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BARBARA WRÓBLEWSKA, LUCJAN J DRYCHOWSKI, MAREK FARJAN  

JAKO  HYDROLIZATÓW BIA EK MLEKA KROWIEGO 
W ASPEKCIE PRODUKCJI OD YWEK HYPOALERGICZNYCH 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem bada  by o obni enie poziomu immunoreaktywno ci bia ek mleka krowiego, obecnych w pre-

paratach WPC-65 ( -laktoalbuminy i -laktoglobuliny) i kazeinianu sodu ( -, -, -kazeiny) pod wp y-
wem hydrolizy enzymatycznej przeprowadzonej z wykorzystaniem Alkalazy 2.4 L f-my Novo Nordisk 
(Bacillus licheniformis), pronazy – (proteaza ze Streptomyces griseus), papainy – EC 3.4.22.2, pepsyny 
(E.C. 3.4.23.1) (Sigma), a tak e LactozymuTM3000 L HPG (Novo Nordisk).  

Analiz  uzyskanych produktów przeprowadzono, stosuj c nast puj ce metody analityczne: ELISA, 
elektroforeza 2D i immunoblotting, rozdzia y chromatograficzne, analiza sensoryczna i spektroskopia 
masowa. Porównano dzia anie immunoreaktywne wybranych hydrolizatów i handlowo dost pnych od y-
wek (Profylac i Nutramigen), wykorzystuj c surowice chorych na alergi  spowodowan  spo ywaniem 
mleka krowiego. 

Stwierdzono mo liwo  uzyskania hypoalergennego produktu na bazie niskocz steczkowej frakcji 
hydrolizatu Alkalazowo-pronazowego bia ek serwatkowych WPC-65. 

 
S owa kluczowe: alergia, hydroliza enzymatyczna, mleko krowie, immunoreaktywno  

 

Wprowadzenie 

Bia ka serwatkowe mleka krowiego i kazeina s  podstawowym surowcem do 
produkcji ukierunkowanych od ywek dla chorych wymagaj cych specjalnej diety. 
Najliczniejsz  grup  w ród takich osób stanowi  pacjenci cierpi cy na alergi  pokar-
mow  spowodowan  spo ywaniem mleka. Obecnie szacuje si , e 1,9 do 4,4% popu-
lacji dzieci cej wiata cierpi na alergi  pokarmow  wywo an  spo ywaniem mleka 
krowiego. W Polsce alergia na bia ko mleka krowiego wyst puje u 2,7% niemowl t 
karmionych sztucznie i u 1,8% karmionych naturalnie [8]. 

Cz sto zdarza si , e alergii na mleko towarzyszy nietolerancja laktozy, czego 
przyczyn  jest niedobór laktazy ( -D-galaktozydazy). Badania Wo  i wsp. [13] wska-
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zuj , e nietolerancja laktozy wyst puje u 40% dzieci, u których wcze niej stwierdzo-
no alergi  na bia ka mleka krowiego.  

Hydroliza enzymatyczna bia ek mleka to najcz ciej stosowana modyfikacja pod-
czas produkcji od ywek hypoalergicznych. Dochodzi wówczas do rozerwania niektó-
rych wi za  peptydowych w obr bie sekwencji epitopów konformacyjnych. Mo li-
wo  cis ej kontroli warunków procesu proteolizy pozwala na otrzymywanie produk-
tów o okre lonym i przewidywalnym stopniu hydrolizy, po danych masach cz stecz-
kowych poszczególnych frakcji oraz okre lonej zawarto ci wolnych aminokwasów. 
Zasadnicz  wad  metody jest powstawanie peptydów o gorzkim smaku, nadaj cych 
specyficzne cechy sensoryczne, trudne do zaakceptowania.  

Podj te badania mia y na celu uzyskanie hydrolizatu bia kowego o obni onym 
stopniu alergizacji, mog cego stanowi  sk adnik od ywki hypoalergicznej dla dzieci 
atopowych.   

Materia  i metody bada  

Do bada  u yto preparatu bia ek serwatkowych WPC-65 oraz kazeinianu sodu, 
pochodz cych z firmy Laktopol w Suwa kach. W celu przeprowadzenia hydrolizy bia-
ek mleka zastosowano: pronaz  – EC 3.4.24.31 (proteaza ze Streptomyces griseus, 

Sigma P 8811), Alkalaz  2,4 L FG f-my Novo Nordisk (proteaza z Bacillus licheni-
formis), papain  – EC 3.4.22.2 (Sigma P 3375), pepsyn  - E.C. 3.4.23.1, (Sigma P 
7000) oraz LactozymTM3000 L HPG (Novo Nordisk) obni aj cy zawarto  laktozy, 
cukru wywo uj cego nietolerancj  pokarmow . Proces hydrolizy prowadzono wg me-
todyki przedstawionej we wcze niejszych pracach [14, 15, 16]. 

Rozdzia  hydrolizatów preparatów bia ek serwatkowych i kazeinianu sodu z u yciem 
elu Sephadex G-75 

W chromatografii elowej zastosowano kolumn  chromatograficzn  (85 cm x 3 
cm) o obj to ci 600 ml, firmy Pharmacia LKB (Uppsala, Szwecja), wype nion  elem 
Sephadex G-75. Na szczyt kolumny nanoszono prób  o st eniu 70 mg/ml. Eluat zbie-
rano po 5 ml do probówek umieszczonych w kolektorze frakcji (Pharmacie LKB-
FRAC-100, Uppsala, Szwecja). Absorbancj  mierzono przy d ugo ci fali 214  i 280 nm 
w aparacie Spectrophotometer Dn 7500 (Beckman). 

Chromatografia frakcji hydrolizatów o masach cz steczkowych poni ej 14,4·103Da 
w systemie FPLC z u yciem kolumny SuperdexTM Peptide HR 10/30 

Rozdzia  wykonywano na kolumnie SuperdexTM Peptide HR 10/30 (firmy 
Amersham Pharmacia Biotech) z u yciem zestawu do FPLC (Pharmacia LKB Pump P-
500, Controller LCC-501 Plus). Próby przed naniesieniem na szczyt kolumny filtrowa-
no przez filtry Millex® GV (firmy Millipor) o rednicy porów 0,22 m. Rozdzia  pro-
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wadzono z szybko ci  0,2 ml eluatu na min, a absorbancj  odczytywano przy d ugo ci 
fali 214 nm.  

Dwukierunkowa elektroforeza (IEF oraz SDS-PAGE), KEKI, Budapeszt 

Pierwszy kierunek rozdzia u bia ek (IEF) prowadzono w elu w gradiencie pH, na 
pasku IPG (nak adano 0,7-0,9 mg próby na ka dy pasek). Próby by y rozpuszczane 
w 250 l buforu rehydratacyjnego (8 mol/L mocznik, 1% CHAPS, 20 mmol/l DTT), 
[4, 12]. Rozdzia  prowadzono w urz dzeniu pHaser do izoelektrofokusingu (Bio-Rad 
PROTEAN IEF Cell). Po osi gni ciu równowagi, pasek inkubowano w 1,5 ml roztwo-
ru 6 mol/l mocznik, 375 mmol/l Tris, 130 mmol/l DTT, 2% SDS, 20% glicerolu i deli-
katnie wytrz sana przez 10 min, w temp. pokojowej, a nast pnie wykonywano rozdzia  
bia ek w drugim kierunku metod  SDS-PAGE w elu cienkowarstwowym (75 mm x 
83 mm x 1,5 mm) w aparacie Mini-protean II-cell. St enie akrylamidu w elu roz-
dzielaj cym wynosi o 15%. Po zako czeniu rozdzia u, ele przemyto 20% roztworem 
TCA i barwiono barwnikiem Coomassie Brillant Blue R-250. ele skanowano stosuj c 
system Gel Doc 2000. 

Oznaczanie zawarto ci immunoreaktywnych bia ek serwatkowych i kazeinianu sodu 
metod  COMPETITIVE ELISA. 

Mikrop ytki op aszczano roztworem antygenu o st eniu 1 g/ml w buforze w -
glanowym o pH 9,6 w ilo ci 100 l/studzienk , a nast pnie inkubowano 60 min 
w temp. 37°C. Po tym czasie p ukano 0,9% roztworem NaCl w 50 mM buforze fosfo-
ranowym o pH 7,5 z 0,05% dodatkiem Tween-20 (PBS-T). Po ka dym etapie metody 
ELISA stosowano inkubacj  mikrop ytek w temp. 37°C i trzykrotne przemycie roztwo-
rem PBS-T. Nast pnie wprowadzano do studzienek po 150 l 1,5% roztworu elatyny 
w PBS-T i inkubowano 30 min w temp. 37ûC. Kolejnym etapem by o równoczesne 
wprowadzenie do ka dej ze studzienek 50 l badanych antygenów, b d  standardu i 50 

l roztworu surowicy króliczej zawieraj cej specyficzne przeciwcia a. Nast pnie po-
dawano 100 l koniugatu koziej przeciwkróliczej IgG znaczonej  peroksydaz  chrza-
now . 

Oznaczaj c poziom specyficznej IgE na tym etapie analizy dodawano do studzie-
nek ludzk  surowic  w rozcie czeniu 1:2, prowadzono inkubacj  2 h, a nastepnie do-
dawano biotynylowany koniugat poliklonalnej antyludzkiej surowicy IgE (1:5000), 
(Nordic Immunology). W dalszej kolejno ci dodawano 100 l streptawidyny skoniu-
gowanej z peroksydaz  chrzanow  w rozcie czeniu 1:100 (Nordic Immunology).  

Ci g dalszy w obydwu rodzajach analizy by  taki sam. Po kolejnej inkubacji 
i przemyciu mikrop ytki, dodawano substrat (100 l roztwóru 3,3’-,5,5’-

tetrametylobenzydyny, TMB) w buforze fosforanowo-cytrynowym, pH 5,5. Po 30-

minutowej inkubacji reakcj  enzymatyczn  zatrzymywano dodaj c 2 M roztwór kwasu 
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siarkowego (50 l/studzienka). Absorbancj  odczytywano przy d ugo ci fali 450 nm 
stosuj c czytnik „Sunrise” firmy Tecan.  

Ocena sensoryczna wybranych hydrolizatów 

Do bada  przygotowano 1% roztwory hydrolizatów WPC w wodzie destylowa-

nej. Z bada  sensorycznych wy czono hydrolizaty kazeinowe, ze wzgl du na wyra -

nie gorzki smak. Ocen  sensoryczn  wykonywano metod  ilo ciowej analizy opisowej 

(Quantitative Descriptive Analysis–QDA) [2, 9] w laboratorium sensorycznym, spe -

niaj cym wymagania okre lone norm  ISO 8589 [6]. Do oszacowania wyników zasto-

sowano skomputeryzowany system wspomagania analiz sensorycznych ANALSENS.  

Analiza bia ek mleka przy zastosowaniu spektrometrii mas wykonana w Zak adzie  
Biochemii ywno ci, UWM, Olsztyn 

Masy cz steczkowe uzyskanych preparatów hydrolizowanych bia ek analizowano 

w trybie liniowym za pomoc  spektrometru mas, typu Ettan MALDI-ToF Pro (Amers-

ham Biosciences), stosuj c jako matryc  kwas sinapinowy (Amersham) w roztworze 

50% acetonitrylu i 0,1% kwasu trifluorooctowego. Do kalibracji zewn trznej wykorzy-

stano -laktoalbumin  (SIGMA). Teoretyczne masy cz steczkowe wyliczano na pod-

stawie sekwencji aminokwasowej, korzystaj c z programu pI/MW, dost pnego na 

stronie http://www.expasy.org. 

Wyniki i dyskusja 

Dost pna aktualnie na rynku oferta od ywek dla alergików charakteryzuje si  

resztkow  aktywno ci  alergenn  i antygenow  [11]. W publikacji Giampietro [3] do-

tycz cej hypoalergicznych od ywek podkre lono, e adna z dotychczas opracowa-

nych i znajduj cych si  w sprzeda y od ywek nie jest ca kowicie bezpieczna, oprócz 

mieszaniny aminokwasów. Wspó czesne badania skupiaj  si  wi c na wskazaniu gra-

nicznej warto ci masy cz steczkowej peptydów, które wchodzi yby w sk ad standary-

zowanej mieszanki hypoalergicznej i nie inicjowa y reakcji alergicznej poprzez wi za-

nie przeciwcia  klasy IgE. Du e mo liwo ci technologiczne stwarza hydroliza enzyma-

tyczna bia ek.  

Ocena surowca za pomoc  analizy spektralnej 

Mleko jest bardzo rozbudowan  matryc  ywno ciow  o licznych interakcjach 

wyst puj cych pomi dzy poszczególnymi sk adnikami. Wspó czesne techniki badaw-

cze, takie jak np. spektroskopia masowa, pozwalaj  w pe ni zaobserwowa  niektóre 

wzajemne powi zania pomi dzy bia kami, cukrami, t uszczami i innymi substancjami 

o mniejszym znaczeniu technologicznym, ale bardzo du ym wp ywie na organizm 

ludzki. 
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Stwierdzono, e surowiec wybrany do produkcji hydrolizatów (WPC-65) jest bo-

gatym zbiorem glikoprotein (bia ka skoniugowane z laktoz  lub heksoz ), które nie-

w tpliwie stanowi  du e zagro enie alergenne. Na podstawie analizy mas cz steczko-

wych wykazano obecno  15 glikoprotein w zakresie mas cz steczkowych od 

14519,767 do 19251,765 Da (tab. 1). W pracy dotycz cej zastosowania spektrometrii 

masowej do monitorowania jako ci mleka, Siliciano i wsp. [10] zwracaj  szczególn  

uwag  na fakt pojawiania si  laktozylowanych bia ek, które reaguj  w sposób zbli ony 

do haptenów, powoduj c wzrost aktywno ci alergennej poszczególnych bia ek.  
 

T a b e l a  1 

 

Masy cz steczkowe bia ek i glikoprotein scharakteryzowane w sk adzie surowca bia ek serwatkowych 

u ytych do produkcji hydrolizatów, przy zastosowaniu spektrometru mas typu Ettan MALDI ToF Pro 

(Amersham Biosciences). 

Molecular weight of proteins and glycoproteins found in WPC raw material used to production of hydro-

lysates determined by mass spectrum with usage Ettan MALDI ToF Pro (Amersham Biosciences). 

 

Masa cz steczkowa [Da] 

Molecular weight [Da] 

Powierzchnia 

[jednostki umowne} 

Area [arbitrary units] 

Czas [ s] 

Time [ s] 

Przewidywany produkt 

Components 

14190,9 5209 80,7581 -la 

14519,7 12647 81,6850 -la+2 heksozy 

14683,6 16588 82,1430 -la+laktoza+heksoza 

14842,6 18521 82,5850 -la+2 laktozy 

15016,2 18402 83,0651 -la+laktoza+3 heksozy 

15173,3 16655 83,4970 -la+ 2 laktozy+2 heksozy 

15330,9 12968 83,9280 -la+3 laktozy+heksoza 

15493,7 11468 84,3708 -la+4 laktozy 

18511,2 2633 92,1946 -lg+heksoza 

18599,2 2925 92,4128 -lg+laktoza 

18776,7 4560 92,8514 -lg+3 heksozy 

18837,9 4876 93,0022 -lg+3 heksozy 

18926,5 6201 93,2200 -lg+laktoza+2 heksozy 

19098,8 8751 93,6421 -lg+laktoza+3 heksozy 

19157,0 9690 93,7841 -lg+2 laktozy+heksoza 

19251,7 11809 94,0150 -lg+3 laktozy 

 

Immunoreaktywno  hydrolizatów – ELISA i elektroforeza 2D 

Metod  ELISA stwierdzono, e zarówno hydroliza jedno- i dwustopniowa 

preparatu bia ek serwatkowych nie pozwoli a na wyizolowanie frakcji ca kowicie 

pozbawionej immunoreaktywno ci. Wraz ze zmniejszaniem si  udzia u bia ek 
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wysokocz steczkowych w poszczególnych frakcjach obserwowano obni anie si  

poziomu immunoreaktywno ci wzgl dem -la i -lg, która jest charakterystyczna dla 

bia ek niemodyfikowanych. Procesy enzymatyczne, powoduj c rozerwanie a cucha 

bia kowego, nie niszczy y  jednak obszarów obejmuj cych epitop. Dlatego te  

w ka dej, analizowanej oddzielnie frakcji, stwierdzano aktywne wi zanie si  antygenu 

z przeciwcia em. W tab. 2. przedstawiono pozosta  immunoreaktywno  wybranych 

hydrolizatów serwatkowych podzielonych na frakcje w zale no ci od mas cz steczko-

wych sk adowych bia ek. Enzymem najbardziej obni aj cym immunoreaktywno   

-la by a pronaza. Koszty jej zakupu s  jednak e zbyt wysokie, aby wskazywa  j  jako 

enzym do wykorzystania w przysz ej produkcji od ywek dla dzieci alergicznych. 

Dlatego te  uwag  zwrócono na Alkalaz , która jest ta sza, a równie  skuteczna. 

Proces hydrolizy dwustopniowej z Alkalaz  i pronaz  by  najkorzystniejszym 

procesem, albowiem pozwoli  na uzyskanie obni enia immunoreaktywno ci -la do 

0,244 g/ml a -lg do 1,566 g/ml. 
 

T a b e l a  2 

 

Immunoreaktywno  poszczególnych frakcji wybranych hydrolizatów bia ek serwatkowych. 

Immunoreactivity of fractions of selected WPC hydrolysates.  

 

Immunoreaktywno  

Immunoreactivity 
Enzym stosowany 

do hydrolizy  

Enzyme used for 

hydrolysis  

Numer 

frakcji 

Number 

of fraction

Masy cz steczkowe bia ek frakcji 

serwatkowych 

Protein molecular mass of fraction 

[·103 Da] 

-la 

g/ml] 

-lg 

[ g/ml] 

Pronaza 

I 

II 

III 

IV 

V 

67-43 

43-25 

25-13,7 

13,7-6,5 

6,5-1,35 

    4,002 

   4,299 

   5,921 

   0,197 

   0,037 

   0,051 

   7,626 

14,160 

   1,566 

   3,272 

Alkalaza 

I 

II 

III 

IV 

18,5-6,8 

6,8-4,8 

4,8-1,4 

>1,4 

21,460 

10,420 

   0,215 

   0,116 

13,910 

11,710 

   2,467 

   2,476 

Alkalaza + pronaza 

I 

II 

III 

25-13,7 

13,7-6,5 

6,5-1,35 

   4,746 

   4,831 

    0,244 

   3,647 

   5,587 

   1,566 

 

Immunoreaktywne w a ciwo ci poszczególnych hydrolizatów zosta y dobrze 

udokumentowane metod  immunoblottingu, wykonan  po dwukierunkowej 

elektroforezie. 
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Obraz elektroforetyczny hydrolizatu uzyskanego z WPC przy udziale Alkalazy 

uwidoczni  mnogo  bia ek i peptydów obecnych praktycznie w ca ym analizowanym 

zakresie pI (3-10) i mas cz steczkowych (do 67·103 Da). Najwi ksze skupisko immu-

noreaktywnych podjednostek bia kowych stwierdzono w obszarze poni ej 14,4·103 Da 

i pI 2,5-7. Elektroforegram bia ek WPC hydrolizowanych pronaz  uwidoczni  bia ka 

w wi kszo ci zhydrolizowane do cz steczek mniejszych ni  20·103 Da g ównie w za-

kresie pI 4-6,5 oraz 9-10 pI. Natomiast na immunoblocie wykonanym z przeciwcia em 

anty -la widocznych by o wyodr bnionych 5 plamek, za  z przeciwcia em anty -lg 

by o wyra ne skupisko wi kszej liczby plamek poni ej 22·103 Da. Elektroforegramy 

rozdzia ów bia ek serwatkowych w systemie 2D uzyskanych podczas dwustopniowej 

hydrolizy przedstawiaj  skupisko plamek bia kowo-peptydowych w zakresie pI 3-6,5 

(hydrolizat WPC z Alkalaz  i papain ) pI 3,8-6,2 (hydrolizat WPC z pronaz  i Alkala-

z ), pI 4,2-6,2 (hydrolizat WPC z pronaz  i papain ), poni ej masy cz steczkowej od-

powiadaj cej wielko ci cz steczek 20,6·103 Da. Na rys 1. przedstawiono przyk ad 

elektroforezy dwukierunkowej i immunoblottingu hydrolizatu WPC z Alkalaz  i pro-

naz . aden z procesów dwustopniowej hydrolizy nie zagwarantowa  ca kowitej re-

dukcji immunoreaktywno ci nowo wytworzonych produktów z WPC. Jednocze nie 

stwierdzono, e atwiej hydrolizowane jest bia ko la ni  -lg. Proteoliza -lg spo-

wodowa a powstanie wi kszej ilo ci peptydów, w których pozosta y epitopy o charak-

terze liniowym, reaguj ce z przeciwcia em anty- -lg. 

Holland i wsp. [5] zastosowali metod  elektroforezy 2D do analizy wszystkich 

bia ek mleka. Stosuj c 24 cm el do rozdzia u bia ek na paskach w zakresie pI 4-7 

i SDS-PAGE w 14% elu oznaczono 150 plam wskazuj cych na obecno  ró nych 

bia ek, z czego 50 zidentyfikowano metod  PMF (Peptide Mass Fingerprinting). Naj-

wyra niej by y widoczne plamy pochodz ce od s1 kazeiny, -kazeiny, -lg i -la. 

W obr bie s2 kazeiny scharakteryzowano trzy plamki, które obrazowa y ró ne po-

ziomy fosforylacji. -kazeina  wyst powa a w postaci przynajmniej 10 oddzielnych 

plamek w przedziale pI 5-81 – 4,47. Autorzy stwierdzili, e obraz elektroforetyczny 
bia ek mleka jest nast pstwem potranslacyjnych ich modyfikacji wyst puj cych u po-
szczególnych krów.  

Ocena sensoryczna 

Produkcja hydrolizatów z bia ek mleka czy si  z ryzykiem uzyskania produktów 
o niezadawalaj cych lub wr cz negatywnych cechach sensorycznych, co jest szczegól-
nie wa ne podczas produkcji od ywek dla dzieci. Dlatego te  zastosowanie analizy 
sensorycznej do oceny hydrolizatów pozwala na wyeliminowanie ca kowicie nieko-
rzystnych produktów i wy onienie tych, które mog  spe nia  oczekiwania konsumen-
tów. 
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Rys. 1. A) Elektroforeza dwukierunkowa hydrolizatu bia ek serwatkowych WPC uzyskanego z pronaz  

i Alkalaz ,  

 B) immunoblotting z przeciwcia ami skierowanymi do -la (rozc. 1:1500),  

 C) immunoblotting z przeciwcia ami skierowanymi do -lg (rozc. 1:1000) 

Fig. 1. A) 2D electrophoresis of WPC hydrolysate obtained with pronase and Alcalase, 

 B) Immunoblott  with anti- -la antibodies (diluted 1:1500), 

 C) Immunoblott  with anti- -la antibodies (diluted 1: 1000). 
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Zaobserwowano, e dominuj cymi cechami, typowymi dla tego rodzaju produk-

tów, by y smak i zapach mydlasty oraz mleka w proszku. Intensywno  tych wyró ni-

ków by a znacznie wy sza od pozosta ych, takich jak zapach t uszczu, smak s odki 

i s ony. 

Wszystkie hydrolizaty charakteryzowa y si  s abo wyczuwalnym zapachem t usz-

czu oraz niskim poziomem smaku s odkiego. Podczas hydrolizy laktozy znacznie 

wzros a w preparacie ilo  glukozy, aczkolwiek nie mia o to wp ywu na popraw  sma-

ku hydrolizatu.  

Hydrolizat pepsynowy opisano jako najbardziej s ony, na co niew tpliwie mia  

wp yw proces przygotowywania preparatu, a w szczególno ci konieczno  zmiany pH 

do warto ci optymalnej do dzia ania ka dego ze stosowanych enzymów. Podczas tego 

procesu u ywano roztworów NaOH oraz HCl, co by o przyczyn  wytworzenia znacz-

nej ilo  soli w reakcji zoboj tniania.  

G ównym wyró nikiem decyduj cym o jako ci sensorycznej hydrolizatów bia -

kowych by o nat enie smaku gorzkiego. Smak gorzki stwierdza si  zazwyczaj w pre-

paratach zawieraj cych peptydy o masach cz steczkowych poni ej 10·103 Da. Jego 

nasilenie jest proporcjonalne do stopnia hydrolizy i aktywno ci zastosowanej proteazy 

[1]. Stwierdzono, e wszystkie badane hydrolizaty charakteryzowa y si  mniej lub 

bardziej intensywn  gorycz , której towarzyszy  dodatkowo smak zje cza ego t uszczu. 

Najwy sz  ocen  ogóln  uzyska  hydrolizat Alkalazowo-papainowy.  

 

Alergenno  hydrolizatów 

Wytwarzanie specyficznych przeciwcia  klasy IgE jest genetycznie uwarunkowa-

n  cech  atopii, aczkolwiek na poziom immunoglobulin wp ywa du o innych czynni-

ków rodowiskowych, ustrojowych oraz procesy regulacji komórkowej.  

W badaniach porównano potencja  alergenny dwóch hydrolizatów o najni szej 

immunogenno ci produkcji w asnej oraz dwóch wyprodukowanych przemys owo (Nu-

tramigen i Profylac). Uzyskane warto ci rednie absorbancji opisuj ce poziom IgE 

specyficznej oszacowany w stosunku do hydrolizatów Alkalazowo-pronazowych 

z WPC i kazeinianu sodu by y ni sze (0,248 i 0,306) ni  analogicznych handlowych 

od ywek (Nutramigen i Profylac) wyprodukowanych na bazie takiego samego surowca 

(0,278 i 0,332), (rys. 2.). Sk ania do wyci gni cia wniosku o s usznym i korzystnym 

kierunku prowadzonych bada  d cych do wprowadzenia nowego zestawu enzyma-

tycznego mog cego stanowi  w przysz o ci podstaw  do produkcji od ywek hypoaler-

gicznych. 
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Rys. 2. Poziom specyficznej immunoglobuliny klasy E w reakcji z A) hydrolizatem WPC  i kazeinianu 

sodu uzyskanym przy zastosowaniu Alkalazy i pronazy, B) od ywkami Nutramigen i Profylac. 

Fig. 2. The level of specific IgE determined against of A) Alcalase-pronase hydrolysate from WPC and 

sodium caseiante, B) Nutramigen and Profylac. 

Wnioski 

1. Metoda spektrometrii masowej pozwoli a na ocen  stosowanego liofilizatu bia ek 

mleka i wykazanie obecno ci adduktów reszt cukrowych z cz steczkami bia ko-

wymi, co mo e inicjowa  reakcje alergiczne jako skutek procesu technologicznego 

wst pnej obróbki mleka. 

2. Stwierdzono znaczne zró nicowanie immunoreaktywno ci frakcji peptydowo-

bia kowych hydrolizatów serwatkowych i kazeinowych. Produktem charakteryzu-

j cym si  najni sz  immunoreaktywno ci  w stosunku do przeciwcia  anty- -la 

i anty- -lg by  hydrolizat bia ek serwatkowych uzyskany przy u yciu dwustopnio-

wej hydrolizy WPC-65 Alkalaz  i pronaz , a w szczególno ci jego niskocz stecz-

kowa frakcja.  

3. Podczas analizy metod  ELISA z wykorzystaniem ludzkich surowic stwierdzono, 

e hydrolizaty te charakteryzowa y si  ni sz  alergenno ci  ani eli preparaty han-

dlowe Nutramigen i Profylac. 

4. Zastosowanie Laktozymu pozwoli o na obni enie poziomu laktozy w hydroliza-

tach, co mo e mie  du e znaczenie dla osób cierpi cych na nietolerancj  mleka 

wywo an  obecno ci  tego dwucukru.  

5. Ocena sensoryczna wybranych hydrolizatów wykaza a znaczny poziom nieko-

rzystnych cech smakowych i zapachowych utrzymuj cych si  w hydrolizatach. 

Popraw  walorów sensorycznych hydrolizatu WPC uzyskano stosuj c hydroliz  

dwustopniow  z Alkalaz  i papain .  
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QUALITY OF COW MILK PROTEIN HYDROLYSATES IN ASPECT OF PRODUCTION 
OF HYPOALLERGENIC FORMULAE 

 
S u m m a r y 

 

The aim of the study was to reduce of the immunoreactivity of cow milk proteins, present in WPC-65 

( -lactalbumin i -lactoglobulin) and sodium caseinate ( -, -, -casein) as a result of enzymatic hydroly-

sis prepared with Alcalase 2.4 L, Novo Nordisk (Bacillus licheniformis), pronase – (Streptomyces griseus 
protease), papain – EC 3.4.22.2, pepsin (E.C. 3.4.23.1) (Sigma), and LactozymuTM3000 L HPG (Novo 
Nordisk). 

The analysis was carried out by ELISA methods, 2D electrophoresis, gel chromatography, sensory 
analysis and mass spectroscopy. The immunoreactivity of selected hydrolysates and hypoallergenic for-
mulas (Profylac and Nutramigen) was compared using of CMA patients sera. 

It was concluded that there is possiblity to obtain hypoallergic product based on low molecular frac-
tion of WPC-65 Alcalase-pronase hydrolysate. 

 
Key words: allergy, enzymatic hydrolysis, cow milk, immunoreactivity  


