массовом соотношении 
ГСБМ : β-ЦД, равном 50 : 51 и 50 : 52. По результа-
там испытаний подтверждено отсутствие различий 
во вкусе между пробами комплексов с содержанием 
компонентов 50 : 51 и 50 : 52. 

В целом определена минимальная дозировка β-ЦД  
для удаления горького вкуса. Она достигается при 
массовом соотношении гидролизата сывороточных 
белков молока : β-ЦД, равном 50 : 51. Уровень горечи 
данной композиции составил 0,5 балла в соответствии 
с применяемой шкалой горького вкуса. 

Образцы белковых гидролизатов обладают раз-
личным уровнем горечи в зависимости от источника 
белкового субстрата, степени гидролиза и особенностей 
технологического процесса. Минимальная достаточная 
дозировка β-ЦД для устранения горького вкуса тести-
руемого гидролизата определяется опытным путем. 

В предыдущем исследовании также отмечено суще-
ственное снижение уровня горечи гидролизата сыво-
роточных белков и молозива после взаимодействия с  
β-ЦД [24]. Улучшение органолептических показателей 
гидролизатов белков гороха и лосося также выявлено 
после внесения β-ЦД [15, 16]. В современных обзорных 
источниках представленный подход определен как пер-
спективный способ улучшения органолептических 
свойств белковых гидролизатов для применения в фар-
мацевтической и пищевой промышленности [55, 56]. 

Выводы
Впервые в настоящей работе проведено комплекс-

ное сравнительное исследование антиоксидантного 
эффекта, антигенных свойств, антимутагенного и анти-
микробного действия, органолептических показателей 
(уровня горечи) глубокого ферментативного гидро-
лизата белков молочной сыворотки и его комплексов 
включения с β/γ-ЦД. 

Представлены опытные образцы глубоких гидро-
лизатов сывороточных белков молока, полученные 
с применением алкалазы и последующей микро- и  
ультрафильтрации (отсечка 10 кДа). По данным МС- 
анализа в гидролизате, изготовленном согласно оп- 
тимизированному способу, преобладают продукты  
протеолиза с MW менее 1100 Да (пептиды длиной до  
10 аминокислотных остатков). 

Изучены биоактивные свойства гидролизатов и  
комплексов включения с β/γ-ЦД с пептидами. В резуль- 
тате протеолиза алкалазой и ультрафильтрации уста-
новлено увеличение АОА расщепленной молочной 
сыворотки в 3,0/5,3 раза по данным флуориметриче-

ского и спектрофотометрического подходов соответ- 
ственно. Согласно ORAC-методу показано сопостави-
мое увеличение АОА пептидов сыворотки в составе  
комплексов с β/γ-ЦД (в 1,79/1,90 раза соответственно).  
Комплексообразование гидролизата с β/γ-ЦД не ока-
зало влияния на способность восстанавливать ABTS•+ 
в тест-системе, что связано с различиями в механизмах 
реализации антиоксидантного действия в сравнивае- 
мых тест-системах. При определении антимикробного 
эффекта гидролизат оказался более активен в отно- 
шении Escherichia coli АТСС 8739 (19,4 %), чем Sta- 
phylococcus aureus АТСС 6538 (10,6 %), а взаимодей- 
ствие β-ЦД с пептидами обусловило возрастание их  
ингибирующего действия в отношении тест-штаммов 
(27,4/15,2 % соответственно). Антимикробный эффект 
гидролизатов с γ-ЦД сохранялся на уровне, характерном 
для пептидных фракций. Антимутагенная активность 
гидролизата при тестировании на штаммах S. typhi- 
murium ТА 98/ТА 100 составила 11,2–19,1/10,0–13,9 %  
соответственно. Степень индуцированного мутирова- 
ния пептидов после комплексообразования ЦД сохра- 
нилась на исходном уровне для штамма ТА 98, а в слу-
чае штамма ТА 100 отмечено увеличение антимута-
генного действия, что составило 13,8–17,7/17,8–26,2 % 
в системе с β/γ-ЦД соответственно. В результате про-
теолиза сыворотки молока алкалазой и последующей 
фильтрации установлено снижение остаточной антиген-
ности в 265 раз. Комплексообразование с β/γ-ЦД не ока-
зало влияния на антигенность пептидной фракции, 
тогда как тиндализация обусловила дополнительное 
ее снижение (в 2,2 раза) в результате термоденату-
рации антигенных детерминант. В целом уровень 
антиоксидантного, антимикробного и антимутагенного 
эффекта комплексов с β/γ-ЦД оказался сопоставим 
либо повышен по сравнению с глубокими гидролиза-
тами. В результате взаимодействия β‑ЦД с пептидами 
сыворотки установлено существенное снижение горечи 
относительно контрольной пептидной фракции.

Предполагается применение ферментативных гидро-
лизатов белков молочной сыворотки и их комплексов 
включения с циклодекстринами, полученных согласно 
предложенному технологическому процессу, в составе 
гипоаллергенных специализированных продуктов 
питания, в которых нативный белок полностью или 
частично заменен на смесь пептидов молока. 
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