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АНАЛИЗ СОВРЕМЕННЫХ МЕТОДОВ ФРАКЦИОНИРОВАНИЯ 
БЕЛКОВ МОЛОЧНОГО СЫРЬЯ

В статье рассмотрены методы фракционирования различных видов молочных белков: хрома-
тография (ионообменная, аффинная и гидрофобная хроматография), мембранные методы и комбини-
рованные методы. В последнее время были внедрены новые перспективные методы, такие как водное 
двухфазное разделение (ATPS) и магнитная ловушка. В этой статье рассматривается использование 
этих методов вместе с оценкой их эффективности в отношении выхода и чистоты основных белков. 
Также рассмотрены перспективные методы разделения казеинов в связи с растущим интересом к очи-
щенным фракциям казеина и их пептидов.
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ANALYSIS OF MODERN METHODS OF MILK PROTEIN FRACTIONATION
The methods of milk protein fractionation are analised: chromatography (ion exchange, affinity and 

hydrophobic chromatography), membrane methods and combined methods. The new prospective methods have 
been discribed, such as aqueous two-phase separation (ATPS) and magnetic fishing. The combination of the 
methods together have been estimated from a perspective of their effectiveness: yield and purity of the major 
proteins. The prospective methods of casein separation are also considered in considering with the growing 
interest in the high purified fractions of casein and its peptides.
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Введение / Introduction. Молоко – это жидкость, вырабатываемая молочными железами самок 
всех млекопитающих, в первую очередь для удовлетворения потребностей в питании новорожден-
ных. Секретируемое молоко чрезвычайно разнообразно по составу и содержит набор уникальных 
белков: αs-, β- и κ-казеины, β-лактоглобулин, α-лактальбумин [1].

Казеины молока – это фосфопротеиды, которые осаждаются из сырого молока путем подкис-
ления до рН 4,6 при 20 °C [2]. Идентифицировано четыре генных типа казеина: αs1-казеин (αs1-CN) 
[3, 4], αs2-казеин (αs2-CN) [5], β-казеин (β-CN) [6] и κ-казеин (κ-CN) [7]. Стандартные концентрации 
αs1-CN, αs2-CN, β-CN и κ-CN в коровьем молоке составляют 12–15, 3–4, 9–11 и 2–4 г*л-1 соответствен-
но, а казеины составляют приблизительно 75–80 % от общего количества молочного белка.

Около 20 % общего белка молока крупного рогатого скота остаются растворимыми при рН 
4,6 и обычно называются сывороточными белками, или неказеиновым азотом; сыворотка содержит 
некоторые фосфопептиды, полученные из казеинов (то есть протеозо-пептоны). Фракция этих белков 
характеризуются:

•  растворимостью при рН 4,6;
•  растворимостью в насыщенном растворе поваренной соли NaCl;
•  растворимостью после коагуляции казеинов, вызванной реннином;
•  отделяемостью от мицелл казеина путем гелеобразования или микрофильтрации;
•  не осаждается ультрацентрифугированием с добавлением или без добавления Ca2+.
Еще с 1950-х годов были разработаны многочисленные методы очистки и фракционирования 

молочных белков [8]. Некоторые из ранних методов оказались непрактичными и применяются только 
в лабораторных целях: высаливание, осаждение, основанное на селективной растворимости в при-
сутствии растворителей и кислотно-тепловом разделении, которое использует различия термической 
стабильности в кислых условиях. 



28

Вестник Северо-Кавказского федерального университета. 2018. № 2 (65)

Технически процесс должен был быть простым, быстрым, не денатурирующим белки, и гаран-
тировать высокий выход и качество продукта. Ни одна из приведенных выше процедур не способ-
ствовала широкому развитию фракционирования белков молока. 

Обзор и анализ литературных источников / Review and analysis of literary sources. Молоч-
ная сыворотка содержит смесь белков с важными питательными и биологическими свойствами. Для 
их извлечения используются три основных метода: хроматографический (например, ионообменная 
и гидрофобная адсорбция), мембранный (баромембранные и электромембранные) и комбинирован-
ный. В последнее время были внедрены новые перспективные методы, такие как водное двухфазное 
разделение (ATPS) и магнитная ловушка [8].

Методы аффинной хроматографии [9] предполагают использование иммобилизованного гек-
сапептида для адсорбции белка. Авторы [10] использовали трансретинальный иммобилизованный на 
биосиликате кальция для отделения β-лактоглобулина из сладкой сыворотки. Использование аффин-
ной хроматографии с гепарином позволяет извлечь мелкие белки из изолятов сывороточного белка 
[11]. Результаты показали, что этот метод может быть использован для концентрирования второсте-
пенных катионных белков, таких как лактоферрин и другие факторы роста.

Ионообменная хроматография широко используется для повышения степени чистоты сыворо-
точных белков, получаемых в промышленности.

История использования анионообменной хроматографии начинается с разделения β-лактогло-
булина на полиэтилен-иминовой-силикатной колонке с анионной заменой и использованием линей-
ного градиентного элюирования фосфатом калия (0,025–0,50 М) при рН 6,8 [12]. Еще [13] изучали 
влияние сжатия на масштабирование производственного процесса ионного обмена в упакованном 
слое для производства экстракта фактора роста из сыворотки с использованием лактопероксидазы и 
лактоферрина в качестве модельных веществ. Авторы [14] показали, что изоляцию альфа-лактальбу-
мина и бета-лактоглобулина из белков сладкой сыворотки можно проводить с использованием псев-
доожиженного ионообменного хроматографического процесса. Они объединили оба компонента в 
качестве одного объекта в модели пористо-диффузионной адсорбции, а также в последующей модели 
с кинетическим элюированием. Фогт и Фрейтаг [15] исследовали пригодность смешения анионоо-
бменных и гидроксиапатитовых для обработки молочной сыворотки [16]. Лан и др. использовали 
твердо-жидкостную циркулирующую систему ионообменной смолы псевдоожиженного слоя для не-
прерывной регенерации белка из подсырной сыворотки. 

Меньше работ было сделано на основе катионообменной хроматографии сывороточных бел-
ков. Основным направлением использования катионнообменной хроматографии является фракцио-
нирование IgG, лактоферрина и лактопероксидазы [17, 18, 19]. Комбинирование катионобменной и 
анионнобменной хроматографии позволяет выделять одновременно α-лактоальбумин, β-лактоглобу-
лин, иммуноглобулины класса G и бычий сывороточный альбумин [20].

Мембранные методы, используемые для разделения сывороточных белков, подразделяются на 
три основные категории: микрофильтрация, ультрафильтрация и диафильтрация. 

Авторы [21] изучили использование двухступенчатой тангенциальной системы фильтрации для 
очистки α-лактоальбумина и β-лактоглобулина из изолята сывороточного белка. Разделение достига-
лось через мембраны 100 и 30 кДа последовательно. α-лактоальбумин получали с выходом 90 %, но 
восстановление β-лактоглобулина было более сложным. Исследовали потенциал мембранной ультра-
фильтрации для фракционирования осветленной сыворотки [22]. В непрерывном режиме диафиль-
трации использовалась керамическая мембрана с отсечкой 300 кДа. Наивысший выход пермеата для 
α-лактоальбумина и β-лактоглобулина был получен при рН 9 и составлял соответственно 56 и 33 %,  
тогда как иммуноглобулины класса G, бычий сывороточный альбумин и лактоферрин в основном 
сохранялись при рабочих значениях рН. Авторы [23] исследовали разделение α-лактоальбумина с 
использованием различных режимов ультрафильтрации. Они разработали модельные уравнения для 



29

Вестник Северо-Кавказского федерального университета. 2018. № 2 (65)

непрерывной, прерывистой концентрации или режима диафильтрации (одиночные или комбиниро-
ванные). Они показали, что непрерывная концентрация до высокого уровня восстановления или ком-
бинированная непрерывная концентрация-диафильтрация помогли получить фракцию с повышенной 
степенью чистоты и удовлетворительным выходом α-лактоальбумина до 90 %. 

Электроразделение включает электродиализ и электроацидификацию. Последнее представля-
ет собой недавнюю технологию, которая обеспечивает связанный эффект деминерализации и подкис-
ления с использованием свойств биполярных мембран для диссоциации молекул воды на их грани-
цах, а затем катионообменных мембран для деминерализации путем миграции низкомолекулярных 
ионных веществ. Базинет и др. [24] продемонстрировали возможность  ацидификации биполярной 
мембраной для разделения сывороточного белка. Эта технология позволила выделить 98 % β-лакто-
глобулин. Оценена возможность выделения лактоферрина из сыворотки электродиализом с помощью 
ультрафильтрационной мембраны 500 кДа [25]. Наибольшая скорость миграции для лактоферрина 
была получена при рН 3 с выходом миграции 15 %. 

 Комбинированные методы основаны на использовании хроматографии, мембранного разделе-
ния, химической обработки.

 Примером может служить комбинирование электродиализа и ультрафильтрации, что позволя-
ет разделять белки и пептиды в зависимости от их массы и заряда [26, 27, 28]

Эксклюзионную хроматографию обычно используют в качестве конечной стадии очистки по-
сле ионообменных и аффинных методов. Предложено использовать эксклюзионную хроматографию в 
качестве стадии полировки для повышения чистоты α-лактоальбумина, полученного в результате двух-
стадийного процесса ионообменной хроматографии [29]. Предварительные исследования показали, что 
чистота может быть увеличена с 60 % до более 90 %. Рояс и др. [30] использовали эксклюзионную хро-
матографию для очистки из подсырной сыворотки α-лактоальбумина и β-лактоглобулина, полученных 
соответственно в полимерных и солевых фазах водной двухфазной сепарации. Они получили высокую 
степень очистки белка – 99,7 % – для физиологической фазы и 99,6 % – для полимерной фазы.

Интерес к очищенным фракциям казеина постоянно растет [31, 32]. β-казеин обладает хоро-
шими эмульгирующими и стабилизирующими пену свойствами [33] и является хорошим сырьем 
для получения биофункциональных пептидов [34]. αS-казеин (αS1- и αS2-казеин) также может быть 
использован для формирования структуры [35] и инкапсулирования гидрофобных соединений [36]. 
К-казеин также является источником физиологически активных соединений [37]. Однако в области 
выделения отдельных фракций казеина существует важный пробел в отношении их эксперименталь-
ного восстановления и экономической ценности. Для лабораторных экспериментальных исследова-
ний хроматографически очищенные казеины были получены в небольших лабораторных масштабах 
[38]. Для применения в пищевых продуктах или пищевых препаратах разработан пилотный процесс 
для производства фракций казеина с высокой степенью чистоты и производительностью [39].

Недавно опубликованный обзор обобщил современные технологии изоляции и очистки казе-
ина [40]. К ним относятся избирательное осаждение, а также мембранная фильтрация при низких 
температурах. Селективное осаждение использует кальций-чувствительность αS- и β-казеина, добав-
ляя хлорид кальция при щелочном pH, чтобы отделить эти фракции от сырья [41]. Преимущество ис-
пользования щелочного рН заключается в том, что αS- и β-казеин могут осаждаться более легко, что 
делает возможным их разделение без использования высокоскоростного центрифугирования [42].  
В методе мембранной обработки молоко охлаждают (≤ 4 °C) до процесса микрофильтрации, так как 
хранение при низких температурах вызывает диссоциацию β-казеина из мицеллы казеина в сыво-
ротку и, следовательно, увеличение концентрации β-казеина в сыворотке [43]. Отделенный β-казе-
ин дополнительно очищают с использованием нескольких стадий фильтрации и деминерализации.  
В другом недавнем патенте молоко предварительно нагревают и подвергают теплой микрофильтра-
ции, и полученный ретентат охлаждают и подвергают холодной микрофильтрации; этот метод был 
предложен для получения рецептур и продуктов, содержащих β-казеин [44].
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Заключение / Conclusion. В этом обзоре рассмотрены различные методы, используемые для 
получения индивидуальных белков. К ним относятся обычные хроматографические и мембранные 
методы, а также другие методы, которые недавно стали использоваться для очистки белков, такие 
как электроразделение, магнитная ловушка, водное двухфазное разделение для сывороточных белков 
и избирательное осаждение, мембранная фильтрация при низких температурах для казеинов. Коло-
ночная хроматография и мембранное разделение остаются наиболее часто используемыми методами 
фракционирования белков. Однако при использовании одного метода индивидуально всегда суще-
ствует компромисс между производительностью и чистотой продукта. Более высокие результаты, 
особенно с точки зрения уровня чистоты, были получены с использованием комбинации более чем 
одного метода. Поэтому в настоящее время растет интерес к объединению нескольких методов. Тех-
ническая и экономическая осуществимость этих связанных систем, вероятно, будет одной из основ-
ных будущих задач, стоящих перед отраслью фракционирования молочных белков.
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