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А ННОТА Ц И Я
В связи с высокой распространенностью аллергических заболеваний у детей, особенно при переводе на 
искусственное вскармливание в раннем возрасте, актуальным направлением является разработка молоч-
ных и других продуктов питания с пониженной аллергенностью. При этом в России отсутствуют достаточ-
ные объемы производства сырья и ингредиентов для создания отечественной специализированной пище-
вой продукции, включая продукцию, предназначенную для детей. Использование сывороточных белков 
молока в производстве продуктов детского питания имеет преимущество, поскольку белки молочной сы-
воротки обладают достаточно высокой переваримостью и биодоступностью: после приема пищевых про-
дуктов на основе сывороточных белков концентрация аминокислот и пептидов в крови резко возрастает 
уже в течение первого часа. Однако, следует учитывать, что аллергия к белкам коровьего молока являет-
ся наиболее распространенным проявлением пищевой аллергии, особенно часто выявляемым в раннем 
постнатальном возрасте. Технологические подходы к снижению потенциальной аллергенности белкового 
компонента должны занять ведущее место в системе контроля и обеспечения безопасности детской мо-
лочной пищевой продукции. Наиболее эффективным и широко применяемым технологическим подходом 
к снижению потенциальной аллергенности пищевого белка для использования его в составе специализи-
рованных пищевых продуктов для питания лиц, страдающих пищевой аллергией или входящих в группу 
риска, является элиминация его антигенных структур. Она проводится путем ферментативного гидроли-
за, в сочетании с мембранной обработкой получаемого гидролизата. Для получения пептидного модуля 
с заданными физико-химическими параметрами требуется соответствующий выбор исходного белка, ис-
пользование различных ферментов и варьирование такими технологическими параметрами, как уровень 
рН, температура, продолжительность экспозиции, фермент-субстратное соотношение и другие.
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A BST R ACT
Due to the high prevalence of allergic diseases among the children, especially when transiting a child to bottle 
feeding at an early age, the development of dairy and other food products with reduced allergenicity is of high 
relevance and true importance nowadays. Meanwhile Russia still lacks sufficient production of raw materials and 
ingredients to create home-produced specialized food, including designated babies’ and children’s food. The use 
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of whey milk proteins for the production of baby food has its advantage, as whey proteins feature pretty high di-
gestibility and bioavailability: after eating the food based on whey proteins, the concentration of amino acids and 
peptides in the blood increases dramatically already within the first hour. However, it should be kept in mind that 
allergy to cow’s milk proteins is the most common symptom of food allergy, which is particularly often diagnosed 
in early postnatal age. Technological approaches to reduction of the potential allergenicity of the protein com-
ponent shall take a leading place in the system of food control and food safety of children’s dairy products. The 
most efficient and widely used technological approach to reduce the potential allergenicity of food protein is the 
elimination of its antigenic structures, which approach makes it possible to include this protein into the composi-
tion of specialized food, which is intended for the people who suffer from food allergies or for the people exposed 
to the allergy risk. The allergenicity is reduced by means of enzymatic hydrolysis in combination with membrane 
processing of the obtained hydrolyzate. To obtain a peptide module with pre-determined physical and chemical 
parameters, an appropriate selection of initial protein, application of various enzymes, and ranging of techno-
logical parameters like pH, temperature, exposure time, enzyme-substrate ratio and other parameters is required. 

FUNDING: The research was conducted at the Research Institute of Baby Nutrition — a branch of the “Federal Research Center for Nutrition and Bio-
technology” within the framework of ensuring the conditions for performing the work of a grant in the form of a subsidy for: ensuring that Russian 
scientific organizations and (or) educational organizations conduct higher education together with foreign organizations of scientific research as part 
of providing implementation of the program of bilateral and multilateral scientific and technological cooperation, according to the contract between 
the Federal State Budgetary Institution “Federal Research Center for Nutrition and Biotechnology” and the Ministry of Education and Science of Rus-
sia dated October 02, 2022 No. 075–15–2022–1211 on the topic: “Development of a technology for obtaining specialized dairy products with reduced 
allergenicity for baby food based on milk protein hydrolysates”.

1. Введение
Разработка молочных и других пищевых продуктов с по-

ниженной аллергенностью является актуальным направ-
лением пищевой технологии, и  его развитие способствует 
совершенствованию качества и  безопасности продуктов 
питания. К  сожалению, в  настоящее время отечественной 
пищевой промышленностью практически не производят-
ся молочные продукты, предназначенные для питания де-
тей, страдающих аллергией к белкам коровьего молока [1]. 
В  России отсутствуют достаточные объемы производства 
сырья и  ингредиентов для создания отечественной специ-
ализированной пищевой продукции, разработанной в  том 
числе для детского питания. Импортозависимость приво-
дит к  удорожанию детских специализированных пищевых 
продуктов, производимых на территории РФ из привозного 
сырья, в среднем на 30%. Это связано с импортными пош-
линами, которые составляют от 10 до 15%. Такое положение 
в  связи с  санкционными действиями в  отношении России 
может составлять угрозу продовольственной безопасности 
населения нашей страны [2].

Вышеизложенное предопределяет необходимость безот-
лагательного расширения базы отечественного сырья и ин-
гредиентов для производства молочной продукции, широко 
используемой в питании детского населения.

Общее содержание белков в молоке составляет от 2,9 до 
4,0%, где основная часть белков молока представлена казе-
инами (78–85%), содержание сывороточных белков состав-
ляет от 15 до 22%. Использование сывороточных белков мо-
лока для производства продуктов детского питания имеет 
определенное преимущество, поскольку по своему амино-
кислотному составу (содержанию и  соотношению незаме-
нимых аминокислот) они превосходят казеины и  многие 
другие пищевые белки. Белки молочной сыворотки обла-
дают высокой переваримостью и  биодоступностью: после 
приема пищевых продуктов на основе сывороточных бел-
ков концентрация аминокислот и  пептидов в  крови резко 
возрастает уже в течение первого часа [3]. Следует, однако, 
учитывать, что аллергия к белкам коровьего молока являет-
ся наиболее распространенным проявлением пищевой ал-
лергии, особенно часто выявляемым в раннем постнаталь-
ном возрасте [4]. В сывороточной фракции белков коровьего 
молока идентифицировано свыше 30 белковых антигенов, 
которые являются источником антигенной стимуляции 
и  потенциальной аллергизации детского организма. Оче-
видна медико-социальная значимость проблемы, связанной 
с возможностями снижения проявлений этого заболевания 

путем включения в составы специализированных пищевых 
продуктов для питания детей белковых компонентов с по-
ниженной сенсибилизирующей активностью. Технологиче-
ские подходы к  снижению потенциальной аллергенности 
белкового компонента должны занять ведущее место в сис-
теме контроля и обеспечения безопасности детской молоч-
ной пищевой продукции.

Способность пищевого белка вызывать сенсибилиза-
цию генетически предрасположенного к  аллергическим 
проявлениям индивида зависит, во-первых, от наличия 
в  его составе структур (эпитопов, аллергенных детерми-
нант), способных вызвать специфическую активацию 
Th2-хелперов и выработку IgE антител. Во-вторых, пище-
вой белок может проявить свойства аллергена при нару-
шенном защитном барьере желудочно-кишечного тракта 
и  при возможности контакта с  иммунокомпетентными 
клетками организма. Риск проявления пищевым белком 
аллергенных свойств потенциально возрастает при его 
повышенной устойчивости к  протеолизу в  желудочно- 
кишечном тракте [5].

Антигенные структуры белка, распознаваемые имму-
нокомпетентными клетками и антителами, могут быть не-
скольких типов: «последовательные» эпитопы — короткие 
фрагменты пептидной цепи; «петлевые» эпитопы — также 
короткие фрагменты, но жестко стабилизированные ди-
сульфидными мостиками; и  «конформационные» эпито-
пы, образованные стерически сближенными в  нативном 
белке аминокислотными остатками, принадлежащими 
к  удаленным друг от друга участкам аминокислотной по-
следовательности. Короткие фрагменты пищевых белков 
не иммуногенны и,  соответственно, не аллергенны. В  ре-
зультате ферментативного гидролиза первичная структу-
ра белка разрушается, тем не менее протеолиз (даже при 
использовании сложных полиферментных систем) пра-
ктически не идет до конца (образования смеси свободных 
аминокислот). В  результате этого в  ферментативных ги-
дролизатах, не подвергнутых дальнейшему фракциониро-
ванию, остаются некоторые нерасщепленные антигенные 
структуры. Наиболее распространенным и  эффективным 
подходом к  снижению потенциальной аллергенности пи-
щевого белка является элиминация его антигенных струк-
тур путем ферментативного гидролиза с  последующей 
мембранной обработкой полученного гидролизата. Дан-
ный способ позволяет использовать гидролизат составе 
специализированных пищевых продуктов для людей, стра-
дающих пищевой аллергией или находящихся в  группе 
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риска. В  результате удается получать пептидные смеси, 
в  которых содержание  антигенных  структур снижено на 
несколько порядков величины по сравнению с  исходным 
белком и  с  его ферментативным гидролизатом [6–8]. Для 
получения пептидного модуля с заданными физико-хими-
ческими параметрами требуется выбор исходного белка, 
применение ферментов и изменение технологических па-
раметров: уровня рН, температуры, времени экспозиции, 
фермент-субстратного соотношения и  так далее. [9,10]. 
В качестве исходных субстратов для проведения протеоли-
за могут использоваться как инстантные индивидуальные 
белки, так и  их смеси в  виде концентратов или изолятов 
[11,12]. Целевое назначение использования ферментолиза-
та белка для пищевых целей определяет диапазон фермен-
тов, которые могут применяться для производства гидро-
лизатов пищевого белка.

На рынке присутствуют пищевые ферментные препа-
раты из животных, растительных, микробных (бактериаль-
ных и грибковых) источников [13,14]. Ферменты животного 
происхождения, такие как трипсин, химотрипсин, пепсин 
и  эластаза поджелудочной железы могут быть эффектив-
но использованы для получения пищевых белковых фер-
ментолизатов. Специфичность этих ферментов тщательно 
изучена: выявлена определенная корреляция между выс-
вобождением пептидов из белков молока при их перева-
ривании в организме человека и имитацией in vitro пере-
варивания в желудочно-кишечном тракте [15]. Достижение 
приемлемого органолептического вкуса гидролизата яв-
ляется немаловажной технологической задачей, посколь-
ку известно, что по мере деструкции пептидных связей 
в продуктах гидролиза появляется горький вкус. Это может 
быть обусловлено наличием гидрофобных пептидов, моле-
кулярные массы которых находятся в диапазоне 0,36–2,10 
кДа и содержат концевые аминогруппы изолейцина, тиро-
зина, фенилаланина и триптофана [16,17,18]. Для уменьше-
ния горького вкуса предложен ряд методических подходов, 
к числу которых относят хроматографическую очистку на 
гидрофобных сорбентах (например, на активированном 
угле). Кроме этого, удалить горечь из пептидных смесей 
можно более глубоким гидролизом горьких пептидов [19–
20], что, однако, может привести к  снижению биологиче-
ской ценности таких гидролизатов ввиду потери незаме-
нимых аминокислот.

Для устранения горького вкуса гидролизатов белков 
перспективно использование нанофильтрации, позволя-
ющей удалить из продукта соли, свободные аминокислоты 
и значительное количество коротких пептидов, придающих 
гидро лизатам горечь [21].

Цель работы: получение ферментативных гидролизатов 
сывороточных белков коровьего молока и  их ультрафиль-
тратов с  высоким содержанием низкомолекулярных пеп-
тидных фракций.

2. Объекты и методы
Объектом исследования в  качестве белкового субстрата 

служил концентрат сывороточных белков коровьего моло-
ка (содержание белка 80,2%). В  работе были использованы 
2 образца ферментов: трипсин (ферментный препарат, по-
лучаемый из поджелудочной железы свиней, с активностью 
2,31 пе/г (определена по Кунитцу М.)) [22] и протозим (фер-
ментный препарат, получаемый путем направленной фер-
ментации селекционного штамма Bacillus licheniformis с по-
следующей очисткой и концентрированием, с активностью 
50000 ед/г, по методу ФОЛП). За единицу протеолитической 
активности ФОЛП принято такое количество фермента, ко-
торое катализирует гидролиз 1  г казеина при температуре 

40 °C, уровне рН 10,5 и времени гидролиза 1 ч в соответствии 
с ГОСТ 20264.2–88 1.

2.1. Условия гидролиза
Ферментативный гидролиз проводился в  водяной тер-

мостатируемой бане с  постоянным перемешиванием 
и поддержанием рН 1,0 М раствором NaOH. По окончании 
гидролиза полученный продукт инактивировался (75 °C) 
в течение 15 минут, охлаждался до комнатной температуры 
и центрифугировался на центрифуге Beckman J-6B (Beckman 
Coulter, США) при 3500 об/мин в течение 30 минут со сбо-
ром супернатанта. Супернатант в  дальнейшем подвергал-
ся ультрафильтрации в тангенциальном потоке (установка 
для микро- и ультрафильтрации на базе фильтродержателя 
АСФ-018, («Владисарт», Россия)) через мембрану с размером 
пор 10 кД (на основе полиэфирсульфона) со сбором низко-
молекулярной фракции.

Подбор оптимальных условий гидролиза включал опре-
деление влияния на процесс ферментолиза времени реак-
ции, значения рН, соотношения фермент/субстрат (по  су-
хим веществам), температуры.

2.2. Подготовка проб гидролизата КСБ для хроматографии
Образец гидролизата белка объемом 5,0 мл помещают 

в  полиэтиленовую пробирку объемом 2,0 мл, после чего 
проводится центрифугирование на центрифуге IKA G-L (IKA, 
Германия) в течение 15 минут при 15 000 об/мин. Аликвоту 
прозрачной части фильтруют через фильтрующую шприце-
вую насадку с размером пор 0,22 мкм в стеклянный флакон.

2.3. Методика анализа молекулярно-массового распределения
Молекулярно-массовое распределение получаемых ги-

дролизатов оценивали методом эксклюзионной жидкост-
ной хроматографии высокого давления на колонке «Супе-
роза 12» (1,0*30  см) (Amersham, Швеция), предварительно 
откалиброванной по стандартным глобулярным водораст-
воримым белкам известной молекулярной массы.

При проведении исследований был использован хрома-
тограф жидкостной изократический высокого давления со 
спектрофотометрическим проточным детектором УФ 132 
(НПО «ХИМАВТОМАТИКА», Россия) с длиной волны 280 нм. 
Скорость элюирования составляла 0,40 мл/мин, объем 
образца, инжектируемого в колонку, — 100 мкл. В качестве 
элюента использовался 0,2 М раствор NaCl с добавлением 
азида натрия. Хроматограммы делались в  трех репликах 
и  интегрировались весовым методом в  диапазонах моле-
кулярных масс, рассчитанных по калибровочной кривой 
колонки.

Определялся хроматографический профиль анализиру-
емого ферментолизата и выявлялось процентное содержа-
ние белково-пептидного материала в заданных диапазонах 
молекулярных масс относительно всей белковойпептидной 
смеси.

2.4. Статистический анализ
Статистическую обработку полученных результатов про-

водили с  использованием пакета программ SPSS Statistics 
20. Вычисляли среднее значение (М) и стандартную ошибку 
среднего (m). Данные представлены как M ± m. Статистиче-
ские различия между группами оценивали с  использова-
нием критериев Стьюдента и  Манна-Уитни. Критический 
уровень значимости нулевой статистической гипотезы (p) 
принимали равным 0,05.

1 ГОСТ 20264.2–88. Препараты ферментные. Методы определения 
протеолитической активности. Москва: Государственный комитет СССР 
по стандартам, 1988. — 16 с.
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3. Результаты и обсуждение
3.1. Получение и характеристика ферментативных 

гидролизатов КСБ
На Рисунках 1–8 приведены гистограммы, характеризу-

ющие профили молекулярно-массового распределения пеп-
тидных фракций в  составе ферментативных гидролизатов 
КСБ, полученных при различных условиях протеолиза КСБ 
трипсином и  протозимом. В  Таблицах 1–4 приведены ко-
личественные значения процентного соотношения пептид-
ных фракций в составах полученных гидролизатов.

Продолжительность протеолиза белков сыворотки ко-
ровьего молока варьировала от 60 минут до 240 минут 
( Рисунки 1 и  2). Результаты, представленные в  Таблице 1, 
свидетельствуют, что максимальное суммарное содержание 
«низкомолекулярных» пептидных фракций (менее 10кДа) 
в составе гидролизатов было достигнуто при продолжитель-
ности протеолиза КСБ трипсином и протозимом в течение 
2–3 часов. Дальнейшее увеличение продолжительности 
протеолиза не приводило к повышению суммарного содер-
жания «низкомолекулярных» пептидных фракций в составе 
гидролизатов КСБ.

Таблица 1. Влияние продолжительности протеолиза 
на суммарное содержание низкомолекулярных 

пептидных фракций в гидролизатах
Table 1. Effect of duration of proteolysis on the total content of low 

molecular weight peptide fractions in hydrolysates

Продолжитель-
ность протео­

лиза, мин

Суммарное содержание фракций менее 10 кДа (%)
Трипсиновый 

гидролизат
Протозимный 

 гидролизат
60 70,2 ± 7,0 72,4 ± 7,2

120 75,8 ± 7,6 78,8 ± 7,9
180 78,9 ± 7,9 76,4 ± 7,6
240 79,1 ± 7,9 81,5 ± 8,2

Примечание: достоверных различий не выявлено.

Увеличение соотношения протеолитический фермент/
белковый субстрат может обеспечивать более интенсивное 
протекание ферментативной реакции (особенно на началь-
ной стадии протеолиза). Однако при масштабировании про-
цесса для промышленного производства гидролизатов такое 
увеличение расхода фермента достаточно затратно. В нашем 
исследовании были использованы различные фермент-суб-
стратные соотношения трипсин/КСБ (Рисунок 3) и протозим/
КСБ (Рисунок 4). Суммарное содержание низкомолекулярных 

Примечание: 1  — различия достоверны по сравнению с  T = 60 мин, 
(р ≤ 0.05).

Рисунок 1. Зависимость молекулярно­массового 
распределения пептидных фракций в составе 

гидролизата КСБ, полученного с использованием 
трипсина, от времени протеолиза

Figure 1. Dependence of the molecular weight distribution of peptide 
 fractions in the composition of the WPC hydrolyzate, obtained 

with the use of trypsin, on duration of proteolysis

Примечание: 1 — различия достоверны по сравнению с T = 60 мин, 3 — 
различия достоверны по сравнению с Т= 180 мин, (р ≤ 0.05).

Рисунок 2. Зависимость молекулярно­массового 
распределения пептидных фракций в составе 

гидролизата КСБ, полученного с использованием 
протозима, от времени протеолиза

Figure 2. Dependence of the molecular weight distribution of peptide 
fractions in the composition of the WPC hydrolyzate, obtained 

with the use of protozyme, on duration of proteolysis

Рисунок 3. Зависимость молекулярно­массового 
распределения пептидных фракций в составе 

гидролизата КСБ, полученного с использованием 
трипсина, от концентрации фермента

Figure 3. Dependence of the molecular weight distribution of peptide 
ractions in the composition of the WPC hydrolyzate, obtained 

with the use of trypsin, on the enzyme concentration

Примечание: 1 — различия достоверны по сравнению с 2,0% фермента, 
(р ≤ 0.05).

Рисунок 4. Зависимость молекулярно­массового 
распределения пептидных фракций в составе 

гидролизата КСБ, полученного с использованием 
протозима, от концентрации фермента

Figure 4. Dependence of the molecular weight distribution of peptide 
fractions in the composition of the WPC hydrolyzate, obtained 

with the use of protozyme, on the enzyme concentration



228

Semenova E. S. et al.  |  FOOD SYSTEMS  |  Volume 6 № 2  |  2023  |  pp. 224–232

пептидных фракций в  растворимых образцах трипсиновых 
гидролизатов практически не зависело от использованных 
соотношений фермент/субстрат (Таблица 2). Однако при ис-
пользовании 2% и 3,5% растворов протозима эффективность 
протеолиза была крайне низка, что приводило к образованию 
значительного количества нерастворимого осадка и к низко-
му выходу целевого продукта.

Интервалы значений рН реакционной среды варьирова-
ли при гидролизе трипсином от 6,5 до 8,5 (Рисунок 5) и при 
гидролизе протозимом от 7,2 до 8,6 (Рисунок 6). Полученные 
результаты (Таблица 3)  свидетельствовали о  том, что при 
протеолизе КСБ трипсином и  протозимом оптимальные 
значения рН реакционной среды составляли соответствен-
но 7,4–7,6 и 8,4–8,6.

В  интервале использованных температурных режи-
мов (от  37 °C до 58 °C при протеолизе трипсином (Ри-
сунок  7)  и  от  50 °C до 70 °C при протеолизе протозимом 
( Рисунок 8)) оптимальные значения температур растворов 
составили соответственно 50 °C и 60 °C (Таблица 4).

Примечание: 1  — различия достоверны по сравнению с  рН 6,5, 2  — 
различия достоверны по сравнению с рН 7,5, 3 — различия достоверны 
по сравнению с рН 8,5, (р ≤ 0.05)

Рисунок 5. Зависимость молекулярно­массового 
распределения пептидных фракций в составе 

гидролизата КСБ, полученного с использованием 
трипсина, от рН реакционной среды

Figure 5. Dependence of the molecular weight distribution of peptide 
fractions in the composition of the WPC hydrolyzate, obtained 

with the use of trypsin, on the pH of the reaction medium

Примечание: 1 — различия достоверны по сравнению с рН 7,2, (р ≤ 0.05).

Рисунок 6. Зависимость молекулярно­массового 
распределения пептидных фракций в составе 

гидролизата КСБ, полученного с использованием 
протозима, от рН реакционной среды

Figure 6. Dependence of the molecular weight distribution of peptide 
fractions in the composition of the WPC hydrolyzate, obtained 
with the use of protozyme, on the pH of the reaction medium

Примечание: 1  — различия достоверны по сравнению с  t = 37 °C, 
2  — различия достоверны по сравнению с  t = 50 °C, 3  — различия 
достоверны по сравнению с t = 58 °C, (р ≤ 0.05).

Рисунок 7. Зависимость молекулярно­массового 
распределения пептидных фракций в составе 

гидролизата КСБ, полученного с использованием 
трипсина, от температурного режима

Figure 7. Dependence of the molecular weight distribution of peptide 
fractions in the composition of the WPC hydrolyzate, obtained 

with the use of trypsin, on the temperature mode

Таблица 2. Влияние соотношения фермент/субстрат 
на суммарное содержание низкомолекулярных 

пептидных фракций в гидролизатах
Table 2. Effect of the enzyme­to­substrate ratio on the total content 

of low molecular weight peptide fractions in the hydrolysates

Фермент/
КСБКМ (весовое 
соотношение)

Суммарное содержание фракций 
менее 10 кДа (%)

Трипсиновый 
гидролизат

Протозимный 
гидролизат

2,0 81,1 ± 8,1 69,7 ± 7,0

3,5 78,1 ± 7,8 73,2 ± 7,3

5,0 80,9 ± 8,1 76,4 ± 7,6
Примечание: достоверных различия не выявлено.

Таблица 3. Влияние рН реакционной смеси 
на суммарное содержание низкомолекулярных 

пептидных фракций в гидролизатах
Table 3. Effect of the pH of the reaction mixture on the total content 

of low molecular weight peptide fractions in hydrolysates

Суммарное содержание фракций 
менее 10 кДа

рН Трипсиновый 
гидролизат рН Протозимный 

гидролизат

6,5 86,3 ± 8,6 7,2 80,5 ± 8,1

7,5 81,1 ± 8,1 7,9 82,2 ± 8,2

8,5 76,8 ± 7,7 8,5 76,4 ± 7,6
Примечание: достоверных различия не выявлено.

Таблица 4. Влияние температуры реакционной смеси 
на суммарное содержание низкомолекулярных 

пептидных фракций в гидролизатах
Table 4. Effect of temperature of the reaction mixture on the total content 

of low molecular weight peptide fractions in the hydrolysates

Суммарное содержание фракций 
менее 10 кДа

t°C Трипсиновый 
гидролизат t°C Протозимный 

гидролизат

37 76,6 ± 7,7 50 64,2 ± 6,4

50 81,0 ± 8,1 60 76,4 ± 7,6

58 74,1 ± 7,4 70 64,6 ± 6,5
Примечание: достоверных различия не выявлено.
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3.2. Сравнительная характеристика молекулярно-массового 
распределения пептидных фракций  
в составе гидролизатов КСБ и их ультрафильтратов
Показатель, количественно характеризующий суммар-

ное содержание «низкомолекулярных» пептидных фракций 
в составе гидролизатов КСБ (менее 10 кДа), предложен и ис-
пользован в нашем исследовании как условный «критерий 
для оценки потенциальной иммуногенности и  аллергизи-
рующей активности» пептидных модулей, получаемых при 
протеолизе КСБ и/или их последующей ультрафильтрации. 
Короткоцепочечные пептиды и  свободные аминокислоты 
не способны взаимодействовать с  антиген-презентирую-
щими Т-клетками и  индуцировать реакцию дегрануляции 
клеток мишеней [23]. Чтобы привести к сближению в мем-
бране клетки мишени не менее чем двух молекул IgE, ал-
лерген должен быть поливалентным, то есть содержать 
несколько антигенных детерминант (эпитопов). Соответст-
венно, короткоцепочечные фрагменты пищевых белков не 
иммунногенны и потенциально не способны сенсибилизи-
ровать организм [5]. Чем выше содержание низкомолеку-
лярных пептидов (менее 10 кДа) и свободных аминокислот 
в полученных гидролизатах КСБ, тем значительнее снижена 
их иммуногенность и потенциальная аллергенность.

Как уже было отмечено в  разделе «Введение», в  фер-
ментативных гидролизатах, не подвергнутых дальнейшему 
фракционированию, неизбежно остаются высокомолеку-
лярные пептидные фрагменты. В  соответствии с  результа-
тами первого этапа исследований были получены опытные 
партии двух ферментативных гидролизатов. Протеолиз КСБ 
трипсином вели в течение 3 часов при температуре 50 °C, рН 
7,4–7,6, при соотношении трипсин/КСБ, равном 1:50. Про-
должительность протеолиза КСБ протозимом составила так-
же 3 часа, температура — 60 °C, рН — 8,4–8,6, соотношение 
протозим /КСБ равно 1:20

Опытные партии двух гидролизатов КСБ были подверг-
нуты ультрафильтрации. Содержание высокомолекулярных 
пептидных фракций (выше 10 кДа) в составе трипсинового 
гидролизата КСБ (%) и  его ультрафильтрата составило со-
ответственно 10,1% и  2,0%. Аналогичные показатели для 
гидролизата, полученного при использовании протозима 
и  его ультрафильтрата, составили соответственно 16,2% 

и  4,6%. Таким образом, содержание высокомолекулярных 
пептидных фракций при ультрафильтрации снизилось 
в 3,5–5,0 раз.

3.3 Направления будущих исследований
Клиническим исследованиям эффективности специали-

зированной пищевой продукции для профилактики и/или 
диетической коррекции пищевой аллергии должна пред-
шествовать доклиническая экспериментальная оценка по-
тенциальной аллергенности пептидных модулей, вводимых 
в состав этой продукции [24,25]. Результаты нашей работы 
представляют один из этапов такого доклинического иссле-
дования, а  именно количественную оценку молекулярно-
массового распределения пептидных фракций в  составах 
модулей, полученных в результате ферментативного гидро-
лиза КСБ и  последующей ультрафильтрации. Полученные 
результаты могут быть использованы при масштабирова-
нии процесса получения пептидных модулей для вклю-
чения в  качестве ингредиентов в  составы специализиро-
ванных продуктов. Тем не менее авторы работы отмечают, 
что для корректной доклинической оценки безопасности 
и потенциальной эффективности разрабатываемого специ-
ализированного пищевого продукта (с учетом его целевого 
назначения) определения молекулярно- массового распре-
деления пептидных фракций в  его составе недостаточно 
[26]. Короткоцепочечные пептиды, связываясь с высокомо-
лекулярными ингредиентами в составе пищевых продуктов, 
а также с другими пищевыми и  эндогенными веществами 
в  желудочно-кишечном тракте, или, образуя комплексы 
с  сывороточными белками крови, могут проявлять имму-
ногенные свойства, потенциально способные вызвать ал-
лергические реакции [27]. Необходимым дополнительным 
и  высокоинформативным показателем снижения потен-
циальной аллергенности гидролизата является степень 
сохранности антигенных свойств исходного белка (оста-
точная антигенность), определяемая иммунохимическими 
методами. Широко используемые в научных исследованиях 
и в практической работе методы непрямого твердофазного 
иммуноферментного анализа (ИФА) в  различных модифи-
кациях позволяют надежно определять остаточные количе-
ства антигенов белков в составе их ферментативных гидро-
лизатов. Из анализа научных статей о проблемах пищевой 
аллергии следует рекомендация использования низкоан-
тигенных пищевых продуктов в качестве дополнительного 
источника питания для детей, имеющих легкую форму ал-
лергии, а также для тех, кто входит в группу риска и испы-
тывает недостаток материнского молока [24,28,29]. Таким 
образом, ближайшим продолжением проведенных исследо-
ваний должны стать иммунохимические определения анти-
генности получаемых гидролизатов и пептидных модулей.

4. Выводы
Количественно охарактеризовано молекулярно-массо-

вое распределение пептидных фракций гидролизатов КСБ, 
полученных при варьировании условий их протеолиза фер-
ментными препаратами: трипсином и протозимом. Экспе-
риментально обоснованы режимы протеолиза КСБ этими 
ферментными препаратами отечественного производства 
для получения гидролизатов с заданным молекулярно-мас-
совым распределением пептидных фракций в  их составах. 
В лабораторных условиях ультрафильтрацией ферментатив-
ных гидролизатов получены пептидные модули с повышен-
ным содержанием низкомолекулярных пептидных фракций 
(менее 10 кДа).

Примечание: 1 — различия достоверны по сравнению с  t = 50 °C, 2 — 
различия достоверны по сравнению с t = 60 °C, 3 — различия достовер-
ны по сравнению с t = 70 °C, (р ≤ 0.05).

Рисунок 8. Зависимость молекулярно­массового 
распределения пептидных фракций в составе 

гидролизата КСБ, полученного с использованием 
протозима, от температурного режима

Figure 8. Dependence of the molecular weight distribution of peptide 
fractions in the composition of the WPC hydrolyzate, obtained with 

the use of protozyme, on the temperature mode
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