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В настоящее время с целью технологической коррекции мясного сырья и повышения 
функциональности мясных продуктов применяется множество методов, среди которых значитель-
ный интерес вызывает ферментолиз. Для этого используются протеазы микробного, растительно-
го или животного происхождения. При ферментативной обработке мясных продуктов саркоплаз-
матические и миофибриллярные белки подвергаются протеолизу, в результате чего образуются 
пептиды, в том числе обладающие высокой физиологической активностью и выраженным лечеб-
но-профилактическим действием. Обычно это низкомолекулярные соединения, состоящие из 
нескольких аминокислотных остатков. Важная особенность таких пептидов в том, что в отличие 
от лекарственных средств они способны быстро проникать через мембраны желудочно-кишечного 
тракта и далее в кровеносную систему и остальные системы организма. Мы изучили образование 
биопептидов в различном мясном сырье под воздействием ферментов животного (пепсин, трип-
син) и растительного (папаин, бромелайн) происхождения. Образцы скелетной мышцы крупно-
го рогатого скота Bos taurus и свиньи Sus scrofa инъецировали растворами протеаз в количе-
стве 5 мл на 50 г мясного сырья. Ферментируемые образцы выдерживали в течение 40 мин при 
30 С для препаратов трипсина и пепсина, 30 мин при 30 С — для папаина и бромелайна. Оп-
тимальное значение pH для ферментов в образцах не устанавливали, ферментацию осуществляли 
при нативном pH мясного сырья. Влажность воздуха в помещении составляла 50-55 %. Контро-
лем служили соответствующие образцы мышцы без ферментативной обработки. По результатам 
проведенного одномерного денатурирующего электрофореза в полиакриламидном геле с использо-
ванием додецилсульфата натрия (SDS-PAGE) выявлены явные количественные различия в бел-
ковых профилях исследуемого сырья, при этом для протеаз разного происхождения получили 
неодинаковые профили. Последующий двумерный электрофореза с изоэлектрофокусированием в 
амфолиновом градиенте pH (IEF-PAGE) подтвердил полученные результаты и выявил особенно-
сти используемых протеаз. Так, животные протеазы, обладая высокой специфичностью, воздей-
ствуют лишь на определенную часть мышечных белков, но практически полностью деструктури-
руют их до небольших пептидов (в том числе низкомолекулярных) и свободных аминокислот. 
Следует также отметить большую протеолитическую эффективность трипсина по сравнению с 
пепсином. Протеазы растительного происхождения с достаточно низкой специфичностью воздей-
ствуют на большинство мышечных белков и деструктурируют их до множества фрагментов, о чем 
свидетельствует появление многочисленных новых белковых фракций на 2D электрофореграмме. 
С помощью масс-спектрометрии были обнаружены и идентифицированы некоторые короткие пеп-
тиды в образцах с животными протеазами. После обработки растительными протеазами обнару-
жить короткие пептиды практически не удалось из-за недостаточной пригодности масс-спектро-
метрии для определения образовавшихся очень низкомолекулярных пептидов. Таким образом, рас-
тительные протеазы более активно и эффективно образуют промежуточные фракции ряда мышеч-
ных белков и биопептидов. Обработку сырья протеолитическими ферментами, на наш взгляд, мож-
но считать наиболее эффективным способом получения биологически активных пептидов.  

 

Ключевые слова: протеолитические ферменты, ферментолиз, биологически активные 
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Увеличение объемов мясного сырья от животных, выращенных в ин-
тенсивных условиях промышленных комплексов, приводит к росту коли-
чества мяса с нетрадиционными технологическими характеристиками и 
актуализирует проблему его эффективной переработки. Так, интенсивная 
эксплуатация и целенаправленная селекция свиней на мясность, безвы-
гульное содержание, формирование больших групп, ранний отъем поро-
сят, а также значительные колебания микроклимата превосходят адаптив-
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ные возможности животных, снижают резистентность к технологическим 
стрессам и отрицательно влияют на качество мяса (1). Основной причиной 
появления экссудативности и темного клейкого мяса считают гиподина-
мию, интенсивный откорм при промышленном выращивании и послед-
ствия селекции на мясность, приводящей к нарушениям метаболизма гли-
когена (2). Проблема эффективного использования такого мяса и повыше-
ния его пищевой, в том числе биологической, ценности может быть решена 
посредством целенаправленной ферментативной модификации (3-5). 

В последнее десятилетие особое внимание уделяется веществам 
белковой природы — биологически активным пептидам (6). Их наличие в 
сырье и готовых мясных продуктах способствует лучшему усвоению бел-
ков животного происхождения (7-9). Миофибриллярные белки распадают-
ся до полипептидов под действием эндогенных ферментов мышц, прежде 
всего катепсина D (при низком показателе рН), и далее до пептидов и 
свободных аминокислот. Пептиды разлагаются эндогенными и микроб-
ными ферментами на свободные аминокислоты, причем деградацию в 
первую очередь определяют значения pH (10).  

Протеолитическая активность штаммов молочнокислых бактерий 
исследована на мясном сырье, в том числе на саркоплазматических и 
миофибриллярных белках (11-13). Так, под воздействием клеток и клеточ-
ных экстрактов штамма Lactobacillus plantarum CRL 681, первоначально 
выделенного из мясных продуктов, происходил протеолиз как саркоплаз-
матических, так и миофибриллярных белков с образованием различных 
пептидов гидрофобной природы. При протеолизе миофибриллярных белков 
максимально увеличивалось количество лизина, аргинина и лейцина, а из 
саркоплазматических белков в основном высвобождался аланин (11). По-
добное исследование проводили для L. curvatus CECT 904 и L. sakei CECT 
4808. Для обоих штаммов отмечена активность протеиназы в отношении 
саркоплазматических белков, причем инокуляция целых клеток вызывала 
деградацию пептидов, тогда как при добавлении клеточных экстрактов об-
разовались гидрофильные и гидрофобные пептиды. Кроме того, для штам-
ма L. sakei выявлена более высокая степень образования свободных амино-
кислот (12). Эти же авторы оценивали активность протеиназы и аминопеп-
тидазы L. casei CRL 705 в отношении мышечных белков. Протеиназы целых 
клеток расщепляли саркоплазматические белки с образованием широкого 
спектра пептидов, частичный гидролиз был также связан с клеточными экс-
трактами. При объединении клеток и клеточных экстрактов с экстрактами 
саркоплазматического белка пептидные профили сильно изменялись и от-
мечалась более значительная генерация свободных аминокислот (13).  

Функционально активными могут быть как нативные амнокислот-
ные последовательности, так и образовавшиеся в процессе автолиза, фер-
ментолиза пептидов, при термической и других технологических обработ-
ках. Обнаружены и изучены биоактивные пептиды, обладающие гипотен-
зивным, опиоидным, антиоксидантным, антитромботическим, антимикроб-
ным, иммуномодулирующим и другими биологическими эффектами, ока-
зывающими лечебное или профилактическое воздействие на патогенез ряда 
заболеваний (14, 15). Поскольку большинство из известных в настоящее 
время биологически активных пептидов не проникает из пищеварительного 
тракта в кровь, их действие, вероятно, опосредовано через рецепторы ки-
шечного эпителия или осуществляется непосредственно в просвете кишеч-
ника (15, 16). Такие пептиды высвобождаются и активируются при пищева-
рении в желудочно-кишечном тракте или в процессе производственной пе-
реработки мяса (17). В частности, при производственном протеолизе (суш-
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ка, ферментация) высвобождаются ингибиторы АПФ-I и пептиды с антиок-
сидантной активностью (18). Активность пептидов зависит от аминокислот-
ного состава, молекулярной массы и длины цепи, типа и заряда аминокис-
лоты на N- и С-конце, гидрофобных и гидрофильных свойств, простран-
ственной структуры и т.д. Например, пептиды с более высокой ингибиру-
ющей активностью ангиотензинпревращающего фермента (АПФ) обычно 
имеют ароматические или щелочные аминокислоты на N-конце, большее 
количество гидрофобных и положительно заряженных аминокислот на C-
конце (19). Взаимосвязь между активностью и структурой пептидов в 
настоящее время изучается. Многие биологически активные пептиды при-
родного происхождения структурно отличаются от пептидов, образующихся 
в результате посттрансляционной модификации белков. В их составе при-
сутствуют небелковые аминокислоты (β-аланин, γ-аминомасляная кислот), 
D-аминокислоты, алкилированные аминокислоты. Для низкомолекулярных 
пептидов характерны Н-пептидные связи и кольцевые структуры. Вместе с 
остатками пироглутаминовой кислоты они обеспечивают защиту от протеаз 
с субстратной специфичностью в отношении пептидов из α-аминокислот с 
нормальными связями, что позволяет сохранять функциональность пептида 
до момента усвоения (3, 14). Из мясного сырья уже выделено значительное 
количество пептидов, содержащих 2-9, реже до 25 аминокислотных остат-
ков в строго определенной последовательности (20). Многие из них получе-
ны с помощью протеолиза ферментами различного происхождения. 

Пепсин, член семейства пептидазы А1, — это преобладающая пище-
варительная протеаза в желудочном соке позвоночных. В отличие от неко-
торых других эндопептидаз он гидролизует только пептидные связи, но не 
непептидные амидные или сложноэфирные связи. При обработке пепсином 
неочищенной миозиновой легкой цепи был обнаружен ингибирующий АПФ 
октапептид, который оценили как временно эффективное гипотензивное 
вещество (21). Другой пептид, полученный при гидролизе пепсином миози-
на свиньи, сохранял ингибирующую АПФ активность после нагревания 
миозина В при 98 C в течение 10 мин (22). Доказано, что биологически 
активные пептиды могут быть получены не только из миофибриллярных 
белков, но и из регуляторных белков, таких как тропонин и тропомиозин. В 
2003 году АПФ-ингибирующий пептид был выделен из свиного тропонина 
C, гидролизованного пепсином. Этот пептид показал относительно высо-
кую устойчивость к пищеварительным протеазам, и можно ожидать, что он 
будет функционировать in vivo в качестве антигипертензивного агента (23). 
В другом эксперименте после обработки пепсином идентифицированы два 
новых ингибирующих АПФ-I пептида из скелетного тропонина свиньи. 
Один из них показал самую сильную ингибирующую АПФ активность 
среди ранее зарегистрированных пептидов, полученных из тропонина (24). 
Трипсин относится к сериновым протеиназам и синтезируется поджелу-
дочной железой в виде неактивного предшественника (профермента) трип-
синогена. Трипсин гидролизует пептидные связи, образованные карбоксиль-
ными группами L-аргинина и L-лизина. Папаин представляет собой неспе-
цифическую тиол-протеазу и основную составляющую белка млечного сока 
тропического растения Caricapapaya. Благодаря своим протеолитическим 
свойствам он используется в пищевой промышленности для умягчения мя-
са (25, 26). Папаин (300 ед/кг) использовали для увеличения количества 
свободных аминокислот в сухих ферментированных колбасах (27). Оценена 
in vivo антитромботическую активность папаинового гидролизата из обез-
жиренного свиного мяса (неочищенные фрагменты и пептиды, очищен-
ные катионообменной хроматографией) (28). После перорального введения 
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мышам начальная пептидная фракция со средней молекулярной массой 
2500 Да показала антитромботическую активность в дозе 210 мг/кг массы 
тела, а фракция 2517 Да, очищенная катионообменной хроматографией, — 
в дозе 70 мг/кг (ее активность была эквивалентна таковой у аспирина в 
дозе 50 мг/кг). Растительный фермент бромелайн в больших количествах 
присутствует во фруктах, листьях и стеблях растений семейства Bromeliacea, 
из которых наиболее известен ананас (Ananas comosus). Как и другие проте-
азы, он деградирует миофибриллярные белки и коллаген, что часто приводит 
к умягчению мяса (29). Исследовалось влияние бромелайна, папаина и кол-
лагенолитического фермента MCP-01 на мясо говядины при низких темпера-
турах (4 С). С помощью сканирующей электронной микроскопии были вы-
явлены различия в разрушении мышечных волокон (30). 

Мы впервые установили, что при обработке говядины и свинины 
ферментами животного (пепсин, трипсин) и растительного (бромелайн, па-
паин) происхождения образование биологически активных пептидов наибо-
лее вероятно при использовании растительных ферментов. 

Целью нашей работы было изучение образования в мясном сырье 
пептидов, предположительно имеющих биологическую активность, под 
воздействием ферментов животного и растительного происхождения. 

Методика. Использовали мясо крупного рогатого скота (КРС) (Bos 
taurus) (тазобедренная часть) и свиньи (Sus scrofa) (карбонат), хранившееся 
после убоя в течение 48 ч при 2±2 С. Изучали воздействие следующих 
ферментов: пепсин из слизистой оболочки желудка свиней (10000 ед/г) и 
трипсин из поджелудочной железы быка (2000 ед/г) («HIMEDIA», Индия); 
папаин из млечного сока папайи (1100 ед/г) и бромелайн из ствола анана-
са (1310 ед/г) («Sigma», США). При одномерном электрофорезе использо-
вали ферменты в концентрациях 0,5; 1,5; 2,5 %. По результатам выявляли 
эффективные концентрации, и образцы направляли на фракционирование 
методом двумерного электрофореза.  

В порции цельной мышцы (500 г) инъецировали растворы протеаз 
(5 мл на 50 г мясного сырья), выдерживали 40 мин при 30 С для препара-
тов трипсина и пепсина, 30 мин при 30 С — для папаина и бромелайна. 
Ферментацию осуществляли при нативном pH мясного сырья. Влажность 
воздуха в помещении — 50-55 %. 

Фракционный состав белков анализировали методом одномерного 
электрофореза в полиакриламидном геле (12,5 % SDS-PAGE) в камере 
VE-10 («Helicon», Россия) при постоянном напряжении 160 В. По достиже-
нии фронтом разделяющего геля увеличивали напряжение до 180 В и про-
должали разделение в течение 4-5 ч. Количество внесенного белка — 20 мкг 
для образца. Образцы животной ткани (1 г) гомогенизировали, белки экс-
трагировали 3 мл дистиллированной воды. Полученную массу переносили 
в пробирку (эппендорф). Взвесь центрифугировали 8 мин при 14000 g. В 
чистый эппендорф отбирали 1 мл супернатанта и приливали 1 мл буфера 
для приготовления проб (с красителем). Пробы погружали в кипящую во-
дяную баню и нагревали 2-3 мин при 95-100 С. В лунки геля вносили по 
10-20 мкл полученной смеси. Маркером служила смесь 11 рекомбинантных 
белков (250, 150, 100, 70, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 5 кДа) («Thermo», США). 
Для окрашивания использовали раствор Кумасси R-250 («Fisher Biorea-
gents», Англия). Белковый состав анализировали с помощью базы данных 
UniProt Protein Database (http://www.uniprot.org/) (31). 

Двумерный (2D) электрофорез выполняли по О’Фарреллу с изо-
электрофокусированием в амфолиновом градиенте pH (IEF-PAGE); по-
следующую детекцию белков проводили окрашиванием азотнокислым се-
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ребром (32). При подготовке препаратов для 2D электрофореза 100 мг из-
мельченного образца гомогенизировали в 2 мл лизирующего раствора (9 М 
мочевина, 5 % меркаптоэтанола, 2 % Тритона Х-100, 2 % амфолинов, рH 
3,5-10, система тефлон—стекло). Гомогенат осветляли центрифугированием 
(5 мин, 800 g), надосадочную фракцию, содержащую экстракт белков, ис-
пользовали для фракционирования в равных нанесениях по 50-75 мкл. 

После трипсинолиза белковые фракции идентифицировали мето-
дами MALDI-TOF (опосредованная матрицей времяпролетная лазерная 
десорбция/ионизация) и MS/MS (тандемная) масс-спектрометрии (масс-
спектрометре Ultraflex, «Bruker», Германия) с УФ-лазером ( = 336 нм) в 
режиме детекции положительных ионов в диапазоне масс 500-8000 Да с их 
калибровкой по известным пикам автолиза. Для изучения спектра корот-
ких пептидов (с m/z 1500-5000) 100 мг препарата гомогенизировали в 2 мл 
буфера (5,8 мг KH2PO4; 232 мг Na2HPO4ʺ2H2O; 2,2 г NaCl; 0,5 мл 10 % 
Тритона Х-100; 1,87 г KCl) и дополнительно разводили водой до 50 мл. 
Гомогенат осветляли центрифугированием (5 мин, 800 g). В надосадочной 
фракции определяли спектры пептидов. Анализ масс-спектров триптиче-
ских пептидов выполняли с помощью программы Mascot, опция Peptide 
Fingerprint («MatrixScience», США) при точности определения массы МН+ 
0,01 % с поиском по базам данных NCBI (33, 34). 

Результаты. В мясе КРС (рис. 1, А) под действием ферментов жи-
вотного происхождения несколько увеличилось количество белков с моле-
кулярной массой более 70 кДа (предположительно миозин и -актинин), 
что свидетельствует о протеолитических изменениях в актомиозиновом 
комплексе. Белки 25-70 кДа изменялись незначительно. В зоне ниже 15 кДа 
формировались новые белковые полосы, что свидетельствовало о накопле-
нии низкомолекулярных фрагментов, отщепившихся от мажорных белков. 
Действие пепсина и трипсина на белки КРС практически не различалось. 

 

А Б 

  

Рис. 1. Одномерный электрофорез скелетной мышцы крупного рогатого скота Bos taurus (тазо-
бедренная часть) (А) и свиньи Sus scrofa (карбонат) (Б) при обработке образцов ферментами 
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животного происхождения: Ст — белковый маркер, К — контроль (без обработки фермента-
ми), ПЕП — пепсин, ТРИ — трипсин; 0,5 %, 1,5 %, 2,5 % — концентрации ферментов.  

А: 1 — миозин-10 (222,9-229 кДа); 2 — -актинин (102-105 кДа); 3 — эластин (64-
72 кДа), десмин (53-55 кДа); 4 — - и -тубулин (47-52 и 35-52 кДа), -актин (41,5-42 кДа); 
5 — тропонин-Т скелетно-мышечный быстрого/медленного типа (30-32 кДа), /-тропо-
миозин (32,5-32,7 кДа); 6 — тропонин-Т скелетно-мышечный быстрого типа (25-33 кДа), тро-
понин-1 (23-25 кДа); 7 — кофилин 2 (21-22,5 кДа); 8 — гемоглобин  (15 кДа); 9 — фрагмен-
ты высокомолекулярных белков.  

Б: 1 — тяжелые цепи миозина (205-210 кДа), -актинин (100 кДа), мышечная креатин-
киназа (80 кДа); 2 — эластин (64-66 кДа), - и -тубулин (53 и 55 кДа); 3 — G-актин (42 кДа), 
тропомиозин-1 (39 кДа), тропонин-Т (35-38 кДа), тропомиозин-2 (32 кДа); 4 — легкие цепи 
миозина-1 (16-27 кДа), тропонин-1 (23-25 кДа), легкие цепи миозина-А1 (20,7 кДа); 5 — тро-
понин С (20 кДа), легкие цепи миозина-2 (18 кДа); 6 — миоглобин (17 кДа), скелемин (15 кДа), 
белок, связывающий жирные кислоты (14-15 кДа), фрагменты миоглобина (8-12 кДа). 

 

В мясе свиньи (рис. 
1, Б) уменьшалось содержа-
ние тяжелых цепей миози-
на. Значительной деструк-
ции подвергался белок мас-
сой около 18 кДа (предпо-
ложительно он соответству-
ет легким цепям миозина 2). 
В образцах с пепсином зна-
чительно снижалась интен-
сивность полос 14 кДа 
(предположительно рибону-
клеаза) и 8-12 кДа (предпо-
ложительно - и -хемоки-
ны), с трипсином — эти 
полосы отсутствовали. От-
метим, что у трипсина дей-
ствие на мясо свиньи более 
выражено, чем у пепсина. 

Компьютерная ден-
ситометрия при 2D элек-
трофорезе с окрашиванием 
реагентом Кумасси R-250 
показала уменьшение сум-
марного количества белков 
на 15-37 %. Более чувстви-
тельный метод окрашива-
ния азотнокислым серебром 
позволил выявить ряд про-
межуточные фрагменты в 
виде полос деградирован-
ных треков мажорных бел-
ков — мышечной креатин-
фосфокиназы, альдолазы А, 
митохондриальной акони-
тазы и -енолазы. Более то-
го, при 2D электрофорезе 
(рис. 2) детектировались 
фрагменты С-конца тяже-
лой цепи миозина, в норме 

агрегирующей на старте геля при IEF, что свидетельствует о протеолити-

 
Рис. 2. Двумерный электрофорез белков скелетной мышцы 
крупного рогатого скота Bos taurus (тазобедренная часть) 
при обработке образцов ферментами животного происхож-
дения: а, б — контроль; в, г — обработка 1,5 % пепси-
ном; д, е — обработка 1,5 % трипсином; слева — окра-
шивание Кумасси R-250, справа — азотнокислым сереб-
ром. Стрелками с номерами обозначены зоны нетипич-
ных фрагментов и агрегатов мышечных белков: 1, 5 — 
трек фрагментов митохондриальной аконитазы 2 (продукт 
гена ACO2), 2, 3, 6 — агрегат фрагментов (60-278 а.о.) 
изоформы 2 белка 1, содержащего 4,5 LIM домена (FHL1), 
4 — фрагмент (530-1912 а.о.) миозина-1 (MYH1).  
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ческих изменениях в актомиозиновом комплексе. 
Особое внимание привлекло наличие в щелочной зоне трека белка 

(в овале, см. рис. 2), перекрывающего диапазон масс от 400 до 5 кДа. Для 
выявления его природы исследовали фрагменты этого трека в верхней и 
нижней зонах. Во всех случаях его идентифицировали как белок 1 изо-
форма 2, содержащий 4,5 LIM домена, с массой не более 32 кДа. Однако 
наблюдаемое распределение фрагментов было значительно шире. То есть 
при протеолитической обработке этот белок, очевидно, сохранял коровую 
часть (позиции 60-278-я) с образованием агрегатов, формирующих не-
обычный электрофоретический трек. 

 

А Б 

  
В Г 

  
Д Е 

  
Рис. 3. Спектры триптических пептидов скелетной мышцы крупного рогатого скота Bos taurus
(тазобедренная часть) (слева) и свиньи Sus scrofa (карбонат) (справа) в диапазоне m/z 1500-
5000: А, Б — контроль, В, Г — 1,5 % пепсин, Д, Е — 1,5 % трипсин. Описание идентифициро-
ванных пептидов с m/z 1853.8, 3077.4, 4157.8, 4665.5, 3322.8, 1940.9 и 1952.9 см. в таблице 1. 

 

Так как 2D электрофорез выявил уменьшение количества белково-
го материала после воздействия протеаз, мы изучили изменения в спек-
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трах коротких пептидов (содержащие от 8 до 40 аминокислотных остат-
ков) в таких образцах (рис. 3). После обработки протеазами спектры су-
щественно менялись (см. рис. 3). В контроле и при пепсинизации пепти-
ды состояли из 12-40 аминокислотных остатков, при воздействии трипси-
ном формировался пул пиков, соответствующих более низким массам, в 
основном в зоне 1500-3000 m/z (12-24 аминокислотных остатка) (табл. 1). 

 

А Б 

  

Рис. 4. Одномерный электрофорез скелетной мышцы крупного рогатого скота Bos taurus (тазо-
бедренная часть) (А) и свиньи Sus scrofa (карбонат) (Б) при обработке образцов ферментами 
растительного происхождения: Ст — белковый маркер, К — контроль, ПАП — папаин, БРО — 
бромелайн; 0,5 %, 1,5 %, 2,5 % — концентрации ферментов.  

А: 1 — -актинин (103-104 кДа); 2 — эластин (64-66 кДа), десмин (53-55 кДа); 3 — 
альдолаза А (39,5 кДа), тропонин-Т скелетно-мышечный быстрого типа (35-38 кДа), -

1. Результаты масс-спектрометрической идентификации (MALDI-TOF MS и 
MS/MS) коротких пептидов (m/z 1500-5000) после обработки мясного сы-
рья животными протеазами 

Номер в Pro-
tein Database 
NCBI 

S/M/C 
m/z (позиция в 
последователь-
ности АК) 

Аминокислотная последовательность  
идентифицированных пептидов/белков 

Г о в я д и н а  ( п е п с и н )  
Пептиды миоглобина (ген MB) 

NP 776306.1 144/7/100 1853,8 (139-154) 
3077,4 (2-30) 
4157,8 (71-107) 

FRNDMAAQYKVLGFHG 
GLSDGEWQLVLNAWGKVEADVAGHGQEVL 
TALGGILKKKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEF 

Пептиды фруктозо-бисфосфат альдолазы А  (ген ALDOA) 
NP 001095385.1 92/4/26 4665,5 (31-70) 

3322,8 (2-2)1 
IRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASEDLKKHGNTVL 
PHQYPALTPEQKKELCDIAH 

Г о в я д и н а  ( т р и п с и н )  
Пептиды фруктозо-бисфосфат альдолазы А (ген ALDOA) 

NP 001095385.1 86/6/30 3322,8 (2-21) PHQYPALTPEQKKELCDIAH 
С в и н и н а  ( п е п с и н )  

Пептиды цепи А L-лактат дегидрогеназы (LDHA) 
NP 001165834.1 124/7/25 1940,9 (92-109) VVITAGARQQEGESRLNL 

С в и н и н а  т р и п с и н  
Пептид кальсеквестрина-1 (CASQ1) 

Q05JF3 58/2/51 1952,9 (35-47) EEGLDFPEYDGVD 
П р и м е ч а н и е. АК — аминокислоты. S/M/C: Score (показатель соответствия), Match peptides (число 
совпадающих пептидов), Coverage, % (покрытие полной аминокислотной последовательности белка вы-
явленными пептидами).  
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тропомиозин (32,5-32,7 кДа); 4 — тропонин-Т скелетно-мышечный медленного типа (28,6-
32 кДа), тропонин-1 (23-25 кДа), кофилин (21-22,5 кДа), легкие цепи миозина-А1 (20,7 кДа); 5 — 
тропонин С (20 кДа), легкие цепи миозина-2 (18 кДа), миоглобин (17 кДа); 6 — скелемин 
(15 кДа), белок, связывающий жирные кислоты (14-15 кДа), фрагменты миоглобина (8-12 кДа).  

Б: 1 — -актинин (100кДа), мышечная креатинкиназа (80 кДа); 2 — миоальбумин 
(70 кДа), эластин (64-66 кДа), каталаза (58 кДа), -тубулин (55 кДа); 3 — G-актин (42 кДа), 
мышечная альдолаза (40 кДа), тропомиозин-1 (39 кДа), тропонин-Т (35-38 кДа), тропомио-
зин-2 (32 кДа); 4 — легкие цепи миозина-1 (16-27 кДа), тропонин-1 (23-25 кДа), легкие це-
пи миозина-А1 (20,7 кДа); 5 — тропонин С (20 кДа), легкие цепи миозина-2 (18 кДа), мио-
глобин (17 кДа), скелемин (15 кДа); 6 — белок, связывающий жирные кислоты (14-15 кДа), 
фрагменты миоглобина (8-12 кДа). 

 

В свинине под дей-
ствием растительных фер-
ментов (рис. 4, Б) происхо-
дила значительная деструк-
ция белков с молекулярны-
ми массами выше 50 кДа (с 
папаином) и выше 30 кДа 
(с бромелайном). Интенсив-
но накапливались белковые 
фрагменты менее 20 кДа, 
особенно в образцах с бро-
мелайном. По действию ра-
стительные протеазы замет-
но отличались от живот-
ных, вероятно, из-за гораз-
до меньшей специфичности 
по отношению к потенци-
ально атакуемым белкам.  

Белковый профиль 
КРС (рис. 5) подвергся зна-
чительной деструкции: пра-
ктически все белки с массой 
более 20 кДа оказались раз-
рушены. Происходило зна-
чительное накопление бел-
ковых фрагментов в диапа-
зоне масс ниже 20 кДа. При  
этом папаин воздействовал  
более эффективно.  

При обработке го-
вядины бромелайном в ос-
таточном количестве детек-
тировались фракции - и 
-тропомиозинов и прак-
тически интактным оста-
вался миоглобин. При воз-

действии папаина сохранялся высокий фон окрашивания геля за счет по-
явления гетерогенной смеси высокомолекулярных фрагментов (15-60 кДа). 
При обработке папаином детектировались фрагменты разных типов тяже-
лых цепей (MYH1, MYH2 и MYH7) миозина, локализованные в мышеч-
ных волокнах быстрого и медленного типа. Действие бромелайна оказа-
лось более специфичным для волокон быстрого типа (фракций фрагмен-
тов MYH7 не обнаружили). Число полос при одномерном гель-электро-

 
Рис. 5. Двумерный электрофорез белков скелетной мышцы 
крупного рогатого скота Bos taurus (тазобедренная часть) 
при обработке образцов ферментами растительного про-
исхождения: а, б — контроль; в, г — обработка 0,5 % 
папаином; д, е — обработка 0,5 % бромелайном; слева — 
окрашивание Кумасси R-250, справа — азотнокислым 
серебром. Стрелками отмечены: 1, 2, 3 — фрагменты 
миоглобина (продукт гена MB), 4 — смесь фрагментов 
актина (ACTG2) и миозина 1 (MYH1), 5 — канонический 
миоглобин (MB), 6 — фрагмент актина (ACTA1), 7 — фра-
гмент миозина 7 (MYH7), 8, 9, 10 — фрагмент миозина 2 
(MYH2), 11 — скелетно-мышечная легкая цепь миозина 
1/3 (MYL1), 12 — фрагмент миозина 1 (MYH1), 13 — смесь 
фрагментов миозина 2 (MYH2) и миозина 1 (MYH1). 
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форезе значительно менялось при обработке свинины и говядины расти-
тельными ферментами (табл. 2). 

2. Число белковых полос на одномерных электрофореграммах при обработке 
образцов ткани скелетной мышцы крупного рогатого скота Bos taurus (тазо-
бедренная часть) и свиньи Sus scrofa (карбонат) ферментами растительного 
происхождения в разной концентрации 

Молекулярная 
масса, кДа  Контроль 1 

Пепсин, % Трипсин, % 
Контроль 2 

Бромелайн, % Папаин, % 
0,5 1,5 2,5 0,5 1,5 2,5 0,5 1 1,5 0,5 1 1,5 

Г о в я д и н а  
> 250 – – – – – – – – – – – – – – 

150-250 1 1 1 1 1 1 1 1 – – – – – – 
100-149 1 1 1 1 1 1 1 1 – – – – – – 
70-99 – 1 1 1 1 1 1 4 – – – – – – 
50-69 2 2 2 2 2 2 2 3 – – – 2 – – 
37-49 3 3 3 3 3 3 3 3 – – – 5 – – 
25-37 6 6 6 6 6 6 6 4 1 1 – 4 2 1 
20-24 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2 2 
15-20 – – – – – – – 4 6 6 4 5 5 5 
10-15 2 4 4 4 4 4 4 2 2 2 2 2 2 2 

С в и н и н а  
> 250 1 – – – – – – 1 – – – – – – 

150-250 1 1 1 1 1 1 1 – – – – – – – 
100-149 1 1 1 1 1 1 1 – – – – – – – 
70-99 2 2 2 2 2 2 2 2 – – – – – – 
50-69 3 3 3 3 3 3 3 1 – – – – – – 
37-49 3 3 3 3 3 3 3 2 – – – – – – 
25-37 6 6 6 6 6 6 6 5 3 – – – – – 
20-24 2 2 2 2 2 2 2 2 – – – – – – 
15-20 3 2 2 1 1 – – 1 3 3 3 2 1 – 
10-15 4 4 4 4 3 3 3 1 4 4 4 4 4 1 

П р и м е ч а н и е. Контроли 1 и 2 — неферментированное исходное сырье (соответственно для варианта с 
животными и растительными ферментами). Прочерки означают, что в указанном диапазоне молекуляр-
ных масс отсутствуют белковые фракции, в которых произошли явные изменения. 

 

А Б 

  
В 

Рис. 6. Спектры масс пептидов скелетной 
мышцы крупного рогатого скота Bos taurus 
(тазобедренная часть) при обработке фер-
ментами растительного происхождения: А — 
контроль, Б — 0,5 % папаин, В — 0,5 % 
бромелайн. Идентифицирован пептид ак-
тина с m/z 2066,0 фрагмента а.о. 244-257 
(I/LPDGQVI/LNERF). 
 

При исследовании спектра 
коротких пептидов (рис. 6) в экс-
трактах, обработанных раститель-
ными протеазами, выявили появ-
ление дополнительных пиков. При 
обработке папаином детектирова- 

 

лись пептиды с m/z до 4500, бромелайном — не более 3000 (в основном до 
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2500). Мы построили аминокислотную последовательность пептида, отно-
сящегося к семейству актинов Bos taurus (без дополнительной детализации 
и привязки к гену), при обработке говядины бромелайном. Пептид был 
консервативен для актинов и соответствовал позициям 244-257 а.о. в мо-
лекуле канонического скелетномышечного актина Bos taurus (ген ACTA1), 
m/z позиция 2066,0 (I/LPDGQVI/LTI/LNERF). Очевидно, что идентифи-
кация коротких пептидов в этом случае должна проводиться с использо-
ванием многомерной хроматографии, более адаптированной для работы с 
короткими пептидами. 

Полученные нами данные согласуются с результатами других ис-
следований. Известно, что пептиды с биологической активностью есте-
ственным образом образуются у млекопитающих в желудочно-кишечном 
тракте во время метаболизма белков мясного рациона под воздействием 
пищеварительных ферментов, секретируемых в тонкой кишке (35-38). 
Чтобы генерировать подобные потенциально функциональные пептиды, 
имитируют процесс желудочно-кишечное пищеварение с использованием 
коммерческих экзогенных протеиназ, полученных из тканей животных 
(пепсин и трипсин), растений (папаин, фицин и бромелайн) и микробных 
источников (алкалаза®, флавурзим®, нейтраза®, коллагеназа или протеи-
наза К) (37, 39, 40). Кроме мясного сырья, для получения некоторых био-
логически активных пептидов проводят ферментативный гидролиз колла-
гена из мяса или побочных продуктов убоя (обрези, органов, гемоглобина) 
(41). T. Lafarga с соавт. (42) изучили высвобождение потенциальных биоло-
гически активных пептидов — ангиотензин-I-превращающего фермента 
(ACE-I, EC 3.4.15.1), ренина (EC 3.4.23.15) и дипептидилпептидазы IV 
(DPP-IV, EC 3.4.14.5) из бычьих и свиных белков, включая гемоглобин, 
коллаген и сывороточный альбумин. Эти белки обычно встречаются в мяс-
ных субпродуктах (кости, кровь и мясная обрезь) и играют ключевые роли в 
контроле гипертонии и развитии сахарного диабета 2-го типа и других забо-
леваний, связанных с метаболическим синдромом. Новые пептиды включа-
ли ингибирующий ACE-I трипептид Ile-Ile-Tyr и ингибирующий DPP-IV 
трипептид Pro-Pro-Leu, соответствующие последовательностям f (позиции 
182-184-я) и f (позиции 326-328-я) свиного и бычьего сывороточного аль-
бумина, которые могут высвобождаться после гидролиза соответственно 
папаином и пепсином. В других исследованиях (43) определяли ингибиру-
ющую и антиоксидантную активность ангиотензин-I-превращающего фер-
мента (АПФ-I) саркоплазматических белков, выделенных из грудной мыш-
цы (Pectoralis profundus) крупного рогатого скота (Bos taurus) и гидролизо-
ванных папаином. Саркоплазматические белковые гидролизаты подвергали 
мембранной ультрафильтрации и получали фильтраты 10 кДа и 3 кДа. В 
результате 11 пептидов были охарактеризованы из общей фракции гидроли-
затов, 15 — из фракций фильтрата 10 кДа, 9 пептидов — из фракций филь-
трата 3 кДа. Авторы выявили сходство между аминокислотными последова-
тельностями идентифицированных ими пептидов и известных антиокси-
дантных и ингибирующих АСЕ-I пептидов, описанных в базе данных 
BIOPEP. Как перспективные источники биологически активных пептидов 
изучались свиные миофибриллярные белки (44). После симуляции процесса 
желудочно-кишечного пищеварения (с использованием пепсина, трипсина 
и химотрипсина) определенных миофибриллярных белков свиней среди 
интактных белков наиболее часто обнаруживались пептидные последова-
тельности, ингибирующие дипептидилпептидазу IV. Всего же обнаружено в 
общей сложности 399 пептидов с разными активностями (ингибирование 
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ферментов, антиоксидантная, гипотензивная, стимулирующая, антиам-
нестическая активность, регуляция функций организма). 

Таким образом, мы выявили количественное уменьшение компо-
нентов в белковом профиле говядины и свинины под действием протеаз 
различного происхождения. Животные протеазы действовали на сырье бо-
лее равномерно и специфично, чем растительные. Для растительных про-
теаз характерно образование промежуточных фрагментов, что не наблюда-
лось в образцах с животными протеазами. Во всех случаях обнаруживались 
новые фрагменты белков, в том числе низкомолекулярных, что подтвер-
дила масс-спектрометрия. С помощью тандемной масс-спектрометрии 
идентифицированы некоторые фрагменты, предположительно обладающие 
биологически активными свойствами. Наибольшие изменения в белковом 
профиле мясного сырья проявлялись при его обработке протеазами расти-
тельного происхождения, следовательно, в этом случае можно ожидать 
образования биологически активных пептидов. 
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A b s t r a c t  
 

There are plenty of methods nowadays used for the technological correction of meat raw 
materials and increasing the functionality of meat products. Among them, the enzymatic hydrolys-
es using proteases of microbial, plant or animal origin causes considerable interest. Sarcoplasmic 
and myofibrillar proteins of meat products are subjected to proteolysis during enzymatic treat-
ment, resulting in the peptides generation, including those with high physiological activity and a 
pronounced therapeutic and preventive effect. Usually they are low molecular weight compounds 
consisting of several amino acid residues. It should be noted that, unlike drugs, such peptides are 
able to rapidly penetrate the gastrointestinal tract membranes and further into the bloodstream 
and the rest of the organism. The aim of this work was to study the bioactive peptides generation 
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in various meat raw materials due to enzymatic hydrolyses by enzymes of animal (pepsin, trypsin) 
and plant (papain, bromelain) origin. Bos taurus and Sus scrofa skeletal muscle samples were in-
jected with 5 ml of proteases in 50 g of raw meat. The samples were kept for 40 min at 30 С for 
exposure to trypsin and pepsin solutions, 30 min at 30 С for papain and bromelain. The optimum 
pH value was not established for the enzymes in the samples, the fermentation process was carried 
out at the native pH of the raw meat. Humidity in the room was 50-55 %. As a control, the cor-
responding muscle samples without enzymatic treatment were used. According to the results of a 
one-dimensional gel electrophoresis under denaturing conditions using sodium dodecyl sulfate 
(SDS-PAGE), obvious quantitative differences were found in the protein profiles of the studied 
raw materials, and different profiles were obtained for proteases of different origin. A subsequent 
two-dimensional isoelectric focusing electrophoresis in an ampholine pH gradient (IEF-PAGE) 
confirmed the obtained results and revealed the used proteases features. Thus, animal proteases, 
possessing high specificity, affect only a certain part of muscle proteins, but almost entirely de-
struct them to small peptides (including low molecular weight) and free amino acids. In addition, 
a greater proteolytic activity of trypsin compared to pepsin was noted. Plant origin proteases affect 
the majority of muscle proteins with a sufficiently low specificity and destruct them to many frag-
ments, as evidenced by the presence of numerous new protein fractions on 2D-electrophoregram. 
Using mass spectrometry (MALDI-TOF MS and MS/MS) some short peptides were detected and 
identified in samples treated with animal proteases. It was practically not possible to detect short 
peptides after plant proteases treatment due to the insufficient suitability of mass spectrometry to 
determine the very low molecular weight of generated peptides. Thus, plant origin proteases gen-
erate intermediate fractions of some muscle proteins and bioactive peptides more actively and 
efficiently. The raw materials processing by proteolytic enzymes, in our opinion, can be regarded 
as the most effective way to obtain biologically active peptides. 

 

Keywords: proteolytic enzymes, enzymatic hydrolyses, biologically active peptides, one-
dimensional gel electrophoresis, SDS-PAGE, two-dimensional electrophoresis, IEF-PAGE, MAL-
DI-TOF, mass spectrometry identification. 
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