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Снижение проявлений пищевой аллергии при включении специализированных 
пищевых продуктов (СПП) в питание детей и взрослых, страдающих этим забо-
леванием, представляет актуальную задачу. 
Цель работы – получение и характеристика in vitro гидролизатов пищевых 
белков для оценки возможности их использования в составе СПП со сниженной 
потенциальной аллергенностью.
Материал и методы. В работе использованы концентрат белка молочной 
сыворотки (КБМС) и белок куриного яйца (БКЯ), ферменты панкреатин и алка-
лаза. Протеолиз белков проводили в ферментере в течение 3 ч при соотношении 
фермент : субстрат 1:50 (по сухому веществу), при оптимальных для панкре-
атина и алкалазы рН и температуре. Ферменты инактивировали при +75 °С 
и проводили ультрафильтрацию. Растворы концентрировали методом обрат-
ного осмоса и лиофильно высушивали. Методом эксклюзионной жидкостной хро-
матографии высокого давления оценивали молекулярно-массовое распределение 
пептидных фракций. Остаточную антигенность определяли методом непря-
мого твердофазного иммуноферментного анализа и выражали как кратность 
снижения антигенности относительно исходного белка.
Результаты и обсуждение. При протеолизе панкреатином КБМС получен 
гидролизат с кратностью снижения антигенности 2,3×103 относительно исход-
ного КБМС. Снижение антигенности в 4,7×104 раз было достигнуто при протео-

Федеральное государственное бюджетное учреждение науки «Федеральный 

исследовательский центр питания, биотехнологии 

и безопасности пищи», 109240, г. Москва, Российская Федерация

Federal Research Centre of Nutrition, Biotechnology and Food Safety, 109240, Moscow, 

Russian Federation

Enzymatic hydrolysates 

of whey protein and chicken 

egg ppotein: production, 

physical-chemical 

and immunochemical 

characteristics

Zorin S.N., Sidorova Yu.S., Mazo V.K.

Зорин С.Н., Сидорова Ю.С., Мазо В.К.

Ферментативные гидролизаты белков 
молочной сыворотки и куриного яйца: 
получение, физико-химическая 
и иммунохимическая характеристики

Для корреспонденции
Сидорова Юлия Сергеевна – кандидат биологических 

наук, старший научный сотрудник лаборатории пищевых 

биотехнологий и специализированных продуктов 

ФГБУН «ФИЦ питания и биотехнологии»

Адрес: 109240, Российская Федерация, г. Москва, 

Устьинский проезд, д. 2/14

Телефон: (495) 698-53-71

E-mail: sidorovaulia28@mail.ru

https://orcid.org/0000-0002-2168-2659

ЛЕЧЕБНОЕ ПИТАНИЕ 

Финансирование. Работа проведена за счет средств субсидии на выполнение государственного задания.

Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие конфликтов интересов.

Для цитирования: Зорин С.Н., Сидорова Ю.С., Мазо В.К. Ферментативные гидролизаты белков молочной сыворотки и куриного яйца: получе-

ние, физико-химическая и иммунохимическая характеристики // Вопр. питания. 2020. Т. 89, № 1. С. 64–68. doi: 10.24411/0042-8833-2020-10007

Статья поступила в редакцию 11.09.2019. Принята в печать 24.01.2020. 

Funding. The study was carried out under state assignment.

Conflict of interests. Authors declare no conflicts of interests.

For citation: Zorin S.N., Sidorova Yu.S., Mazo V.K. Enzymatic hydrolysates of whey protein and chicken egg ppotein: production, physical-chemical 

and immunochemical characteristics. Voprosy pitaniia [Problems of Nutrition]. 2020; 89 (1): 64–68. doi: 10.24411/0042-8833-2020-10007 (in Russian)

Received 11.09.2019. Accepted 24.01.2020. 



Вопросы питания. Том 89, № 1, 2020     65

В 
последние десятилетия частота пищевой аллергии 

нарастает, что определяет значимость проблемы, 

связанной с возможностями снижения проявлений этого 

заболевания путем включения специализированных 

пищевых продуктов (СПП) со сниженной потенциальной 

аллергенностью в рацион питания детей и взрослых, 

страдающих пищевой непереносимостью (аллергией) 

или предрасположенных к этому заболеванию [1–3].

Анализ научной литературы, патентной информа-

ции и документации зарубежных фирм-изготовителей 

позволяет выделить продукты лечебного назначения, 

т.е. собственно гипоаллергенные продукты, которые 

могут использоваться в качестве единственного ис-

точника питания при вскармливании детей первого 

года жизни, страдающих тяжелыми и средней тяжести 

аллергическими реакциями, и продукты профилактиче-

ского назначения, которые могут потребляться детьми 

с нетяжелыми формами аллергических проявлений, 

а также входящими в группы риска, и в качестве допол-

нительного источника питания при недостатке материн-

ского молока.

В подавляющем большинстве случаев причинно зна-

чимыми аллергенами пищевых продуктов являются 

белки [4, 5]. Способность пищевого белка выступать 

в роли аллергена у генетически предрасположенных 

индивидов зависит от наличия антигенных структур 

лизе КБМС алкалазой. Сочетание ферментолиза КБМС панкреатином или 
алкалазой с последующей ультрафильтрацией позволило снизить содержание 
высокомолекулярных пептидов с массой >8,7 кДа. Кратность снижения анти-
генности по отношению к исходному белку составила при этом соответственно 
1,64×105 и 1,90×105. При повторной ультрафильтрации кратность снижения 
антигенности полученных гидролизатов КБМС с использованием алкалазы или 
панкреатина была соответственно >1,0×106 и >5,0×105. Кратность снижения 
антигенности гидролизата БКЯ, полученного протеолизом алкалазой и ультра-
фильтрацией, по сравнению с исходным БКЯ составила 9,9×104, а при повторной 
ультрафильтрации – >5,0×105.
Заключение. Значительное уменьшение содержания высокомолекулярных пеп-
тидов и снижение антигенности пептидных смесей на основе КБМС и БКЯ до 
значений, позволяющих использовать их в составе гипоаллергенных продуктов, 
достигается при сочетании протеолиза и двукратной ультрафильтрации 
через мембрану УФ10. 
Ключевые слова:  ферментативный гидролизат, белок молочной сыворотки, 

белок куриного яйца, панкреатин, алкалаза, антигенность, 
молекулярно-массовое распределение

Reducing the manifestations of food allergy by the inclusion of specialized foods in the 
nutrition of children and adults suffering from this disease is an important problem.
The aim was to obtain and characterize in vitro food protein hydrolysates to evaluate 
their use in specialized foods with reduced potential allergenicity.
Material and methods. Whey protein concentrate (WPC) and chicken egg protein 
(CEP) and enzymes such as pancreatin and alkalase have been used. Proteolysis of pro-
teins was carried out in an FA-10 fermenter for 3 hours at an enzyme : substrate ratio 
of 1:50 in dry matter, at optimal pH and temperature for pancreatin and alkalase. 
Enzymes were inactivated at +75 °C and fermentolizate was ultrafiltered. The solutions 
were concentrated by reverse osmosis and freeze-dried. The molecular weight distribution 
of the peptide fractions was evaluated by HPLC. Residual antigenicity was determined 
by the method of indirect enzyme-linked immunosorbent assay and expressed as the fold 
of antigenicity reduction relative to the original protein.
Results and discussion. During WPC proteolysis with pancreatin the hydrolyzate was 
obtained with a fold reduction of antigenicity of 2.3×103 relative to the initial WPC. A 
decrease in antigenicity of 4.7×104 times was achieved with proteolysis of WPC by alka-
lase. The combination of WPC fermentolysis with pancreatin or alkalase followed by 
ultrafiltration reduced the content of high molecular weight peptides with a mass more 
than 8.7 kDa. The multiplicity of decrease in antigenicity with respect to the starting pro-
tein was 1.64×105 and 1.90×105, respectively. After repeated ultrafiltration the reduction 
in antigenicity of the obtained WPC alkalase or pancreatin hydrolysate was more than 
1.0×106 and more than 5.0×105, respectively. The decrease in antigenicity of the CEP 
hydrolyzate obtained with proteolysis by alkalase and ultrafiltration compared to the 
initial CEP was 1.0×105 times, and 5.0×105 times when we used repeated ultrafiltration.
Conclusion. A significant decrease in the content of high molecular weight peptides and 
a decrease in the antigenicity of peptide mixtures based on WPC and CEP to the values 
that permit their use in hypoallergenic products is achieved by combining proteolysis and 
double ultrafiltration through a UF10 membrane.
Keywords:  enzymatic hydrolyzate, whey protein, chicken egg protein, pancreatin, 

alkalase, antigenicity, molecular weight distribution
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(эпитопов, аллергенных детерминант), которые могут 

вызвать специфическую активацию Th2-хелперов и вы-

работку IgE-антител [6]. В результате ферментативного 

гидролиза антигенные структуры белка элиминируются, 

однако на практике в ферментативных гидролизатах, 

не подвергнутых дальнейшему фракционированию, 

остаются в заметных количествах нерасщепленные 

антигены. Современные технологии позволяют в зна-

чительной мере преодолеть эти трудности, используя 

в сочетании с ферментативным гидролизом технологии 

мембранной ультрафильтрации и/или нанофильтрации 

[7–9]. В результате удается получить пептидные смеси, 

в которых содержание антигенных структур снижено на 

несколько порядков не только по сравнению с исходным 

белком, но и с его ферментативным гидролизатом. Оче-

видно, что доклиническая оценка потенциальной аллер-

генности СПП должна предшествовать их клиническим 

испытаниям.

Цель данного исследования – получение и характе-

ристика in vitro гидролизатов концентрата сывороточ-

ных белков молока и белка куриного яйца (БКЯ) для 

предварительной оценки их возможного использования 

в составе СПП со сниженной потенциальной аллерген-

ностью.

Материал и методы

В работе в качестве белковых субстратов были ис-

пользованы концентрат белка молочной сыворотки 

(КБМС) «Лакпродан 80» (Arla, Дания; содержание белка 

80%) и БКЯ («Овопол», Польша; содержание белка 90%). 

Перед проведением ферментолиза БКЯ денатуриро-

вали при перемешивании в течение 15 мин при 85 °С.

В качестве ферментов были использованы панкре-

атин (Biosyn, КНР) с протеолитической активностью 

2,39 ПС/мг и алкалаза (Novozymes, Дания) с протеоли-

тической активностью 2,4 ПС/мг (определяли по методу 

Ансона по ГОСТ Р53974-2010 «Ферментные препараты 

для пищевой промышленности. Методы определения 

протеолитической активности»).

Гидролиз проводили в автоклавируемом ферментере 

ФА-10 («Проинтех», Россия). 

Протеолиз панкреатином проводили в течение 3 ч при 

температуре 50±2 °С, соотношении фермент : субстрат 

1:50 (по сухому веществу), поддерживая рН реакцион-

ной смеси в диапазоне 7,4–7,6 добавлением 5,0% смеси 

KOH : NaOH (2:1).

Протеолиз белков алкалазой проводили также в тече-

ние 3 ч при температуре 60±2 °С, соотношении фермент : 

субстрат 1:50 (по сухому веществу), поддерживая рН 

реакционной смеси в диапазоне 7,6–7,8 той же смесью 

щелочных растворов. 

По окончании гидролиза ферменты инактивировали 

при +75 °С в течение 15 мин, после чего проводили уль-

трафильтрацию (одно- или двукратную) на лабораторной 

установке для микро- и ультрафильтрации на базе филь-

тродержателя АСФ-018 («Владисарт», Россия) через 

мембрану УФ10 (со средним значением пор 10 кДа) 

со сбором низкомолекулярной фракции. Полученные 

растворы концентрировали методом обратного ос-

моса на установке с фильтром рулонным мембранным 

УРФ-1812 («Владисарт», Россия) и лиофильно высуши-

вали (ЛС-500, «Проинтех», Россия). В полученных образ-

цах оценивали молекулярно-массовое распределение 

пептидных фракций методом эксклюзионной жидкост-

ной хроматографии высокого давления с использова-

нием колонки «Супероза 12» (1,0×30 см) [10]. 

Остаточную антигенность КБМС и БКЯ в продуктах 

определяли методом непрямого твердофазного имму-

ноферментного анализа с модификациями [11] (4 па-

раллельных определения) и выражали как кратность 

снижения антигенности (КСА) относительно исходного 

белка. 

Результаты и обсуждение

В таблице приведены результаты, характеризующие 

КСА полученных гидролизатов и молекулярно-массовое 

распределение пептидных фракций в их составе.

Протеолиз панкреатином КБМС позволил получить 

практически полностью водорастворимый гидролизат, 

в котором КСА составила 2,3×103 относительно исход-

ного КСБ. Существенно большее снижение антигенно-

сти было достигнуто при протеолизе КБМС алкалазой 

(таблица). Сочетание ферментолиза КБМС панкреати-

ном или алкалазой с последующей ультрафильтрацией 

через УФ10-мембрану (пористостью 10 кДа) позволило 

модифицировать молекулярно-массовое распределе-

ние пептидов в составе полученных гидролизатов, сни-

зив в них содержание высокомолекулярных пептидов 

с массой >8,7 кДа КСА по отношению к исходному белку. 

Высокая эффективность в плане дальнейшего снижения 

антигенных свойств получаемых гидролизатов была до-

стигнута повторной ультрафильтрацией через мембрану 

УФ10. 

Использование панкреатина для получения фермен-

толизата БКЯ оказалось неэффективным вследствие 

образования по завершении реакции протеолиза зна-

чительных количеств осадка и, соответственно, крайне 

низкого выхода растворимой пептидной смеси, пригод-

ной для корректного физико-химического и иммунохи-

мического анализа. 

Исходная антигенность гидролизата БКЯ, полученного 

сочетанием протеолиза алкалазой и ультрафильтрации, 

снизилась по сравнению с исходным БКЯ в 9,9×104 раз, 

а при повторной ультрафильтрации уменьшилась еще 

более чем в 5 раз. 

В ходе первого этапа доклинической оценки in vitro 

потенциальной аллергенности ферментативных бел-

ковых гидролизатов в качестве представляющей наи-

больший интерес их физико-химической характеристики 

используются данные о молекулярно-массовом распре-

делении пептидных фракций в их составе. Считается, 

что короткие пептидные фрагменты не иммуногенны, 
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так как не могут быть представлены антигенпрезен-

тирующими клетками [12]. Однако заключение об от-

сутствии аллергизирующих свойств СПП, содержащих 

низкомолекулярные пептидные смеси, по-видимому, не-

достаточно обоснованно. Нельзя исключить, что корот-

коцепочечные пептиды могут проявлять иммуногенные 

(т.е. потенциально аллергизирующие) свойства, выступая 

в роли гаптенов при связывании с высокомолекуляр-

ными ингредиентами СПП, а также с другими пищевыми 

веществами или эндогенными соединениями в желу-

дочно-кишечном тракте или даже белками крови. Оценка 

снижения исходной антигенности гидролизуемого белка 

в опытах in vitro, количественно характеризующая на-

личие в гидролизате антигенных детерминант ис-

ходного белка (т.е. потенциальных гаптенов), на наш 

взгляд, необходима и должна предшествовать клини-

ческим испытаниям, по результатам которых только 

и можно делать корректное заключение о возможно-

сти использования получаемых гидролизатов (пептид-

ных смесей) в составе гипоаллергенных СПП лечебного 

назначения. 

Заключение

Гидролизаты, используемые для включения в состав 

гипоаллергенных продуктов, характеризуются значи-

тельным содержанием свободных аминокислот и ко-

роткоцепочечных пептидов с КСА на уровне 1,0×106 

относительно исходного пищевого белка. Такое сни-

жение антигенности характерно для смесей на ос-

нове глубокого гидролизата казеина. Полученные 

в нашей работе результаты свидетельствуют, что значи-

тельное уменьшение содержания высокомолекулярных 

пептидов и снижение антигенности пептидных сме-

сей на основе КБМС до значений, позволяющих ис-

пользовать их в составе гипоаллергеных продуктов, 

может быть достигнуто при сочетании протеолиза этого 

белка алкалазой или панкреатином и последующей 

двукратной ультрафильтрации через мембрану УФ10. 

Примененный технологический подход позволяет также 

получать пептидные смеси на основе БКЯ, антиген-

ность которых относительно БКЯ снижена более чем 

в 5,0×105 раз.
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Кратность снижения антигенности и молекулярно-массовое распределение пептидных фракций полученных гидролизатов

The multiplicity of the decrease in antigenicity and molecular weight distribution of the peptide fractions of the obtained hydrolysates

Субстрат 
Substrate

Фермент 
Enzyme

Мембранная 
обработка 
Membrane 
treatment

Содержание фракции (по оптической плотности при 280 нм) 
с диапазоном молекулярных масс, %

Fraction content (by optical density at 280 nm) with a range 
of molecular weights, %

Кратность снижения 
антигенности (относительно 

исходного белка) 
Multiplicity of decrease 

in antigenicity 
(relative to the initial protein)

>8,7 кДа
>8.7 kDa

8,7–2,6 кДа
8.7–2.6 kDa

<2,6 кДа
<2.6 kDa

КБМС 

WPC

Панкреатин

Pancreatin 

Без УФ10

Without UF10

15,9 24,9 59,2 2300±80

УФ10

UF10

5,6 28,3 66,1 164 000±7000

УФ10 + УФ10

UF10 + UF10

1,2 22,3 76,5 >500 000

Алкалаза 

Alkalase

Без УФ10

Without UF10 7,6 61,8 30,6

47 000±12 000

УФ10

UF10 3,7 64,2 32,1

190 000±8000

УФ10 + УФ10

UF10 + UF10 2,6 60,8 36,6

>1 000 000

БКЯ 

CEP

Алкалаза 

Alkalase 

УФ10

UF10 1,8 69,9 28,2

99 000±4000

УФ10 + УФ10

UF10 + UF10 1,7 69,9 28,4

>500 000

П р и м е ч а н и е. КБМС – концентрат белка молочной сыворотки; БКЯ – белок куриного яйца; УФ10 – ультрафильтрация через 
мембрану УФ10 с пористостью 10 кДа; УФ10 + УФ10 – повторная ультрафильтрация через УФ10. 

N o t e. WPC – whey protein concentrate; CEP – chicken egg protein; UF10 – ultrafiltration through the UV10 membrane with a porosity 
of 10 kDa; UF10 + UF10 – repeated ultrafiltration through the UV10 membrane.
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