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Объектом настоящего исследования являлся сывороточный протеин лактоферрин (ЛФ), который обладает 
защитными функциями и признан важным компонентом врожденного иммунитета организма. Этот белок 
проявляет антимикробные, противовирусные свойства, регулирует воспалительный процесс и участвует в активации 
иммунных клеток. ЛФ определяется в различных биологических жидкостях, но большая его концентрация 
показана в молозиве и молоке в составе сывороточных белков. Целью настоящей работы является выделение ЛФ 
из нативного (сырого) и термически обработанного молока для установления влияния температурных режимов 
на концентрацию этого белка. Объекты исследования: лактоферрин; сырое термически необработанное молоко, 
полученное из индивидуального хозяйства; пастеризованное молоко. Лактоферрин выделяли из обезжиренного 
молока с помощью ионообменной хроматографии. Анализы образцов ЛФ проводили методом ВЭЖХ. Концентрацию 
белка, выделенного из молока, определяли колориметрическим методом по Брэдфорд. Установили, что в молоке, 
пастеризованном при температуре (78±2)°С с выдержкой 20 сек., концентрация ЛФ, в сравнении с нативным 
молоком, снижалась до 29,1%. При температурном воздействии (92±1)°С с выдержкой 2 мин. концентрация ЛФ 
составляла менее 1% от концентрации ЛФ в нативном молоке. Очевидно, что снижение температуры пастеризации 
молока ниже 78°С будет способствовать большему сохранению сывороточного белка ЛФ, однако при этом 
потребуется длительная временная выдержка, которая приведёт к изменению физико-химических показателей 
молока. В связи с высокой термолабильностью сывороточного белка, целесообразно рассмотреть технологии 
деконтаминации молока без применения высоких температур.
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Введение

В современных научных работах уделяется боль-
шое внимание биологической роли белков моло-
ка, что особенно важно при создании продуктов 
функциональной направленности.

Известно, что коровье молоко обладает антиокси-
дантной и противомикробной активностью бла-
годаря присутствию таких сывороточных белков, 
как лактоферрин, лактопероксидаза, иммуногло-
булины и др. Особая роль отводится лактофер-
рину, который синтезируется эпителиальными 
клетками желез внешней секреции млекопита-
ющих. Белок ЛФ входит в состав таких биологи-
ческих жидкостей организма, как слюна, слеза, 
кровь, молоко (Gonzales-Chavez, Arevalo-Gallegos, 
Rascon-Gruz, 2009, р. 301.e1–301.e8; Fang, Zhang, 

Jiang, Guo, Zheng, 2014, р. 535–543; Асафов, Тань-
кова, Искакова, Харитонов, Курченко, Головач, 
2019, с. 20–25)). ЛФ относится к семейству транс-
ферринов (переносчиков железа), является глико-
протеином, связывающим 2 иона Fe3+.

Прежде всего, ЛФ – это важнейший многофункцио-
нальный белок грудного молока человека, который 
является ключевым компонентом врожденного 
иммунитета и защищает организм новорожден-
ного от патогенных микроорганизмов (Pierce, 
Legrand, 2009, р. 361–369) Первоначально ЛФ рас-
сматривали как железосвязывающий белок молока 
с бактериостатическими свойствами. Известно, что 
при воспалительном процессе ЛФ связывает избы-
ток железа и других металлов, препятствуя разви-
тию патогенной микрофлоры (Костевич, Соколов, 
Захарова, Васильев, 2014, с. 80–86). 
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Позднее было установлено, что ЛФ успешно защи-
щает организм не только от различных патогенных 
микробов (Ward, 2005, р. 2540–2548; Зобкова, Федо-
това, Фурсова, Зенина, Гаврилина, Шелагинова, 2016, 
с. 91–100), но и проявляет антивирусную актив-
ность (Scarino, 2007, р. 161–162; Chow, Subbaraman, 
Sheardown, 2009, р. 71–82). Лактоферрин регулиру-
ет воспалительные процессы в кишечнике, вызы-
ваемые патогеном Helicobacter pylori, приводящим к 
возникновению язвы желудка и двенадцатиперст-
ной кишки (Sachdeva, Nagpal, 2009). ЛФ значительно 
снижает токсичность при высоком инфицировании 
Е. coli (Jenssen, Hancock, 2009, р. 19–29). Известна 
противогрибковая активность ЛФ (Lupetti, Paulusma-
Annema, Welling, Dogterom-Ballering, Brouwer, Senesi, 
Van Dissel, Nibbering, 2003, р. 262–267).

Литературный обзор

Исследованиями новозеландских учёных установ-
лено, что ЛФ активирует рост костной ткани и за-
щищает её от истончения (Lorget, Clough, Oliveira, 
Daury, Sabokbar, Offord, 2002, р. 261–266). 

Белок ЛФ вызывает дифференциацию и пролифе-
рацию определенных клеток. Так рост и развитие 
пищеварительной системы и костной ткани у но-
ворождённых, питающихся материнским моло-
ком, происходит быстрее, чем при вскармливании 
искусственными молочными смесями (Donovan, 
2009, р. 49–61).

Показана важная роль ЛФ при железодефицитной 
анемии у детей. Для нормализации содержания 
железа необходимо, в первую очередь, грудное 
вскармливание (Sachdeva, Nagpal, 2009, р. 720–
730). В Италии получены успешные результаты по 
применению ЛФ для лечения анемии у беремен-
ных (Paesano, Pacifici., Benedetti, Berlutti, Frioni, 
Polimeni, Valenti, 2014, р. 999–1006).

Установлена возможность использования ЛФ в 
качестве терапевтического агента при острой лу-
чевой болезни. Внутривенное введение ЛФ приво-
дит к улучшению состава периферической крови 
и обеспечивает высокую выживаемость облучён-
ных сублетальной дозой лабораторных животных 
(Патент № 2294755, 20071).

Показано многочисленное использование ЛФ в 
пищевой промышленности и медицинской прак-

1 	 Средство лечения острой лучевой болезни: пат. 2294755 Рос. Федерация / Ю.Б. Дешевой, А.А. Иванов, В.Н. Мальцев, А.М. Ула-
нова ; заявл. 21.06.05 ; опубл. 10.03.07. 4 с.

2 	 Всей семье здоровья с Лактоферрином [Электронный ресурс]. URL: https://www.lactobio.ru/ (дата обращения: 13.08.2020).

тике (Комолова, Тихомирова, Ионова, Комолов, 
2011, с. 70–71); (Зобкова, Мишина, Бегунова, 2007, 
с. 60; Зобкова, Мишина, Бегунова, 2008, с. 64–65; 
Зобкова, Мишина, 2009, с. 49–52; Зобкова, Миши-
на, Смолянинов, Шехватова, 2009, с. 21–22). 

В Японии разработан препарат на основе коро-
вьего ЛФ для лечения диареи у детей, вызван-
ной различными ротовирусными инфекциями 
(Wakabayashi, Oda, Yamauchi, Abe, 201 , р. 666–671).

Отечественной компанией «Лактобио» разрабо-
тан ряд препаратов на основе ЛФ. К ним отно-
сится «Биферрин», в состав которого входят ЛФ, 
цинк и витамин Е. Применение этого препара-
та, содержащего натуральные антиоксиданты, 
позволяет снизить интоксикацию организма по-
сле химиотерапии, нормализовать кроветворе-
ние. «Биферрин» хорошо зарекомендовал себя 
для профилактики анемии, остеопороза и лече-
ния кожных расстройств у подростков2. 

Известно, что в Японии и Южной Корее большая 
часть детского питания производится с добавле-
нием ЛФ. Такое же направление использования 
ЛФ принято в 2019г. в Китае. 

Австралия, наряду с США и Новой Зеландией, яв-
ляется крупнейшим производителем ЛФ. В России 
производство ЛФ ничтожно мало, хотя для его по-
лучения достаточно сырьевых ресурсов.

Теоретическое обоснование

Ранее во ВНИМИ проводились исследования по вы-
делению ЛФ из молока с помощью ионообменной 
хроматографии (Зобкова, Мишина, 2009, с. 49–52).

Сотрудниками ГУ пищевых производств предложе-
на модифицированная методика выделения ЛФ из 
обезжиренного молока с использованием двойной 
ионообменной хроматографии (Титов, Тихомиро-
ва, Ионова, 2019, с. 91–95). В качестве сорбента при-
меняли карбоксиметилцеллюлозу производства 
Германии и сорбент США Macro Prep High Support. 
Рекомендовано использование этой методики для 
получения ЛФ из сборного молока на предприяти-
ях молочной промышленности. Очевидно, что про-
мышленное производство ЛФ во многом решило 
бы проблему оздоровления, в первую очередь, дет-
ского населения и эта проблема актуальна.
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С другой стороны, необходимо создать такие ус-
ловия обработки молока, чтобы максимально со-
хранить в его составе биологически активные 
нутриенты.

Научными исследованиями показано, что по-
требление сырого (парного) коровьего моло-
ка снижает риск возникновения респираторных 
инфекций (Loss, Depner, Ulfman, vanNeerven, 
Hose, 2015, р. 56–62), тогда как переработан-
ное женское и коровье молоко (после пастери-
зации, кипячения, ультравысокотемпературной 
обработки) не оказывает профилактического 
воздействия на эти заболевания у новорожден-
ных (Dritsakou, Liosis, Valsami, Polychronopoulos, 
Skouroliakou, 2016, р. 1131–1138). Это можно объ-
яснить денатурацией и разрушением присутству-
ющих в сыром молоке активных белков во время 
нагревания. Тепловая обработка, применяемая в 
технологии молочных продуктов, подавляет за-
щитные свойства сывороточных белков моло-
ка (Brick, Ege, Boeren, Bock, von Mutius, Vervont, 
Hettinga, 2017, р. 1–14). 

Исследование

Цель данных исследований – установление вли-
яния температурных режимов на концентрацию 
биологически активного сывороточного белка ЛФ 
в коровьем молоке. 

Задачи исследований: выделение ЛФ из натив-
ного термически необработанного молока и из 
молока, прошедшего термическую обработку; 
определение концентрации выделенного ЛФ и 
сравнительный анализ концентраций ЛФ в сы-
ром и термически обработанном молоке. 

Материалы и методы исследований

Объектами исследований являлись: лактофер-
рин, молоко нативное, термически необработан-
ное; молоко пастеризованное. 

ЛФ выделяли из обезжиренного молока. Обезжи-
ривание проводили на центрифуге при 1500 об/
мин., в течение 30 мин. при 30°С. Для выделе-
ния ЛФ использовали катионообменную смолу 
сульфопропилсефарозу. Полученные фракции 
ЛФ анализировали на системе ВЭЖХ. Коммер-
ческий препарат ЛФ применяли как маркер-
ный белок для ВЭЖХ анализа и экспериментов 
по термообработке образцов. Для определения 
концентрации белка в растворах использовали 

колориметрический метод Бредфорда (Bradford, 
1976, р. 248–254).

Ионообменную хроматографию проводили на ка-
тионообменном сорбенте сульфопропилсефаро-
за (SP-sepharose BB, GE). Этот сорбент разработан 
компанией Дженерал Электрик для выделения 
биополимеров из различных биосубстанций 
(клеточные лизаты, сыворотки, культуральные 
жидкости, молоко) без предварительных этапов 
очистки (осаждения, высаливания и т.д.) (Kong, 
Liu, Di, Wang, Du, Zhang, 2012, р. 2290–2293). Ко-
лонку с 10 мл сорбента сульфопропил-сефароза 
уравновешивали 10 мМ растором Na-фосфатного 
буфера, содержащего 0,5 М NaCl. Присутствие 0,5 
М соли не позволяет связываться с сорбентом лак-
топероксидазе, которая имеет близкую изоточку 
с ЛФ и часто загрязняет фракцию этого белка при 
выделении. Обезжиренное молоко (1 л) доводили 
до pH 6,8 1М раствором Трис, добавляли NaCl до 
0,5 М и неионный детергент Твин-60 до 0,001%. 
Перед хроматографией молоко отфильтровыва-
ли от крупных казеиновых гранул на стеклянном 
фильтре №3. Молоко прокачивали через колон-
ку со скоростью 20 мл/мин при помощи пери-
стальтического насоса, затем сорбент промывали 
посадочным буфером до нулевых (базовых) зна-
чений при 280 нм проточного спектрофотометра. 
Фракцию ЛФ, связанную с катионообменником, 
элюировали 1М NaCl в 10 мМ фосфатном буфере.

Высокоэффективная жидкостная хроматография 
(ВЭЖХ). Полученные фракции белка ЛФ анализи-
ровали на системе ВЭЖХ Аджилент 1100 с исполь-
зованием колонки Симметри-300, С4, диаметр 
4,9 мм, 150мм (Symmetry-300, C4, Waters).

Белковый раствор ЛФ диализовали против 10мМ 
Na-фосфатного буфера, pH 6,8, в течение ночи 
при температуре 8оС и 10 мкл диализата наноси-
ли на ВЭЖХ колонку с последующей элюцией в 
линейном градиенте ацетонитрила (от 5 до 80%). 
В качестве контроля использовали коммерческий 
препарат ЛФ (ООО «Лактобио»). Элюированные 
белки детектировали при 280 нм и после интегри-
рования определяли степень гомогенности ЛФ по 
площади пика, который ему соответствовал. 

Результаты и обсуждение

Так, время выхода пика ЛФ для коммерческого 
препарата соответствовало 10,78 мин, а чистота 
белка после интегрирования составила 95,71%. 
ВЭЖХ анализ коммерческого препарата лакто-
феррина показан на Рисунке 1.
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Рисунок 1. ВЭЖХ анализ коммерческого препарата лактоферрина

Рисунок 2. ВЭЖХ анализ коммерческого препарата лактоферрина после различных температурных 
воздействий. А  – раствор ЛФ, обработанный при 78°С, 20 секунд., В - раствор ЛФ, обработанный при 
92°С в течение 2 минут

На Рисунке 2 представлены результаты ВЭЖХ 
анализа коммерческого препарата ЛФ после раз-
личных режимов термообработки. Пастеризацию 
образцов проводили при 78°С в течение 20 сек. (А), 
и при 92°С в течение 2 мин. (В). Затем образцы цен-
трифугировали при 15000 об/мин в течение 10 мин. 
для осаждения возможных денатурированных по-

липептидов, фильтровали через шприцевую на-
садку 0,22 мкм и анализировали на ВЭЖХ колонке. 

Результаты эксперимента представлены в сводной 
Таблице 1, где показаны остаточные концентра-
ции белка ЛФ в коммерческом препарате после 
различных режимов нагревания.
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На Рисунке 3 представлены результаты анализа 
ЛФ, выделенного с использованием катионооб-
менной хроматографии из сырого коровьего мо-
лока (А) и из молока, прошедшего термообработку 
при 78°С с выдержкой 20 сек. (В) и при 92°С с вы-
держкой 2 мин. (С). Подготовку выделенного бел-
ка для анализа на ВЭЖХ проводили также, как и 
для коммерческого препарата ЛФ.

В Таблице 2 представлены результаты кон-
центрации ЛФ, выделенного с использовани-

ем ионообменной хроматографии из образцов 
нативного молока и термически обработанно-
го молока. 

Установлено, что концентрация маркерного пре-
парата ЛФ после температурных воздействий 
(78°С и 92°С) снижалась до 78% и 4,7% соответ-
ственно. Это указывает на большую термоустой-
чивость предварительно выделенного белка ЛФ по 
сравнению с ЛФ, который подвергался термообра-
ботке в составе молока.

Рисунок 3. ВЭЖХ анализ фракций ЛФ, полученных из сырого коровьего молока с помощью катионно-
обменной хроматографии и термически обработанного молока А, В

Таблица 1
Остаточные количества ЛФ в коммерческом препарате после пастеризации при различных темпера-
турных режимах

Образцы ЛФ Концентрация  
общего белка*

ВЭЖХ  
анализ ЛФ**

Концентрация 
ЛФ в образце

% сохранения  
ЛФ

ЛФ без термообработки 20.0 мг/мл 95,7% 19.1 мг/мл 100%

ЛФ после при 78°C 20сек 15.7 мг/мл 95,23% 14.9 мг/мл 78%

ЛФ после 92°C /2 мин. 2.2 мг/мл 40,93% 0.9 мг/мл 4,7%

 *Концентрацию белка определяли по методу Брэдфорд (Bradford, 1976),
 **Процент ЛФ в образцах определяли по интегрированию хроматографических пиков, которые соответствовали ЛФ.
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Выводы

Проведено выделение лактоферрина из сырого 
(нативного) и термически обработанного молока 
с использованием ионообменной хроматографии.

Определена концентрация лактоферрина, выде-
ленного из нативного и термически обработан-
ного молока. 

Исследовано влияние температурных режимов 
пастеризации молока на содержание в нём био-
логически-активного сывороточного белка лак-
тоферрина. 

Показано, что при температуре пастеризации мо-
лока (78+2)°С с выдержкой 20 секунд концентра-
ция ЛФ снижалась на 70,9% относительно сырого 
молока. При температурном режиме обработки 
молока (92+2)°С с выдержкой 2 минуты проис-

ходила практически полная денатурация лакто-
феррина. Полученные результаты коррелируют с 
исследованиями других авторов, изучающих вли-
яние температурных воздействий на сывороточ-
ные белки (Rynne, Beresford, Kelly, Guinnee, 2004, 
р. 989–1001; Dissanayake, Ramchandran, Donkor, 
Vasiljevic, 2013, р. 93–99).

Установлено, что при указанных выше температур-
ных режимах происходит резкое снижение концен-
трации ЛФ, вплоть до его полной денатурации, что 
снижает биологическую ценность молочного сы-
рья. Очевидно, что уменьшением температуры па-
стеризации можно добиться большего сохранения 
ЛФ, но при этом потребуется значительное увели-
чение временной выдержки, что приведёт к изме-
нениям физико-химических показателей молока.

В связи с этим представляется целесообразным 
рассмотреть возможность использования новых 

Таблица 2
Остаточные количества ЛФ, выделенного из образцов сырого и термически обработанного молока при 
различных температурных режимах

Образцы молока Концентрация  
общего белка*

ВЭЖХ  
анализ ЛФ**

Концентрация 
ЛФ в образце

% сохранения  
ЛФ

Молоко без тер-
мообработки

24 мг/мл 84.16% 20.2 мг/мл 100%

Молоко после обра-
ботки 78°С/20 сек.

7.3 мг/мл 80.36% 5.87 мг/мл 29,1%

Молоко после обра-
ботки 92° С/2 мин

1.2 мг/мл 42.29% 0.51 мг/мл 0,025%

 *Концентрацию белка во фракции, полученной после ионообменной хроматографии, определяли по методу Брэдфорд (Bradford, 1976),
 **Процент ЛФ в образцах определяли по интегрированию хроматографических пиков, которые соответствовали белку ЛФ по 
времени выхода

Рисунок 3. ВЭЖХ анализ фракций ЛФ, полученных из сырого коровьего молока с помощью катионно-
обменной хроматографии и термически обработанного молока С
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технологий обработки молока, которые обеспе-
чат сохранение биологически активных сыворо-
точных белков. 

В настоящее время разрабатываются мембран-
ные технологии пищевой холодной стерилизации 
(Tomasula, Bonnaillie, 2015, р. 1–32; Panopoulos, 
Moatsou, Psychogyiopoulou, Moschopoulou, 2020, 
р. 284–294), обеспечивающие сохранение натив-
ных свойств продуктов. Перспективными явля-
ются и технологии по использованию высокого 
давления для деконтаминации молочного сырья 
без температурных воздействий (Rashmi, Warrier, 
2020, р. 25–49). Указанные технологии могут быть 
предметом дальнейших научных изысканий. 
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The focus of current research was Lactoferrin (LF), whey protein that possesses protective functions and is regarded as 
an important component of innate immune system. This protein demonstrates antimicrobial and antiviral properties, 
regulates inflammation and participates in immune cells activation. LF is present in various biological fluids but most 
of it accumulates in whey proteins of colostrum and milk. The objective of this study was the isolation of LF from native 
(raw) and heat-treated milk to identify impact of various degrees of heat treatment on LF concentration. The object of 
research – Lactoferrin; raw unprocessed milk obtained from individual farm; pasteurized milk. Lactoferrin was isolated 
from skim milk with Ion-exchange Chromatography. Lactoferrin sample analysis was conducted with HPLC. Concentration 
of protein isolated from milk was done by Bredford calorimetric method. Results demonstrated that in milk, pasteurized 
at (78±2)0С with holding time 20 sec, LF concentration decreased and reached 29.1% when compared with native milk. 
Lactoferrin concentration at (92±1)0С and holding time 2 min was less than 1% of LF concentration in native milk. It is 
clear that keeping pasteurization temperature below 780С will promote higher LF stability, however, it will require longer 
holding time that will impact physico-chemical parameters of milk. Based on high heat resistance of whey protein, it is 
advisable to evaluate milk decontamination technology without significant heat stress application.  

Keywords: lactoferrin, chromatography, raw milk, heat-treated milk
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