
Вы со ко эф фек тив ные ре сур сос бе ре га ю щие
тех но ло гии в мо лоч ной от рас ли свя за ны преж де
все го с пе ре ра бот кой вто рич но го сырь е во го ре сур -
са — мо лоч ной сы во рот ки, объ е мы ко то рой еже -
год но рас тут. Са мый цен ный ее ком по нент — сы -
во ро точ ные бел ки, со дер жа щие все не за ме ни мые
ами но кис ло ты, ко то рые ис поль зу ют ся ор га низ мом 
для струк тур но го об ме на, обес пе чи ва ют син тез
бел ков пе че ни, об ра зо ва ние ге мог ло би на и плаз -
мы кро ви. На и бо лее вы со кой би о ло ги чес кой цен -
нос тью ха рак те ри зу ют ся -лактоглобулин и - лак -
то аль бу мин, доля ко то рых сос тав ля ет 7080 %
от со дер жа ния сы во ро точ ных бел ков [1]. Их ами -
но кис лот ный сос тав бли зок к сос та ву бел ков мы -
шеч ной тка ни че ло ве ка. По со дер жа нию не за ме ни -
мых ами но кис лот (ли зи на, трип то фа на, ме ти о ни -
на, тре о ни на) и ами но кис лот с раз вет в лен ной

цепью (ва ли на, лей ци на и изо лей ци на) они пре вос -
хо дят все бел ки жи вот но го и рас ти тель но го про ис -
хож де ния [2].

Сдер жи ва ю щим фак то ром в при ме не нии
сы во ро точ ных бел ков в пи ще вых тех но ло ги ях яв -
ля ет ся их ал лер ген ность. По дан ным Меж ду на род -
но го со ю за им му но ло ги чес ко го об щес т ва, к из вес -
т ным пи ще вым ал лер ге нам в мо лоч ных про дук -
тах от но сят ся ка зе и ны, им му ног ло бу ли ны, -лак -
тоглобулины, - лак то аль бу ми ны и бы чий сы во ро -
точ ный аль бу мин [3]. Сог лас но ба зам дан ных
IUIS, BiPep, AllergenOnline и AllerMatch, на и бо лее
ал лер ген ная фрак ция сы во рот ки  -лак то гло -
булин [4].

Ос нов ной фун к ци ей им мун ной сис те мы че -
ло ве ка и жи вот ных яв ля ет ся рас поз на ва ние ан ти -
ге нов по прин ци пу «свой  чу жой». Это про ис хо -
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Би о  кон в ер сия мо лоч ных бел ко в 
для  сни же ния  ос та  т оч ной  ан ти  ген но с ти

В ра бо те изу че на воз мож ность сни же ния ос та точ ной ан ти ген нос ти -лак то г ло бу ли -
на — ос нов но го бел ка мо лоч ной сы во рот ки — пу тем его гид ро ли за с при ме не ни ем
раз лич ных сис тем пи ще ва ри тель ных про те аз. По ре зуль та там про ве ден ных ис с ле -
до ва ний по доб ра на смесь фер мен т ных пре па ра тов (Flavorpro F766 MDP (3%) + Pro -
mod P439L (1,5%)), обес пе чи ва ю щая на и бо лее эф фек тив ный гид ро лиз -лак то г ло бу -
ли на в уль тра филь т ра ци он ном кон цен т ра те под сыр ной сы во рот ки, тем са мым сни -
жая ее ал лер ген ность, по дан ным, по лу чен ным in silico, бо лее чем на 66%.

Клю че вые сло ва: ал лер ген ность -лактоглобулина, ос та точ ная ан ти ген ность, фер мен та тив ный гид ро лиз бел ков мо лоч -
ной сы во рот ки.

                                 
По но ма ре ва Неля Ва ле рь ев на, Ме ль ни ко ва Еле на Ива нов на, Бог да но ва Ека те ри на Вик то ров на.

Спи сок  со кра ще ний: а.о. — ами но кис лот ный оста ток; ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; УФ — уль т ра -
фи ль тра ци он ный.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



дит за счет ак тив нос ти рас т во ри мых и фик си ро -
ван ных на по вер х нос ти кле ток мо ле кул им му но -
г ло бу ли нов и мо ле кул Т-кле точ ных ре цеп то ров.
Им му ног ло бу ли нам для вза и мо дей с т вия с пи ще -
вы ми ан ти ге на ми не тре бу ет ся до пол ни тель ный
про цес синг. Кро ме того, им му ног ло бу ли ны свя зы -
ва ют ся как с ли ней ны ми, так и с кон фор ма ци он ны -
ми ан ти ген ны ми де тер ми нан та ми, что оп ре де ля ет 
от сут с т вие стро гих ог ра ни че ний по раз ме ру
В-кле точ ных эпи то пов. При свя зы ва нии с Т-кле -
точ ны ми ре цеп то ра ми ан ти ген под вер га ет ся про -
цес син гу, в ре зуль та те ко то ро го на по вер х нос ти
об ра зу ет ся ком п лекс гис то сов мес ти мос ти 2-го
типа [5]. Это нак ла ды ва ет ог ра ни че ния на раз мер
Т-кле точ ных эпи то пов (10  20 а.о.), а так же оп ре -
де ля ет их ис к лю чи тель но ли ней ных ха рак тер. Та -
ким об ра зом, по тен ци аль ны ми ал лер ген ны ми мо -
гут быть пеп ти ды раз ме ром не ме нее 5 а.о.

Су щес т ву ю щие тех но ло гии умень ше ния ал -
лер ген нос ти мо лоч ных бел ков пре дус мат ри ва ют
их би о кон вер сию, ко то рая поз во ля ет до бить ся
сни же ния ко ли чес т ва или пол но го удале ния ан ти -
ген ных де тер ми нант из их струк ту ры [6]. Из вес т -
ны ис с ле до ва ния по при ме не нию раз лич ных пи -
ще вых про те аз для сни же ния ал лер ген нос ти мо -
лоч ных про дук тов [7,8]. Од на ко они были в ос нов -
ном пос вя ще ны гид ро ли зу круп ных фрак ций бел -
ков мо ло ка фер мен та ми ши ро кой спе ци фич нос ти.
В нас то я щей ра бо те объ ек том об ра бот ки слу жил
УФ - кон цен т рат под сыр ной сы во рот ки, а гид ро лиз 
осу щес т в ля ли с ис поль зо ва ни ем фер мен т ных пре -
па ра тов, спе ци фич ных к сы во ро точ ным бел кам ко -
ровь е го мо ло ка.

Целью дан ной ра бо ты были изу че ние воз -
мож нос ти сни же ния ос та точ ной ан ти ген нос ти
-лактоглобулина за счет его би о кон вер сии с при -
ме не ни ем раз лич ных сис тем пи ще ва ри тель ных
про те аз (КФ 3.4.21).

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

При вы бо ре фер мен т ной сис те мы для би о -
кон вер сии -лактоглобулина в ка чес т ве мо дель но -
го сырья ис поль зо ва ли уль тра филь т ра ци он ный
(УФ) кон цен т рат бел ков под сыр ной сы во рот ки с
мас со вой до лей бел ка 3,0 %. рН УФ - кон цен т ра та
(100 см3) нор ма ли зо ва ли до 6,7 5 М гид рок си дом
нат рия. Гид ро лиз осу щес т в ля ли в те че ние 6 ч в
виб ра ци он ном ин ку ба то ре при  50° и час то те вра -
ще ния 175 об/мин. Ха рак те рис ти ка ис с ле до ван -
ных фер мен т ных пре па ра тов при ве де на в табл. 1.

Вы бор фер мен т ных пре па ра тов обус лов лен
вы со ким со дер жа ни ем в них эк зоп ро те аз, ис поль -
зу ю щих в ка чес т ве суб с т ра та -лактоглобулин мо -
лоч ной сы во рот ки. Их кон цен т ра цию по от но ше -
нию к со дер жа нию бел ка в суб с т ра те под би ра ли с
уче том ди а па зо на, ре ко мен до ван но го про из во ди -
те лем [9].

По лу чен ные гид ро ли за ты про а на ли зи ро ва -
ны на со дер жа ние в сме си -лактоглобулина в раз -
лич ные пе ри о ды ин ку ба ции (че рез 2, 4 и 6 ч) ме то -
дом эк с клю зи он ной хро ма тог ра фии в сис те ме
ВЭЖХ. Пе ред эк с пе ри мен том об раз цы раз во ди ли
до кон цен т ра ции су хих ве ществ 1 мг/см3. Хро ма -
тог ра фию про во ди ли с при ме не ни ем ко лон ки
TSKgel G2000SWXL (Tosoh Bioscience, Япо ния).
Пред ва ри тель но ко лон ку ка либ ро ва ли по вре ме ни 
удер жи ва ния стан дар т ных гло бу ляр ных во до рас -
т во ри мых бел ков из вес т ной мо ле ку ляр ной мас -
сы. В ка чес т ве элю ен та при ме ня ли 0,2 М рас т вор
хло ри да нат рия, ско рость элю ции сос тав ля ла
0,2 см3/мин. Об щее вре мя ана ли за для каж до го об -
раз ца было рав но 35 мин.

Сте пень гид ро ли за -лактоглобулина в мо -
дель ных сис те мах оп ре де ля ли как от но ше ние сум -
мар ной пло ща ди пика -лактоглобулина в гид ро -
ли за те к сум мар ной пло ща ди пика -лак то г ло бу ли -
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Та б ли  ца  1

Ха рак те ри сти ка фер мен т ных пре па ра тов

Пре па рат
(By o ca ta lysts, Ве ли коб ри та ния) Про ис хож де ние Тем пе ра ту ра

ка та ли ти че ской ак тив но сти, °С

Promod P523MDP Bacillus thermoproteolytics 4560

Flavorpro F750MDP Aspergillus spp. 4555

Promod P439L Bacillus licheniformis 4560

Flavorpro F766MDP Сме шан ная куль ту ра 4555



на в кон т роль ном об раз це УФ - кон цен т ра та под -
сыр ной сы во рот ки.

Для про ве де ния би о ин фор ма ци он ных in si -
lico ис с ле до ва ний ос та точ ной ан ти ген нос ти про -
дук тов гид ро ли за -лактоглобулина во всех об раз -
цах соз да на ими та ци он ная мо дель, ре а ли зо ван ная 
на плат фор ме Java 9. Ана лиз ба зи ро вал ся на со пос -
тав ле нии пос ле до ва тель нос тей пеп ти дов, об ра зу -
ю щих ся при вза и мо дей с т вии ал лер ге нов с раз лич -
ны ми про те а за ми, и дан ных их эпи топ но го кар ти -
ро ва ния, по лу чен ных ме то дом неп ря мо го кон ку -
рен т но го им му но фер мен та тив но го ана ли за [10].
Если про тя жен ность сов па де ния пос ле до ва тель -
нос тей пеп ти да и эпи то па сос тав ля ла ме нее 5 а.о.,
дан ный пеп тид от но сил ся к по тен ци аль но не ал -
лер ген ным, пос коль ку ко рот кие оли го пеп ти ды
(24 а.о.) те ря ют спо соб ность спе ци фи чес ки свя -
зы вать ся с им му ног ло бу ли на ми и Т-кле точ ны ми
ре цеп то ра ми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Мак си маль ная сте пень гид ро ли за -лакто -
гло булина дос ти га лась при ис поль зо ва нии сме си
фер мен т ных пре па ра тов, сос то я щей из F766MDP
(3%) и P439L (1,5%) (см. табл. 1), в те че ние 6 ч (рН 
= 6,7; 50°) (рис. 1). Пос ле ука зан но го вре ме ни про -
цесс гид ро ли за за мед ля ет ся и в гид ро ли за те на кап -

ли вают ся ме зо филь но аэроб ные и фа куль та тив но
ана э роб ные мик ро ор га низ мы, сни жа ю щие срок
год нос ти про дук та. По э то му мы ог ра ни чи лись
про ве де ни ем гид ро ли за в те че ние 6 ч.

В про цес се фер мен та тив но го гид ро ли за про -
ис хо дит выс во бож де ние пеп ти дов и сво бод ных
ами но кис лот (рис. 2), ко то рые из ме ня ют вку со -
вые ха рак те рис ти ки по лу ча е мо го про дук та. Ос -
нов ная тех но ло ги чес кая проб ле ма в этом слу чае
 воз ник но ве ние у бел ко вых гид ро ли за тов горь -
ко го прив ку са или пос лев ку сия. При раз ра бот ке
ус ло вий би о кон вер сии -лактоглобулина од ним
из па ра мет ров оп ти ми за ции яв ля ет ся со дер жа ние
сво бод ных ами но кис лот, ко то рое не об хо ди мо ми -
ни ми зи ро вать. По ми мо от ри ца тель но го вли я ния
на ор га но леп ти чес кие свой с т ва вы со кое со дер жа -
ние ами но кис лот при во дит к уве ли че нию ос мо -
тич нос ти гид ро ли за тов и сни же нию их би о ло ги -
чес кой цен нос ти, пос коль ку ско рость вса сы ва ния
сво бод ных ами но кис лот в тон ком ки шеч ни ке че -
ло ве ка су щес т вен но ниже по срав не нию с оли го -
пеп ти да ми [11].

На и мень шее ко ли чес т во ос тав ших ся не рас -
щеп лен ны ми эпи то пов -лактоглобулина, по дан -
ным ана ли за in silico, наб лю да ет ся при ис поль зо ва -
нии фер мен т но го пре па ра та F750MDP (табл. 2),
од на ко по лу чен ный гид ро ли зат име ет очень вы со -
кое со дер жа ние сво бод ных ами но кис лот. Сле до ва -
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 ПО НО МА РЕ ВА и др.

Рис. 1. Ди на ми ка гид ро ли за -лактоглобулина с при ме не ни ем раз лич ных про те аз ных сис тем (про дол жи тель ность 6 ч;
рН = 6,7; t = 50°)



тель но, бо лее пер с пек тив но при ме не ние фер мен т -
ных пре па ра тов F766MDP и P439L.

Пос ле инак ти ва ции фер мен т ных пре па ра -
тов при тем пе ра ту ре 85° в те че ние 5 мин ми ни -
маль ное ко ли чес т во бел ко во го осад ка об ра зо вы ва -
лось при при ме не нии про те аз F766MDP и P439L,
(дан ные не при ве де ны), что яв ля лось до пол ни -

тель ным сви де тель с т вом бо лее пол но го гид ро ли -
за, осу щес т в ля е мо го эти ми фер мен та ми.

Вы пол нен ные эк с пе ри мен ты поз во ля ют зак -
лю чить, что смесь фер мен т ных пре па ра тов, со дер -
жа щая 3 % F766MDP и 1,5 % P439L, яв ля ет ся про -
те аз ной сис те мой, осу щес т в ля ю щей на и бо лее ак -
тив ный гид ро лиз -лактоглобулина и тем са мым
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Рис. 2. Эк с клю зи он ная ВЭЖХ ис с ле до ван ных об раз цов: а — без при ме не ния фер мен т ных сис тем; б — с ис поль зо ва ни -
ем сме си 3 % F766MDP и 1,5 % P439L (про дол жи тель ность 6 ч; рН = 6,7; t = 50 °)

Та б ли  ца  2

Ана лиз in si li co оста точ ной ан ти ген но сти про дук тов гид ро ли за -лак тог ло бу ли на 
раз лич ны ми про те а за ми

Bos ta u rus
(ал лер ген
ко ро вь е го
мо ло ка)

Ис ход ный
УФ-кон цен т рат

Ко ли че ст во остав ших ся эпи то пов/чис ло об ра зо вав ших ся
сво бод ных ами но кис лот ных остат ков

Фрак ции, об ра бо тан ные фер мен т ным пре па ра том

P523L F766MDP P439L F750MDP

-Лактоглобулин 25/11 13/30 11/17 11/17 1/36



обес пе чи ва ю щей сни же ние его ал лер ген нос ти, что
обус ло в ли ва ет его пос ле ду ю щее при ме не ние в
тех но ло гии фун к ци о наль ных мо лоч ных про дук -
тов. Пред ла га е мый ме тод гид ро ли за поз волит по -
лу чать про дукт для ис поль зо ва ния в про из вод с т ве 
кис ло мо лоч ных на пит ков, в ко то рых горь кий прив -
кус гид ро ли за та ни ве ли ру ет ся в сме си с дру ги ми
ком по нен та ми. 

Ис поль зо ван ная мо дель для ре ше ния за дач
ис с ле до ва ния была оце не на по це ле вым свой с т -
вам: адек ват нос ти (кри те рий Фи ше ра), ус той чи -
вос ти (кри те рий Уил кок со на) и чув с т ви тель нос ти
(ка либ ров ка по ре зуль та там неп ря мо го кон ку рен т -
но го им му но фер мен т но го ана ли за). Ста тис ти чес -
кая зна чи мость (дос то вер ность) по лу чен ных ре -
зуль та тов сос та ви ла  8%.

Ра бо та осу щес т в ля лась при фи нан со вой
под дер ж ке Ми нис тер с т ва об ра зо ва ния и на у ки РФ
в рам ках фе де раль ной це ле вой прог рам мы «Ис с ле -
до ва ния и раз ра бот ки по при о ри тет ным нап рав ле -
ни ям раз ви тия на уч но- тех но ло ги чес ко го ком п лек -
са Рос сии на 2007—2013 годы», го су дар с т вен -
ный кон т ракт № 14.512.11.0037.

По лу че но 25.12.14
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The Vo ro nezh Sta te Uni ver si ty for En gi ne e ring Tec h no lo gi es,
394036, Vo ro nezh Rus sia
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Bi o co n ver  si  on of Milk Pro te  ins in or -
der to Re du  ce  Re si  du al  An t i ge ni  c i  ty

The po ssi bi li ty of re du cing the re si du al an ti ge ni ci ty of
whey -lac tog lo bu lin, the main milk pro te in, using va rio us mix -
tu res of food pro te a ses has been stu di ed. A mix tu re of en zy me
pre pa ra ti ons that pro vi des to most ef fec ti ve hyd ro ly sis of -lac to -
g lo bu lin in whey ul t ra fil t ra ti on con cen t ra te was se lec ted (Fla vor -
p ro F766 MDP (3%) + Pro mod P439L (1,5%)). This sys tem, as
was shown by the in si li co ana ly sis, was also the most ef fi ci ent in
the dec re a se (by more than 66%) in the -lac tog lo bu lin al ler ge ni -
ci ty.

Key words: en zy ma tic hyd ro ly sis of whey pro te ins,
-lac tog lo bu lin al ler ge ni ci ty, re si du al an ti ge ni ci ty.
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