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Проведен гидролиз казеина ферментными препаратами (ФП) бактериальных протеаз: Alcalase, 
Protamex, Neutrase, Протосубтилин. Обнаружена зависимость степени горечи полученных 
гидролизатов от снижения протеолитической активности препаратов в присутствии PMSF — 
ингибитора сериновых протеаз. Установлено, что применение ФП Neutrase обеспечивает получение 
гидролизатов без горечи, при этом в присутствии PMSF протеолитическая активность Neutrase 
снижается на 44%. Отечественный препарат Протосубтилин теряет 59% активности в присутствии 
PMSF и образует горькие гидролизаты. Наиболее сильной горечью характеризовались гидролизаты 
казеина, полученные с ФП Alcalase, активность которого полностью представлена действием 
сериновой протеазы. Из коллекции бактериальных продуцентов протеаз ВНИИПБТ выбран 
штамм Bacillus  subtilis 359 с соотношением активности нейтральной и сериновой протеазы 
52 и 48% соответственно. Из культуральной жидкости штамма B.  subtilis 359 получен сухой 
концентрированный препарат. Полученный препарат действовал аналогично Neutrase при 
ограниченном гидролизе казеина и обеспечивал отсутствие горечи в гидролизатах.
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К� актуальным направлениям биотехнологии 
относится ферментативная обработка белоксо-
держащего сырья с получением белковых ги-
дролизатов, которые характеризуются высокой 
питательной эффективностью и обладают рядом 
необходимых функциональных свойств для при-
менения в пищевой промышленности в раци-
онах для детей, спортсменов, пожилых людей, 
в производстве соусов, приправ, вкусовых до-
бавок, супов, бульонов, напитков и др. [1]. Так, 
ферментативные гидролизаты белков молока ча-
сто используют в хлебопечении, производстве 
кондитерских изделий и спортивного питания 
на основе зернового сырья с целью улучшения 
функциональных и органолептических свойств, 

коррекции аминокислотного состава, в частно-
сти увеличения содержания лизина [2–4]. Гидро-
лизаты, обладающие функциональными свойст-
вами: эмульгирующей, влагосвязывающей и во-
доудерживающей способностью,  как правило, 
характеризуются невысокой степенью гидроли-
за — в пределах 10–15%. Их получают ограни-
ченным протеолизом с использованием эндо-
протеаз [2, 5–7].

В большинстве процессов переработки ра-
стительного, животного и микробного белка 
в основном применяют бактериальные серино-
вые эндопротеазы, отличающиеся широкой суб-
стратной специфичностью и способностью рас-
щеплять трудногидролизуемые связи. Однако 

Список сокращений: ФП — ферментные препараты; К�ж — культуральная жидкость; СГ — степень гидролиза; ПА — проте-
олитическая активность.
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существенным недостатком сериновых протеаз 
при использовании в пищевой промышленности 
является органолептический параметр — силь-
ная горечь образующихся пептидов даже при не-
высокой степени гидролиза [8]. Для получения 
гидролизатов с умеренной степенью гидроли-
за, требуемыми функциональными параметра-
ми и удовлетворительными органолептически-
ми характеристиками целесообразно применять 
препараты, содержащие нейтральную протеа-
зу бактерий — бациллолизин [9]. Бациллолизин 
(К�Ф 3.4.24.28) — цинкзависимая металлопроте-
аза бактерий рода Bacillus с рН-оптимумом око-
ло 7 — широко используется в пищевой отрасли 
для снижения горечи гидролизатов, переработки 
рыбных отходов, модификации соевого и молоч-
ного белка, в пивоварении для устранения бел-
ковых помутнений и повышения экстрактивно-
сти сусла, а также в кормопроизводстве [9‒11]. 
В сравнении с сериновыми протеазами бацил-
лолизины высвобождают меньшее количество 
горьких пептидов [11, 12].

В исследованиях по гидролизу белоксодержа-
щего сырья, включающих оценку органолепти-
ческих, биоактивных и функциональных свойств 
получаемых гидролизатов, наиболее часто ис-
пользуют такие коммерческие ферментные пре-
параты (ФП) бактериальных протеаз, как Alcalase 
(Novozymes A/S, Дания), основным компонентом 
которого является сериновая протеаза субтили-
зин Bacillus  licheniformis; Protamex (Novozymes 
A/S, Дания), представляющий собой смесь субти-
лизина B.  licheniformis и бациллолизина Bacillus 
sp.; Neutrase (Novozymes A/S, Дания), содержа-
щий бациллолизин B.  amylolyquefaciens [9, 12–
14]. В некоторых экспериментах по получению 
белковых гидролизатов пищевого назначения ис-
пользовали единственный отечественный пре-
парат бактериальных протеаз — Протосубтилин 
(ООО ПО «Сиббиофарм», Россия). Этот препа-
рат производят на основе культуральной жидко-
сти (К�ж) Bacillus  subtilis. Протосубтилин содер-
жит комплекс нейтральных и щелочных протеаз 
и предназначен для кормопроизводства [15, 16].

Из литературы известно, что от компонентно-
го состава протеолитических ФП зависят харак-
теристики получаемых гидролизатов, в том чи-
сле их органолептические свойства [8, 12, 13]. 
Мы провели исследования по влиянию соста-
ва протеолитических ФП на горечь получаемых 
с их помощью гидролизатов казеина с целью вы-
бора штамма-продуцента протеаз, перспективно-
го для производства на его основе ФП для пище-
вой промышленности, обеспечивающих получе-
ние гидролизатов белка без горечи.

уСЛОВИЯ ЭКСПеРИМеНТА

Материалы. В работе использовали реак-
тивы фирм «Реахим» (Россия), Bio-Rad (США) 
и Amresco (США). Для определения молекуляр-
ной массы в качестве белков-маркеров исполь-
зовали набор Unsteined Protein Molecular Weight 
Marker, MW Range 14,4–116 kDa (Thermo Fisher 
Scientific, США). В качестве субстрата при опре-
делении протеолитической активности использо-
вали казеин фирмы Sigma (США), при получении 
гидролизатов казеина — сухой технический казе-
ин (ГОСТ 17626-81 с массовой долей белка 90% 
в пересчете на сухое вещество), в качестве инги-
битора сериновых протеаз использовали фенил-
метилсульфонилфторид (PMSF, Sigma).

Ферментные препараты и их характери-
стика. В работе использовали коммерческие 
ФП: Alcalase, Protamex, Neutrase (Novozymes 
A/S) и Протосубтилин (ООО ПО «Сиббио-
фарм»), — а также лабораторный образец кон-
центрированного ФП, полученного в результате 
распылительной сушки супернатанта К�ж штам-
ма B. subtilis 359.

Протеолитическую активность ФП и содер-
жащихся в К�ж ферментов определяли по уни-
версальной методике, разработанной Sigma-
Aldrich [17], при 30 °С и рН 7,2, используя в ка-
честве субстрата казеин. За единицу активности 
принимали количество фермента, которое катали-
зировало отщепление 1 мкмоля тирозина за 1 мин 
в условиях опыта. Содержание белка в ФП опре-
деляли по методу Лоури, используя в качестве 
стандарта бычий сывороточный альбумин. Спе-
цифический ингибитор сериновых протеаз PMSF 
вносили в раствор фермента до получения ко-
нечной концентрации PMSF в реакционной сме-
си 10 мМ и инкубировали 10 мин при комнатной 
температуре.

Штаммы микроорганизмов. Штаммы B. 
subtilis из коллекции ВНИИПБТ культивирова-
ли глубинно при 35 °С в течение 72 ч в колбах 
объемом 750 мл с 50 мл ферментационной сре-
ды следующего состава (% масс.): разжиженный 
α-амилазой картофельный крахмал — 7, соевая 
мука — 4, кукурузный экстракт — 1, дрожжевой 
экстракт — 0,3, цинк сернокислый 7-водный — 
0,01, натрий хлористый безводный — 0,033, суль-
фат аммония — 0,6, натрий фосфорнокислый од-
нозамещенный — 1,25, натрий фосфорнокислый 
двузамещенный 12-водный — 0,36. Посев в кол-
бы проводили микробиологической петлей посев-
ным материалом, полученным на скошенном пеп-
тонном агаре (3% пептона, 0,5% NaCl, 2% агар-
агар) в течение 5 сут при 35 °С и хранившимся 
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в течение 3 недель при 4 °С. После ферментации 
биомассу продуцентов отделяли центрифугирова-
нием при 10 750 g в течение 5 мин. Супернатант 
культуральной жидкости использовали для опре-
деления протеолитической активности.

Получение лабораторного образца фермен-
тного препарата. Штамм B.  subtilis 359 куль-
тивировали глубинно в условиях, указанных 
выше. По окончании культивирования вырос-
шую в колбах К�ж объединяли так, чтобы общий 
объем составил 1,8 л. Биомассу отделяли центри-
фугированием на центрифуге Beckman Coulter 
J6-MI (Beckman, США) при 4 600 об/мин в тече-
ние 40 мин. Супернатант К�ж высушивали с по-
мощью лабораторной распылительной сушилки 
Mini Spray Dryer B-290 (Buchi Labortechnik AG, 
Швейцария).

Гидролиз технического казеина фермен-
тными препаратами проводили при 50 °С в тер-
мостатируемом шейкере с перемешивани-
ем при 1 100 об/мин. Реакционная смесь содер-
жала субстрат в концентрации 100 г/л, рН 6,2, 
и ФП в расчете 1 ед. протеолитической актив-
ности (ПА)/г субстрата. Гидролиз казеина с ис-
пользованием коммерческих ФП проводили в те-
чение 2 ч. При сравнении лабораторного образ-
ца ФП с Neutrase гидролиз проводили в течение 
30 мин, 1 и 2 ч. Ферменты инактивировали ин-
кубацией реакционной смеси при 90 °С в тече-
ние 10 мин. Гидролизаты центрифугировали при 
10 750 g в течение 5 мин. В полученных суперна-
тантах определяли концентрацию общего раство-
римого белка методом Лоури. При определении 
содержания низкомолекулярных пептидов из су-
пернатанта удаляли белковую фракцию с молеку-
лярной массой выше 10 кДа, используя для это-
го 20%-ный раствор трихлоруксусной кислоты, 
осадок отделяли центрифугированием и в полу-
ченном растворе определяли концентрацию белка 
по методу Лоури [18]. Степень гидролиза (СГ) ка-
зеина (в %) определяли по формуле:

СГ = [(ОРБ опыта – ОРБ контроля)/ОБ] ∙ 100,
где ОРБ опыта - общий растворимый белок 

в супернатанте после центрифугирования реак-
ционной смеси, ОРБ контроля — общий раство-
римый белок в контрольных пробах (без фер-
ментативной обработки), ОБ — общий белок 
в реакционной смеси (определяли по методу 
К�ьельдаля [19]).

Степень горечи гидролизатов казеина опреде-
ляли органолептически.

Результаты получены не менее чем в трех 
повторах.

Электрофорез белков. Разделение белков 
ФП проводили в 12%-ном полиакриламидном 

геле (ПААГ), приготовленном на буфере, содер-
жащем 25 мМ трис-глицин, pH 8,3, и 0,1% SDS, 
в системе Mini Protein Cell system (Bio-Rad). 
Гель окрашивали кумасси бриллиантовым синим 
G-250 (Amresco). Сериновые протеазы предвари-
тельно ингибировали 10 мМ раствором PMSF.

Масс-спектрометрический анализ. Полосу 
геля с исследуемым белком вырезали из ПААГ, 
белок обрабатывали трипсином, гидролизат ана-
лизировали методом MALDI-ToF масс-спектро-
метрии. Обработку полученных данных прово-
дили с использованием программы Bruker Data 
Analysis (Brucker Corporation, США). Поиск ис-
следуемого белка по масс-спектрам в базах дан-
ных NCBI и SWISS-PRoTT осуществляли по про-
грамме Peptide Mass Fingerprint (Matrix Science 
Inc., США).

РезуЛьТАТЫ И ОБСужДеНИе

Гидролиз казеина с использованием 
коммерческих препаратов бактериальных 
протеаз

По данным ряда авторов, гидролизаты, полу-
чаемые с использованием ФП Alcalase, т. е. сери-
новой протеазы, характеризуются наибольшей 
степенью горечи в сравнении с гидролизатами, 
получаемыми с помощью других видов проте-
аз [13, 20]. Мы предположили, что степень горечи 
гидролизатов, получаемых с применением пре-
паратов бактериальных протеаз, может коррели-
ровать с содержанием в этих препаратах серино-
вой протеазы. В связи с этим на первом этапе ис-
следований мы определили влияние содержания 
сериновых протеаз в различных коммерческих 
ФП на органолептические свойства и степень ги-
дролиза казеина (табл. 1). Так как специфическим 
свойством сериновых протеаз является полная, 
необратимая потеря активности в присутствии 
ингибитора PMSF [21, 22], в качестве показате-
ля содержания в препаратах сериновых проте-
аз мы рассматривали остаточную протеолитиче-
скую активность ФП в присутствии 10 мМ PMSF, 
определяемую как отношение протеолитической 
активности в присутствии PMSF к протеолитиче-
ской активности ФП без ингибиторов.

К�ак видно из результатов, приведенных 
в табл. 1, наиболее горьким был гидролизат, по-
лученный с использованием препарата Alcalase, 
активность которого практически на 100% пред-
ставлена действием сериновой протеазы. Горь-
кие гидролизаты были получены и при ис-
пользовании Protamex, активность сериновой 
протеазы в котором составляет 67% от общей про-
теолитической активности. Наименьшей горечью 
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характеризовался гидролизат, полученный при 
обработке казеина Neutrase, однако протеолити-
ческая активность этого ФП снижалась на 44% 
в присутствии PMSF. Степень гидролиза казеина 
и концентрация в гидролизатах низкомолекуляр-
ных пептидов при использовании препаратов, со-
держащих нейтральную протеазу, заметно превы-
шали аналогичные показатели гидролизатов по-
лученных с помощью ФП Alcalase, активность 
которого полностью обусловлена действием се-
риновой протеазы. В отечественном препара-
те Протосубтилин 59% протеолитической актив-
ности обусловлено действием сериновой протеа-
зы; при этом полученные гидролизаты по степени 
гидролиза и выходу низкомолекулярных пепти-
дов были сравнимы с гидролизатами казеина, по-
лученными при обработке препаратом Neutrase, 
но отличались от последнего наличием горечи. 

Так как горечь полученных гидролизатов ка-
зеина наиболее очевидно отрицательно корре-
лировала с остаточной протеолитической актив-
ностью ФП в присутствии ингибитора серино-
вых протеаз, на следующем этапе исследований 
выбор штамма-продуцента протеаз из коллек-
ции ВНИИПБТ проводили, ориентируясь на этот 
показатель.

Выбор штамма Bacillus subtilis – продуцента 
протеаз 

Шесть штаммов B.  subtilis из коллекции 
ВНИИПБТ культивировали глубинно в течение 
72 ч при 35 °С на среде, содержащей кукурузный 
крахмал, соевую муку, дрожжевой экстракт, соли. 
В супернатантах К�ж определяли общую протео-
литическую активность и остаточную в присутст-
вии PMSF (рис. 1).

Общая ПА Остаточная ПА в присутствии PMSF
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Рис. 1. Протеолитическая активность штаммов 
B. subtilis в отсутствие и в присутствии PMSF. Пред-
ставлен анализ следующих штаммов B.  subtilis: 
№ 327 (1), 103 № 353 (2), 1РС № 357 (3), 18 № 359 
(4), 3084 № 364 (5) и 3053 № 365 (6).

Fig. 1. The proteolytic activity of B.  subtilis strains 
in the absence and presence of PMSF. The following 
B. subtilis strains were analyzed: N 327 (1), 103 N 353 
(2), 1РС N 357 (3), 18 N 359 (4), 3084 N 364 (5), 
3053 N 365 (6).

Наличие не ингибируемой PMSF протеолити-
ческой активности обнаружили для штаммов B. 
subtilis № 327, 1РС № 357, 18 № 359 и 3084 № 364. 
Наиболее продуктивными по общей протеоли-
тической активности и содержанию устойчивой 
к PMSF протеазы оказались штаммы B.  subtilis 
1РС № 357 и 18 № 359. На электрофореграмме 
образцов К�ж (рис. 2), проявляющих протеолити-
ческую активность в присутствии PMSF, заметна 
полоса на уровне около 40 кДа, предположитель-
но соответствующая бациллолизину. Также при-
сутствуют полосы в диапазоне 55‒60 кДа, предпо-
ложительно соответствующие α-амилазе, и около 
30 кДа, что может указывать на присутствие се-
риновой протеазы. Полоса, предположительно 

Та бл и ц а  1
Остаточная протеолитическая активность коммерческих ферментных препаратов в присутствии PMSF 
и характеристика полученных гидролизатов казеина
Residual proteolytic activity of commercial enzyme preparations in the presence of PMSF, and characterization 
of casein hydrolysates obtained

ФП
Остаточная ПА 
в присутствии 

PMSF, %

Гидролизат казеина

Степень 
гидролиза, 

%

К�онцентрация низкомолекулярной 
фракции (< 10 кДа) Органолеп-

тический анализмг/
мл гидролизата

% к общему 
белку

Alcalase < 1 12,1±0,7 5,5±0,2 6,1±0,3 очень горький
Protamex 33,0±1,6 16,1±0,9 7,4±0,3 8,2±0,4 горький

Протосубтилин 41,0±1,7 15,8±0,8 7,0±0,3 7,8±0,4 горький
Neutrase 56,0±2,0 15,8±0,8 7,3±0,3 8,0±0,4 негорький

Примечание: ПА ‒ протеолитическая активность. Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение 
по результатам 3 независимых экспериментов.
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соответствующая бациллолизину, наиболее вы-
ражена на электрофореграммах К�ж штаммов B. 
subtilis 1РС № 357 и 18 № 359, обладающих также 
наиболее высокой активностью протеаз, устойчи-
вых к действию PMSF.

На основании общей протеолитической ак-
тивности и остаточной в присутствии PMSF 
для дальнейших исследований был выбран 
штамм B. subtilis 18 № 359 (рабочее название B. 
subtilis 359) с общей протеолитической актив-
ностью в К�ж на уровне 16±1 ед/мл и содержа-
нием нейтральных протеаз 52%, что наиболее 
близко к показателям препарата Neutrase, при-
менение которого позволяет получить гидроли-
зат казеина без горечи.

Из К�ж штамма B.  subtilis 359 методом рас-
пылительной сушки был получен сухой концен-
трированный ФП с общей протеолитической ак-
тивностью 217±10 ед/г, остаточной активностью 
в присутствии PMSF 112±7 ед/г и содержанием 
растворимого белка 67±3 мг/г.

Основные компоненты ферментного 
препарата на основе B. subtilis 359

По результатам электрофореза в ПААГ-
SDS, приведенным на рис. 3, в ФП Neutrase об-
наружены две мажорные и три минорные поло-
сы, а в препарате на основе B. subtilis 359 — три 
мажорные и две более слабые полосы. По дан-
ным масс-спектрометрии основные полосы 
в ФП Neutrase соответствуют бациллолизи-
ну (38,8 кДа) и α-амилазе  B.  amyloliquefaciens 
(58 кДа), а минорные — α-амилазе (35,5 кДа) 
и бациллолизину (26,1 и 28,2 кДа). В пре-
парате на основе B.  subtilis 359 мажорные 

полосы соответствуют бациллолизину  B. 
amyloliquefaciens  (38,8 кДа), α-амилазе B. 
amyloliquefaciens (58 кДа), субтилизи-
ну BPN’ (30,5 кДа), а минорные полосы, как 
и в ФП Neutrase, — фрагментам бациллолизина.

Таким образом, анализ компонентного со-
става двух ФП показал, что препарат на осно-
ве B.  subtilis 359 аналогичен Neutrase по содер-
жанию основных компонентов: бациллолизина 
и α-амилазы, — но отличается присутствием се-
риновой протеазы — субтилизина BPN’.

Гидролиз казеина препаратом на основе B. 
subtilis 359

Проведен сравнительный анализ гидролиза 
казеина новым препаратом на основе К�ж штам-
ма B. subtilis 359 и ФП Neutrase. Установлено, что 
по степени гидролиза субстрата, накоплению пеп-
тидов с молекулярной массой менее 10 кДа и ха-
рактеру изменения этих показателей в процессе 
гидролиза, препарат на основе B. subtilis 359, в це-
лом, аналогичен Neutrase (рис. 4). Через 2 ч сте-
пень гидролиза казеина коммерческим препара-
том Neutrase составила 15,9%, а ФП на основе B. 
subtilis 359 — 16,3%. В полученных гидролизатах 
горечь отсутствовала. Присутствие субтилизина 
BPN’ в препарате на основе B. subtilis 359 не по-
влияло на органолептические характеристики по-
лученного продукта.

Таким образом, ферментный препарат, полу-
ченный на основе штамма B. subtilis 359 из кол-
лекции ВНИИПБТ, по основным параметрам со-
ответствует импортному коммерческому препара-
ту Neutrase — обеспечивает аналогичную степень 
гидролиза казеина и получение гидролизатов без 

Рис. 2. Электрофоретический анализ супернатантов 
культуральной жидкости штаммов B. subtilis: № 327 
(1), 103 № 353 (2), 1РС № 357 (3), 18 № 359 (4), 3084 
№ 364 (5) и 3053 № 365 (6).

Fig. 2. Electrophoregrams of culture liquid supernatants 
of B. subtilis strains: N 327 (1), 103 N 353 (2), 1РС N 357 
(3), 18 N 359 94), 3084 N 364 (5), 3053 N 365 (6).

Альфа-амилаза

Альфа-амилаза

Субтилизин BPN

Бациллолизин

Бациллолизин

Рис. 3. Электрофоретический анализ в 12%-ном 
SDS-ПААГ коммерческого препарата Neutrase (1) 
и препарата на основе К�ж B. subtilis 359 (2).

Fig. 3. Electrophoregrams of the enzyme preparations: 
Neutrase (1) and B. subtilis 359 culture liquid (2).
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горечи, что свидетельствует о целесообразности 
производства этого ФП и перспективности его 
применения в процессах получения белковых ги-
дролизатов для пищевой промышленности.
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Рис. 4. Степень гидролиза (СГ) казеина и выход низкомолекулярных пептидов (НМП) при использовании препарата 
Neutrase (a) и ФП на основе B. subtilis 359 (b).

Fig. 4. The degree of the casein hydrolysis (DH) and yield of low-molecular weight peptides using Neutrase (a) and the 
B. subtilis 359 enzyme preparation (b).
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Abstract–Casein hydrolysates were obtained using enzyme preparations (EPs) of bacterial proteases, 
Alcalase, Protamex, Neutrase, and Protosubtilin. The dependence of the hydrolysate bitterness on the 
decrease of the EP proteolytic activity in the presence of PMSF, an inhibitor of serine proteases, was 
observed. It was found that the use of Neutrase provided non-bitter hydrolysates, while the proteolytic 
activity of Neutrase decreased by 44% in the presence of PMSF. A domestic EP of Protosubtilin lost 
59% activity in the presence of PMSF and formed bitter hydrolysates. Casein hydrolysates obtained 
using Alcalase were characterized by the most severe bitterness, probably due to the fact that almost all 
proteolytic activity in this preparation is represented by a serine protease. The Bacillus subtilis 359 strain 
with a ratio of neutral and serine protease activities of 52 to 48% was selected from the VNIIPBT Collection 
of Bacterial Producers of Proteases. The concentrated preparation was obtained from the culture liquid 
of B. subtilis 359 strain by spray-drying. The preparation obtained hydrolyzed casein similarly to Neutrase 
and ensured the absence of bitterness in hydrolysates.

Key words: neutral protease, serine protease, bitterness of hydrolysates, Bacillus subtilis
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