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Определен пептидный состав полученного ферментативного гидролизата сывороточных белков молока, оце- 
нены параметры его острой токсичности, антигенная и сенсибилизирующая активность. Изученный образец по 
физико-химическим, иммунохимическим и органолептическим свойствам соответствует категории частичных гид- 
ролизатов для продуктов функционального назначения. Гидролизованный белковый компонент обладает слабой сен-
сибилизирующей способностью. 
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The peptide composition of obtained enzymatic hydrolysate of whey proteins was determined. Also the parameters  
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Введение. Молоко и пищевые продукты на его основе – богатый источник витаминов и био-
логически активных компонентов. Считается, что молоко – «единственная» пища, обеспечиваю-
щая потребности в питании новорожденного млекопитающего, его безопасное развитие и рост 
на первых этапах жизни [1]. Белковый компонент молока представлен казеиновой и сывороточ-
ной фракциями. Казеины (αS1-, αS2-, β- и κ-форма) – преобладающие фосфопротеины молока 
жвачных животных (80 % от общего белка). Белки молочной сыворотки (20 %) представлены 
β-лактоглобулином, α-лактальбумином, иммуноглобулинами, бычьим сывороточным альбуми-
ном, лактоферрином, лактопероксидазой и другими минорными составляющими. Нативные 
белки молока проявляют иммуномодулирующую, антибактериальную, противовирусную и ан-
тифунгальную активность [2]. При ферментативном гидролизе белков образуются пептиды раз-
личной длины и аминокислоты с низким аллергенным потенциалом, обусловленным расщепле-
нием в белковых макромолекулах областей антигенных детерминант [3]. 

Казеины и белки сыворотки выступают в качестве предшественников биологически актив-
ных пептидов, которые образуются в организме в процессе пищеварения или в результате фер-
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ментативного расщепления при технологической обработке пищевых продуктов [3]. В нутри- 
циологии биологически активные пептиды представляют особый интерес, так как они обладают 
опиоидоподобным, иммуномодулирующим, гипотензивным, противомикробным, противовирус-
ным, антиоксидантным и противоопухолевым действием [2, 4]. Основными контролируемыми 
характеристиками ферментативных гидролизатов являются молекулярно-массовое распределе-
ние пептидной фракции, степень гидролиза субстратов и остаточная антигенность (АГ) – коли-
чество нерасщепленного белка, сохраняющего способность взаимодействовать с антителами [5]. 
Согласно степени гидролиза белков молока, выделяют частичные и глубокие гидролизаты [6, 7]. 
Частичные гидролизаты, применяемые в смесях профилактического назначения, содержат пеп-
тиды различной длины и минимальное количество свободных аминокислот. Глубокие гидроли-
заты, являющиеся компонентом продуктов лечебного питания, представлены короткоцепочеч-
ными пептидами и аминокислотами. При тяжелых случаях пищевой аллергии применяют исклю-
чительно аминокислоты, не обладающие антигенными свойствами. Существенным недостатком 
глубоких гидролизатов и смесей аминокислот является их выраженный горький вкус. Частич-
ные гидролизаты с приемлемыми органолептическими показателями используют в производ-
стве пищевых продуктов детского, лечебного, геродиетического и спортивного питания. В связи 
с все более широким применением гидролизатов, в том числе и полученного нами образца фер-
ментативного гидролизата сывороточных белков молока, актуальным является исследование па-
раметров их острой токсичности и сенсибилизирующей активности. 

Цель работы – установить качественный и количественный состав пептидов полученного ги-
дролизата сывороточных белков молока, определить параметры его острой токсичности, анти-
генную и сенсибилизирующую активность. 

Материалы и методы исследования. Для ферментативного гидролиза применяли концен-
трат сывороточных белков (КСБ) с содержанием белка 80 %, полученный методом ультрафиль-
трации (ТУ BY 100377914.550–2008), а также сериновую протеазу (алкалаза, КФ 3.4.21.62, проте-
аза из Bacillus licheniformis, активность 2,64 Е/г; Sigma, США). Для изготовления опытного об-
разца гидролизата получали 8 %-ный раствор КСБ, проводили тепловую обработку белкового 
субстрата и охлаждали до температуры, оптимальной для гидролиза. В термообработанный рас-
твор КСБ вносили ферментный препарат, гидролиз осуществляли в термостатируемых условиях. 
По окончании протеолиза фермент инактивировали путем нагревания, полученный жидкий ги-
дролизат отправляли на сушку (методика приведена в работе [8]). 

Электрофоретическое разделение белков молока и их ферментативных гидролизатов осу-
ществляли согласно методике, представленной в [9]. ВЭЖХ-анализ продуктов гидролиза прово-
дили на хроматографе Agilent 1100 (Agilent, США) с применением колонки Zorbax 300SB-C8 
(4,6×250 мм, 5 мкм; Agilent, США) в соответствии с методикой, описанной в работе [10]. Прибор 
Bruker Microflex (Bruker, США) использовали для установления молекулярных масс пептидов,  
а также с целью контроля наличия в образцах гидролизата нерасщепленных сывороточных бел-
ков. Уровень остаточной АГ сывороточных белков и их гидролизатов определяли методом кон-
курентного иммуноферментного анализа согласно методике, приведенной в работе [11], содер-
жание α-аминного азота (AN) в образцах гидролизата – методом формолового титрования по 
ГОСТ 13805–76 (п. 3.9), концентрацию общего белка (TN) – методом Кьельдаля по ГОСТ 30648.2–
99. Степень гидролиза рассчитывали как соотношение AN/TN. 

Цель экспериментов на животных заключалась в токсиколого-гигиенической оценке КСБ  
и ферментативного гидролизата сывороточных белков (ФГСБ). Степень их токсичности опреде-
ляли в опытах на белых крысах и мышах. Оценено раздражающее действие КСБ и ФГСБ на сли-
зистые оболочки глаз кроликов. Проведено исследование сенсибилизирующей способности образ-
цов на экспериментальной модели воспроизведения гиперчувствительности замедленного типа 
на белых мышах. Эксперименты выполнены в соответствии с требованиями ТНПА, а также  
с применением новых подходов и адаптацией существующих [12–14]. 

Токсиколого-гигиеническое изучение представленных образцов проведено на лабораторных 
животных: белых мышах, нелинейных самках и самцах белых крыс (исходная масса 180–220 г)  
и кроликах-альбиносах (2500–3000 г), полученных из вивария РУП «НПЦ гигиены». Схема, объем 
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и методы исследований представлены в табл. 1. Условия содержания соответствовали требова-
ниям «Санитарных правил по устройству, оборудованию и содержанию экспериментально-био-
логических клиник (вивариев)» № 1045–73. Рацион животных составлен согласно нормам, ут-
вержденным приказом МЗ СССР от 10 сентября 1983 г. № 11–79. 

Экспериментальные группы формировали методом случайной выборки с учетом массы тела 
в качестве определяющего показателя (разность в массе тела составляла ≤10 %). В ходе проведе-
ния экспериментов ежедневно наблюдали за общим состоянием животных, потреблением ими 
корма и воды. Токсиколого-гигиенические исследования проводили согласно требованиям Ин-
струкции 1.1.11–12–35–2004 [12]. 

Т а б л и ц а  1. Схема и объем токсиколого-гигиенических исследований

Название эксперимента 
и схема его проведения

Вид  
животных

Методы исследований  
(время наблюдения) 

Установление параметров токсичности  
и опасности препаратов при их однократном вну-
трижелудочном введении подопытным животным 

Крысы 
(п = 18)

Учет клинических проявлений интоксикации  
и выживаемости подопытных животных (14 сут) 

Изучение параметров токсичности препаратов 
при их однократном введении в брюшную  
полость животного

Мыши 
(п = 24)

Учет клинических проявлений интоксикации  
и выживаемости подопытных животных (14 сут) 

Оценка местнораздражающих свойств при  
однократном 4-х часовом воздействии препаратов 
в дозе 20 мг/см2 (площадь нанесения – 16 см2)  
на кожу спины животного

Крысы 
(п = 12) 

Наблюдение за клиническими проявлениями  
интоксикации и состоянием кожных покровов (4 ч, 
24 ч, 10 сут). Оценка функционального состояния 
кожи по выраженности эритемы и величине отека 

Изучение влияния препаратов на слизистые  
оболочки и орган зрения; однократное внесение 
20 % препаратов в нижний конъюнктивальный 
свод «опытного» глаза животного 

Кролики 
(п = 6) 

Визуальное наблюдение за состоянием слизистой 
и конъюнктивы глаз (14 сут) 

Построение графиков и математическую обработку результатов исследований осуществляли 
при помощи компьютерной программы Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft Corporation, США). 
Статистическую обработку данных проводили с использованием t-критерия Стьюдента и Х-кри- 
терия Ван-ден-Вардена. 

Результаты и их обсуждение. Проведен анализ физико-химических, иммунохимических  
и органолептических показателей полученного частичного гидролизата (табл. 2). По результатам 
ДСН-электрофореза в образце установлен практически полный протеолиз β-лактоглобулина, 
α-лактальбумина и БСА с образованием пептидной фракции. Согласно данным ВЭЖХ-профилей, 
подтверждено отсутствие в образце нативных сывороточных белков. Степень гидролиза белко-
вого компонента (AN/TN) в гидролизате составляет 15,5 %; количество фракции с mr ≤ 10 кДа 
достигает 98 %, а остаточная АГ снижена до 1,22∙10–3 отн. ед. (табл. 2). В соответствии с литера-
турными источниками остаточная АГ частичных гидролизатов, используемых в смесях профи-
лактического назначения, составляет  ≥10–3 отн. ед., тогда как глубоких гидролизатов, являю-
щихся компонентом продуктов лечебного питания, – 10–6–10–4 отн. ед., что в 104–106 раз меньше, 
чем у нативных белков [15]. Изучение масс-спектров также подтвердило отсутствие высокомоле-
кулярной фракции в полученном гидролизате, среди продуктов протеолиза преобладали пептиды 
с mr < 5 кДа. 

Комплексный анализ иммунохимических, физико-химических и органолептических свойств 
показал соответствие опытного образца гидролизата требованиям, предъявляемым к категории 
частичных гидролизатов сывороточных белков молока, используемых в качестве компонента 
продуктов функционального питания. 

На следующем этапе исследований определены параметры острой токсичности, антигенной 
и сенсибилизирующей активности разработанного гидролизата. 

Оценка параметров острой токсичности (среднесмертельной дозы, ЛД50) КСБ и ФГСБ прове-
дена на белых крысах. Каждая группа животных включала по 6 особей. Для оценки острой вну-
трижелудочной токсичности белым крысам в желудок натощак с помощью иглы-зонда вводили 
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образцы препаратов в виде 20 %-ных (по белку) водных растворов в максимально возможном 
объеме (3,0 мл на 200 г массы тела). Животным контрольных групп вводили воду в эквивалент-
ных количествах. Наблюдение за подопытными животными осуществляли в течение 14 сут по-
сле начала эксперимента. Введение высоких доз препаратов не вызывало у животных атаксии, 
адинамии, клинико-тонических судорог, паралича. После введения максимальной дозы препара-
тов животные не погибали. Установлено, что по параметрам острой внутрижелудочной токсич-
ности КСБ и ФГСБ относятся к малоопасным химическим соединениям (4-й класс опасности 
согласно ГОСТ 12.1.007–76). 

Т а б л и ц а  2. Органолептические, физико-химические и антигенные свойства  
ферментативного гидролизата сывороточных белков (ФГСБ) 

Показатель ФГСБ Значение показателя

Внешний вид и консистенция Желто-кремовый порошок 
Вкус и запах Свойственный молоку запах, слабо горький молочный вкус 
Растворимость Растворим в воде 
Активная кислотность, ед. рН (1 %-ный раствор) 6,7 
Массовая доля общего белка, % 80,0 
Степень гидролиза, % 15,5
Пептидный профиль: 

фрагменты с молекулярной массой >10 кДа, % 2* 
фрагменты с молекулярной массой ≤10 кДа, % 98* 

Нативные сывороточные белки Не обнаружены**

Остаточная антигенность, отн. ед. 1,22∙10–3 

*Данные по результатам фракционирования гидролизата с применением фильтров Amicon Ultra-4 10К (Millipore, 
США) с пропускающей способностью 10 кДа. 

**Данные по результатам ДСН-электрофореза, ВЭЖХ и масс-спектрометрии.

Изучено раздражающее действие КСБ и ФГСБ на слизистые оболочки глаз подопытных жи-
вотных. Инстилляции двух капель 20 %-ных (по белку) растворов КСБ и его гидролизата в ниж-
ний конъюнктивальный свод правого «опытного» глаза кроликов (в левый глаз животных, который 
служил контролем, закапывали в аналогичном объеме дистиллированную воду) сопровождались 
усиленным морганием и слезотечением в течение 10–15 мин, а также слабым раздражением сли-
зистой. Через час после инстилляции раздражение у всех животных полностью исчезало. Следо-
вательно, однократное воздействие изучаемых препаратов в виде 20 %-ных растворов на слизи-
стые оболочки глаз практически не вызывает раздражающего эффекта. 

Исследованы параметры острой токсичности КСБ и ФГСБ при однократном их поступлении 
в брюшную полость белых мышей обоего пола. Для проведения эксперимента были сформиро-
ваны три группы животных, по 8 особей в каждой. Мышам опытных групп вводили препарат  
в максимально возможных дозах ЛД50 (для ФГСБ она составляла 3784 ± 17,0 мг белка/кг, для 
КСБ – 3265 ± 34,3 мг белка/кг), животным контрольной группы – физиологический раствор. Про-
явления интоксикации исчезали к исходу первых суток опыта; общее состояние животных, по-
ведение, потребление корма и внешний вид в последующий период 2-недельного наблюдения 
не отличались от аналогичных показателей у животных контрольной группы. Таким образом, 
среднесмертельные дозы позволяют классифицировать изученные препараты как относительно 
безвредные (> 3000 мг/кг при внутрибрюшинном введении). 

Изучено раздражающее действие при однократном воздействии КСБ и ФГСБ на неповреж-
денные кожные покровы подопытных животных. При однократных аппликациях 20 %-ных 
(по белку) растворов препаратов на выстриженные участки кожи спины белых крыс (по 6 особей 
в группе) в дозе 20 мг/см2 не выявлено видимых признаков интоксикации животных в течение 
4 ч и их гибели на протяжении 10 сут. Раздражения и воспаления кожных покровов на местах 
аппликации не обнаружено. 

Проведено сравнительное исследование сенсибилизирующей способности КСБ и ФГСБ (со-
гласно [12, 13]) на экспериментальной модели воспроизведения гиперчувствительности замед-
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ленного типа (ГЗТ) на белых мышах. Осуществляли однократное внутрикожное введение ми-
крошприцом в основание хвоста белых мышей препарата КСБ (1-я опытная группа) и препарата 
ФГСБ (2-я опытная группа) в дозе по 300 мкг (в расчете на белок) в смеси 1:1 с полным адъюван-
том Фрейнда (ПАФ) в объеме по 0,06 см3 на животное. Животным контрольной группы анало-
гично вводили смесь физиологического раствора и ПАФ. Выявление сенсибилизации по ГЗТ 
осуществляли на 6-е сутки опыта постановкой провокационной пробы – внутрикожного теста 
опухания лапы (ВТОЛ). Опыт заключался во введении в подушечку (под апоневроз) задней кол-
латеральной лапы животных опытных и контрольной групп препаратов в дозе по 400 мкг (при 
объеме 0,04 см3). Учет ВТОЛ проводили по разнице результатов измерения толщины тестиро-
ванной лапы животных обеих опытных и контрольной групп микрометром до и через 24 ч после 
введения на месте провокационной пробы с точностью измерения до 0,01 мм. Абсолютный по-
казатель ВТОЛ у каждого животного выражали в 10–2 мм. Для оценки степени выраженности 
сенсибилизации использовали интегральный показатель ВТОЛ в баллах [14]. 

Для препарата КСБ показана сильная сенсибилизирующая способность (1-й класс аллерген-
ной активности), так как он вызвал индукцию ГЗТ у более 75 % подопытных животных с досто-
верными различиями относительных показателей ВТОЛ в опыте и контроле по Х-критерию 
(p < 0,01) (табл. 3). Слабо выраженная индукция ГЗТ (≤1 балла) установлена у 5 из 12 животных, 
сенсибилизированных ФГСБ. Величина интегрального показателя провокационной пробы пре-
вышала результаты контроля в 5,2 раза, но разница между ними имела статистическую тенден-
цию к возрастанию только по t-критерию (p < 0,1), на основании чего образец гидролизата отне-
сен к препаратам со слабой сенсибилизирующей способностью (4-й класс). 

Т а б л и ц а  3.  Показатели ГЗТ у белых мышей при введении препаратов КСБ и ФГСБ 

Показатель Ед. изм. Контрольная группа (n = 12) Опытная группа (n =12) 

ВТОЛ после внутрикожного тестирования 
КСБ (1-я опытная группа):

абсолютные величины 
10–2 мм 

t-критерий 
6,33 ± 1,41 

– 
18,8 ± 1,96* 

5,15 
относительные величины Н 

Балл 
t-критерий 
Х-критерий

1/12 
0,08 ± 0,08 

– 
– 

12/12 
1,58 ± 0,19*+ 

7,14 
8,43 

ВТОЛ после внутрикожного тестирования 
ФГСБ (2-я опытная группа):

абсолютные величины 
10–2 мм 

t-критерий 
5,75 ± 1,39 

– 
7,67 ± 1,60 

0,91 
относительные величины Н 

Балл 
t-критерий
Х-критерий

1/12 
0,08 ± 0,08 

– 
– 

5/12 
0,42 ± 0,150 

1,96 
3,06 

П р и м е ч а н и е. Достоверность различий по сравнению с контролем по t-критерию (* – p < 0,001; 0 – p < 0,1)  
и Х-критерию (+ – p < 0,05). Данные о количестве особей с положительными результатами и общем количестве жи-
вотных в опыте приведены через косую черту.

Заключение. Опытный образец частичного гидролизата сывороточных белков молока обла-
дает низкой антигенностью, так как не содержит высокомолекулярную белковую фракцию, и 
приемлемыми органолептическими свойствами. 

Установлено, что исследованный белковый компонент соответствует категории частичных 
гидролизатов для продуктов функционального назначения. 

Предложенный нами способ ферментативного расщепления сывороточных белков молока 
обеспечивает изготовление гидролизата со слабой сенсибилизирующей способностью, что обу-
словливает снижение его аллергенной активности по сравнению с таковой у нативных белков 
практически в 4 раза. Полученный частичный гидролизат сывороточных белков коровьего мо-
лока может быть использован в качестве физиологически активного компонента при разработке 
новых специализированных пищевых продуктов, в том числе функционального назначения. 
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