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The ability of serum proteins to form biologically active peptides as a result of proteolysis in the gas-
trointestinal tract stimulated the research of the ways of their selection. Homogeneous serum proteins (β-
lactoglobulin, α-lactalbumin, lactoferrin, serum albumin, immunoglobulins) are necessary for isolating, 
researching and using biologically active peptides. Today, there are many industrial techniques and 
laboratory methods that allow obtaining the individual purified serum proteins. They include ultrafiltration 
or diafiltration, demineralization by electrodialysis, thermal denaturation, differential healing, preparative 
electrophoresis on paper, ion-exchange chromatography on DEAE-cellulose, and others. The main 
disadvantages of these methods are many stages, duration of procedure as well as the use of extreme fac-
tors, which can lead to the structure damage and changes in the composition of protein molecules. In view 
of above, an exclusive chromatography on dextran gels may be promising. This method has several ad-
vantages: accessibility, the ability to perform fractionation in different conditions (temperature, ionic com-
position, pH), simultaneous purification from low molecular compounds of milk serum, minimal damage to 
protein molecules. It is important to choose the correct gel and to separate the chromatographic peaks into 
sectors for analyzing the protein composition in order to improve the resolution of the method. The purpose 
of the work was to select a dextran gel for fractionating milk serum proteins with exclusive chromatography. 
Taking into account the range of molecular masses of serum proteins, the following dextran gels were 
chosen: G-75, G-100 and G-150. The studies were carried out in columns of chromatography set for liquid 
chromatography of «Reanal» company. The fractional composition and homogeneity of the serum proteins 
were determined by disc-electrophoresis in the native conditions for neutral and acidic proteins in the plates 
of the polyacrylamide gel. The proteins composition in selected chromatographic fractions was analyzed by 
disc-electrophoresis in a polyacrylamide gel. The obtained results indicate the expediency of using exclusive 
chromatography on dextran gels to isolate homogeneous serum protein in native conditions. The most 
promising for the first stage of immunoglobulins, β-lacto-globulin, α-lactalbumin and proteose-peptone 
fraction obtaining appeared the sephadexes G-100 and G-150 by the electrophoresis results. 

Key words: milk whey proteins, protein fractions, exclusive chromatography. 

Декстранові гелі для ексклюзивної хроматографії протеїнів сироватки  
молока 

В.Г. Юкало, К.Є. Дацишин  

Тернопільський національний технічний університет імені Івана Пулюя, м. Тернопіль, Україна 

Здатність протеїнів сироватки молока утворювати біологічно активні пептиди в результаті протеолізу в шлунково-
кишковому тракті стимулювала дослідження шляхів їх виділення. Гомогенні протеїни сироватки (β-лактоглобулін, α-
лактальбумін, лактоферин, альбумін сироватки крові, імуноглобуліни) необхідні для виділення, дослідження і застосування біоло-
гічно активних пептидів. Відомі методи фракціонування протеїнів сироватки часто є складними, багатостадійними або призво-
дять до денатурації протеїнів. У зв’язку з цим, перспективною може бути ексклюзивна хроматографія на декстранових гелях. 
Цей метод має ряд переваг: доступність, можливість проводити фракціонування в різних умовах (температура, іонний склад, 
рН), мінімальне пошкодження молекул протеїнів. Метою роботи було проведення вибору декстранового гелю для фракціонування 
протеїнів сироватки молока ексклюзивною хроматографією. Враховуючи діапазон молекулярних мас протеїнів сироватки, було 
вибрано наступні декстранові гелі: G-75, G-100, G-150. Дослідження проводили на колонках з хроматографічного набору для 
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рідинної хроматографії фірми «Reanal». Слад протеїнів у відібраних хроматографічних фракціях аналізували диск-
електрофорезом в поліакриламідному гелі. Отримані результати свідчать про доцільність використання ексклюзивної хромато-
графії на декстранових гелях для виділення гомогенних протеїнів сироватки молока в нативних умовах. Найбільш перспективними 
для першої стадії  отримання імуноглобулінів, β-лактоглобуліну, α-лактальбуміну і протеозо-пептонної фракції за даними елект-
рофорезу виявились сефадекси G-100 і G-150. 

Ключові слова: протеїни сироватки молока, протеїнові фракції, ексклюзивна хроматографія. 

Вступ 

Фракційний склад протеїнів сироватки молока 
вивчається з початку минулого століття. Вже у 70-х 
роках були отримані кристали основних протеїнів 
сироватки молока (Fox et al., 2015; Yukalo and 
Datsyshyn, 2017). На сьогоднішній день розроблено 
декілька підходів для примислового виділення за-
гального протеїну сироватки. До найбільш пошире-
них відносяться: ультрафільтрація або діафільтрація, 
демінералізація електродіалізом, іонообмінна хрома-
тографія і термальна денатурація. Також у препара-
тивних кількостях можна отримати протеїни сироват-
ки молока висолюванням та ексклюзивною хромато-
графією або гель-фільтрацією (McSweeney and Fox, 
2013). Відкриття додаткової функції протеїнів сиро-
ватки молока, а саме здатності утворювати біологічно 
активні пептиди у процесі протеолізу в шлунково-
кишковому тракті стимулювало пошук методів отри-
мання окремих протеїнових фракцій (Iukalo et al., 
2013). На сьогоднішній день відомо багато лабора-
торних методик, які дозволяють виділити окремі 
очищені протеїни. Це диференційне висолювання (з 
використанням MgSO4 або (NH4)2SO4), препаративний 
електрофорез на папері, іонообмінна хроматографія 
на ДЕАЕ-целюлозі та ін. (Konrad, 2008; Lozano, 2008). 
Недоліками цих методів є багатостадійність, дов-
готривалість та використання екстремальних фак-
торів, що можуть призвести до пошкодження струк-
тури і зміни складу молекул протеїнів. 

У звязку з цим, перспективною може бути ексклю-
зивна хроматографія на декстранових гелях. Препара-
тивний варіант цього виду хроматографії вже успішно 
використовувався для отримання загального протеїну 
сироватки молока (McSweeney and Fox, 2013). До 
переваг ексклюзивної хроматографії можна віднести 
її доступність, можливість проведення фракціонуван-
ня в різних умовах (температура, рН, склад іонів), 
одночасну очистку від низькомолекулярних сполук 
сироватки молока, мінімальні пошкодження молекул 
протеїнів у процесі фракціонування. До недоліків 
відноситься менша роздільна здатність у порівнянні з 
іншими видами хроматографії. Для підвищення 
роздільної здатності методу важливим є правильний 
вибір гелю, а також розділення хроматографічних 
піків на сектори для аналізу протеїнового складу. 

Метою роботи було вибір декстранового гелю для 
фракціонування протеїнів сироватки молока ексклю-
зивною хроматографією. 

Матеріал і методи досліджень 

Сироватку отримували зі свіжого молока кис-
лотністю 17–19 °Т. Молоко знежирювали центри-
фугуванням (5000 об/хв протягом 15 хв). Протеїни 

казеїнового комплексу відділяли центрифугуванням 
після ізоелектричного осадження при рН 4,6. Про-
теїни сироватки молока очищали від низькомолеку-
лярних сполук і переводили в середовище необхідно-
го буферу гель-фільтрацією на колонці з сефадексом 
G-25 («Pharmacia»). 

Концентрацію протеїнів визначали спектрофото-
метрично (λ = 280 нм). Для розрахунку концентрації 
використовували наступні коефіцієнти поглинання 

)(D1%
см1

 : 19,6 – для β-лактоглобуліну (β-BG); 20,1 – α -

лактальбуміну (α-LA) і 12,3 – для загального протеїну 
сироватки молока (Farrell et al., 2004). 

Ексклюзивну хроматографію протеїнів сироватки 
молока проводили на декстранових гелях фірми 
«Pharmacia» в колонках з набору для рідинної хрома-
тографії фірми «Reanal». В хроматографічних і елек-
трофоретичних дослідженнях, а також для приготу-
вання буферів використовували реактиви фірми 
«Pharmacia», «Reanal», «Sigma» та вітчизняні реакти-
ви високого ступеня очистки. 

Фракційний склад і гомогенність протеїнів сиро-
ватки молока визначали диск-електрофорезом в на-
тивних умовах для нейтральних і кислих протеїнів в 
пластинках поліакриламідного гелю (ПАГ) (Yukalo et 
al., 2009). Гелі фіксували і фарбували загальноприй-
нятими методами. Кількісну обробку електрофоре-
грам проводили використовуючи функцію зчитування 
графічних зображень imread (Yukalo et al., 2007). 

Результати та їх обговорення 

При виборі декстранового гелю враховували мо-
лекулярні маси протеїнів, а також особливості їх про-
сторової структури і фізико-хімічних властивостей. 
Серед протеїнів сироватки молока до попередників 
біоактивних пептидів відносяться β-лактоглобулін 
(М = 18363 Да); α-лактальбумін (М = 14178 Да); аль-
бумін сироватки крові (М = 66399 Да); лактоферин 
(М = 76110) і за даними окремих авторів імуноглобу-
ліни (М від 150000 до 500000 Да) (Farrell et al., 2004; 
Iukalo et al., 2013). Всі вказані фракції відносяться до 
глобулярних протеїнів, розчинні при фізіологічних 
значеннях температури і рН. Важливою властивістю 
β-лактоглобуліну є його здатність утворювати в пев-
них умовах димери та октамери (Fox et al., 2015). 
Необхідно відзначити, що велику кількість природних 
біоактивних пептидів містить низькомолекулярна 
протеозо-пептонна фракція. Тому її виділення теж 
бажано передбачити під час ексклюзивної хромато-
графії протеїнів сироватки молока. 

Гель, який міг би забезпечити фракціонування мо-
лекул протеїнів з таким діапазоном молекулярних мас 
відсутній (Osterman, 1985). Проте, якщо поставити за 
мету виділення, окрім гомогенних фракцій, ще двох 
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груп протеїнів (імуноглобуліни) і пептидів (протеозо-
пептонна фракція) – то можна  вибирати з трьох видів 
гелю. Це сефадекс G-75 (діапазон фракціонування 
3000–70000 Да), сефадекс G-100 (4000-150000 Да) і 
сефадекс G-150 (5000-300000 Да). При цьому у всіх 
випадках можна сподіватись на виділення фракцій β-
LG, α-LA, BSA і LF. Група імуноглобулінів може 
вийти з об’ємом елюенту близьким до вільного 
об’єму колонки, а група пептидів ППФ вийде з 
об’ємом близьким до повного об’єму колонки. 

Результати ексклюзивної хроматографії сироватки 
молока на сефадексі G-75 показані на рис. 1.1. На 
хроматограмі видно лише два піки. Перший асимет-
ричний пік перед аналізом протеїнового складу ми 
розділили на три сектори (І, ІІ, ІІІ). Об’єднані фракції 
кожного сектора, а також другого хроматографічного 
піку (сектор ІV) аналізували диск-електрофорезом на 
пластинках ПАГ. Результати електрофорезу показані 
на електрофореграмі (рис. 1.2.). Контрольний взірець 

сироватки містить основні протеїни відповідно до 
діючої класифікації (Farrell et al., 2004). У всіх відіб-
раних секторах (окрім сектору ІV) видно суміш проте-
їнів. У секторі І і ІІ представлені всі основні протеїни 
сироватки, а  секторі ІІІ – суміш низькомолекулярних 
імуноглобулінів та фракцій β-LG і α-LA. Всі низько-
молекулярні компоненти протеозо-пептонної фракції 
розміщені в другому хроматографічному піку (сектор 
ІV). Загалом отримані результати свідчать про низьку 
ефективність сефадексу G-75 при фракціонуванні 
протеїнів сироватки молока. 

На рис. 2 і 3 представлені результати ексклюзивної 
хроматографії сироватки молока на сефадексах G-100 
і G-150 відповідно. Отримані подібні хроматографічні 
профілі, які складаються з трьох піків. Другий пік в 
обох випадках асиметричний і тому ми його розділи-
ли при відборі зразків для електрофоретичного 
аналізу на два сектори (ІІ і ІІІ).  

Рис. 1. Хроматограма (1) протеїнів сироватки молока отримана ексклюзивною хроматографією на сефадексі G-
75. Електрофореграма (2) загального протеїну сироватки (2.1) та її окремих фракцій сектору І (2.2), сектору ІІІ

(2.4) та сектору ІV (2.5) 
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Рис. 2. Хроматограма (1) протеїнів сироватки молока отримана ексклюзивною хроматографією на сефадексі G-
100. Електрофореграма (2) загального протеїну сироватки (2.1.) та об’єднаних фракцій сектору І (2.2); сектору 

ІІ (2.3); сектору ІІІ (2.4) та сектору ІV (2.5) 

Відібрані об’єднані фракції кожного сектору 
діалізували проти електрофоретичного буферу і 
аналізували диск-електрофорезом в ПАГ. До складу 
першого хроматографічного піку входять високомо-
лекулярні протеїни-імуноглобуліни, лактоферин і 
альбумін сироватки. Сектори другого хроматографіч-
ного піку містять у різних співвідношеннях β-LG і α-
LA. У четвертому секторі (третій хроматографічний 
пік) розміщені низькомолекулярні компоненти проте-
озо-пептонної фракції. Вони не фіксуються у ПАГ і 
електрофоретична доріжка 5 на електрофореграмах 

(рис. 2.2 і рис. 3.2) не заповнена. В результаті фракці-
онування протеїнів сироватки молока на сефадексах 
G-100 і G-150 не отримано ні однієї гомогенної фрак-
ції, але суміші перших трьох секторів є перспектив-
ними для виділення індивідуальних протеїнів. Так, з 
першого сектора не складно відділити імуноглобулі-
ни, а вміст другого і третього секторів можна розділи-
ти на дві фракції β-LG і α-LA. Цього можна досягнути 
повторною ексклюзивною хроматографією з поділом 
хроматографічних піків на сектори. 
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Рис. 3. Хроматограма (1) протеїнів сироватки молока отримана ексклюзивною хроматографією на сефадексі G-
150. Електрофореграма (2) загального протеїну сироватки молока (2.1.) та об’єднаних фракцій сектору І (2.2); 

сектору ІІ (2.3); сектору ІІІ (2.4)  та сектору ІV (2.5). 

Висновки 

Отримані результати свідчать про доцільність ви-
користання ексклюзивної хроматографії на декстра-
нових гелях для виділення гомогенних протеїнів си-
роватки молока в нативних умовах. Найбільш перспе-
ктивними для отримання імуноглобулінів, β-
лактоглобуліну, α-лактальбуміну і протеозо-
пептонної фракції за даними електрофоретичного 
аналізу виявились сефадекси G-100 і G-150. 
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