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Россия входит в десятку стран по добыче водных биологических ресурсов. Потенциал вторичного рыбного сырья, 
накапливаемого при разделке рыб, в настоящее время не раскрыт полностью. На территории Калининградской 
обл. наиболее перспективными источниками исследований являются: судак, треска, лещ, салака, килька. Целью 
данной работы является оценка эффективности применения ферментов для обработки продуктов разделки судака, 
а именно покровной ткани. Покровная ткань составляет 2–7 % общей массы рыбы и состоит из значительного 
количества коллагеновых белков. в составе. В данном исследовании были обоснованы параметры ферментативного 
гидролиза покровных тканей судака с использованием следующих протеолитических ферментных препаратов: 
папаин (производство Animox, Германия) и фермента Alcalase® 2,4 L (производство Novozymes, Дания). По дан-
ным производителя оба фермента проявляют наибольшую активность при температуре 50 °C и нейтральном 
рН 6–7, что соответствует естественному рН рыбного сырья. Варьировали количество вносимого ферментного 
препарата для достижения наибольшего выхода конечного продукта. Анализировали влияние продолжительно-
сти процесса. Для обоснования времени проведения ферментолиза путем формольного титрования оценивали 
количество накопленного небелкового аминного азота в протеиновом экстракте. Степень гидролиза является 
критерием эффективности ферментных препаратов. Оценивали прирост продуктов расщепления белка в раство-
римой фракции и негидролизованном субстрате. В ходе всего времени ферментолиза, с шагом в 30 мин, определяли 
количество сухих веществ. Ферментолиз вели в течение 12 ч при постоянном перемешивании и гидромодуле 1:3. 
По результатам проведенных исследований для ферментативного гидролиза покровных тканей рыб обоснован 
выбор ферментного препарата папаин: при дозировке фермента 1,5 % к массе сырья и проведении ферментолиза 
в течение 3,5 ч получен наиболее высокий показатель степени гидролиза сырья равный 75 %.
Ключевые слова: вторичное рыбное сырье, покровные ткани рыб, протеолитические ферменты, ферментолиз.
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V. S. KAZAKOVA1, Ph. D. E. S. ZEMLYAKOVA2

1vashilo_vika@mail.ru, 2evgeniya.zemljakova@klgtu.ru
Kaliningrad State Technical University

Russia is among the top ten countries in the extraction of aquatic biological resources. The potential of secondary fish 
raw materials accumulated during the cutting of fish is not fully disclosed at present. On the territory of the Kaliningrad 
region the most promising sources of research are: pike perch, cod, bream, herring, and sprat. The purpose of this work is 
to evaluate the effectiveness of the use of enzymes for processing products of pike-perch cutting, namely the integumentary 
tissue. The integumentary tissue makes up 2–7 % of the total mass of fish and consists of a significant amount of collagen 
proteins. In this study, the parameters of enzymatic hydrolysis of pike-perch integumentary tissues were substantiated using 
the following proteolytic enzyme preparations: Papain (manufactured by Animox, Germany) and the enzyme Alcalase® 2,4 
L from Novozymes, Denmark. Alkalase). According to the manufacturer, both enzymes are most active at a temperature of 
50 ° and neutral pH 6–7, which corresponds to the natural pH of fish raw materials. The amount of the introduced enzyme 
preparation was varied to achieve the highest yield of the final product. The influence of the duration of the process was 
analyzed. To justify the time of fermentolysis by formative titration, the amount of accumulated non-protein amine nitrogen 
in the protein extract was estimated. The degree of hydrolysis is a criterion for the effectiveness of enzyme preparations. 
The growth of protein breakdown products in the soluble fraction and non-hydrolyzed substrate was evaluated. During 
the time of fermentolysis, in increments of 30 minutes, the amount of dry substances was determined. Fermentolysis was 
carried out for 12 hours with constant stirring and a 1:3 hydromodule. According to the results of the studies carried out 
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for the enzymatic hydrolysis of the integumentary tissues of fish, the choice of the enzyme preparation Papain is justified: 
at the dosage of the enzyme of 1.5 % by weight of the raw material and carrying out fermentolysis for 3.5 hours, the highest 
indicator of the degree of hydrolysis of the raw material (to 75 %) was obtained.
Keywords: secondary fish raw materials, fish integumentary tissues, proteolytic enzymes, fermentolysis.
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Введение
Рыбная промышленность ежегодно производит тон-

ны вторичных продуктов, из которых более 30 % состав-
ляют шкуры и кости [1]. Вторичное рыбное сырье Кали-
нинградской области можно перерабатывать и исполь-
зовать для различных целей, от производства кормов 
для животных до биотехнологических, пищевых и ме-
дицинских нужд [2]–[4]. Наиболее ценным продуктом, 
требующим дополнительного изучения, являются био-
полимеры покровных тканей рыб [5, 6]. Полисахариды 
являются важной подгруппой биополимеров. В живых 
организмах они выполняют две основных функции струк-
турную и резервную. Особый интерес представляют 
гликозаминогликаны (ГАГ) — это линейные, кислые 
полисахариды. Существует два основных типа: несуль-
фатированные (гиалоурановая кислота) и сульфатиро-
ванные ГАГ, представляющие собой хондроитинсульфат 
(ХС), дерматансульфат (ДС), кератансульфат (КС), гепа-
рин и гепарансульфат (ГС) [7]. Считается, что ГАГ входят 
в состав многих живых организмов. Известны работы 
по получению ГАГ из хрящей наземных животных, таких 
как крупный рогатый скот, свиньи и птицы или из мор-
ских организмов, таких как кожа скатов, акулий хрящ, 
хрящи осетровых рыб и костистые рыбы [8]–[10]. Суль-
фатированные ГАГ из рыбных источников обладают 
важной фармакологической активностью, такой как ан-
тиоксидантное и нейропротекторное действие, противо-
вирусное, антикоагулянтное и антитромботическое, 
противоопухолевое и противовоспалительное, антиком-
плементарное и антиадгезивное [11]–[15]. Наиболее эф-
фективным способом получения ГАГ является экстрак-
ция из предварительно гидролизованного сырья. Качество 
экстрагируемых биополимеров зависит от таких факто-
ров как качество сырья, параметры гидролиза, способ 
фракционирования и очистки гидролизатов.

Цель и задачи исследования
Целью настоящего исследования является обосно-

вание использования ферментных препаратов при ги-
дролизе кожи судака для возможности использования их 
в технологии получения гликозаминогликанов.

Для достижения поставленной цели были сформу-
лированы следующие задачи:

—  проведение гидролиза покровных тканей рыб;
—  обоснование дозировки ферментного препарата 

и времени проведения ферментолиза;
—  выбор наиболее эффективного фермента.

Объекты и методы исследования
Объектом исследования были выбраны покровные 

ткани рыб судака, выловленного в бассейнах Калинин-
градской области. Для проведения ферментативного ги-
дролиза использовали коммерческие ферментные препа-
раты Папаин (изготовленный в лаборатории биотехноло-
гического предприятия компании Novozymes) и Алкала-
за (изготовленные в лаборатории биотехнологического 
предприятия Animox) — далее папаин и алкалаза соот-
ветственно. Эти ферменты активно расщепляют на кол-
лагеновые волокна. Под действием ферментов происходит 
и распад связей коллагена с углеводами. Условия опти-
мального действия ферментов (рН, температура) установ-
лены в инструкции по применению ферментных препа-
ратов и представлены в табл. 1.

Таблица 1
Оптимальные условия действия  
ферментов папаина и алкалазы

Table 1
Optimum conditions for Alcalalse and Papain 

enzymatic activity

Фермент Оптимальное значение 
рН

Оптимальные значения  
температуры, оС

Папаин 5,0–7,2 37–50
Алкалаза 6,5–9,0 45–55

Для определения оптимальных параметров фермен-
тативного гидролиза в качестве сырья использовали по-
кровные ткани рыб судака, выловленного в бассейнах 
Калининградской области. Образцы были получены пос-
ле разделки рыбы на филе. Остатки мышечной ткани 
тщательно зачищались вручную (рис. 1). Образцы дваж-
ды промывали водопроводной водой и измельчали до раз-
меров не более 1,5 см2, затем помещали в герметичные 
полиэтиленовые пакеты и хранили при температуре 
–18 °C до дальнейшего использования.

Для исследования процесса ферментативного гидро-
лиза покровных тканей судака использовались два фер-
ментных препарата: папаин и алкалаза. Согласно лите-
ратурным данным, используемые ферменты обладают 
протеолитической и коллагеназной активностью [16]. 
Применение этих ферментов целесообразно для сырья 
с большим содержанием соединительных тканей. Наи-
большая активность выбранных ферментов при темпе-
ратуре 50 °C и рН 6–7. Естественный рН рыбного сырья 
так же находится в диапазоне нейтральной среды. 
При проведении эксперимента изменяли количество вно-
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симого ферментного препарата и продолжительность 
гидролиза. Использовали пять дозировок ферментных 
препаратов: 0,5; 0,1; 1,5; 2; 2,5 % каждого фермента к мас-
се сырья. Воду к измельченному сырью добавляли в со-
отношении 1:3 (до полного покрытия кожи), подогревали 
до температуры проведения гидролиза вносили фермент-
ный препарат. Продолжительность ферментолиза состав-
ляла до 10 ч (при постоянном перемешивании).

При ферментативном гидролизе белков происходит 
процесс постепенного разрушения структуры тканей 
и накопления промежуточных и конечных продуктов 
распада белка. Накопление небелкового экстрактивного 
азота, в состав которого входят свободные аминокисло-
ты, можно определить методом формольного титрования. 
Прирост продуктов расщепления белка фиксируется сте-
пенью гидролиза (СГ). В ходе проведения ферментолиза 
каждые 30 мин отбирали пробу на определение показа-
теля формольнотитруемого азота (ФТА). Определение 
проводили в соответствие с ГОСТ 7636–85. Данный ме-
тод позволяет по результатам титрования карбоксильных 
групп косвенно определить количество аминогрупп, 
связанных с формалином.

Содержание ФТА в мг на 100 г продукта определяют 
по формуле (1):
	 ФТА=

a K V

m V

⋅ ⋅
⋅
1 4

1

,
, � (1)

где а — количество щелочи, использованной для титрова-
ния, мл; K — поправочный коэффициент для 0,1 раствора 
щелочи; V — объем колбы разведения, мл; V1 — объем 
фильтрата, взятый на титрование; m — масса навески, г.

Степень гидролиза (СГ) белка оценивалась по изме-
нению формольно-титруемого азота в гидролизате после 
определенного времени проведения гидролиза и неги-
дролизованном сырье по формуле (2):

	 СГ=
N N

N N
AA AA

OA AA

�

�
�0

0

100%, � (2)

где, NОА — содержание общего азота, %; NAA0
 — содер-

жание аминного азота в негидролизованном сырье, %; 
NAА — содержание аминного азота в гидролизате после 
гидролиза в течение некоторого периода времени, %.

Результаты исследования
Ферментолиз покровных тканей рыб открывает по-

тенциальные возможности использования вторичных 
отходов для извлечения содержащихся в своем составе 
различных гликозаминогликанов, представленных 
не в свободном виде, а тесно связанные с белком колла-
геном [7, 8].

Процесс гидролиза покровных тканей судака сопро-
вождался смещением значений рН гидролизата в щелоч-
ную сторону (рис. 2), но не выходило за оптимальные 
значения рН фермента, указанные в табл. 1.

Соотношение фермент — субстрат оказывает зна-
чимое влияние на эффективность действия фермен-
тов [17]. Первоначально следует сделать выбор концен-
траций применяемых ферментных препаратов. Дозиров-
ка фермента подбиралась в % к массе сырья. Степень 
эффективности выбранной дозировки оценивали по на-
коплению ФТА (рис. 3).

Из графика, показанного на рис. 3, видно, что наи-
более активный рост ФТА происходит при добавлении 
алкалазы в количестве 2 % к массе сырья. Целесообраз-
но проводить гидролиз в течение 5 ч, поскольку после 
этого времени накопление ФТА в выбранной концентра-
ции фермента не происходит. Косвенно зафиксировать 
поэтапный переход продуктов гидролиза в гидролизат 

Рис. 1. Внешний вид сырья
Fig. 1. Appearance of raw materials

Рис. 2. Динамика изменения рН при гидролизе кожи судака
Fig. 2. Dynamics of рН at pike-perch skin hydrolysis
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позволяет визуальная оценка пробы. Изменение прозрач-
ности раствора наблюдается в промежутке 1,5–2 ч. Об-
разуется однородная серая субстанция, что может быть 
обусловлено отщеплением от клеточного слоя протеина.

Параллельно определению ФТА проводили наблю-
дение за накоплением сухих веществ. Каждые 30 мин 
из системы отбирали пробу на анализ (рис. 4).

Наиболее активный рост сухих веществ, в соответ-
ствии с графиком на рис. 4, наблюдается при использова-
нии для гидролиза фермента алкалазы в количестве 2 % 
к массе сырья. Увеличение ФТА и накопление сухих ве-
ществ находятся в прямо пропорциональной зависимости.

Из графика, показанного на рис. 5, видно, что наи-
более активный рост ФТА происходит при добавлении 
папаина в количестве 1,5 % к массе сырья. Целесообраз-
но проводить гидролиз в течение 4 ч, поскольку после 
этого времени накопление ФТА в выбранной концентра-
ции фермента не происходит. При визуальной оценке 
образцов и продолжительности гидролиза 1–1,5 ч наблю-
далось изменение прозрачности. Появление взвесей по-
зволяет косвенно зафиксировать поэтапный переход 
продуктов гидролиза в гидролизат. По истечении 3 ч 
наблюдалось появление однородной серой субстанции, 
практически полное растворение кожи.

Параллельно определению ФТА проводили наблю-
дение за накоплением сухих веществ. Каждые 30 мин 
из системы отбирали пробу на анализ.

Из графика на рис. 6 видно, что наиболее активный 
и быстрый рост сухих веществ происходил при добавле-
нии при использовании папаина в количестве 1,5 % к мас-
се сырья.

На рис. 7 приведены объединенные данные по оп-
тимальным концентрациям изучаемых ферментов. Вид-
но, что скорость гидродиза при использовании фермента 
папаина при меньшей концентрации (1,5 % относительно 
2 %) насколько выше, чем при использовании алкалазы.

Накопление сухих веществ происходит интенсивнее 
при гидролизе папаином, количество накопленных сухих 
веществ в два раза превосходит количество сухих ве-
ществ, накопленных при использовании фермента алка-
лазы (рис. 8).

Рис. 3. Динамика накопления ФТА при ферментолизе 
алкалазой различной дозировки

Fig. 3. Accumulation of formalin-titratable nitrogen 
at fermentolysis by Alcalase at various dosages

Рис. 4. Динамика накопления сухих веществ при ферментолизе 
алкалазой различной дозировки

Fig. 4. Accumulation of dry matter at fermentolysis 
by Alcalase at various dosages

Рис. 5. Динамика накопления ФТА при ферментолизе 
папаином различной дозировки

Fig. 5. Accumulation of formalin-titratable nitrogen 
at fermentolysis by Papain at various dosages

Рис. 6. Динамика накопления сухих веществ 
при ферментолизе папаином различной дозировки
Fig. 6. Accumulation of dry matter at fermentolysis 

by Papain at various dosages

Таблица 2
Показатели степени гидролиза 

вторичного рыбного сырья

Table 2
Hydrolysis degree of secondary fi sh raw materials

Ферментный 
препарат

Количество 
фермента,

% к массе сырья
Степень 

гидролиза, %

Алкалаза 2,0 55

Папаин 1,5 75
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Сравнение показателей степени гидролиза кож су-
дака при использовании изучаемых ферментных препа-
ратов указаны в табл. 2. Использование папаина в данном 
процесса является целесообразным, так как при меньшем 
расходе ферментного препарата степень гидролиза сырья 
достигает значения в 75 %, относительно использования 
фермента алкалазы в количестве 2 % и полученной сте-
пени гидролиза в 1,4 раза меньше (55 %).

Полученные результаты могут лечь в основу обо-
снования технологических параметров переработки кож 
судака с целью получения функциональных пищевых 
и обогащающих добавок белковой природы с повышен-
ным содержанием ГАГ.

Выводы
В ходе проведенной работы можно сделать вывод, 

что гидролиз с применением ферментного препарата па-
паин (производство Animox, Германия) является более 
эффективным. Максимальное значение степени гидроли-
за кожи судака при его использовании составляет 75 %. 
Данное значение достигается при обработке сырья в те-
чение 3,5 ч при рН 6–7 и температуре 50 ºС. Увеличение 
продолжительности проведения ферментативного воз-
действия на покровные ткани рыб не приводит к повы-
шению степени гидролиза белка. Целесообразно провести 
дальнейшие исследования по изучению характеристик 
полученного гидролизата и его фракционного состава.

Рис. 7. Динамика накопления ФТА 
при ферментолизе папаином и алкалазой
Fig. 7. Accumulation of formalin-titratable 

nitrogen at fermentolysis by Papain and Alcalase

Рис. 8. Динамика накопления сухих веществ 
при ферментолизе папаином и алкалазой

Fig. 8. Accumulation of dry matter at fermentolysis 
by Papain and Alcalase
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