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РЕФЕРАТ

Среди разнообразия свойств, проявляемых соединениями йода важное место занимает его биологическая активность. Однако при использовании йода возникает ряд проблем связанных с аллергизирующим действием, токсичностью, плохой всасываемостью и малой растворимостью в воде ряда соединений. Одним из перспективных способов снижения указанных недостатков стало создание препаратов йода в связанном с орагической матрицей виде - модифицированных йодированных белков.
Исторически [Мохнач В.О.] широкое распространение получили, так называемые, йодофоры — препараты, содержащие высокомолекулярное соединение (ВМС) или поверхностно-активное вещество (ПАВ), и в качестве основного действующего компонента — молекулярный йод. 
Высокомолекулярный носитель замедляет выделение молекулярного «неорганического» йода и йодида из препарата и увеличивает время его взаимодействия с тканями организма, одновременно уменьшая раздражающее действие [1]. В медицинской практике с успехом используются препараты пролонгированного действия - комплексы молекулярного йода с поливиниловым спиртом («Йодинол»), с поливинилпирролидоном и йодидом калия («Йодопирон»), с неионогенным ПАВ («Йодонат»).  
Йодофоры, однако,  не способны ввиду своего фармакологического действия и клатратно-комплексной природы  образования связи йода с матрицей активно участвовать в гормонально тиреоидной регуляции йодного обмена.
Проблема создания, внедрения и промышленного выпуска йодсодержащих препаратов тесно связана с разработкой документов, нормирующих состав, структуру лекарственного соединения, качество носителей и вспомогательных веществ, а также условия и сроки хранения готовых лекарственных форм. Возникает необходимость в разработке чувствительных методов анализа органических полигалогенидов на различных этапах получения, в готовых лекарственных формах, БАДах и биообъектах. При выборе методов, используемых при анализе лекарственных препаратов, необходимо учитывать их целесообразность для целей обеспечения качества фармацевтических препаратов и последние достижения в разработке аналитических средств. При этом, однако, нужно принимать в расчет различные технические и экономические ограничения и выбор рекомендованных методик основывать на оптимальном решении, что позволяет использовать одинаковые методики в лабораториях с различным приборным оснащением.

Учитывая все вышеизложенное, представляется весьма актуальной задачей физико-химическое изучение полигалогенидов органических катионов, а также разработка методик их контроля и стандартизации.

Настоящее исследование посвящено сравнительному анализу и изучению состава, структуры, физико-химических и аналитических характеристик йодированных белков «Йодказеин» и «Биойод», а также разработке комплекса методик идентификации и количественного определения полигалогенидных соединений.
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Нормативные ссылки

В настоящем отчете о НИР использованы ссылки на следующие стандарты:

ГОСТ 7.32-2001 Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления

ГОСТ 7.54-88 Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Представление  численных данных о свойствах веществ и материалов в научно—технических документах. Общие требования

ГОСТ 7.12-93 Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Библиографическая запись. Сокращение слов на русском языке. Общие требования и правила

ГОСТ 8.417-81 Государственная система обеспечения единства измерений. Единицы физических величин

ГОСТ 15.011-82 Система разработки и постановки продукции на производство. Порядок проведения патентных исследований

Определения, обозначения и сокращения

ИВА – метод инверсионной вольтамперометрии.

ЙДЗ- йод-дефицитные заболевания, т.е. различные патологические процессы, поражающие большие группы населения и возникающие там, где в окружающей среде содержится недостаточное количество йода. 
МИТ-монойодтирозин (аминокислота, содержащая один атом йода в молекуле).

ДИТ-дийодтирозин (аминокислота, содержащая два атома йода в молекуле).


Йод-дефицитные заболевания (ЙДЗ) [2], т.е. различные патологические процессы, поражающие большие группы населения и возникающие там, где в окружающей среде содержится недостаточное количество йода, признаны актуальной проблемой здравохранения в 118 странах мира. В регионах йодной недостаточности проживает более полутора миллиарда человек, что придает этой проблеме особенно острый характер. 


Основной причиной, приводящей к формированию йодного дефицита в организме и последующего развития ЙДЗ, является недостаточное поступление в организм йода из-за низкого содержания его в наиболее распространенных продуктах питания. Среди факторов, влияющих на рост ЙДЗ в настоящее время, следует отметить ухудшение экологической ситуации, радиационные техногенные катастрофы, высокие психоэмоциональные нагрузки вследствие урбанизации и интенсификации информационного потока. В России список этих факторов расширяется за счет негативных изменений структуры питания большей части населения в новых социально-экономических условиях, нарушения традиционных

межрегиональных связей, что привело к уменьшению снабжения продуктами, выращенными на почвах, богатых йодом. Наиболее эффективным методом борьбы с йод-дефицитными заболеваниями является массовая йодная профилактика, которая заключается в создании продуктов питания с заданным химическим составом и

свойствами или в обогащении йодом наиболее распространенных пищевых продуктов, в частности, соли, хлеба, воды, молока. К сожалению, таких продуктов в России, по сравнению со странами Европы и Северной Америки, выпускается еще мало и по количеству, и по ассортименту. 
Йодсодержащие биологически активные добавки, включенные в реестр Госсанэпиднадзора Минздрава РФ и разрешенные к использованию в качестве дополнения к рациону, содержат либо неорганические соединения йода в виде его солей - йодида и йодата калия, либо молекулярный йод. В качестве источника йода используют также ламинарии - морские водоросли, содержащие йод в основном в неорганической форме. Основные трудности применения неорганических соединений йода для обогащения продуктов питания заключаются в их высокой летучести, возможности разрушения в процессе хранения и переработки, что значительно затрудняет их точное дозирование. Это касается и морских водорослей, так как содержание йода в них непостоянно и зависит от многих факторов (вида и возраста, места и условий произрастания, времени года, технологии переработки и хранения).

Проблема предупреждения йод-дефицитных состояний и связанных с ними заболеваний остается актуальной до настоящего времени и требует своего решения.  Критически важным является выработка наиболее значимых критериев оценки качества йодированных белков - на основе натуральных белков молока, в которых йод связан химической ковалентной связью (по аминокислотным остаткам – тирозин, гистидин) и таким образом легко органифицируется и усваивается органами внутренней секреции (тиреоидной системой). Противоположным критерием качества 
ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ. 
Проведение качественных и количественных анализов образцов йодированных белков «Биойод», производства ООО «Техновита» и «Йодказеин» производства ООО «Медбиофарм»»


1. Обзор литературы. Предпосылки

 Уровень снабжения организма поступающими с пищей биологически активными веществами оказывает выраженное влияние на его метаболический и физиологический статус. Существуют многочисленные доказательства важной роли микроэлементов в биосинтезе биологически активных веществ, и в их ряду общеизвестна роль йода как предшественника в синтезе тироксина и трийодтиронина и зависимость уровня образования этих гормонов щитовидной железы от снабжения организма йодом [4].

Многочисленные соединения йода, которые могут служить источником этого микроэлемента для организма, можно разделить на три группы:

- препараты, действующие свободным (молекулярным) йодом;

- вещества, диссоциирующие с образованием йодид- и йодат-ионов;

- органические соединения йода. 

Среди последних особое положение занимают йодсодержащие белки.
1.1 Механизм йодирования белков и структура соединений, образующихся при йодировании

Теоретически реакции, происходящие при действии йодирующих агентов на белки или составляющие их аминокислоты, можно разделить на три типа [Томчани О.В.]:

•
присоединения;

•
замещения;

•
окисления.

Прохождение реакций замещения и окисления сильно зависит от аминокислотного состава йодируемого белка и условий проведения реакции. Наиболее легко идет реакция сульфгидрильных групп с йодом. 
Образующийся сульфонилиодид является неустойчивым соединением и быстро гидролизуется. Если пространственное расположение SН-групп допускает, то могут образовываться дисульфидные связи. Дисульфидная связь, в свою очередь, способна окисляться, основным продуктом окисления является цистиновая кислота.
Цистиновая кислота была обнаружена в гидролизатах йодированного казеина.
Йод, прореагировавший с SH-группами, уже не используется на йодирование остатков других аминокислот, и эффективность йодирования снижается.
 Поэтому при йодировании белков, содержащих SH-группы, прибегают либо к мягкому ферментативному йодированию либо к их предварительному окислению, которое проводят при рН 4,5, когда гидроксильная группа основной йодирующейся аминокислоты - тирозина не ионизирована, а условия для окисления подходящие. 

Действию йодирующих агентов подвергаются также гидроксиаминокислоты (серии, треонин). Продукты их окисления не изучались. Энергично реагирует йод и с триптофаном. Однако, природа продуктов взаимодействия недостаточно ясна. Более всего вероятно окисление индол-группы триптофана до оксииндола .

Основной аминокислотой белков, вступающей с йодом в реакцию замещения, является тирозин. Гидроксил тирозина, связанный с ароматическим кольцом, является сильнейшим орто-пара-ориентантом, особенно в щелочной среде. Валентные электроны атома кислорода оказываются частично рассредоточенными в орто- положения бензольного ядра и тем самым создаются условия для прохождения реакции электрофильного замещения. Результатом взаимодействия йодирующего агента с тирозином является образование как монойод-(MIT), так и дийодпроизводного (DIT). Реакционная способность остатков тирозина ограничивается стерическими факторами, для полного их йодирования белок должен быть денатурирован :
[image: image36.emf]
[image: image2.emf]
Остатки других аминокислот начинают йодироваться после замещения 70% положений 3 и 5 в остатках тирозина. Известно, что часть йода может реагировать с гистидином, при этом могут образовываться 2- йодгистидин, 2,5-дийодгистидин и 1,2,5-трийодгистидин. Количество йода, связывающегося с гистидином, сильно зависит от условий проведения реакции. Йодирование групп в нейтральной среде происходит в 30-100 раз медленнее, чем тирозиновых, из-за большой энергии связи протона в имидазольном кольце. 

В щелочных растворах, при рН больше 8,0, когда становится возможной диссоциация протонов в имидазольном кольце, йод может взаимодействовать с гистидиновыми группами. Поэтому при нейтральных значениях рН среды йод считается группоспецифическим агентом на тирозиновые остатки. 

Йод, связанный с азотом в имидазольном кольце гистидина легко удаляется бисульфитом, связь C-I более устойчивая.

Йодирование белков приводит к тому, что один или несколько атомов водорода в их молекулах замещаются атомами йода. После йодирования белки уменьшают свою способность к кристаллизации и становятся менее растворимыми.

Свойства йодированного белка зависят от метода йодирования, но они изменяются при любом методе йодирования, если в молекулу белка входит более 4 атомов йода.

Все вышеперечисленные изменения физико-химических свойств белков при йодировании отражаются на их структуре и соответственно на иммунологических свойствах. Наиболее значительные изменения структуры белковых молекул происходят в результате образования дийодтирозиновых групп. Введение двух атомов йода в одну тирозиновую группу вызывает появление отрицательного заряда в молекуле белка, в результате чего белок начинает агрегировать, изменяя свою вторичную и третичную структуру. Это в свою очередь может приводить к потере специфической активности, играющей важную роль в получении  йодированных белков в качестве средства профилактики йод-дефицитных состояний.
Методы йодирования белков

Методы йодирования белков, описанные в литературе и применяющиеся на практике, можно разделить на две группы:

• прямые методы йодирования, состоящие из одной стадии, в которой белок реагирует с йодирующим агентом и йод в результате включается в основную структуру белка. Эти методы предполагают использование белков, содержащих аминокислотные остатки, способные включать йод в свою структуру;

• методы опосредованного введения йода или методы конъюгирования, в которых к белку присоединяется предварительно йодированный реагент. Эти методы более трудоемки и используются, как правило, для введения радиоактивной метки в белки, не содержащие остатков аминокислот, способных включать йод в свою структуру, или в белки, включение йода в основную структуру которых приводит к разрушению их биологической активности.
Эти методы являются неэффективными для получения йодированного белка с целью применения его в качестве профилактического средства и потому далее рассматриваться не будут.

В зависимости от используемого источника йода методы прямого йодирования можно разделить на:

• метод с использованием молекулярного йода в качестве йодирующего агента;

• методы окисления, в которых источником йода для йодирования служат иодиды;

• метод с использованием хлористого йода в качестве йодирующего агента.
Использование молекулярного йода в качестве йодирующего агента

Молекулярная форма йода в водных растворах существует в поляризованном виде nН2О (Iδ+ ... Iδ-). При йодировании белков в реакцию вступают только положительно заряженные атомы:
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Рис. 2 Механизм электрофильного замещения в бензольное кольцо с образованием атакующей электрофильной частицы Iδ+.
Источниками элементарного йода для йодирования белков могут быть различные соединения: йод в виде порошка или раствора или йодиды, из которых йод высвобождается с помощью различных окислителей. 

Элементарный йод, используемый в качестве йодирующего агента или служащий промежуточным звеном в образовании катионов Iδ+ может добавляться в реакционную среду в виде порошка, раствора в различных растворителях или освобождаться из йодидов действием сильных окислителей. Только положительно заряженная поляризованная молекула йода может включиться в структуру йодирующейся аминокислоты. 

Эффективность такого метода составляет не достигает 50%. На практике же она оказывается значительно ниже, а попытки поднять ее добавлением сильных окислителей для освобождения йода из йодидов в большинстве случаев, если не во всех, приводят к неблагоприятному влиянию на свойства йодированного таким образом белка.
При этом белки частично разрушаются, а образовавшиеся в результате гидролиза продукты распада связываются с избытком йода, что приводит к ошибочному завышению количества йода, включенного в белок.
 В условиях щелочной среды количество включенного в белок йода увеличивается, и образовавшийся йодопротеин по физико-химическим свойствам не значительно  отличается от исходного, т.е. его растворимость, размеры молекулы, аминокислотный состав минимально претерпевают изменения от исходного нативного состояния. 

Методы окисления

В связи с развитием радиоизотопных методов для изучения обмена белков в норме и патологических состояниях у животных и человека исследования по введению йода в белки получили второй импульс. Так как радиоактивный йод доступен в виде йодида натрия, где йод является анионом, а для замещения водорода в аминокислотах белков (в первую очередь в тирозине) путем электрофильной атаки нужен катион Iδ+, катализаторами реакции йодирования белков служат окислители, способные отобрать у аниона йода электроны и превратить его в катион.
Одним из катализаторов, способствующих  поляризации молекулы Iδ+... Iδ является N-хлортолуолсульфамид натрия, получивший торговое название  «хлорамин Т». Метод йодирования белков с его использованием был впервые опубликован в 60-ые годы, но остается до сих пор одним из самых распространенных методов введения радиоактивной метки в белки. Принцип метода состоит в том, что в водном растворе хлорамин Т превращается в гипохлорную кислоту, которая в щелочной среде окисляет йодид натрия до атомарного йода, дающего в дальнейшем ионы Iδ+, которые в присутствии белка принимают участие в электрофильном замещении в аминокислотных остатках тирозина илигистидина в зависимости от рН среды. Скорость гидролиза хлорамина Т в нейтральных растворах невелика,  поэтому хлорамин Т непосредственно сам способен окислять йодид-анион. Реакция йодирования идет практически мгновенно. Избыток хлорамина Т блокируется добавлением сильного восстановителя, обычно метабисульфита натрия.

Хлорамин Т как сильный окислитель представляет опасность для нативности белка. Наряду с йодидом окисляются также сульфгидрильные группы серосодержащих белков (цистеина) и S-СНз группы метионина, приводя к серьезным конформационным изменениям белков. Кроме того, хлорамин Т может также хлорировать ароматические кольца. 
Поэтому данный способ йодирования белковой матрицы в применении пищевой продукции мало приемлем - контакт белка с хлорамином Т в таком случае должен быть сведен к минимуму и после йодирования должна немедленно следовать процедура очистки.  Оптимальное значение рН для йодирования белков с использованием хлорамина Т - около 7,5, эффективность уменьшается при рН ниже 6,5 и выше 8,5. При рН 7-7,8 происходит замещение водорода в бензольном кольце тирозиновых остатков, а рН выше 8-8,5 благоприятствует замещению в имидазольном кольце гистидина. Последнее обстоятельство используется при необходимости йодирования белков, не содержащих остатков тирозина, но богатых остатками гистидина.

Молочные белки легко разрушаются, а также теряют ферментную активность после выдержки в среде такого сильного окислителя.
В качестве альтернативы методам химического окисления йодирования белков существует метод, использующий электролиз для превращения йодида в реакционно-способную форму. Раствор йодируемого белка в растворе хлористого натрия смешивают с Na125I и проводят электролиз в течение 40 минут. Полученный продукт сохранял высокий уровень иммунологической и биологической активности. Преимуществом этого метода является то, что протеин не подвергается действию ни окислителей, ни восстановителей, есть возможность регулирования скорости выделения свободного йода. 

Наиболее химически «мягким» и направленным путём получения йодированных белков является ферментативный способ, впервые описанный в 1969 году, где в качестве катализатора окисления йодида используются ферменты (пероксидаза хрена, лактопероксидаза, хлорпероксид) в присутствии небольших количеств перекиси водорода Чаще всего используют лактопероксидазу, которая обладает большей окислительной активностью. При йодировании белка по этому методу его смешивают с йодидом натрия и лактопероксидазой, а затем инициируют и поддерживают реакцию добавлением порций перекиси водорода. Останавливают процесс йодирования добавлением цистеина или разведением. Иногда вводят две сопряженные ферментные системы: глюкоза и глюкозооксидаза образуют перекись водорода за счет воды и окисления глюкозы, а затем лактопероксидаза использует образующуюся перекись водорода для окисления йодида. 

Преимущество ферментного йодирования состоит в том, что белок не находится в контакте с сильным окислителем. 
Ферментативный способ получения биологически активной добавки к пище

Ферментативный способ предусматривает смешивание белкового сырья с водным раствором неорганического йода с обработкой ферментами. В качестве белкового сырья используют смесь обезжиренного свежего молока и белков различного природного происхождения. Процесс осуществляют при 18-45ºC реакционной смесью модифицированных ферментов, иммобилизованных на полупроницаемых мембранах или на инертных носителях, и комплексом минеральных солей с поддержанием рН раствора от 5-8. Далее осуществляют макро-, микро- и диафильтрацию раствора на ультрафильтрационной установке при рН 6,8-7,2. Процесс диафильтрации ведут при постоянном контроле остаточного количества свободного йода в растворе. Затем раствор йодированных белков подвергают стерилизующей микрофильтрации и сублимационной сушке с получением целевого продукта; изобретение обеспечивает упрощение и удешевление промышленного процесса получения неденатурированных растворимых йодированных пищевых белков без примесей химических реагентов и несвязанного йода с одновременным увеличением их выхода.
Применение хлористого йода

Метод разработан  для эффективного введения радиоактивной метки в белки. Хлористый йод представляет собой стабильный коммерческий реактив, но может быть синтезирован в лабораторных условиях или условиях опытного производства различными методами, к примеру, обработкой водного раствора КJ в смеси с КJO3 концентрированной соляной кислотой:
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Хлористый йод - вещество мало полярное (μ=0,65). В неполярных растворителях и в расплаве он подвергается в основном гомолитической диссоциации. Со многими органическими веществами в отсутствие растворителя и в неполярных растворителях хлористый йод действует хлорирующим образом, так как хлор является более активным галоидирующим средством, чем молекулярный йод. Недостатками йодирования хлористым йодом является агрессивная среда растворения. В малополярных растворителях (CCl4) белки подвержены не только йодированию, но также способны в значительной степени хлорироваться. 

Концентрация соляной кислоты существенно влияет на поведение хлористого йода и направление реакции электрофильного замещения и, применяя его солянокислые растворы для йодирования органических соединений, необходимо создавать условия, благоприятствующие электролитической диссоциации ICI и повышению концентрации электрофильной атакующей частицы.

Реакции йодирования органических соединений хлористым йодом путем замещения атома водорода являются необратимыми, в отличие от йодирования молекулярным йодом, так как в этом случае выделяется НCl. Недостатком использования хлористого йода также является его высокая активность. Так при йодировании о- и п-толуидинов наряду с йодированием происходит и окисление этих аминов, в результате чего образуются осадки бурого цвета, получаются повышенные и несовпадающие результаты. 

При йодировании белков с использованием хлористого йода в большинстве исследований используется щелочная среда. Необходимым условием введения йода в бензольное кольцо тирозина является предварительное превращение хлористого йода в гипоиодит, что наилучшим образом достигается созданием щелочной среды, например, путем добавления, глицинового буфера (рН 8,5) в раствор хлористого йода непосредственно перед смешиванием его с белком. Значение рН раствора не должно превышать 9,5, так как гипоиодит нестабилен выше этого значения. Потеря характерного желто-оранжевого цвета ICI свидетельствует об успешном прохождении реакции. После смешивания растворов белка и хлористого йода реакция происходит практически мгновенно, в течение не более одной минуты, после чего добавляют избыток метабисульфита натрия или другого восстановителя для остановки реакции. Расчет количества хлористого йода, добавляемого к белку, должен учитывать его расход на неспецифическое окисление, в основном SН-групп.
Главный недостаток метода йодирования белков с использованием хлористого йода состоит в том, что белок в процессе реакции находится в агрессивной окислительной среде, губительной для доступных функциональных групп и активности белка. 
1.2 БЕЛКИ МОЛОКА
Белковые вещества являются наиболее ценной в пищевом отношении частью молока, обеспечивают белковый обмен клеток организма. В молоке они представлены преимущественно казеином (2,7 %), сывороточными белками — альбумином (0,4%) и глобулином (0,2%), белками оболочек жировых шариков и некоторыми другими малоизученными белковыми веществами, а также азотистыми соединениями.

Белки молока содержат все незаменимые аминокислоты, поэтому относятся к полноценным.

На долю казеина приходится 80 % общего количества белков в молоке. Его молекулярный вес равен 32000.

Казеин является сложным белком — фосфопротеидом, в его молекулу входит остаток фосфорной кислоты, а фосфорнокислый кальций адсорбируется на поверхности молекул казеина. В молоке казеин находится в виде казеинат-кальций-фосфатного комплекса, легко распадающегося в изоэлектрической точке под действием кислот. Кальций выполняет роль «мостиков» между двумя молекулами казеина.

В молекуле казеина преобладают карбоксильные группы — СООН, поэтому он характеризуется кислотными свойствами.

Казеин устойчив к температурам пастеризации, но при длительном кипячении свертывается.

При сквашивании молока образующаяся молочная кислота отщепляет от молекулы казеина кальций, а свободная казеиновая кислота выпадает в осадок. При этом ионизированные группы —СОО переходят в незаряженные СООН. Изоэлектрическая точка молекул казеина наступает при рН 4,7, при удалении от этой точки электрозаряженность молекул казеина возрастает и сгусток начинает растворяться.

Альбумина в молоке содержится около 0,4—0,6 %, а в молозиве—10— 12 %. Он относится к простым белкам — протеинам, отличается от казеина низким содержанием азота, почти в два раза большим содержанием серы, отсутствием фосфора в молекуле.

Молекулярный вес альбумина 15000. Он растворим в воде, а также в слабых кислотах и щелочах, не осаждается под действием сычужного фермента и кислоты; выпадает в осадок при нагревании до температуры 70— 75 °С, при 85 °С он полностью выпадает в осадок и утрачивает способность растворяться. Известно три фракции альбумина: α, ß, γ.

Глобулин относится к сывороточным простым белкам, в молоке его содержится 0,1—0,2%, а в молозиве — до 5—10%.

В молоке обнаружена целая уникальная белковая система, являющаяся источником пищевых белков высокой биологической ценности. 

Белки являются самым важным компонентом коровьего молока.
Казеин и сывороточные белки молока разнообразны по строению, физико-химическим, биологическим и функциональным свойствам. Как известно, белки молока всех млекопитающих необходимы для обеспечения быстрого роста и нормального развития новорожденных. Кроме того, белки коровьего молока имеют особое значение в питании человека.

Современная номенклатура и характеристика белков

Общепринятой во всем мире считается номенклатура белков молока, разработанная и опубликованная Комитетом по номенклатуре и методологии молочных белков Американской ассоциации молочной промышленности (ADSA). 
Коровье молоко содержит 6 главных белков: αs1-казеин, αs2-казенн, ß-кааеин, ĸ-казеин, ß -лактоглобулин (ß -Лг) и α-лактальбумин (α-Ла).
Кроме того, в молоке имеется небольшое количество других белков
альбумина сыворотки крови, иммуноглобулинов и лактоферрина.
1.2.1 Биологические функции белков. 
Биологические функции молочных белков, как и любых других животных белков, многообразны. Так, казеины (казеин) молока, являются собственно пищевыми белками, выполняя в организме млекопитающих весьма важные структурные (пластические) функции. Они максимально расщепляются пищеварительными протеазами в нативном состоянии, в то время как обычно глобулярные белки приобретают эту способность только после денатурации (М. П. Черников). 
Казеины обладают свойством свертываться в желудке новорожденного с образованием сгустков высокой степени дисперсности.  

Важными биологическими функциями обладают сывороточные белки молока. Так, иммуноглобулины выполняют защитную функцию, являясь носителями пассивного иммунитета, лактоферрин и другие белки — лизоцим, лактопероксидаза, ксантиноксидаза, относящиеся к ферментам молока, обладают антибактериальными свойствами.

Многие белки молока выполняют транспортную роль. Например, казеин транспортирует в кишечник новорожденного Са, Р и Mg, лактоферрин — Fe, Р-лактоглобулин — витамин А.

Некоторым белкам свойственна регуляторная функция. Так, ß-лактальбумин регулирует действие фермента галактозилтрансферазы, направляя его на синтез лактозы, а не других олигосахаридов; компонент 3 протеозо-пептонов выполняет функции ингибитора липопротеидлипазы; ß-лактоглобулин — ингибитора плазмина.
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Глобулин состоит из нескольких фракций: ß-лактоглобулина, эвглобулина и псевдоглобулина. Основная фракция глобулина - ß-лактоглобулин с молекулярным весом 36000, нерастворима в воде, но растворяется в слабых растворах солей и минеральных кислот. При нагревании раствора, имеющего слабокислую реакцию, до 75 °С глобулин выпадает в осадок. При пастеризации он осаждается вместе с альбумином. Изоэлектрическая точка ß-лактоглобулина находится при рН 5,3.
Эвглобулин и псевдоглобулин имеют молекулярный вес от 150000 до 1000000. Они содержат антитела — иммунные тела, благодаря чему обладают сильно выраженными бактерицидными свойствами.
Кроме основных белков, в молоке содержатся белки оболочек жировых шариков и бактериальных клеток ферментов. Белки оболочек жировых шариков относятся к сложным белкам, представляющим липопротеиновый комплекс, содержащий наряду с белками фосфатиды. Белки оболочек жировых шариков отличаются от молочного белка аминокислотнымсоставом, меньшим содержанием азота и фосфора. Белок оболочек живых шариков составляет 70 % массы оболочки, он осаждается полностью хлористым кальцием при нагревании или при добавлении соляной кислоты (рН 3,9—4,0).
1.2.2 Аминокислотный состав белков.

Белки молока содержат почти все аминокислоты, обычно встречающиеся в белках. Аминокислоты белков относятся к α-аминокислотам L-формы и имеют общую формулу:
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В состав белков молока входят как циклические, так и ациклические аминокислоты — нейтральные, кислые и основные, причем преобладают кислые (табл. 2.4). По содержанию и соотношению незаменимых аминокислот белки молока относятся к биологически полноценным белкам. Количество отдельных групп аминокислот в

Таблица 1. Аминокислотный состав белков молока
	Аминокислота
	Обозначение
	Содержание в полипептидной цепи

	
	
	αs1-Кн В
	αs2-Кн А
	ß-Кн А,
	к-Кн В
	ß-Лг
	α-JIa

	Acпарагиновая кислота
	Асп
	7
	4
	4
	4
	10
	9

	Аспарагин
	Асн
	8
	14
	5
	7
	5
	12

	Треонин
	Тре
	5
	15
	9
	14
	8
	7

	Серин
	Сер
	8
	6
	11
	12
	7
	7

	Серинфосфат
	Сер Р
	8
	11
	5
	1
	-
	-

	Глутамнновая кислота
	Глу
	24
	25
	18
	13
	16
	8

	Глутамин
	Глн
	15
	25
	18
	13'
	16
	8

	Пронин
	Про
	17
	10
	35
	20
	8
	2

	Глицин
	Гли
	9
	2
	5
	2
	4
	6

	Алании
	Ала
	9
	8
	5
	15
	15
	3

	Цистеин
	Цис
	-
	2
	—
	2
	5
	8

	Валин
	Вал
	11
	14
	19
	11
	9
	6

	Метионин
	Мет
	5
	4
	6
	2
	4
	1

	Изолейцин
	Иле
	11
	11
	10
	13
	10
	8

	Лейцин
	Лей
	17
	13
	11
	8
	22
	13

	Тирозин
	Тир
	10
	12
	4
	9
	4
	4

	Фенилаланин
	Фен
	8
	6
	9
	4
	4
	4

	Лизин
	Лиз
	14
	24
	11
	9
	15
	12

	Гистидин
	Гис
	5
	3
	5
	3
	2
	3

	Триптофан
	Цж
	2
	2
	1
	1
	2
	4

	Аргинин
	Apr
	6
	6
	4
	5
	3
	1

	Всего
	
	199
	207
	209
	169
	162
	123


белках, определяемое породой, индивидуальными особенностями животных, стадией лактации, сезоном и другими факторами, обусловливает их физико-химические свойства. Основные белки молока по сравнению с глобулярными белками других пищевых продуктов содержат сравнительно много лейцина, изолейцина, лизина, глутаминовой кислоты, а казеин — также серина и пролина (по сравнению с женским молоком оно содержит мало цистеина и образуемого из него таурина, но много метионина и фенилаланина).

Структура белков. 

Для характеристики строения белков введены понятия о первичной, вторичной, третичной, а для некоторых белков и четвертичной структурах, то есть последовательность аминокислотных остатков в полипептидной цепи, порядок ее пространственной организации и характер комбинации субъединиц. В настоящее время известны первичные структуры всех фракций казеина, α-лактальбумина, ß-лактоглобулина, а также альбумина сыворотки крови, лактоферрина. 
Таблица 2. С труктурные характеристики основных белков молока

	Характеристика
	αs1-Кн В
	αs2-Кн А
	ß-Кн А,
	к-Кн В
	ß-Лг
	α-JIa

	Содержание в молекуле:
	
	
	
	
	
	

	аминокислотных остатков
	199
	207
	209
	169
	162
	123

	фосфатных групп
	8
	11
	5
	1
	0
	0

	остатков цистеина
	0
	2
	0
	2
	5
	8

	остатков пролина
	17
	10
	35
	20
	8
	2

	Вторичная структура, содержание
	
	
	
	
	
	

	в молекуле, %:
	
	
	
	
	
	

	α-спирали
	0...2
	0
	9.10
	23
	15
	26

	параллельной ß-структуры
	0...7
	0...6
	13-25
	31
	50
	14

	антипараллельной ß-структура
	0
	0
	0
	24
	18
	0

	неупорядоченной структуры
	90...98
	0
	66..77
	22
	17
	60

	Средняя гидрофобность, кал/остаток
	1240
	997
	1320
	1200
	1080
	1022

	Чувствительность:
	
	
	
	
	
	

	к кальцию
	++
	++->-
	+
	-
	-
	-

	к сычужному ферменту
	+
	-
	4
	+++
	-
	-


Примечание: »+» — низкая чувствительность; «++* — средня*чувствительность; «+++» — высо​кая чувствительность; 

« » — чувствительность отсутствует.

Анализ первичной структуры и некоторых структурных характеристик фракций казеина, представленных в табл. 2.5, показывает, что фракции содержат большое число остатков пролина, неравномерно расположенные вдоль пептидных цепей фосфосериновые остатки и неполярные аминокислоты и имеют высокое значение средней гидрофобности, рассчитанной по шкале Бигелоу. Все это обусловливает слабую спирализацию его полипептидной цепи, наличие неупорядоченной структуры и значительную чувствительность белка к ионам кальция, способность к самоассоциации.

Полипептидные цепи ß-Лг и α-Ла имеют значительное количество спирализованных участков -15% и 26% α-спирали и68% и 14% параллельной и антипараллельной ß-структуры (см. табл. 2.5).

Необходимо отметить, что белки молока обладают рядом ценных функциональных свойств (водосвязываюшей способностью, вязкостью, гелеобразованием, эмульгированием, пенообразованием и др.), позволяющих использовать их концентраты в качестве ценных компонентов разнообразных комбинированных пищевых продуктов.
1.2.3 Сравнение белковой матрицы казеина и сывороточного молочного белка  для йодирования

Способность белков к йодированию сильно различается и зависит от наличия и количества в них аминокислот, которые могут включать йод в свою структуру. При выборе исходного белка для получения его йодированного аналога необходимо учитывать аминокислотный состав протеина. Основной ароматической аминокислотой, вступающей с йодом в реакцию замещения, является тирозин. Поэтому белок, выбранный для йодирования, должен содержать эту аминокислоту и ее количество должно быть достаточно высоким.

Второй фактор, который необходимо учитывать при выборе белковой матрицы, - это его биодоступность. 

Казеины обладают свойством свертываться в желудке новорожденного с образованием сгустков высокой степени дисперсности, снижая таким образом биодоступность йодированных аминокислотных остатков для ферментативного протеолиза.  Известны аллергические реакции на казеин молока. 

Ведущими биологическими функциями в сравнении обладают сывороточные белки. Так, иммуноглобулины выполняют защитную функцию, являясь носителями пассивного иммунитета, лактоферрин и  другой белок — лизоцим, относящийся к ферментам молока, обладают антибактериальными свойствами. Лактоферрин и β-лактоглобулин выполняют транспортную роль — переносят в кишечник новорожденного железо, витамины и другие соединения. Сывороточный белок - α -  лактоальбулин имеет специфическую функцию - он необходим для процесса синтеза. 
Биологическая ценность казеина несколько ограничивается дефицитом серосодержащих аминокислот - цистина, вместе с тем казеин содержит высокое количество фенилаланина, тирозина и метионина, что вызывает затруднения при их метаболизме в организме грудных детей. В сывороточных белках баланс дефицитных серосодержащих и других незаменимых аминокислот лучше, чем в казеине, и значит биологическая ценность их выше. А в растительных белках недостает триптофана, лизина, которыми богаты молочные белки.

Благодаря тому, что белки молока находятся в растворенном состоянии, они легко атакуются и перевариваются протеолитическими ферментами пищеварительного тракта. Степень усвоения белков молока 96-98%.

Структура белков молока.  В свежем молоке белки находятся в нативном состоянии. Структура их идентична структуре белков, полученных путем биосинтеза, т. е. в нативном белке не происходит еще никаких изменений. 

В процессе модифицирования казеин ввиду неферментативного йодирования теряет нативную структуру белка, а вместе с тем и биологическую активность.

Первичная структура определяется числом и расположением аминокислот, конфигурацией связей в полипептидных  цепях, и если белки состоят из нескольких полипептидных цепей - местоположением и типом поперечных связей. 

Первичная структура белков основана на главных валентных пептидных связях и дисульфидных связей. Они настолько стабильны, что при обработке и переработке молока не разрушаются энергетическими воздействиями. Поэтому первичная структура белков молока разрушается только при ферментативном распаде белка в процессе созревания сыров.

Вторичная структура. Это пространственное взаимное расположение аминокислотных остатков в полипептидной цепи и представляет собой цепь спиралеобразной конфигурации, которая образуется за счет водородного мостика между полипептидными цепями.

Водородная связь, обладая незначительной энергией связи, может расщепляться при обработке и  переработке молока, например, при высокотемпературной пастеризации.

Третичная структура - представляет пространственное расположение полипептидной цепи, отдельные участки которой могут соединяться между собой прочными дисульфидными связями, возникающими между остатками цистеина. В образовании третичной структуры участвуют и другие связи -  гидрофобные, электростатические, водородные и прочие. В зависимости от пространственного расположения полипептидной цепи форма молекул белков может быть различной. Если полипептидная цепь образует молекулу нитевидной формы, то белок называется фибрилярным, если она уложена в виде клубка - глобулярным (глобулус - шарик). Белки молока относятся к глобулярным белкам. Изучение их вторичной и третичной структур показало, что казеин в отличие от обычных глобулярных белков почти не содержит α-спиралей, α-лактальбулин и ß-лактоглобулин содержит большое количество спирализованных участков. Казеин, вероятно, занимает промежуточное положение между компактной структурой глобулы и структурой беспорядочного клубка, который обычно наблюдается при денатурации глобулярных белков. 

Четвертичная структура характеризует способ расположения в пространстве отдельных полипептидных цепей в белковой молекуле, состоящей из нескольких таких цепей или субъединиц. Глобулярные белки, обладающие четвертичной структурой, могут содержать большое количество полипептидных цепей, тесно связанных друг с другом в компактную мицеллу, которая ведет себя в растворе как одна молекула. Так, казеиновая мицелла среднего размера должна состоять из нескольких тысяч полипептидных цепей фракций казеина, определенным образом связанных друг с другом.


Анализ используемых йодирующих агентов свидетельствует о том, что большинство их них создает достаточно агрессивную для белка реакционную среду. Учитывая тот факт, что сохранение нативности белка является функционально определяющим и ключевым  при получении биологически активной формы в качестве профилактического средства, выбор йодирующего агента диктуется требованиями биологической совместимости и ферментативной «мягкости» йодирования. 


Использование молекулярного йода нерационально, так как только положительно заряженная часть молекулы йода может участвовать в электрофильном замещении и включиться в структуру йодирующейся аминокислоты, эффективность йодирования при этом не высока. 




Недостатки методов, использующих сильные окислители для извлечения йода из йодидов, состоят в том, что включают дополнительную стадию перевода йода в активную форму для электрофильного замещения I - »  I+.

Исходя из вышеизложенного не целесообразно использование хлористого йода в качестве йодирующего агента. Его высокая окислительная эффективность связана с тем, что он содержит химически активный йод в виде реакционноактивных катионов I+, которые выступают для замещения водорода в тирозиновых остатках белков. Замещение водорода на йод можно точно контролировать, используя фиксированную массу хлористого йода, однако такой путь обработки белковой матрицы не позволяет сохранить нативную билогически активную и функционально значимую форму вещества.

1.3 Секреция и транспорт тиреоидных гормонов.
Синтез тиреоидных гормонов зависит от поступления в щитовидную железу достаточного количества йода — составной части активных гормонов (Т4 и Т3), интактности путей метаболизма йода в железе и одновременного синтеза нормального белка, рецептирующего йод,— тиреоглобулина.
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Рис.1. Схема путей секреции тиреоидных гормонов и механизмов регуляции функции щитовидной железы [5].

Тонкими стрелками показаны пути метаболизма йода; жирными стрелками — стимулирующие влияния; пунктиром — ингибирующие влияния. 

Обозначения: ТРГ — тиреотропин-рилнзинг гормон, ТТГ — тиреотропный гормон, И ПО — йодид-пероксидаза, Прот — тиреоидная протеаза, Пепт — тиреоидная пептидаза, МИТ — монойодтирозин, ДИТ — динодтирозин, T4— тироксин, Т3— 3, 5, 3 — трийодтиронин. 

Секреция достаточного количества гормонов требует в свою очередь как нормальной скорости их синтеза, так и интеграции с протекающими в железе процессами гидролиза тиреоглобулина, в результате которых активные гормоны высвобождаются. Йод проникает в щитовидную железу из крови в форме неорганического или органического йодида. 
Существует два источника его поступления: первый — при дейодировании тиреоидных гормонов или насыщенных йодом агентов, попавших в организм человека; и второй — с пищей, водой или лекарственными препаратами. Раньше для населения континентальной части США считалось нормой потребление с пищей примерно 200 мкг йода; этого было достаточно для поддержания концентрации йодида в плазме па уровне приблизительно 0,5 мкг/дл (5 мкг/л). Однако из-за присутствия йода в некоторых пищевых продуктах и широкого распространения йодсодержащих лекарственных средств, витаминных препаратов и антисептиков среднее потребление йода возросло до 1000 мкг в сутки, что привело к соответствующему повышению концентрации йодида в плазме крови. Йодид извлекается из плазмы щитовидной железой, почками, а также слюнными железами и в желудочно-кишечном тракте, но, поскольку йодид, выделяющийся в просвет кишечника, подвергается реабсорбции, чистый его клиренс осуществляется только щитовидной железой и почками. В сущности щитовидная железа и почки конкурируют друг с другом за йодид плазмы. Почечный клиренс зависит в основном от скорости клубочковой фильтрации, и на него не влияют гуморальные факторы или концентрация йодида в плазме. Поэтому почки в норме являются пассивными участниками этой конкуренции. Отсюда следует, что соотношение между скоростью поступления йодида в щитовидную железу и скоростью его экскреции с мочой определяется активностью именно щитовидной железы, а не почек.
Процессы синтеза и секреции активных тиреоидных гормонов можно разделить на четыре последовательных этапа (рис.1). 
Первый включает активный транспорт йодида из плазмы в клетку щитовидной железы и в просвет фолликула. Скорость этого процесса превышает скорость пассивной днффузии йода из железы. В результате щитовидная железа оказывается способной удерживать градиент концентрации для йодида (отношение концентраций щитовидная железа/плазма) на весьма высоком уровне (до 500 и более в определенных условиях). Энергия для транспорта йодида черпается из фосфатных связей и поэтому зависит от окислительного фосфорилирования в железе.
 Второй этап биосинтеза гормонов включает окисление йодида в более реакционноспособную форму, способную йодировать тирозиновые остатки в молекуле тиреоглобулина — гликопротеида с мол. массой около 650 000, который синтезируется клетками фолликулов. Окисление йодида осуществляется йодид-пероксидазой, использующей перекись водорода, которая образуется по мере окислительного обмена в железе. 
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Рис. 2 Схема органификации йода в клетке щитовидной железы (http://en.wikipedia.org/wiki/Thyroid)

Йодирование органических структур происходит на границе между клеткой и коллоидом (рис.2), где этому процессу подвергается в основном свежесинтезированный тиреоглобулин, поступающий путем экзоцитоза в просвет фолликула. В результате в составе пептида образуются неактивные предшественники гормонов — монойодтирозин (МИТ) и дийодтирозин (ДИТ). Затем йодтирозины с помощью пероксидазы вступают в реакцию окислительной конденсации. 
Данная реакция протекает внутри молекулы тиреоглобулина и приводит к образованию различных йодтиронинов, включая Т4 и Т3 Хотя в крови и присутствуют небольшие количества тиреоглобулина, большая его часть некоторое время хранится в железе, играя роль запасной формы тиреоидных гормонов, или прогормона. Высвобождение активных гормонов в кровь происходит путем пиноцитоза фолликулярного коллоида на апикальном краю клетки с образованием коллоидных капелек. Для этого процесса необходимо функционирование микротрубочек. Коллоидные капельки сливаются с тиреоидными лизосомами, образуя фаголизосомы, в которых тиреоглобулин гидролизуется протеазами и пептидазами. Конечный этап заключается в выделении свободных йодтиронинов — Т4 и Т3— в кровь. Единственным источником эндогенного Т4 служит щитовидная железа. В отличие от этого только около 20% образующегося в норме Т3 поступает из щитовидной железы; остальная его часть образуется во внетиреоидных тканях путем ферментативного отщепления 5-йода от наружного кольца молекулы Т4. 
Неактивные йодтирозины, высвобождающиеся при гидролизе тиреоглобулина, отдают свой йод под действием внутритиреоидного фермента — дегалогеназы йодтирозинов. В норме высвобождающийся таким образом йод в основном реутилизируется в синтезе гормонов, но небольшая его доля все же теряется, поступая в кровоток (утечка йода). В патологических условиях эта доля может возрастать.

Щитовидная железа способна концентрировать и другие одновалентные анионы, такие как пертехнетат, который имеется в виде радиоактивного изотопа — натрий пертехнетат. В отличие от йодида пертехнетат очень мало связывается органическими соединениями. Поэтому он присутствует в щитовидной железе только короткое время. Это свойство наряду с его коротким физическим периодом полураспада делает пертехнетат ценным радионуклидом для получения изображения щитовидной железы с помощью методов сцинтилляционного сканирования.

Перечисленные выше реакции служат объектом торможения различными химическими соединениями. Их обычно называют зобогенными веществами, поскольку в силу своей способности ингибировать синтез гормонов и косвенно стимулировать секрецию ТТГ они вызывают образование зоба. Некоторые неорганические анионы, в том числе перхлорат и тиоцианат, ингибируют механизм транспорта йодида и тем самым уменьшают доступность субстрата для образования гормонов. Однако развивающиеся в результате этого зоб и гипотиреоз можно предотвратить или ликвидировать достаточно большими дозами йодида, которые обеспечивают поступление нужных его количеств в железу за счет простой диффузии. 

Широко используемые антитиреоидные средства, такие как производные тиомочевины и меркаптоимидазола, оказывают на биосинтез гормонов более сложное воздействие. Эти вещества, равно как и некоторые производные анилина, ингибируют первоначальное окисление (органическое связывание) йодида, снижая долю образующегося ДИТ относительно МИТ и блокируя конденсацию йодтирозинов в гормонально-активные йодтиронины. Последняя реакция наиболее чувствительна. 
Таким образом, синтез гормонально-активных йодтиронинов может быть резко заторможен в условиях лишь небольшого снижения общего захвата йода щитовидной железой. В отличие от эффекта одновалентных анионов зобогенное действие ингибиторов органического связывания йода не преодолевается большими его количествами. 
Действительно, некоторые слабые зобогенные вещества, такие как сульфонамиды и антипирин, при введении вместе с йодидом становятся почему-то даже более активными. 
Острое введение больших доз самого йода тоже может приводить к блокаде органического связывания и реакции конденсации. В норме это действие (эффект Вольффа — Чайкоффа) транзиторно, но у некоторых здоровых лиц, длительно получающих йод, имеет место постоянное торможение синтеза гормонов, сопровождающееся развитием зоба с гипотиреозом (йодная микседема) или без него. 
Большинство больных с болезнью Грейвса, особенно перенесшие радиойодтерапию или хирургическую операцию, а также больные с болезнью Хашимото чрезвычайно чувствительны к блокирующему действию йодида, и при хроническом приеме йодидов у них развивается гипотиреоз. Точно так же высокую чувствительность обнаруживает и щитовидная железа плода, и поэтому во избежание зобного гипотиреоза у плода беременные женщины не должны получать больших доз йодида [5]. 

Йодид в больших дозах может ингибировать и протеолиз тиреоглобулина, т. е. высвобождение гормонов. Этот эффект легче всего проявляется в условиях гиперфункции щитовидной железы, и именно он определяет быстрое терапевтическое действие йодидов у большинства больных гипертиреозом. 

Сравнительный анализ физико-химических свойств  йодированных молочных белков «Йодказеин» и «Биойод»

	Показатель качества по нормативному документу
	Йодказеин
Партия  от 20.09.2010 (09.10.K-13)
	Биойод
Партия от 14.10.2010 (10М207)
	Метод Нормативный документ

	Внешний вид 

	Неоднородный тёмно-коричневый порошок
	Кремовый пластинчатый порошок
	СанПиН 2.3.2.560-96 СанПиН 2.3.2.1078-01

	Вкус и запах
	Запах йода
	Без запаха йода
	СанПиН 2.3.2.560-96 СанПиН 2.3.2.1078-01

	Содержание воды (К Фишер), %
	0.54
	5.29
	ГФ XI, ч.1, с.177

	Массовая доля влаги, %
	3.60
	4.66
	ГФ XI, ч.1, с.176

	Массовая доля золы, %
	2.89 (Бурное выделение паров йода)
	2.30
	ГФ XII, ч.1, с.115

	Термическая устойчивость, ◦С
	281
	307
	ТГ-ДСК

	Массовая доля белка, %
	79.7
	83.2
	ГФ XII, ч.1, с.105

	Массовая доля молекулярного йода, %
	0.42
	Не обнаружен
	ГФ XI, ч.1, с.120

	Массовая доля органического йода, %
	5.1 (4.5±1,2)
	1.8 (1.6±0,5)
	МУ № 31-07/04

	Массовая доля неорганического йода, % 
	2.0 (1.7±0,6)
	0.1 (0.08±0,02)
	МУ № 31-07/04


	Растворимость , 1 г/25 мл воды, мин
	35 мин
	5
	ГФ XII, ч.1, с.92

	Элементный состав:

Углерод

Водород

Азот
*(без учета доли S и O )
	40,2 ± 0,4

7,3 ±0,1

13,1 ±0,1
	43,1 ± 1,6

8,4 ± 0,2

13,1 ±0,1
	Пиролитическая хроматография
CHNS-анализ

	Аминокислотный состав:   %
Asp

Thr

Ser

Gln

Gly

Ala

Val

Cys

Met

Ile
Len

Tyr
Phe

His

Lys

Arg

Pro
	1,15

17,75

10,00

19,25
3,67

1,67

2,97

следы
1,39

4,44

10,76

4,54

5,64

3,25

8,29

2,94

2,32


	1,64

следы
5,97

32,32

4,04

3,47

3,90

следы
3,23

5,98

10,41

4,03

5,73

5,56

7,72

3,49

2,50


	«Золотой стандарт ААА»,  Директива 98/64/EC и 2000/45/EC, Референсный метода для аминокислотного анализа 

	Содержание йодтирозинов оценочное (без валидации), %

МИТ

ДИТ
	0,38

1,20
	1,32

0,64
	ВЭЖХ ОФ
Методика ЗАО ИИХР

	Солевая нагрузка (проводимость, ppm)


	260
	69
	СанПиН 2.3.2.560-96 

	Тяжелые метыллы (Pb, Cd, As, Hg): 
	Отвечает требованиям СанПиН 2.3.2.1078-01
	Отвечает требованиям СанПиН 2.3.2.1078-01
	СанПиН 2.3.2.1078-01

	Суммарное содержание хлорорганических производных (ДДТ, ГХЦГ), мг/кг
	Не обнаружены
	Не обнаружены
Отвечает требованиям НД
	СанПиН 2.3.2.1078-01

	Ионный состав, %
	Cl (52.3)

SO42-(1.02)

PO43-(0.864)
	Cl (0.95)

PO43-(0.98)
	Ионная хроматография

	Удельное вращение раствора, [α]589
	-66.30
	-57.08
	ГФ XII, ч.1, с.54

	Переваримость,

мг тирозина / г белка:

- пепсином

- трипсином

Общая переваримость
	10,8

6,93

17,73
	8,4

10,7

19,1
	ГОСТ 24230-80

	Переваримость белка, выраженная в % к исходной массовой доли в нем тирозина:  г/100 г. (%)
	39,5 %
	47,9 %
	ГОСТ 24230-80

	Валовое содержание йода, %
	7.310
	1.773
	Рентгено-флуоресцентный анализ


2.  Экспериментальная оценка основных физико-химических показателей


Органолептическое испытание. Внешний вид, цвет и запах.
Белок «Йодказеин» представляет собой неоднородный порошок рыжего цвета с коричневыми включениями разнородных по размеру гранул. Порошок обладает резким запахом йода и органических растворителей.

Белок «Биойод» имеет вытянутую кристаллическую структуру порошка после лиофильной сушки с кремовым светло-желтым оттенком и запахом молока.
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Рис. 3. Внешний вид йодированных молочных белков «Йодказеин» (слева) и «Биойод» (справа)
Сульфатная зола. 
Сульфатная зола из 1,0 г (точная навеска) субстанции является важным критерием, указывая на неорганический остаток после озоления (ГФ XII, ч.1, с.115). 
1,0 г субстанции (точная навеска) помещают в предварительно прокаленный и точно взвешенный кварцевый тигель, добавляют 1,0 мл серной кислоты концентрированной и осторожно нагревают на электрической плитке для удаления серной кислоты. Температуру нагрева на электрической плите последовательно повышают от 180 °С до 300 °С с шагом 50 °С во избежание обильного вспенивания и потери вещества из аналитического объема. Затем тигель помещают в муфельную печь при температуре 300 °С и медленно нагревают до 500 °С. Тигель с веществом прокаливают до постоянной массы при 500 °С. По окончании прокаливания, тигель охлаждают в эксикаторе. К остатку в тигле добавляют 1,0 мл серной кислоты концентрированной, повторяют процедуру с прокаливанием, по окончании взвешивают остаточную массу.
Вода по методу К. Фишера (волюмометрический метод) 
Содержание воды в субстанции служит важным критерием о гидрофильных свойствах йодированного белка, косвенно характеризуя состояние белка после обработки в процессе получения.

Титратор: Mettler Toledo V30

Титрант: КФИ-1К  Т5

Растворитель: КФ-РТ-Кетон

Титр: T= 5.04414 мг/мл
Методика определения:  

Объёмометрическое титрование воды, содержащейся в пробе, проводили по методу К. Фишера (полумикрометод)  с потенциометрической индикацией конечной точки титрования на поляризованном платиновом электроде (ГФ XI, вып. I, с. 176).

Около 0,1 г (точная навеска) субстанции титруют реактивом К.Фишера (с предварительно установленным титром). 

Растворитель для титрования используют безметанольный во избежание побочных реакций среды растворения с белковой матрицей.
Перед началом титрования проба перемешивается и растворяется в течение 45 с.
Расчет проводят по формуле:

Rx=(Vэкв.*T-t*D/1000)*C/m,

где  Vэкв. – объём титранта, пошедший на титрование воды в навеске, мл;

      m – масса навески, г;

      T – концентрация титранта КФИ-1К T 5, г/мл (титр).

      t – время титрования, мин

      D – относительный дрейф, мкг/мин

      C =0.1 - поправочный фактор

Результаты содержания воды приведены в сравнительной таблице йодированных белков.

3. Содержание молекулярного йода, неорганического йодид-иона и ковалентно связанного органического йода

3.1 Методика определения свободного молекулярного йода. Методические указания МУК 4.1.1090—02
Определение молекулярной формы йода в йодированных белках выполнено в соответствии с ГОСТ Р 53751-2009 на молочные продукты и продукты детского питания на молочной основе.

Определение проводили титриметрическим методом с предварительной пробоподготовкой на основе экстракции и выделении свободного йода в спиртовую фракцию, далее оттитровываемого натрием серноватистокислым, по расходу которого расчетным путем определяют содержания свободного йода в пробе.
Перед выполнением измерений проводят следующие работы: приготовление растворов, отбор проб. 

Все растворы готовятся на безйодной дистиллированной воде. Дистиллированная вода перегоняется в присутствии К2СО3. Спирт ректификат перегоняется в присутствии К2СО3.
Существующая ранее фотометрическая методика определения (
Сборник методических указаний. МУК 4.1.737—99—4.1.754—99) из-за недостаточной чувствительности не позволяет контролировать содержание йода в воде на уровне предельно допустимой концентрации (ПДК 0,125 мг/дм3). Существенным недостатком йодометрической методики является отсутствие метрологической аттестации.

Методические указания, в соответствие с которыми анализировались пробы йодированных белков, дают возможность устанавливать содержание молекулярного йода в диапазоне концентраций 0,01—1 мг/дм3. Метод метрологически аттестован и обеспечивает определение молекулярного йода с пределом обнаружения 0,08 ПДК.
Методика обеспечивает выполнение измерений с погрешностью, не превышающей ± 30 %, при доверительной вероятности 0,95.
Данная методика измерения концентрации йода титриметрическим методом разработана для определения йодидов в водах и основана на окислении йодидов до йодатов в кислой среде бромной водой с восстановлением последних до свободного йода по формуле:

Г +3 Вг2 + ЗН2О = IO-3 +6Н+ +6Вг-;




(1)
КIO3 + 5 KI + 3H2S04 = ЗI2+ 3K2S04+ ЗH2О;


(2)
I2 + 2Na2S203 = Na2S406+ 2NaI.




(3)
В исследовании свободного молекулярного йода титриметрическим методом использовали количественное титрование тиосульфатом натрия, взаимодействие протекает уравнению (3).
Количественное определение проводят йодометрическим титрованием. Нижний предел измерения йода в анализируемой пробе 10 мкг. Определению не мешают другие галогены.

Подготовка стеклянной посуды

Новую стеклянную химическую посуду первоначально промывают смесью концентрированной серной кислоты и перекиси водорода (в соотношении примерно 10:1 по объему), затем – раствором концентрированной азотной кислоты, разбавленной бидистиллированной водой (в соотношении примерно 1:10 по объему). После обработки растворами кислот посуду промывают бидистиллированной водой несколько раз.

При последующем использовании стеклянную посуду промывают раствором концентрированной азотной кислоты, разбавленной бидистиллированной водой (в соотношении примерно 1:10 по объему), затем бидистиллированной водой.
 

Новые кварцевые стаканчики или фарфоровые чашки обрабатывают раствором концентрированной азотной кислоты, разбавленной бидистиллированной водой (в соотношении примерно 1:10 по объему), затем прокаливают в муфельной печи при температуре (550 + 50) °С в течение (30 + 1) мин. 
Пробы с низким содержанием йода (менее 0,01 мг/л) предварительно концентрируют упариванием. Для определения отбирают такой объем пробы, чтобы содержание в нем йода было в пределах 0,01—1 мг. В термостойкий стакан помещают пробу исследуемого белка массой около 1,00 г (точная навеска), добавляют достаточное количество бидистиллированной воды для растворения, прибавляют 10 капель 1 %-ного раствора фенолфталеина и раствор К2СО3 до ярко красного окрашивания, не исчезающего при помешивании.
В делительную воронку вместимостью 50 см3 помещают раствор испытуемого йодированного белка, добавляют 20 см3 бидистиллированной воды и 20 см3 этилового спирта, встряхивают 30 мин на лабораторном перемешивающем устройстве. Экстракцию спиртом проводят до тех пор, пока слой растворителя не станет бесцветным. Верхнюю водную фракцию переносят в фарфоровую чашку и высушивают в сушильном шкафу при температуре 150 °С для дальнейших испытаний на содержание связанного йода.

Полученный экстракт выпаривают на водяной бане, прибавив 2 капли концентрированного раствора К2СО3. После этого чашку просушивают в сушильном шкафу и прокаливают в электропечи. Так как в экстракте минеральных веществ мало, в этих условиях происходит быстрое и полное сгорание всего органического вещества. После охлаждения чашки добавляют 3—4 капли дистиллированной воды и опять экстрагируют небольшими порциями спирта (10 см3). Экстракт осторожно концентрируют  на водяной, не сильно нагретой бане с таким расчетом, чтобы спирт в чашке не закипел.
Добавляют кристаллик химически чистого йодистого калия, полученного и подкисляют двумя каплями серной кислоты. Прибавляют три капли 0,5 %-ного раствора крахмала, свежеприготовленного, и титруют 0,001 моль/дм3 раствором серноватистокислого натрия, приготовленного до изменения окраски раствора, не исчезающей в течение 1 мин.
Контрольная пробу, готовят, используя вместо пробы йодированного белка 20 см3 бидистиллированной воды. Далее проводят титрование как описано выше.
Обработка результатов измерений

Содержание йода Х, мкг/кг, вычисляют по формуле

[image: image10.emf], (1)

где:

V1 – объем раствора серноватистокислого натрия молярной концентрацией

0,001 моль/дм3, израсходованного на титрование в исследуемой пробе, см3;

V0 – объем раствора серноватистокислого натрия молярной концентрацией

0,001 моль/дм3, израсходованного на титрование в контрольной пробе, см3;

21,15 – масса йода, соответствующая 1 см3 раствора серноватистокислого

натрия молярной концентрацией 0,001 моль/дм3, мкг;

К – коэффициент поправки к титру 0,001 моль/дм3 раствора

серноватистокислого натрия;

m – навеска исследуемой пробы , г;

1000 – коэффициент пересчета результатов на 1000 г продукта;

За окончательный результат принимают среднеарифметическое значение результатов двух параллельных измерений, округленное до первого десятичного знака, если выполняется условие приемлемости.
Приписанные характеристики погрешности и ее составляющих метода определения содержания йода при Р = 0,95 приведены в таблице ниже:
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Результаты испытания йодированных белков на содержание молекулярного йода.

Результаты измерения проб йодированных белков «Йодказеин» и «Биойод», проведённые по методике описанной выше выявили наличие 0,42 масс.% свободного йода в пробе белка «Йодказеин». 
В пробе йодированного белка «Биойод» йод в свободной молекулярной форме не обнаружен.


Методика выполнения измерений (МУ 31-07/04) содержания йода в пищевых продуктах, продовольственном сырье, кормах и продуктах их переработки, лекарственных препаратах, витаминах, БАДах, биологических объектах (моча) методом инверсионной вольтамперометрии.
Методика выполнения измерений разработана в лаборатории приборов вольтамперометрического анализа химико-технологического факультета Томского политехнического университета и ООО «НПП Томьаналит» и аттестована в соответствии с ГОСТ Р 8.563. Методика определения согласовывается и не противоречит описанию методике вольтамперометрического детектирования йодид-ионов ГОСТ Р 53751-2009 на молочные продукты и продукты детского питания на молочной основе, а также вольтамперометрическому определению йода в пищевых продуктах МУК 4.1.1187-03.
  Определение иодид-ионов методом инверсионной вольтамперометрии проводили на ртутно-плёночных и серебряных электродах. Сущность метода заключается в предварительном электроконцентрировании иодид-ионов на поверхности электрода при постоянном потенциале в виде малорастворимого соединения (иодида ртути или иодида серебра) и последующем электрорастворении осадка с поверхности электрода.

 Обеспечить удовлетворительную воспроизводимость результатов на серебряных электродах удается только при сложной регенерации поверхности, которая обычно включает в себя стадии механической, химической и электрохимической обработки. В данном исследовании в качестве индикаторного электрода использовали ртутно-пленочный электрод (РПЭ).
Методика включает в себя предварительную подготовку проб путем минерализации и последующий анализ водного раствора минерализованной пробы методом катодной инверсионной вольтамперометрии.

Пробоподготовка

Разработаны и апробированы две методики пробоподготовки йодированных белков для последующего вольтамперометрического определения йодид-ионов: 

-  микроволновой минерализации действием смеси концентрированных HNO3 и H2O2 в кварцевом реакторе закрытого типа  на микроволновой системе CEM Discovery
- «мокрого» щелочного озоления с добавками навески пробы йодированного белка на нагревателях (электрическая плита, муфельная печь) открытого типа. 
 Предварительная пробоподготовка в первом случае заключалается в растворении пробы йодированного белка в воде в соответствии с техническим условиями на каждый йодированный белок при незначительном нагреве до 60 ˚С и перемешивании. 

Далее раствор белка переносят в герметичный кварцевый реактор для термообработки микроволновым способом. В сосуд для минерализации объёмом 10 мл. вносили 3 мл. концентрированной HNO3 и 1 мл. концентрированной H2O2. Реактор герметично закрывался крышкой и помещался в зону для микроволновой обработки.
Температура и давление в реакционной зоне контролировались аппаратно (рис.1) в интервале температур 160-180 ˚С и давления 10-17 атм.
Время обработки рекомендовано в интервале 30-35 мин и зависит от матричных эффектов связывания. После реактор охлаждали, раствор после минерализации испытывали методом постояннотоковой вольтамперометрии на общее валовое содержание йодид-ионов в соответствии  с методическим указанием МУ 31-07/04.
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Рис.4. Микроволновая минерализация проб йодированных белков в окислительной смеси HNO3-H2O2.

Подготовка проб в случае «мокрого» щелочного озоления включает следующие операции: первичную оценку содержания несвязанного йодид-иона, окклюдированного в белковой матрице и суммарное валовое содержание йода после муфельного щелочного озоления этой же пробы. 

Для этого перед анализом пробу образца навеской 0,1-0,2 г., взвешенной на аналитических весах с точностью 0,0002 г, помещают в кварцевый стаканчик (фарфоровый тигель), вместимостью 25 см3, добавляют (4-5) см3 раствора калия гидроокиси концентрации 10 % массовых и оставляют на 30 минут. Добавляют 15 см3 бидистиллированной воды, тщательно перемешивают раствор до полного растворения образца. Для анализа берут аликвоту пробы не более 0,01 мл.
Далее в кварцевый стаканчик после предварительной подготовки и первичной оценки несвязанного йода добавляют 1 см3 раствора калия гидроокиси концентрации 10 % массовых и выпаривают на электроплитке при температуре 120 ˚С в течение 40-60 минут, накрыв стаканчик фильтровальной бумагой. Затем выдерживают стаканчики в муфеле или в камере озоления печи 30–40 минут при 550 ˚С.
Полного разрушения органических веществ можно достигнуть таким озолением пробы, но при этом возможно улетучивание йода. Для предотвращения потерь предварительно пробу выдерживали с 10 % раствором гидроксида калия в течение более длительного времени (1-2 ч.). После этого раствор также выпаривают до сухих солей и выдерживают в муфельной печи при температуре 480 ˚С 15 минут. Для ускорения процесса разложения к пробе добавляют раствор нитрата калия 1 моль/дм3, выпаривают и снова выдерживают в муфельной печи при той же температуре. Недостатком этого способа является длительность – до 3 часов, а также возможность загрязнения пробы используемыми реактивами.
Данный подход двухкратной обработки одной навески пробы позволяет двумя независимыми способами минерализации - микроволновым и муфельным - установить методом катодной ИВА содержание несвязанного свободного и органически связанного ковалентного йода в аналитически определяемой форме йодид-ионов.
Таким образом, в процессе минерализации пробы и последующем ультрафиолетовом облучении раствора минерализованной пробы переводят все формы йода в иодид-ионы. 
Эффективность применения каждого из методов пробоподготовки (микроволнового и муфельного) оценивали по возможности получения воспроизводимого аналитического сигнала, обеспечивающего количественную оценку содержания общего йода в пробе. Правильность оценки проверяли методом «введено-найдено» при введении в анализируемый раствор аттестованной смеси ГСО.
Методика измерения

Иодид-ионы концентрируют на серебряном модифицированном или ртутно-плёночном электродах в виде малорастворимого осадка с последующим катодным восстановлением осадка при линейном изменении потенциала. Возникающий при этом катодный пик при потенциале минус (0,4±0,05) В для серебряного электрода модифицированного и минус (0,3±0,05) В для ртутно-плёночного электрода является аналитическим сигналом. Содержание иодид-ионов в растворе подготовленной пробы определяется по методу добавок аттестованной смеси иодид-ионов.
Измерения проводили на компьютеризированном вольтамперометрическом анализаторе ТА-4 производства ООО НПП «Томьаналит» (г.Томск) с встроенной УФ-лампой (λ=185-260 нм; Р=20 Вт) и трехэлектродной электрохимической ячейкой: вспомогательный электрод и электрод сравнения - хлоридсеребряный электрод (в 1 М KCl). Индикаторный РПЭ готовили «механическим» нанесением плёнки ртути или путем электролитического осаждения ртути в режиме заданного тока на серебряную проволоку диаметром 1,1 мм и длиной 8-9 мм, запрессованную в полимерный стержень, из насыщенного раствора Hg2(NO3)2 при постоянном токе 1,5 мА в течение 600 с. Перемешивание анализируемых растворов осуществляли путем вибрации индикаторного электрода. Все используемые реактивы были марки о.с.ч. и не подвергались дополнительной очистке. Все растворы готовили на бидистиллированной воде. 

Растворы иодид-ионов  готовили разбавлением государственных стандартных образцов ГСО.

Электроосаждение иодидов на поверхность РПЭ проводили в виде малорастворимого соединения со ртутью Hg2I2 при постоянном потенциале, при котором происходит электрорастворение металлической ртути. Растворение осадка проводили при постояннотоковой или переменнотоковой форме развертки поляризующего напряжения от минус 0,05 В до минус 0,95 В со скоростью 100 мВ/с. При этом на вольтамперограмме регистрировали катодный пик при потенциале минус (0,35±0,05) В, который служил аналитическим сигналом иодид-ионов. Для сравнения другие формы йода, например йодат-ион восстанавливается при потенциале  минус (1,4±0,05) и возможно раздельное их обнаружение в совместном присутствии (рис.5). 
[image: image13.emf]
Рис .5 Типичный вид вольтамперограмм форм йода в виде йодат и йодид анионов, позволяющая их раздельное обнаружение.

Применение дифференциально-импульсной развертки потенциала (амплитуда импульса - 30 мВ, ширина импульса – 25 мс) позволяет увеличить величину аналитического сигнала в 2,5-3 раза. Содержание иодид-ионов в пробе определяли по методу добавок. Мешающее влияние растворенного кислорода устраняли путем барботажа азота через анализируемый раствор или фотохимическим способом.

В качестве фоновых электролитов использовали муравьиную кислоту. Величина аналитического сигнала иодид-ионов не зависит от концентрации муравьиной кислоты в диапазоне от 0,05 до 0,8 моль/дм3. 

Использование в качестве фонового электролита муравьиной кислоты позволяет избежать применения инертного газа и проводить дезактивацию растворенного кислорода за счет протекания фотохимической реакции при УФ-облучении анализируемого раствора. 
Таблица  - Параметры подготовительных этапов (стадий) методики «Определение йодав продуктах»

	Этап
	Потенциал, В
	Время выполнения этапа, с
	Состояние исполнительных устройств

	
	
	
	УФ-лампа
	Вибрация

	Подготовка*
	-0.5
	60
	Вкл.
	Вкл.

	Растворение
	-0.5
	10
	Вкл.
	Вкл.

	Накопление
	-0.1
	30
	Вкл.
	Вкл.

	Успокоение
	0
	2
	Выкл.
	Выкл.


* Этап «Подготовка» выполняется только перед регистрацией серии вольтамперограмм.

Потенциал пика йода: минус 0.4 В для СЭМ; минус 0.3 В для РПЭ.

Метод измерения: постояннотоковый.

Потенциал начала развертки: 0 В.

Потенциал конца развертки: минус 1.0 В.

Скорость развертки: 100 мВ/с.

Метод расчета пиков: по высоте.

Инверсия кривых: включена.

Параметры отмывки: по методике, пропуская этап «Накопление», число повторов – 5.

Параметры подготовки (нанесение пленки ртути на РПЭ): канал «А»; ток 1,5 мА; время 180 секунд; вибрация выключена (установлено значение «0»).

Проверка работы электродов осуществляется методом «введено-найдено»

Проверку работу электродов проводят:

а) ежедневно перед началом работы;

б) после нанесения пленки ртути на поверхность электрода;

в) при расхождении результатов параллельных определений свыше допускаемого;

г) при отсутствии на вольтамперограммах пика йода.

В кварцевые стаканчики с фоновым раствором, проверенные на чистоту добавляют 0,04 см3 аттестованной смеси иодид-иона концентрации 10 мг/дм3.

Устанавливают время на этапе «Подготовка» 20 с.

Облучение раствора в течение 60 секунд для дезактивации растворенного кислорода проводят только один раз. При последующих регистрациях в этом же растворе, если после облучения раствора прошло не более пяти минут, и если в облучаемый раствор не вносятся компоненты, мешающие определению, уменьшают время подготовки до 20 секунд.

Устанавливают параметры пробы:

Объем аликвоты минимальный для обнаружения сигнала:
0,005 см3.

Объем минерализата:
в зависимости от выбранного способа минерализации составляет от 5,0 см3 для микроволновой минерализации до 10 см3 для щелочного озоления.
Масса навески по каналам:
0,05-0,2 г.

Размерность для расчета концентраций - мг/кг.

Проводят регистрацию вольтамперограмм пробы в масштабе 10:1 – 20:1.

После регистрации исключают, если необходимо, невоспроизводимые вольтамперограммы. Количество воспроизводимых вольтамперограмм в каждом окне должно быть не менее двух. В противном случае регистрацию повторяют.

Обрабатывают полученные вольтамперограммы пробы: усредняют и при необходимости корректируют разметку линии остаточного тока.

Устанавливают параметры добавки аттестованной смеси: концентрация – 10 мг/дм3; объем - 0,04 см3.

Вносят в каждую ячейку 0,04 см3 аттестованной смеси иодид-иона концентрации 10 мг/дм3 и запускают регистрацию вольтамперограмм пробы с добавкой.

Получают две-три воспроизводимые вольтамперограммы пробы с добавкой. После регистрации исключают, если необходимо, невоспроизводимые вольтамперограммы. Количество воспроизводимых вольтамперограмм в каждом окне должно быть не менее двух. В противном случае регистрацию повторяют. Обрабатывают полученные вольтамперограммы пробы с добавкой: усредняют и при необходимости корректируют разметку линии остаточного тока.

Выполняют команду «Расчет». При наличии на вольтамперограммах фона пика йода, включают «Учет фона». Если полученные значения концентрации йода входят в интервал 0,030-0,050 мг/дм3, то электроды работают удовлетворительно. Если расхождение между полученной концентрацией и введенной превышает 25 % (например, 0,025 мг/дм3 - полученная, 0,040 мг/дм3 - введенная), проверку электродов повторяют с новым фоновым раствором.
Содержание йод-органических соединений определяют по разнице валового содержания йода и суммарного содержания иодид- и иодат-ионов. Для определения валового содержания йода использовали описанные методы пробоподготовки: микроволновую минерализацию и щелочное озоление с добавками.
Адекватность и достоверность определения йода в йодированных белках проверяли по содержанию йода в свежей йодированной соли с заявленным содержанием 40±15 мг/кг. 

В приложении 1 приведена типичная серия вольтамперограмм катодной ИВА для раствора соли «Зимушка краса» (Нидерланды). 

Результаты  содержания органической связанной формы йода и свободной неорганической для исследуемых йодированных белков приведены в сравнительной таблице (с.40-41).
Прямой метод определения валового содержания йода в белковой матрице

Рентгенофлуоресцентный анализ (РФА)


Для определения элементов в молоке и молочных продуктах наиболее часто используются следующие методы: атомно-абсорбционный анализ (ААА) с пламенной или электротермической атомизацией элементов, масс-спектрометрия с индуктивно-связанной плазмой (МС-ИСП) и атомно-эмиссионная спектрометрия с индуктивно-связанной плазмой (АЭС-ИСП). Менее распространены нейтронно-активационный анализ (НАА), рентгеноспектральный анализ с протонным возбуждением (РСА П) и рентгенофлуоресцентный анализ (РФА). Среди других методов также можно отметить следующие: ААА с гидридным атомизатором и приставкой «холодного пара», атомно-флуоресцентный анализ (АФА), газо-жидкостную хроматографию в сочетании с МС-ИСП и АЭС-ИСП, потенциометрию.



Молоко и молочные продукты являются очень чувствительной системой к загрязнению в процессе пробоподготовки и анализа. Проблемы, возникающие при использовании какого-либо метода для определения элементов в молоке, обусловлены, в частности, сложным биоорганическим составом матрицы, очень низкими содержаниями многих микроэлементов в сочетании с высокими содержаниями щелочных и щелочноземельных металлов, хлора и фосфора. Большинство перечисленных выше методов ориентировано на анализ растворов после разложения органической матрицы молока и молочного продукта. 

Этап разложения молока занимает около 61 % от времени, затраченного на анализ, и его вклад в суммарную погрешность анализа составляет примерно 30 %. В ряде случаев погрешность анализа, связанная с разложением, обусловлена присутствием молочного жира в молоке, который не всегда удается полностью перевести в раствор.  


Среди недеструктивных методов следует отметить РФА [9,10], который позволяет анализировать высушенные или лиофилизованные образцы молочных продуктов без какой-либо химической обработки. Другими его достоинствами является многоэлементность, относительно короткое время пробоподготовки и измерения образца, эффективное определение летучих элементов, в частности, хлора и йода [Crecelius E.A.]. В ряде работ отмечено, что недостатками недеструктивного варианта РФА являются высокие пределы обнаружения, что затрудняет определение высокотоксичных элементов, таких как Cd, Hg, Pb и As.

Публикации, посвященные РФА молока [9], и решаемые в них задачи весьма немногочисленны, хотя во многих работах отмечаются большие возможности этого метода при определении элементов в молоке и молочных продуктах. 

Целью данной части исследования являлось рассмотреть состояние и особенности РФА молочных йодированных белков, оценить возможность использования метода рентгено-флуоресцентного анализа для недеструктивного прямого определения валового содержания йода в йодированных молочных белках и продуктах, содержащих йод.

Измерения выполняли совместно на базе методического центра компании «Термо Техно» на энергодисперсионном анализаторе ARL QUANT’X. Thermo Fisher Scientific. В качестве матрицы для построения калибровочной прямой использовали крахмал картофельный ГОСТ 7699-78. Для приготовления контрольных точек с известным валовым содрежанием йода использовали йодат калия х.ч., точную навеску которого помещали в точно взвешенное количество крахмала, интенсивно перемешивали в течение 2-3 мин. на лабораторной мельнице.  


Анализируемые пробы массой 2  г после тщательного измельчения в лабораторной мельнице прессовали под давлением 2 т. при одинаковых условиях в формах диметром d = 3.2 см. 


Далее в соответствии с методикой измерения спектров РФА изучались пробы исходных йодированных белков «Биойод» и «Йодказеин».

Контроль анализируемого участка пробы осуществлялся с помощью CCD камеры с регулируемым размером рентгеновского пучка от 1 до 10 мм. и вращением пробы вокруг оси детектора (Si(Li) детектор с электрическим охлаждением).


Широкие возможности программы управления бесстандартного анализа UniQuantTM позволили оценить содержание йода в пробах недеструктивным способом. 


Правильность  результатов  недеструктивного  РФА молочных  йодсодержащих продуктов  оценивали  с  помощью  стандартных  образцов (добавки йодата калия к матрице крахмала)  или  с  помощью  контрольного метода (ИВА). 
[image: image14.emf]
Рис.6. Схема образования флуоресцентного излучения от атомов йода после рентгеновского возбуждения

[image: image15.emf]
Рис.7. Спектры испускания флуоресцентного излучения от атомов йода после рентгеновского возбуждения [6].


Результаты валового содержания йода в анализируемых пробах представлены в сводной таблице раздела Приложение.


Суммарное валовое количество йода находится в интервале заявленного производителем содержания.
Пробоподготовка.
Методики кислотного, ферментативного и щелочного гидролиза  для хроматографического аминокислотного анализа.
Гидролиз – один из методов деструкции белков, в результате которого происходит разрыв пептидных связей белковой молекулы. Процесс идет с присоединением воды и образованием азотистых соединений, а также может быть полным или частичным в зависимости от способа расщепления. 

Существует три способа получения гидролизатов йодированных белков: кислотный, ферментативный и щелочной. 
Йодированные аминокислоты, в частности йодтирозины, неустойчивы в условиях кислотного гидролиза, наиболее часто применяемого для расщепления белков до индивидуальных аминокислот. 

Поэтому для детектирования йодтирозинов необходимо использовать иные методы гидролиза йодированных белков. В кислотном гидролизе белок подвергают нагреву в присутствии концентрированной соляной кислотой до тех пор, пока он полностью не гидролизуется до входящих в его состав аминокислот. В этих условиях триптофан разрушается полностью, цистеин – почти полностью, а серин и треонин – незначительно. В результате гидролиза получается раствор черного цвета. Дальнейшие процедуры необходимы для обесцвечивания раствора и частичного удаления остатков соляной кислоты. Один из методов состоит в отгонке оставшейся HCl, осаждении ионов Cl-  в  виде PbCl2 и удалении ионов Pb2+  с помощью BaS или H2SO4 (при  этом на  этапе осаждения PbCl2  происходит также и обесцвечивание раствора). При очистке в особенности с помощью древесного угля может произойти значительное изменение функциональных свойств гидролизата (адсорбция древесным углем). Такой  способ  гидролиза казеина применяют при производстве питательных  сред. 

В процессе жесткого кислотного гидролиза происходят значительные структурные изменения белковых субъединиц. Наряду с этим подвергаются разрушению и рацемизации (образованию стереоизомеров, не усваивающихся организмов), хотя и в меньшей степени, оксикислоты, дикарбоновые кислоты и пролин. В низкомолекулярных пептидах, которые являются биологически активными соединениями, образуются концевые структурные деформации. В результате чего они становятся неузнаваемыми рецепторами клеток. При кислотном гидролизе происходит расщепление и других биологических полимеров: нуклеиновых кислот, полисахаридов. При разрушении аминокислот образуются альдегиды, аммиак и углекислый газ, а из сахара – гексозы–оксиметилфурфурол. Альдегиды и оксиметилфурфурол взаимодействуют с новыми молекулами аминокислот, образуют меланоиды, оказывающие токсическое действие на чувствительные клеточные системы. В результате кислотного  гидролиза  возникают D-изомеры  некоторых  заменимых  аминокислот,  которые  не  усваиваются клеткой и могут являться ингибиторами клеточного роста. 

При ферментативном гидролизе получают частичные гидролизаты, содержащие в различных соотношениях, как малые пептиды, так и аминокислоты, в том числе триптофан. Для гидролиза используют ферменты: папаин,  панкреатин, проназу. На  основе ферментативного  гидролиза  разработаны технологии  получения  гидролизатов молочного белка направленного химического состава. Эта технология применяется в пищевой промышленности. Гидролиз белков, осуществляемый с помощью протеолитических ферментов, лишен недостатков кислотного гидролиза. В его процессе не происходит патологических изменений продуктов гидролиза, и хотя этот тип гидролиза осуществляется не более, чем на 70-80%, полученные в результате расщепления компоненты физиологичны, легко проникают в клетку и включаются в процессы клеточного метаболизма. В этом случае мы имеем дело с техническим моделированием функции ЖКТ, в частности, с функцией гидролитического расщепления  потребляемых  организмом  белков  с  помощью  протеолитических  ферментов  животного  происхождения. 

Причем наиболее близки по свойствам к ферментам ЖКТ человека ферменты, выделяемые из организма свиньи. При щелочном гидролизе происходит рацемизация некоторых аминокислот и разрушение аргинина, лизина,  цистина  и  цистеина. Щелочной  гидролиз  белков  применяют  в  непищевых  отраслях  промышленности. Гидролизу подвергают природные соединения растительного или животного происхождения. Они либо полностью  состоят из белка, либо  содержат  его в  значительных количествах. 

При  получении  гидролизатов  казеина  в  пищевой  промышленности  наиболее широко  используют  ферментативный  способ. Ограниченное  применение щелочного  и  кислотного  способов  в  технологии  получения гидролизатов пищевого назначения обусловлено в основном сложностью отделения такого катализатора. 

В настоящее время стали доступны методы удаления ионов неорганических веществ, например, электродиализ,  целесообразно  рассмотреть  эти методы  в  качестве  основы  для  технологии  получения  пептидов  и аминокислот. Известно, что с помощью щелочи, несмотря на его недостатки, можно получить продукты с более высокой степенью гидролиза, чем при использовании ферментных препаратов. К тому же стоимость фермента гораздо выше. В связи с этим, интересным представляется более глубокое изучение состава продукта щелочного и ферментативного гидролиза молочных белков  и возможность его использования в отработке методики определения йодированных аминокислот. 

Кислотный гидролиз 

Для гидролиза используют кипящую при постоянной температуре соляную кислоту или продажную 6 М HCl высшего качества с добавкой 0,02% меркаптоэтанола и 0,25% (масс./об.) фенола. Для удаления следов кислорода пропускают через кислоту в течение 5 мин поток азота. 

Приготовление образцов для гидролиза. Пробирки или ампулы, которые могут быть изготовлены путем запаивания коротких трубочек из стекла пирекс, в целях очистки следует очистить перед использованием. 

Берут навеску (1—5 мг) высушенного на воздухе или лиофилизованного белка (взвешивают прямо в ампуле); можно использовать и раствор белка, при этом лиофилизацию аликвотной части раствора проводят также в ампуле. Анализируемый образец не должен содержать солей, поэтому используют летучие буферные растворы. 

Добавляют к осадку 6 М HCl (1 мл на 5 мг белка или при меньших количествах 10—200 мкл). Замораживают содержимое ампулы в бане (ацетон с твердой углекислотой), присоединяют ее к вакуумной линии с помощью короткой резиновой или тайгоновой трубки и откачивают воздух на масляном насосе ниже остаточного давления  10~20 мм рт. ст. 

В процессе вакуумирования (обычно 3—5 мин бывает достаточно) образец должен находиться под наблюдением. Если масса в ампуле начинает подниматься или «вскипать», то на короткое время к верхней ее части подводят тепло. Если эта процедура не помогает, на мгновение открывают кран и тут же его закрывают. При необходимости повторяют эту процедуру несколько раз. Второй трехходовой кран в присоединен к баллону с азотом, что делает возможным проводить попеременно удаление воздуха из системы и наполнение ее азотом до полного исключения кислорода. В процессе вакуумирования рекомендуется осторожно разморозить содержимое ампулы для удаления растворенного кислорода. 

Условия гидролиза. Ампулу помещают в термостат с циркулирующим воздухом, прогретым до 110 °С; точный температурный контроль процесса очень важен. Удобно использовать для этих целей термостат газожидкостного хроматографа. 

По окончании гидролиза (т. е. через 24, 48 или 72 ч) ампулу осторожно центрифугируют. 

Полный неспецифичный гидролиз белка (пептида) позволяет установить только его брутто состав, т.е. какие аминокислоты входят в пептидную цепь и в каких количественных соотношениях (пропорциях). 
Однако, полученный результат не несет в себе никакой информации о том, в какой последовательности соединены между собой эти аминокислоты. 
Щелочной гидролиз

Методика быстрого гидролиза с использованием LiOH и микроволновой системы для определения методом катодной инверсионной вольтамперометрии.

Для гидролиза молочного продукта/белка используют пробирки из тефлона (или кварца) с плотно закрывающеся пробкой и тефлоновым вкладышем. 

Объём гидролизата выбирают из расчета предполагаемого содержания йода или йодтирозинов (МИТ и ДИТ) в указанном концентрационном диапазоне с учетом соотношения 1 мл 4 М LiOH на 25 мг образца. Кварцевую пробирку с образцом продувают азотом, интенсивно растворяют при обработке в ультразвуковой бане до полного растворения пробы. Для молочных продуктов предшествует стадия гомогенизации и измельчения пробы с дальнейшим растворением пробы. Допускается приготовление равномерной дисперсии или суспензии в растворе LiOH .

В дальнейшем гидролизуют в течение 30 мин - 60 мин при 120 °С - 145 °С использую равномерный подвод мощности от микроволновой системы с контролем температуры и давления, что дает приблизительно одинаковые результаты. 
Гидролизат охлаждают и нейтрализуют 85%-ной ортофосфорной кислотой; доводят до определенного объема. Аликвоту разбавляют 0,2 М фосфатным буфером (рН 7,0) для последующего определения валового содержания йода и йодтирозинов.
Установлено, что методики кислотного и щелочного гидролиза разрушающим образом действуют на йодированные аминокислоты белка. 
Рекомендовано для выделения и хроматографического определения йодтирозинов использовать ферментативную методику гидролиза белков.
Элементный качественно и количественный состав белка «Биойод»
Условия анализа
Образец: CDI-I-0020 (BI) «Биойод»
Номер заявки в регистрационном журнале: 0615
Дата поступления проб (пробы): 18.02.2011
Дата проведения испытаний: 21.02.2011-24.02.2011
Order: Chemical Diversity Research Institute
Sample:   CDI-I-0020*
Number of requests in registration journal: 0615
Date of samples reception: 18.02.2011
Date of testing: 21.02.2011-24.02.2011
Results (for P=0,95, n=3):
	Element
	Detection limit (DL)
	Unit
	Method
	Result**

	Carbon
	—
	%
	Pyrolysis Adsorption Chromatography (CHNS-analysis)
	43,1 ± 1,6

	Hydrogen
	—
	%
	
	8,4 ± 0,2

	Nitrogen
	—
	%
	
	13,1 ±0,1

	Chloride ion Phosphate ion
	—
	%
	Ion Chromatography
	0,959 0,986

	7 Li
	0.569
	μg/g
	Inductively coupled plasma -mass
spectrometry (ICP-MS)
	<DL

	9 Be
	0.051
	
	
	<DL

	11 В
	0.383
	
	
	<DL

	27 Al
	0.680
	
	
	<DL

	45 Sc
	0.554
	
	
	<DL

	47 Ti
	0.450
	
	
	<DL

	51V
	0.230
	
	
	<DL

	53 Cr
	0.471
	
	
	<DL

	55 Mn
	0.252
	
	
	<DL

	58 Fe
	0.898
	
	
	<DL

	59 Co
	0.401
	
	
	<DL

	60 Ni
	0.445
	
	
	<DL

	63 Cu
	0.356
	
	
	1.72

	66 Zn
	0.577
	
	
	9.37

	69 Ga
	0.499
	
	
	<DL

	72 Ge
	0.226
	
	
	<DL

	75 As
	0.298
	
	
	<DL

	82 Se
	0.663
	
	
	<DL

	85 Rb
	0.058
	
	
	<DL

	88 Sr
	0.421
	
	
	<DL

	89 Y
	0.009
	
	
	<DL

	90 Zr
	0.018
	
	
	<DL

	93 Nb
	0.044
	
	
	<DL

	95 Mo
	0.102
	
	
	17,7

	101 Ru
	0.007
	
	
	<DL

	103 Rh
	0.002
	
	
	<DL

	105 Pd
	0.061
	
	
	0,367

	107 Ag
	0.011
	
	
	<DL

	111 Cd
	0.016
	
	
	<DL

	115 In
	0.007
	
	
	<DL

	118 Sn
	0.056
	
	
	<DL

	121 Sb
	0.048
	
	
	<DL

	125 Те
	0.128
	
	
	<DL

	133 Cs
	0.016
	
	
	<DL

	137 Ba
	0.494
	
	
	<DL

	139 La
	0.096
	
	
	<DL

	140 Ce
	0.007
	
	
	<DL

	141 Pr
	0.004
	
	
	<DL

	146 Nd
	0.013
	
	
	<DL

	147 Sm
	0.002
	
	
	<DL

	153 Eu
	0.013
	
	
	<DL

	157 Gd
	0.000
	
	
	<DL

	159 Tb
	0.005
	
	
	<DL

	163 Dy
	0.005
	
	
	<DL

	165 Ho
	0.002
	
	
	<DL

	166 Er
	0.003
	
	
	<DL

	169 Tm
	0.002
	
	
	<DL

	172 Yb
	0.003
	
	
	<DL

	175 Lu
	0.002
	
	
	<DL

	178 Hf
	0.045
	
	
	<DL

	181 Та
	0.029
	
	
	<DL

	182 W
	0.061
	
	
	<DL

	185 Re
	0.014
	
	
	<DL

	189 0s
	0.039
	
	
	<DL

	193 Ir
	0.002
	
	
	<DL

	195 Pt
	0.010
	
	
	<DL

	197 Au
	0.113
	
	
	6,19

	200 Hg
	0.048
	
	
	<DL

	205 Tl
	0.062
	
	
	<DL

	208 Pb
	0.149
	
	
	<DL

	209 Bi
	0.006
	
	
	<DL

	232 Th
	0.024
	
	
	<DL

	238 U
	0.005
	
	
	<DL


Элементный химический анализ показал  наличие (учитывая теоретически известный состав сывороточных белков и казеина) во всех белках углерода (50-55%), кислорода (21-23%), азота (15-17%), водорода (6-7%), серы (0,3-2,5%). 
Содержание основных химических элементов в белках может различаться, за исключением азота, концентрация которого характеризуется наибольшим постоянством и в среднем составляет 16%. Кроме того, содержание азота в других органических веществах мало. В соответствии с этим было предложено определять количество белка по входящему в его состав азоту. Зная, что 1г азота содержится в 6,25 г белка, найденное количество азота умножают коэффициент 6,25 и получают количество белка.

CHNS-анализ 

Определение элементного состава проб проводили с использованием прибора Eurocap EuroEA 3000 (Eurovector, Италия). Навешенные анализируемые образцы и образцы сравнения сворачивали в цинковые (в случае CHNS-анализа) или золотые (в случае O-анализа) гильзы.  Для анализа проб использовали режим повышенной чувствительности термокондуктометрического детектора (X10). С целью повышения селективности были оптимизированы следующие параметры: поток газа носителя (He), температуры колонки и реактора, масса навески, время окисления и подводимый для окисления объем кислорода в случае CHNS-анализа.

Масса навески составляла 0.2-1 мг, температура реактора – 1050-1100 oC для минимизации «эффекта памяти», скорость потока гелия 80-120 мл/мин в зависимости от температуры реактора, объем кислорода – 8-15 мл и время окисления – 10-15 с в зависимости от навески анализируемой пробы, температура хромматографической колонки 105-115оС. При выбранных оптимальных параметрах работы время одного измерения составляло 250-300 с.

Все результаты CHNS-анализа (построение градуировочных графиков, настройка прибора с использованием образцов сравнения, статистические данные и массовые концентрации элементов в пробрах) были обработаны с использованием пакета программ Calidus 2E3.

Для каждого элемента (углерода, водорода, азота, серы и кислорода) строились градуировочные кривые, типичный вид таких графиков представлен на Рис. 1. Навески образца сравнения с содержанием компонентов в мг приведены в табл. 1. Для построения градуировочных графиков использовалось по 4-5 измерений образца сравнения BBOT (код E 11012) C26H26N2O2S (C 72.53%, H 6.09%, N 6.51%, O 7.43%, S 7.44%) фирмы Eurovector (Италия) с использованием различных навесок от 0.1 до 2 мг. Коэффициенты линейной корреляции (r) составляли 0.9995-0.9999. Затем массовые доли (m, масс. %) элементов в образцах были рассчитаны следующим образом:
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где a и b – коэффициенты линейной градуировочной зависимости 

y (Sпик) = 
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, Sпика – площадь пика для каждого элемента в анализируемом анализируемой пробе, m – навеска анализируемого образца (г).

Измерения проводились в 3-4 повторностях (P = 0.95), за конечный результат принимали среднее значение. Доверительный интервал рассчитывали согласно формуле:


[image: image18.wmf]n

s

t

f

P

,

±

=

m

 ,

где S – стандартное отклонение выборочной совокупности из n обрабатываемых величин (ƒ = n – 1).

Табл. 1.

	Стандарт
	Навеска, мг
	C, мг
	N, мг
	H, мг
	S, мг

	BBOT1
	1.14
	0.827
	0.074
	0.069
	0.085

	BBOT2
	0.71
	0.515
	0.046
	0.043
	0.053

	BBOT3
	0.92
	0.667
	0.060
	0.056
	0.068

	BBOT4
	0.37
	0.268
	0.024
	0.023
	0.028


Анионный состав неорганического солевого фона белка «Биойод»

Анионный состав неорганической составляющей образцов изучали методом ионной хроматографии.

Содержание йодид - ионов не удаётся определить данным методом ввиду высокого солевого фона.
В материале обнаружено невысокое содержание хлорид и фосфатионов. [image: image19.jpg]Operator:2 Timebase:ICS-2000 Sequence:30_03_2010 ‘ Page 1-1
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Элементный качественно и количественный состав белка «Йодказеин»
ЗАО «ИИХР»
Образец: CDI-I-0019 (IK)
Номер заявки в регистрационном журнале: 0613
Дата поступления проб (пробы): 18.02.2011
Дата проведения испытаний: 21.02.2011-24.02.2011
Order: Chemical Diversity Research Institute
Sample:   CDI-I-0019*
Number of requests in registration journal: 0613
Date of samples reception: 18.02.2011
Date of testing: 21.02.2011-24.02.2011
Results (for P=0,95, n=3 )
	Element
	Detection limit (DL)
	Unit
	Method
	Result**

	Carbon
	—
	%
	Pyrolysis Adsorption Chromatography (CHNS-analysis)
	40,2 ± 0,4

	Hydrogen
	—
	%
	
	7,3 ±0,1

	Nitrogen
	—
	%
	
	13,1 ±0,1

	Chloride ion
Sulfate ion
Phosphate ion
	—
	%
	Ion Chromatography
	52,3
1,02
0,864

	7 Li
	0.569
	μg/g
	Inductively coupled plasma -mass
spectrometry (ICP-MS)
	<DL

	9 Be
	0.051
	
	
	<DL

	И В
	0.383
	
	
	<DL

	27 Al
	0.680
	
	
	<DL

	45 Sc
	0.554
	
	
	<DL

	47 Ti
	0.450
	
	
	<DL

	51V
	0.230
	
	
	<DL

	53 Cr
	0.471
	
	
	<DL

	55 Mn
	0.252
	
	
	<DL

	58 Fe
	0.898
	
	
	<DL

	59 Co
	0.401
	
	
	<DL

	60 Ni
	0.445
	
	
	<DL

	63 Cu
	0.356
	
	
	<DL

	66 Zn
	0.577
	
	
	<DL

	69 Ga
	0.499
	
	
	<DL

	72 Ge
	0.226
	
	
	<DL

	75 As
	0.298
	
	
	<DL

	82 Se
	0.663
	
	
	<DL

	85 Rb
	0.058
	
	
	<DL

	88 Sr
	0.421
	
	
	6.77

	89 Y
	0.009
	
	
	<DL

	90 Zr
	0.018
	
	
	0.178

	93 Nb
	0.044
	
	
	0.457

	95 Mo
	0.102
	
	
	2.47


	101 Ru
	0.007
	
	
	<DL

	103 Rh
	0.002
	
	
	<DL

	105 Pd
	0.061
	
	
	0,671

	107 Ag
	0.011
	
	
	<DL

	HI Cd
	0.016
	
	
	<DL

	115 In
	0.007
	
	
	<DL

	118 Sn
	0.056
	
	
	<DL

	121 Sb
	0.048
	
	
	<DL

	125 Те
	0.128
	
	
	<DL

	133 Cs
	0.016
	
	
	<DL

	137 Ba
	0.494
	
	
	<DL

	139 La
	0.096
	
	
	<DL

	140 Ce
	0.007
	
	
	<DL

	141 Pr
	0.004
	
	
	<DL

	146 Nd
	0.013
	
	
	<DL

	147 Sm
	0.002
	
	
	<DL

	153 Eu
	0.013
	
	
	<DL

	157 Gd
	0.000
	
	
	<DL

	159 Tb
	0.005
	
	
	<DL

	163 Dy
	0.005
	
	
	<DL

	165 Ho
	0.002
	
	
	<DL

	166 Er
	0.003
	
	
	<DL

	169Tm
	0.002
	
	
	<DL

	172 Yb
	0.003
	
	
	<DL

	175 Lu
	0.002
	
	
	<DL

	178 Hf
	0.045
	
	
	<DL

	181 Та
	0.029
	
	
	<DL

	182 W
	0.061
	
	
	<DL

	185 Re
	0.014
	
	
	<DL

	189 Os
	0.039
	
	
	<DL

	193 Ir
	0.002
	
	
	<DL

	195 Pt
	0.010
	
	
	<DL

	197 Au
	0.113
	
	
	19,3

	200 Hg
	0.048
	
	
	<DL

	205 Tl
	0.062
	
	
	<DL

	208 Pb
	0.149
	
	
	<DL

	209 Bi
	0.006
	
	
	<DL

	232 Th
	0.024
	
	
	<DL

	238 U
	0.005
	
	
	<DL


Анионный состав неорганического солевого фона белка «Йодказеин»
Анионный состав неорганической составляющей образцов изучали методом ионной хроматографии.

Содержание йодид - ионов не удаётся определить данным методом ввиду высокого солевого фона. 
В материале обнаружено высокое содержание хлорид - ионов и невысокое содержание сульфат и фосфат-ионов. 
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Термическая устойчивость йодированных белков
ЗАО «ИИХР»
Образцы:   CDI-I-0019 (IK), CDI-I-0020 (BI)
Номер заявки в регистрационном журнале: 0614, 0615
Дата поступления проб (пробы): 18.02.2011
Дата проведения испытаний: 21.02.2011-24.02.2011
Результаты испытаний
Условия проведения
испытаний:

Анализ   проводился  на  приборе   SDT  Q600   фирмы   Thermal  Analysis Instruments (США).  Прогоны  проводились при скорости 5°С/мин до 500°С. Тигли платиновые. Газ - азот. Скорость потока воздуха в процессе
измерения составляла 100 мл/мин. Полученные кривые ТГА -ДСК были
обработаны в программе Universal Analysis 2000 V.4.0C
Результаты экспериментальных измерений и рассчитанные величины ступеней потери масс, а также температур, при которых достигаются экстремальные значения скоростей и тепловых потоков указаны на графиках (Приложения 1-3).
При проведении измерений наблюдалось резкое увеличение объема образца CDI-I-0019 при навеске 16,7 мг (Приложение 1). В связи с этим был проведен повторный прогон с навеской 8,9 мг (Приложение 2). Оба эксперимента показывают воспроизводимость по величинам потери массы во всем температурном диапазоне, который можно условно разбить на 4 ступени. В интервале от 300 до 350 °С на кривых ДСК имеет место частокол тепловых эффектов с не очень высокой степенью воспроизводимости.
Кривая потери массы образца CDI-I-0020 имеет двухступенчатый характер (Приложение 3). Первая ступень до 120°С с потерей 4,7% массы имеет эндотермический характер и типична для испарения физически связанной воды. Вторая ступень от 200 до 370°С с максимальной скоростью потери при 307°С характеризуется потерей 55,2% массы. В данном интервале температур не наблюдается четко выраженного характера тепловых потоков, вероятно, имеет место наложение экзо и эндотермических эффектов при общем подъеме базовой линии. В районе 400 °С наблюдается небольшое увеличение скорости потери массы, но данная ступень в 8,4% может быть продолжением процесса от второй ступени.




[image: image20.emf]





Рис. 6 Типичный вид термограммы разложения йодированного белка («Биойод»).

Переваримость белков исследуемых продуктов пищеварительными ферментами «in vitro» - методом Покровского-Ертанова
Для изучения скорости и глубины гидролиза белковых компонентов исследуемых белков под действием пищеварительных ферментов имитировали процесс переваривания в искусственном желудке. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что количество низкомолекулярных продуктов, накапливающихся при гидролизе белков, зависит от характера и способа йодирования белка (ферментативный в случае белка «Биойод» и разрушительный прямой способ йодирования в случае белка «Йодказеин»).

Наибольшая степень гидролиза белков под действием пищеварительных ферментов зафиксирована для продуктов белка «Биойод»: суммарное количество тирозина по завершении двух ступеней гидролиза составило 19,1 мг / г сухого вещества. 
Для образца, изготовленного из белка «Йодказеин», величина этого показателя была несколько ниже – 17,73 мг / г сухого вещества. Установлено, что интенсивность гидролиза по стадиям процесса также на 12 – 14 % выше для продукта, изготовленного из белка «Биойод». Представляется, что различная степень устойчивости белков к действию пищеварительных ферментов исследуемых продуктов объясняется высоким уровнем солевого фона белка «Йодказеин» с признаками денатурации и деструкции белковой матрицы.

Образец «Йодказеин» (IK)

Общий белок- 79,7 г/100 гр

Переваримость по Пепсину 10,8 мг тирозина/г белка

Переваримость по Трипсину 6,93 мг тирозина/г белка

Общая переваримость 17,73 мг тирозина/г белка

Переваримость белка  исследуемого объекта, выраженная в % к исходной массовой доли в нем тирозина: 3.95 г/100 гр или 39,5 %.

Образец «Биойод» (BI) 

Общий белок- 83,2  г/100 гр

Переваримость по Пепсину 8,4 мг тирозина/г белка

Переваримость по Трипсину 10,7 мг тирозина/г белка

Общая переваримость 19,1 мг тирозина/г белка

Переваримость белка  исследуемого объекта, выраженная в % к исходной массовой доли в нем тирозина: 4,79 г/100 гр или 47,9 %.

Образец исходного сывороточного белка (SB)

Общий белок- 78,2 г/100 гр

Переваримость по Пепсину 11,2 мг тирозина/г белка

Переваримость по Трипсину 12,8 мг тирозина/г белка

Общая переваримость 24 мг тирозина/г белка

Переваримость исходного белка  , выраженная в % к исходной массовой доли в нем тирозина: 55,17 г/100 гр или 55,17 %.

Аминокислотный состав. Ионообменная хроматография.

Для установления аминокислотного состава пробы после предварительного кислотного гидролиза методом постколоночной дериватизации заключается в разделении аминокислот на ионообменной колонке при ступенчатом градиенте pH и последующей реакции с нингидрином в реакторе системы Aracus [7]. Обнаружение окрашенных производных аминокислот проводится при помощи спектрофотометрического детектора на длинах волн 570 и 440 нм. Этот метод получил широкое распространение для анализа пищевых продуктов и кормов, а также в клинических и генетических исследованиях. 

Колоночная хроматография. Для разделения аминокислот чаще применяют вариант колоночной ионообменной хроматографии. Неподвижная фаза - сульфированный полистирол сшитый дивинилбензолом. Аминокислоты в этом варианте колоночной хроматографии переводят в катионную форму при низких значениях рН. Они связываются с заряженными сульфогруппами носителя. Элюирование проводят буфером (цитрат натрия, например) с возрастающей величиной рН. Повышение рН уменьшает эффективные положительные заряды аминокислот и, соответственно, силы связи их со смолой. Тем самым достигается последовательное (поочередное) вытеснение (вымывание) аминокислот из колонки. Очередность выхода аминокислот из колонки в значительной мере определяет рН буфера-элюэнта. В процессе элюирования ионы Na+ вытесняют аминокислоты по связям их с сульфогруппами.
Величина рН буферной смеси, в ходе элюирования должна возрастать. Этот градиент был испытан как непрерывным так и дискретным. Последний много проще, поэтому использовался как основной. 

Внутренний стандарт. К раствору белка перед гидролизом в качестве внутреннего стандарта добавляют точно известное количество известной аминокислоты. Количественные показатели ее вытеснения (выхода) из колонки служат базовыми для расчета выходов всех полученных при гидролизе аминокислот. Таким способом учитываются потери аминокислот в результате анализа.
 Хроматограмма продуктов кислотного гидролиза исследуемых белков
Продукты гидролиза белка «Биойод»
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24.663'  Glu

29.767'  Gly
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Time     Name   Result: mg/100 g      

------------------------

18.288   Asp    1347.171 

19.771   Thr    0.000    

21.531   Ser    4911.756 

24.663   Glu    26598.323    ∑( Thr+ Ser+ Asp+ Glu)= 32857,25

29.767   Gly    3323.932 

30.509   Ala    2856.466 ∑( Gly+ Ala)= 6180,398

33.672   Val    3212.844 

34.563   Cys    0.000    
35.836   Met    2657.216 

37.751   Ile    4923.314 

38.623   Leu    8571.096 

40.556   Tyr    3314.267 

44.096   Phe    4719.407 

48.078   His    4579.132 

57.109   Lys    6357.854 

65.680   Arg    2875.860 

96.409   Pro    2060.742 

---------------------------------

                    ∑=82309,38

Хроматограмма продуктов кислотного гидролиза исследуемых белков

Продукты гидролиза белка «Йодказеин»
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17.444   Asp    904.012  

21.765   Thr    13971.727

23.588   Ser    7868.822 

24.450   Glu    15150.492  ∑( Thr+ Ser+ Asp+ Glu)= 37898,053

28.843   Gly    2891.861 

29.641   Ala    1313.397 ∑( Gly+ Ala )=4205,258

32.998   Val    2337.230 

34.475   Cys    0.000    

35.660   Met    1093.263 

37.576   Ile    3492.464 

38.468   Leu    8465.490 

40.392   Tyr    3571.224 

43.873   Phe    4436.502 

47.732   His    2558.281 

56.708   Lys    6521.479 

65.296   Arg    2311.706 

95.408   Pro    1822.738 

---------------------------

                    ∑=78620,688

Хроматограмма продуктов кислотного гидролиза исследуемых белков

Продукты гидролиза исходного сывороточного белка 
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Time     Name   Result:mg/100 g   

--------------------------

12.813   Asp    10117.405

16.696   Thr    

17.528   Ser    ∑ (Thr+ Ser)= 11605.850

18.832   Glu    12659.837

27.333   Gly    3020.725

28.420   Ala    5067.568

32.389   Val    2230.808

33.732   Cys    1011.298 

35.531   Met    499.842  

37.429   Ile    3531.610 

38.358   Leu    7999.259

40.248   Tyr    3402.350

43.729   Phe    4089.656

47.614   His    2553.950

56.532   Lys    6124.159

65.254   Arg    2120.694

93.762   Pro    1287.552

---------------------------

                ∑= 77322.563

Количественное определение йодтирозинов в гидролизатах йодированных белков методом ОФ ВЭЖХ.
Наиболее удобным и дающим хорошие результаты, при определении йодтирозинов, методом является обращено-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография (ОФ ВЭЖХ). 
Метод разделения и количественного определения йодпроизводных тирозина и тиронина методом обращено-фазовой ВЭЖХ с использованием диодно-матричного детектора описан в работе [6]. 

В рамках данной научно-исследовательской работы разделение проводили с использованием линейного градиентного элюирования (подвижные фазы ацетонитрил/вода и 0.1% трифторуксусная кислота рН=2.0).  
Для получения и выделения аминокислот из йодированных белков применяли ферментативный гидролиз белка, в качестве фермента использовали Е-проназу (Сигма, США) в количестве 1/10 от массы пробы для гидролиза. Навеску белка массой 10-50 мг растворяли в 1,5 мл 0,1 М фосфатном буфере и выдерживали при 37 ˚С в течение 16-24 ч. 
Следует отметить, что для детектирования данных аминокислот не требовалась предварительная дериватизация, т.к. йодтирозины обладают достаточно высокой способностью поглощать УФ-излучение. 

Для приготовления исходных растворов аминокислот использовали тирозин, моно-I-тирозин и ди-I-тирозин из стандартного набора аминокислот (Сигма, США). Исходные растворы с концентрацией аминокислот 1.36*10-2 М или 10 мг/мл готовили растворением точных навесок в метаноле «для хроматографии» (Lab-Scan, Poland). Для растворения малорастворимых в воде аминокислот добавляли гидроксид натрия (0.1 М). Растворы хранили в течение 2 недель в холодильнике при +4°С. Рабочие растворы готовили разбавлением стандартных, непосредственно перед анализом.
В работе использовали гидроксид натрия х.ч.,(Лабтех, Россия), гидрофосфат натрия (Na2HPO4*12H2O) х.ч., , ацетонитрил сорт « о.с.ч.» (Panreac, Barcelona), метанол «для хроматографии» (Lab-Scan, Poland), х.ч. трифторуксусную кислоту (ТФУ) Panreac, Barcelona.
Работу выполняли на хроматографе Shimadzu LC-10А с автоматическим инжектором, УФ-детектором и масс-спектрометрическим детектором API 165 Single Quadrupole LC/MS Mass Spectrometer с ион-спрей (ESI) ионизацией пробы после хроматографического разделения.  

Разделение производных аминокислот проводили на колонках Symmetry C18 5μ (4,6 × 150 мм), с размером  зерна сорбента 5 мкм, скорость потока элюента составляла 1 мл/мин. Для разделения производных смеси аминокислот использовались различные программы градиентного элюирования.
Условия хроматографирования:

Прибор:
Жидкостной хроматограф с УФ-детектором;

Колонка:
Symmetry C18 5μ (4,6 × 150 мм) (Waters);

Подвижная фаза:

Элюент А
вода : ТФУ 0,025 %;

Элюент Б
ацетонитрил : вода : ТФУ (9 :1 : 0,0025);

Элюирование
смешанное;

Длина волны детектора:
220 нм; 254 нм.
Температура колонки:
25 ºС;

Объем вводимой пробы:
10 мкл;

Чувствительность детектора
0,02 AUFS.

Уравновешивают колонку до достижения стабильной базовой линии подвижной фазой при исходном соотношении элюентов не менее 10 мин. 

После каждого вкола колонку уравновешивают в течение 5 мин. 

Последовательно хроматографируют по 15 мкл подвижной фазы (ПФ), раствора проверки пригодности хроматографической системы (ППХС), раствора проверки чувствительности системы, регистрируют хроматограммы; по 15 мкл стандартного раствора, регистрируют не менее 5 хроматограмм, и 15 мкл испытуемого раствора, регистрируют не менее 3 хроматограмм. 

Хроматографирование проводят в течение 10 мин. 
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Рис.8. Типичная хроматограмма гидролизата йодированного белка «Йодказеин» с масс-спектрометрическим и УФ-детектированием (220 нм)
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Рис. 9.  Типичная хроматограмма гидролизата йодированного белка «Биойод» с масс-спектрометрическим и УФ-детектированием (220 нм)
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Рис. 10. Типичная хроматограмма стандартного образца монойодтирозина с масс-спектрометрическим и УФ-детектированием (220 нм)
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Рис.11.  Типичная хроматограмма стандартного образца дийодтирозина с масс-спектрометрическим и УФ-детектированием (220 нм)


Для количественной оценки содержания йодтирозинов в гидролизатах йодированных белков разработан план валидации и методика выполнения измерений основе разработанной методики ОФ ВЭЖХ определения йодказеинов (МИТ и ДИТ) в ферментативных гидролизатах йодированных молочных белков. Оценочное содержание йодтирозинов в исследуемых белках приведены в сводной таблице промежуточного отчета (с. 37-38).

Приложение: Термические свойства йодированных белков
Кривая разложения белка «Йодказеин»
[image: image28.jpg]I

| (‘JQ‘LLC’LCthnt i
tO Report 04451

Sample: N0613 File: C:...\Outside\N0613 Pt cup in N2.001
Size: 16.7140 mg DSC-TGA Operator: Kuptsov A K.
Method: TGA-DSC ramp Run Date: 2011-02-21 16:25
Comment: NO613 Pt cup in N2 100 mimn Instrument: SDT Q600 V7.0 Build 84
120 0.5
281.35°C 301.47°C
334.56°C
1004 | 3.608% 1.2+04
]
201.57° |
27.76%
80 - 5 10403 &
—_ = ol
3 S <
- 3 =
= | o) D
2 = °
g ‘ = =
= 19.85% © ”
60 - L 08402 £
O
AN | °
12.87% [t
40 4+ 0.6+ 0.1
20 T T T T ' ¥ y T : ' y T T ' ; T y ! T 0.0
0 100 200 300 400 500

Exo Up Temperature (°C) Universal V4.0C TA Instruments




Кривая разложения белка «Биойод»
[image: image29.emf]
Приложение: Валовое содержание йода методом РФА
Результаты валового содержания йода в анализируемых пробах йодированных белков недеструктивным методом РФА

Substance        Concentration
Peak (cps/mA)
Background (cps/mA)
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Биойод
     1.7734 %
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Йодказеин        7.3102 %
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Приложение: Качственный состав йодированных белков
	Подлинность. ИК спектрометрия.

	Данные, полученные в результате эксперимента
	Описание проведенного эксперимента

	Инфракрасный спектр поглощения йодированного  белка «Йодказеин» снят в области от 4000 до 400 см-1 .

	 Бланк - KBr
 Навеска KBr = 200 мг

 Навеска субстанции = 1 мг
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Приложение: Качственный состав йодированных белков
	Подлинность. ИК спектрометрия.

	Данные, полученные в результате эксперимента
	Описание проведенного эксперимента

	Инфракрасный спектр поглощения йодированного белка «Биойод» снят в области от 4000 до 400 см-1 .

	 Бланк - KBr
 Навеска KBr = 200 мг

 Навеска субстанции = 1 мг
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Приложение: Качственный состав йодированных белков
	Подлинность. ИК спектрометрия.

	Данные, полученные в результате эксперимента
	Описание проведенного эксперимента

	Инфракрасный спектр поглощения исходного сывороточного белка снят в области от 4000 до 400 см-1 .

	 Бланк - KBr
 Навеска KBr = 200 мг

 Навеска субстанции = 1 мг
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Заключение сравнительного анализа
Сравнительный анализ литературных данных и результатов данных исследований показал, что более функциональной и биодоступной, а следовательно лучше усвояемой и перевариваемой является белковая матрица на основе сывороточных молочных белков, которая в отличие от казеиновой основы быстро и легко растворима в водных растворах (критерий растворимость), отвечает более высокой усвояемости (критерий переваримость).
Выявлено, что  йодированный сывороточный молочный белок «Биойод» представляет собой мелкий порошок после лиофильной сушки с нитевидными кристаллическим иглами, имеющий кремовый светло-желтый оттенок и запах молока. Органолептические показатели нативности йодированного белка «Биойод» подтверждаются данными об отсутствии молекулярного йода в препарате. 
Продукт «Биойод» обладает сбалансированным содержанием органически связанного йода (1,8 масс.% ) и содержит лишь незначительное количество неорганического йодида (0,1 масс.%)
Исследование йонного состава йодированных белков и технологических особенностей получения препаратов позволяет заключить о завышенной солевой нагрузке йодированного белка казеина, полученного неорганическим функционально разрушительным способом (хлористый йод, повышенный неорганический солевой фон в концентрированных кислотах).
Белок «Йодказеин» представляет собой неоднородный порошок рыжего цвета с коричневыми включениями разнородных по размеру гранул. Порошок обладает резким запахом йода и органических растворителей. Органолептические показатели резкого запаха и тёмно бурой окраски подтверждаются высоким  содержанием неорганического молекулярного йода и йодидов (0,42 масс.% J2 и 2,0 масс.% J-). 
Полученные данные высокого содержания неорганического йода в препарате «Йодказеин» наглядно проявляются в окислительной способности препарата, сопровождаясь бурной химической реакцией как при кислородном и сульфатном озолении порошковых навесок, так и в щелочных растворах при микроволновом гидролизе в инертной атмосфере (N2). 
Для биологически активной добавки с торговым названием «Йод-актив» (серия 081110 от 11.2010) в неоднократных экспериментах установлено резкое потемнее при нагревании препарата в щелочной среде и инертной атмосфере. 
Сравнительная характеристика термических свойств йодированных белков позволяет сделать заключение о более высокой термической стабильности йодированного белка «Биойод» (максимум разложения 307 ◦С) по сравнению с таковой для препарата «Йодказеин» (281 ◦С).
 
Учитывая, что казеины (как и производное «йодказеин») обладают свойством свертываться в желудке новорожденного с образованием сгустков высокой степени дисперсности, а также известные и описанные аллергические реакции на казеин молока, можно поставить под сомнение целесообразность выбора казеина в качестве белковой матрицы для йодирования и получения безопасного функционального продукта для профилактики йодной недостаточности. 




Анализ используемых йодирующих агентов в йодировании казеина (получение «Йодказеина») свидетельствует о том, что большинство из них создает достаточно агрессивную для белка реакционную среду.


Использование молекулярного йода и хлористого йода в «жестких» условиях неорганического йодирования по всей видимости губительно влияет на функциональные биологически активные свойства продуктов йодирования. 
Данные исследований биологической активности йодированных белков могут существенно дополнить представления о свойствах модифицированных белков.




Опираясь на точку зрения, что сохранение нативности белка является функционально определяющим и ключевым  при получении биологически активной формы в качестве профилактического средства йоддефицита, выбор йодирующего агента диктуется требованиями биологической совместимости и ферментативной «мягкости» йодирования.
Сывороточные молочные белки как и их производное йодированный белок «Биойод» обладают выраженными биологическими функциями. Иммуноглобулины выполняют защитную функцию, являясь носителями пассивного иммунитета, лактоферрин и  другой белок — лизоцим, относящийся к ферментам молока, обладают антибактериальными свойствами. Лактоферрин и β-лактоглобулин выполняют транспортную роль — переносят в кишечник новорожденного железо, витамины и другие соединения. 

Несмотря на то, что только положительно заряженная часть молекулы йода может включиться в структуру йодирующейся аминокислоты, эффективность йодирования при йодировании в агрессивной среде  не высока и требуется ферментативный биологически «мягкий» путь синтеза йодированных молочных продуктов.
Данные по содержанию йодтирозинов (моно и дийодтирозина), полученные методом ОФ ВЭЖХ в гидролизатах йодированных белков наглядно подтверждают низкую эффективность в случае «Йодказеина» метода агрессивного окислительного способа йодирования молочных белков.
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