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А ННОТА Ц И Я
В условиях сохраняющейся проблемы дефицита эссенциальных микроэлементов, таких как йод (йододефицит фиксиру-
ется у 68 % населения планеты), актуальной задачей является разработка эффективных подходов к созданию пищевых 
ингредиентов и продуктов с биодоступными формами микроэлементов. В связи с этим в работе исследована комплексная 
модификация белкового профиля молочной сыворотки с целью создания белкового ингредиента, обогащенного йодом 
и цинком. По результатам ряда проведенных исследований определены оптимальные параметры модификации белково-
го профиля посредством термоселективного фракционирования в присутствии хелатора (58 °C; рН 3,0; массовая доля хела-
тора 0,2 %; 120 минут). Установлены рациональные условия хелатирования цинка сывороточными белками (40 °C; рН 8,0; 
60 минут), обеспечивающие максимальную концентрацию органически связанного микроэлемента: 169,8 ± 27,3 мг на 100 г 
белка. В результате протеазного скрининга выявлено, что трипсин обеспечивает увеличение количества функциональ-
ных участков, способных связывать йод, при условии сохранения начальной концентрации цинка, связанного с белками. 
Приведены оптимальные параметры гидролиза белков трипсином (44 °C; рН 8,0; 180 минут). Установлены эффективные 
режимы предварительного гидролиза сывороточных белков, обогащенных цинком (фермент-субстратное соотношение 
1/100 СPROT г/г; 44 °C; рН 8,0; 165 минут), и йодирования субстрата (20 °C; рН 8,0; 12 ч). Эти режимы обеспечивают концен-
трацию органически связанного йода 2,5 ± 0,4 г на 100 г белка и сохранение начальной концентрации органически связан-
ного цинка. Для каждого этапа иммобилизации микроэлементов определены рациональные параметры баромембранной 
очистки белковой матрицы от неорганических форм йода и цинка: трехкратная ультрадиафильтрация для этапа хелатиро-
вания цинка и нанодиафильтрация для этапа йодирования. Полученные результаты могут быть использованы при разра-
ботке новых функциональных пищевых продуктов и технологий глубокой переработки молочной сыворотки.
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A BST R ACT
In the context of the persistent problem of deficiency of essential trace elements such as iodine (iodine deficiency is recorded 
in 68 % of the world’s population), an urgent task is the development of effective approaches to the creation of food ingredi-
ents and products with bioavailable forms of trace elements. In this regard, the work investigated the complex modification 
of protein profile of milk whey in order to create a protein ingredient enriched with iodine and zinc. Based on the results of 
a number of studies, the optimal parameters of protein profile modification by thermoselective fractionation in the presence 
of chelator (58 °C; pH 3.0; mass fraction of chelator 0.2 %; 120 minutes) were determined. The rational conditions of zinc 
chelation by whey proteins (40 °C; pH 8.0; 60 minutes) were established, providing the maximum concentration of organically 
bound trace element: 169.8±27.3 mg per 100 g of protein. The protease screening revealed that trypsin provides an increase 
in the number of functional sites capable of binding iodine, provided that the initial concentration of zinc bound to proteins 
is maintained. Optimal parameters of protein hydrolysis by trypsin (44 °C; pH 8.0; 180 min) are given. Effective modes of pre-
liminary hydrolysis of zinc-enriched whey proteins (enzyme-substrate ratio 1/100 CPROT g/g; 44 °C; pH 8.0; 165 minutes) and 
substrate iodization (20 °C; pH 8.0; 12 h) were established, providing the concentration of organically bound iodine 2.5±0.4 g 
per 100 g of protein and preserving the initial concentration of organically bound zinc. Rational parameters of baromembrane 
purification of protein matrix from inorganic forms of iodine and zinc were determined for each stage of trace elements im-
mobilization: 3-fold ultradiafiltration for the stage of zinc chelation and nanodiafiltration for the stage of iodination. The ob-
tained results can be used in the development of new functional food products and technologies for deep processing of whey.
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1. Введение
Одной из основных глобальных проблем продовольственного сек-

тора является недостаточная обеспеченность населения продуктами 
питания и  потребление низкокачественной пищи, вызывающее не-
инфекционные алиментарные заболевания  [1,2]. Из-за потребления 

продуктов массового спроса с  низкой пищевой ценностью у  более 
2 млрд человек сформировался «скрытый голод», характеризующийся 
дефицитом макро- и микроэлементов  [3,4]. В этом контексте одной 
из основных проблем, с которой сталкивается современное общест-
во, является дефицит белка и эссенциальных  микроэлементов, таких 
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как йод  [5,6]. Оценка распространенности дефицита 15 основных 
микроэлементов для 34 возрастных групп из 185 стран, основанная 
на возрастных и гендерных потребностях в питательных веществах, 
выявила недостаточное потребление йода у 5 млрд человек (68 % насе-
ления мира) [7]. Кроме того, проблема усугубляется ростом населения: 
согласно прогнозам ООН, к  2050  году мировое население достигнет 
отметки в 9,7 млрд человек, что приведет к усилению конкуренции 
за пищевые ресурсы и к усложнению задачи по удовлетворению по-
требностей в  макро- и  микроэлементах  [8,9]. Авторы  [10] освещают 
последствия перенаселения планеты, указывая на повышение спро-
са на пищевые продукты вдвое. В этой связи актуализируется вопрос 
разработки эффективных стратегий обеспечения людей полноцен-
ным питанием и глубокой переработки пищевого сырья.

В  поисках решений данной проблемы ученые рассматривают 
возможность разработки алиментарных средств доставки микроэле-
ментов, таких как йод, для профилактики и нивелирования широкой 
распространенности дефицитов  [11]. Одной из известных стратегий 
является биофортификация — способ борьбы с микронутриентной не-
достаточностью, подразумевающий повышение массовой доли вита-
минов и минералов в основном спектре сельскохозяйственных куль-
тур путем применения удобрений при выращивании или селекции 
и/или генной инженерии [12,13]. Dipti Rai с соавторами [12] и Grzegorz 
Izydorczyk с соавторами [14] отмечают, что обогащение сельскохозяй-
ственных культур универсальнее и  эффективнее обогащения пище-
вых продуктов. Этот подход охватывает основные культуры, потре-
бляемые большинством населения, и не требует изменения рациона.

Существует также «конкурирующая» стратегия биофортифика-
ции — диверсификация питания, подразумевающая биоразнообра-
зие рациона. Однако, как сообщают ученые [5], оба подхода подвер-
гаются критике:

 � биофортификация не учитывает потребление широкого спектра 
микроэлементов, и  рандомизированные клинические исследова-
ния являются спорными, поскольку предоставляют недостаточно 
достоверных данных о воздействии биофортификации на разные 
группы населения (женщины, дети, пожилые люди). Кроме того, 
при обогащении агрокультур йодом выявлены следующие недо-
статки: высокая сорбция йода почвой из-за взаимодействия с гу-
миновыми кислотами, метилирование йода, ведущее к  высвобо-
ждению (CH3I) в атмосферу, и неустойчивость некоторых растений 
к высоким концентрациям йода. Эти факторы снижают эффектив-
ность биофортификации и  иногда уменьшают урожайность  [14].

 � исследования диверсификации питания (особенно в  странах 
с низким и средним уровнем дохода) дали спорные результаты, 
отражая неоднозначные данные о  снижении риска неинфекци-
онных алиментарных заболеваний и связи разнообразия питания 
с массой тела у подростков и взрослых.
Помимо обогащения растительного сырья на стадии выращива-

ния, специалистами агросектора проведен ряд исследований, посвя-
щенных повышению массовой доли йода и других микроэлементов 
в  сырье животного происхождения. Так, авторы исследования  [15] 
представили принципы коррекции рациона питания молочного стада 
посредством введения селена (органического — 0,23 мг и неоргани-
ческого — 0,34 мг на кг сухого вещества) и йода (неорганического — 
5,68 мг на кг сухого вещества). В результате проведенной оценки мас-
совая доля йода в молоке опытных животных увеличилась с 19,69 до 
110,06 мкг на 100 г молока. При этом после переработки молока-сырья 
на сыр, йогурт и сухое молоко в продукты перешло 269,70 ± 20,66 мкг, 
176,30 ± 3,18 и 1568,65 ± 100,42 мкг на 100 г продукта соответственно.

Наряду с  обогащением сырья для производства продуктов жи-
вотного и  растительного происхождения, разработка йодированных 
пищевых продуктов ежедневного пользования (FMCG) и  добавок 
является широким направлением научных исследований во всем 
мире  [11,16]. Существуют технологии обогащения различными фор-
мами йода (органическая и  неорганическая) пищевых продуктов: 
хлебобулочных, молочных, пищевой соли. Проводится обогащение 
хлебобулочных изделий разными формами йода: йодированной со-
лью, «Йодказеином», «Амитоном». Авторы исследования [17] сообща-
ют о содержании 78–97,5 мкм йода в 200–250 г хлеба, что обеспечивает 
суточную потребность в  микроэлементе на 52–65 %. Накоплен опыт 
в части обогащения молочных продуктов йодсодержащими добавка-
ми. Так, в исследовании [11] приведены результаты производства тво-
рога с внесением пищевых добавок «Йодказеин» и «Биойод» в количе-
стве 7 мг и 25 мг на кг молока соответственно. В твороге, обогащенном 
казеином, содержание йода составляет от (46,2 ± 1,1) до (46,4 ± 0,9) мг 
на 100 г, а при обогащении сывороточными белками — от (48,5 ± 0,9) до 
(48,2 ± 1,1) мг на 100 г. Это соответствует сохранению йода на уровне 
94–97 % [14]. Коллективы авторов разработали технологию обогаще-

ния стерилизованного и  пастеризованного молока  [18–20], кефира 
и творога [19] йодказеином с содержанием йода в органической форме 
в количестве от 5 до 50 мкг на 100 г продукта [21]. Несмотря на широ-
кий спектр разработанных стратегий профилактики и нивелирования 
дефицита йода, проблема недостаточного потребления микроэлемен-
та все еще сохраняется. Это обусловлено недостатками средств обо-
гащения йодом, такими как низкая стабильность йодированной соли 
при транспортировке, хранении и термической обработке [22], плохая 
растворимость некоторых форм йода, а также отсутствие в  продук-
тах и добавках микроэлементов, способствующих метаболизму йода, 
например цинка [23–25]. Одним из перспективных объектов для та-
ких исследований является молочная сыворотка (как подсырная, так 
и творожная), поскольку содержит сывороточные белки, обладающие 
способностью к  связыванию йода и  цинка благодаря особенностям 
строения и аминокислотного состава. Кроме того, вопрос переработки 
вторичного сырья молочной отрасли также является ключевым, тре-
бующим расширения возможностей глубокой переработки молочной 
сыворотки. Таким образом, целью данного исследования являлось 
изучение механизмов связывания йода и цинка с белками молочной 
сыворотки. Полученные данные могут способствовать разработке но-
вых пищевых ингредиентов и  специализированных продуктов, на-
правленных на профилактику дефицитных состояний и на улучшение 
нутритивного статуса населения.

2. Объекты и методы
Объектами на разных этапах исследований являлись подсыр-

ная сыворотка, полученная при производстве полутвердого сыра 
«Качотта» на ООО  «Итальянские традиции» (Россия); сывороточ-
ные белки, обогащенные цинком; гидролизаты сывороточных бел-
ков, обогащенные йодом и  цинком; информация о  субстратной 
специфичности пепсина (EC3.4.23.1), протеиназ Р1 (КФ  3.4.21.96) 
и  К  (КФ  3.4.21.64), химотрипсина А  (КФ  3.4.21.1), панкреатической 
эластазы (КФ  3.4.21.36), фицина (КФ  3.4.22.3), стим бромелайна 
(КФ  3.4.22.32), термолизина (КФ  3.4.24.27), папаина (КФ  3.4.22.2), 
субтилизина (КФ  3.4.21.62), коколизина (КФ  3.4.24.30), химазы 
(КФ  3.4.21.39), трипсина (КФ  3.4.21.4); коммерческий ферментный 
препарат панкреатического трипсина («Новозаймс», Дания). Все ре-
активы, используемые в исследовании, были не ниже марки «ч. д. а» 
со степенью чистоты не менее 99 %.

Часть исследований выполнена с  использованием оборудова-
ния Центра коллективного пользования Всероссийского научно-
исследовательского института молочной промышленности (ЦКП 
ВНИМИ). Эксперименты проводили в  стеклянных биореакторах 
с рубашкой (ООО «Алхитех», Россия) вместимостью 1000 (ЛС-0132) 
и 5000 мл (ЛС-0118), оснащенных термостатом модели MLW U (MLW, 
Германия) для поддержания температуры. Центрифугирование бел-
ковой смеси проводили на лабораторной центрифуге ОПН-8 (ОАО 
«ТНК «Дагестан», Россия). Стандартизацию сыворотки по массовой 
доле белка, очистку обогащенного белкового субстрата от неорга-
нических примесей микроэлементов проводили с  использованием 
метода баромембранной фильтрации на пилотной установке АЛ 362 
(ООО «Альтаир», Россия) с блоком мембранных элементов из поли-
эфирсульфона с отсечкой по молекулярной массе 5,0 и 0,6 кДа (уль-
тра- (UF) и нанофильтрация (NF) соответственно). Уровень рН кор-
ректировали внесением концентрированной соляной кислоты (ООО 
«Сигма Тех», Россия) или 5М раствора гидроксида калия (ООО «Ком-
понент-Реактив», Россия). Значение pH анализировали с  помощью 
лабораторного pH-метра inoLab pH Level 1 (WTW, Германия). Для 
обогащения сывороточных белков цинком и  йодом использовали 
раствор ZnSO4 с концентрацией ионов Zn2+ 80 г/л (ООО «Альдоса», 
Россия) в первом случае и раствор I2 в 50 % растворе KI с концент-
рацией ионов молекулярного йода 200 г/л (ООО «Альдоса», Россия).

Массовую долю общего азота в надосадочной жидкости опреде-
ляли методом Кьельдаля по ГОСТ 34454-20181 с применением авто-
матического анализатора Kjeltec2400 (Foss Electric, Дания).

Фракционный состав белков выявляли в электрофорезной каме-
ре MiniPROTEAN Tetra (Bio-Rad, США) в  12,5 % полиакриламидном 
геле с додецилсульфатом натрия (SDS-PAGE) по методике [26]. Затем 
проводили денситометрию интенсивности окрашивания дорожек 
(кумасси бриллиантовый синий R-250) с  количественным анали-
зом в программе ImageJ согласно Методическим рекомендациям по 
анализу результатов одно- и  двумерных электрофореграмм «ФНЦ 
пищевых систем им. В.  М.  Горбатова» РАН  [27]. В  качестве эталона 
молекулярной массы белка (10–200 кДа) использовали стандарты 
Prestained Protein Marker IV (Servicebio, Китай).

1 ГОСТ 34454-2018 ««Продукция молочная. Определение массовой доли 
белка методом Кьельдаля» М.: Стандартинформ, 2018. — 14 с.
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Массовую долю цинка определяли методом масс-спектрометрии 
с индуктивно связанной плазмой по ГОСТ 34633-2020 2 на приборе 
Agilent 5110 ICP-OES (Agilent Technologies, Малайзия).

Биоинформатическое моделирование выполняли с  использова-
нием баз данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), BIOPEP-UWM 
(https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/), Uniprot (https://www.
uniprot.org/), ToxinPred (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/).

Степень гидролиза (DH) определяли спектрофотометрически по 
реакции первичных аминогрупп с 2,4,6-тринитробензосульфоновой 
кислотой с детектированием продуктов реакции при 340 нм на спек-
трофотометре-флуориметре Feyond-A400 (Allsheng, Китай) [28,29].

Массовую долю йода рассчитывали спектрометрическим мето-
дом по ГОСТ 26185–84 3.

Общее содержание свободных аминокислот определяли спектро-
фотометрически по реакции аминогрупп α-аминокислот с 2,4-дини-
трофторбензолом с последующей детекцией продуктов реакции при 
420 нм [30].

Горечь белковых фрагментов выявляли органолептически в экви-
валенте шкалы разведения стандарта кофеина [31].

Пептидный профиль гидролизата сывороточных белков и детек-
тирование пептидов с  ковалентно связанным йодом исследовали 
с использованием ВЭЖХ, соединенной с масс-спектрометром.

Идентификацию пептидов проводили при помощи программ-
ного обеспечения MaxQuant v. 2.0.3.0 с  поисковым алгоритмом 
Andromeda (сравнение йодированных аминокислот и  аминокислот 
без йода по молекулярной массе).

Планирование экспериментов, оптимизацию, визуализацию дан-
ных, статистический анализ осуществляли с использованием пакета 
программ Statistica 2010 (Statsoft, США) и Microsoft Excel (Microsoft, 
США) интерактивной среды разработки RStudio (Posit Software, 
США). Все измерения и исследования проводили в 3–5 повторностях 
с последующим определением стандартного отклонения. Для удоб-
ства визуального сравнения и интерпретации данных стандартное 
отклонение представлено на графиках в виде относительных вели-
чин, выраженных в процентах от среднего значения. За уровень ста-
тистической значимости принимали р < 0,05.

2 ГОСТ 34633-2020 «Продукция пищевая. Определение массовой доли хро-
ма, железа, никеля, меди, цинка методом масс-спектрометрии с индуктивно 
связанной плазмой» М.: Российский институт стандартизации, 2024. — 23 с.

3 ГОСТ 26185-84 «Водоросли морские, травы морские и продукты их пере-
работки. Методы анализа» М.: Стандартинформ, 2018. — 33 с.

3. Результаты и обсуждение

3.1. Исследование процесса термоселективного осаждения α-ЛА 
в присутствии солей-хелаторов

Для повышения концентрации цинка, хелатируемого белками, 
в  работе проводили исследование процесса термоселективного оса-
ждения α-ЛА из молочной сыворотки. Подобная модификация белко-
вой матрицы обоснована наличием сайтов связывания двухвалентных 
металлов в α-ЛА и БСА (КFLDDDLTDD и ECCHGDLLECADDRA соответ-
ственно)  [32,33]. Ранее исследованные режимы термоселективного 
осаждения отражают недостаточную эффективность процесса в части 
термического воздействия (85 °C; 120 минут) на белки, что может нега-
тивно сказаться на их дальнейших функциональных свойствах, а так-
же в  части количества выделенного белка (снижение концентрации 
общего азота относительно начальной — 29 %) [34]. В связи с этим роль 
солей-хелаторов (гексаметафосфата натрия  — ГМФ) в  процессе тер-
моселективного осаждения α-ЛА из молочной сыворотки с массовой 
долей общего азота 3,56 % изучали для достижения следующих целей: 
декальцинирование сывороточных белков, замещение иона кальция 
ионом цинка, снижение температуры денатурации α-ЛА, увеличение 
выхода α-ЛА и уменьшение соосаждения β-ЛГ. Для оптимизации про-
цесса смоделирован и проведен полнофакторный эксперимент с че-
тырьмя параметрами, варьируемыми на трех уровнях (Таблица 1).

Таблица 1. Уровни вариации независимых параметров при 
многофакторных экспериментах по оптимизации условий 

термоденатурации α-ЛА в присутствии ГМФ
Table 1. Levels of variation of independent parameters in multifactorial 
experiments on optimization of conditions of α-LA thermodenaturation 

in the presence of SHMP

Параметр Пере-
менная

Уровень варьирования
–1 0 1

Массовая доля ГМФ, % Х1 0,050 0,175 0,300
Температура, °C Х2 45 65 85
Активная кислотность, рН Х3 3 6 9
Продолжительность, мин Х4 30 75 120

Функция желательности оптимизации сформирована исходя из 
минимального значения содержания в  супернатанте α-ЛА и  мак-
симального содержания β-ЛГ. Поверхности отклика влияния варь-
ируемых параметров эксперимента на термоденатурацию сыворо-
точных белков представлена на Рисунке 1. Анализ данных показал 

функциональных свойствах, а также в части количества выделенного белка (снижение концентрации 
общего азота относительно начальной – 29%) [34]. В связи с этим роль солей-хелаторов 
(гексаметафосфата натрия – ГМФ) в процессе термоселективного осаждения α-ЛА из молочной 
сыворотки с массовой долей общего азота 3,56% изучали для достижения следующих целей: 
декальцинирование сывороточных белков, замещение иона кальция ионом цинка, снижение 
температуры денатурации α-ЛА, увеличение выхода α-ЛА и уменьшение соосаждения β-ЛГ. Для 
оптимизации процесса смоделирован и проведен полнофакторный эксперимент с четырьмя 
параметрами, варьируемыми на трех уровнях (Таблица 1). 

 
Таблица 1 

Уровни вариации независимых параметров при многофакторных экспериментах по 
оптимизации условий термоденатурации α-ЛА в присутствии ГМФ 

Table 1. Levels of variation of independent parameters in multifactorial experiments on 
optimization of conditions of α-LA thermodenaturation in the presence of SHMP 

Параметр Переменная Уровень варьирования 
- 1 0 1 

Массовая доля ГМФ, % Х1 0,050 0,175 0,300 
Температура, °С Х2 45 65 85 
Активная кислотность, рН Х3 3 6 9 
Продолжительность, мин Х4 30 75 120 

Функция желательности оптимизации сформирована исходя из минимального значения 
содержания в супернатанте α-ЛА и максимального содержания β-ЛГ. Поверхности отклика влияния 
варьируемых параметров эксперимента на термоденатурацию сывороточных белков представлена на 
Рисунке 1. Анализ данных показал статистически значимое (р < 0,05) влияние фактора кислотности (Х3), 
а также совокупное влияние факторов массовой доли ГМФ (Х1) и температуры (Х2), массовой доли ГМФ 
(Х1) и кислотности (Х3) на максимальное снижение содержания α-ЛА в супернатанте.  

    

    
 

    
В-I) В-II) Г-I) Г-II) 

А-I) A-II) Б-I) Б-II) 

Д-I) Д-II) Е-I) Е-II) 

Рисунок 1. Оптимизация условий селективной термоденатурации в присутствии хелатора (I - α-ЛА, II-β-ЛГ)
Figure 1. Optimization of the conditions of selective thermodenaturation in the presence of chelator (I - α-LA, II-β-LG)
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 статистически значимое (р  < 0,05) влияние фактора кислотности 
(Х3), а также совокупное влияние факторов массовой доли ГМФ (Х1) 
и температуры (Х2), массовой доли ГМФ (Х1) и кислотности (Х3) на 
максимальное снижение содержания α-ЛА в супернатанте.

Получены уравнения 1–2, описывающие зависимости процесса 
термоденатурации α-ЛА и β-ЛГ от варьируемых параметров:

 Yα-ЛА= –0,246 – 3,297X1 – 0,004X2 + 0,475X3 – 0,032X3
2 – 

 – 0,001X4 + 0,022X1X2 + 0,256X1X3–0,001X2X3 (1)

 Yβ-ЛГ = — 1,211 + 0,106X1 – 0,001X1
2 + 0,056X1X3 (2)

В  результате проведенных исследований установлены оптималь-
ные параметры процесса: температура — 58 °C, рН — 3,0, м. д. ГМФ — 
0,2 % и  продолжительность 120 минут, снижающие содержание об-
щего азота в  супернатанте относительно начальной концентрации 
на 42 %, а начальное содержание α-ЛА — примерно на 83 %. Функция 
желательности при заданных условиях составила 67 %. При этом соот-
ношение β-ЛГ к α-ЛА в результате процесса изменилось с 2,2 к 1 (для 
субстрата) до 0,7 к 1 (Рисунок 2). Выявленные параметры осаждения 

коррелируют с литературными данными о температуре денатурации 
α-ЛА (приблизительно 60 °C). Кроме того, выявленный эффект частич-
ного осаждения β-ЛГ, согласно McGuffey M. K. С соавторами [35], может 
быть связан с усилением его агрегации в матрице сывороточных бел-
ков под действием изменения конфигурации дисульфидных связей 
α-ЛА. По результатам проведенных исследований подтверждена гипо-
теза об увеличении выхода α-ЛА при использовании солей- хелаторов 
и установлены оптимальные параметры выделения α-ЛА из системы 
молочной сыворотки с использованием ГМФ, декальцинирующего бе-
лок и препятствующего его ренатурации.

Кроме того, полученные в  ходе эксперимента данные фракци-
онирования белков позволяют сделать вывод о том, что для моди-
фикации белковой матрицы, планируемой к  использованию при 
обогащении эссенциальными микроэлементами, можно применять 
творожную сыворотку, поскольку низкое значение начальной актив-
ной кислотности сырья снижает затраты на его дополнительное под-
кисление до рН 3,0. Данный факт открывает новые возможности для 
переработки творожной сыворотки, пользующейся меньшей востре-
бованностью в  молочной промышленности, чем подсырная, ввиду 
особенностей физико-химических показателей.

3.2. Исследование кинетики хелатирования цинка  
модифицированной матрицей сывороточных белков

Согласно эмпирическим данным, последовательность обогаще-
ния белков по схеме цинк→йод является наиболее оптимальной, 
поскольку в  противном случае наблюдается снижение концентра-
ции цинка, обоснованное величиной энергии активации реакции 
координации микроэлемента  [36]. В  связи с  этим далее в  работе 
исследованы закономерности связывания цинка на модельных кон-
центрированных системах с массовой долей белка 3 % и интактным 
распределением белков (WPC), а также на системах с  превалирую-
щим α-лактальбумином (WPC-α), полученных на предыдущем этапе 
исследования. Изучаемыми вариабельными параметрами являлись: 
рН среды (4,0; 6, 0; 8,0 ед. рН), температура (2; 10; 20; 30; 40 °C), кон-
центрация ионов цинка (1,5; 9 и  15 мМ). Результаты исследования 
кинетики хелатирования цинка белками представлены на Рисунке 3.

Рисунок 2. Электрофореграмма продуктов термоденатурации 
сывороточных белков

Figure 2. Electropherogram of products of whey protein thermodenaturation
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По результатам исследования определен наиболее эффективный 
режим обогащения, соответствующий температуре 40 °C, рН 8 и про-
должительности хелатирования 60 минут, что обеспечивает наиболь-
шую концентрацию органически связанного цинка — 169,8 ± 27,3 мг 
на 100  г белка. Выявлено, что матрица с  повышенным содержани-
ем α-ЛА связала в  1,6 раза больше микроэлемента, чем сыворотка 
с  нативным распределением белков. Данная особенность может 
быть обусловлена как наличием отдельных сайтов, содержащих ас-
парагиновую и  глутаминовую кислоты, цистеин, метионин и  пр., 
способных координировать ион цинка [37–39], так и наличием спе-
цифических сайтов связывания двухвалентных металлов α-ЛА и БСА 
(КFLDDDLTDD и ECCHGDLLECADDRA соответственно), декальцини-
рованных в процессе термоденатурации белков [32,33]. Установлено 
отсутствие влияния концентрации вносимых в систему ионов цинка 
(в исследуемых пределах) на концентрацию хелатированного белка-
ми цинка. Содержание органически связанного с белками молочной 
сыворотки цинка согласуется с  результатами эксперимента по хе-
латированию цинка α-ЛА: 1,58 мг микроэлемента на 1 г белка  [40]. 
Однако авторы приведенного исследования утверждают, что раци-
ональными параметрами для обогащения белков цинком являются 
температура 20 °C, рН 4,5 и продолжительность хелатирования 2 ми-
нуты. Вероятно, разница в эффективности режимов хелатирования 
цинка в нашем исследовании и исследовании  [40] обоснована раз-
ными механизмами хелатирования. Предварительное проведение 
термоденатурации и декальцинирования α-ЛА и БСА в присутствии 
ГМФ могло повлиять на структуру белковых молекул, а также на фор-
мирование межмолекулярных взаимодействий белков в  матрице, 
в  связи с  чем хелатирование цинка белками молочной сыворотки 
при рН 4 было наименее эффективным, чем при рН 8 [41–43]. Меха-
низм формирования комплекса цинк-белок в исследовании [40], по-
видимому, связан с  отсутствием изменения вторичной структуры 
белка при рН 4,5 и 20 °C и с частичным изменением гидрофобности: 
высвобождением аминоксилотных групп, способных хелатировать 
цинк [44]. Можно сделать вывод о том, что при определении раци-
ональных условий хелатирования ионов металлов сывороточными 
белками важно обращать внимание на его начальные структурные 
характеристики.

3.3. Подбор ферментного препарата, моделирование и оптимизация 
гидролиза модифицированных белков молочной сыворотки

Ранее проводили исследования, отражающие повышение ко-
личества связанного с  белковыми фрагментами йода в  результате 
частичного гидролиза полипептидной цепи, что может быть ассо-
циировано с увеличением количества ионогенных групп и с сорбци-

онной активностью [45]. В связи с этим на следующем этапе иссле-
дования проведены протеазный скрининг и  биоинформатическое 
моделирование гидролиза белков молочной сыворотки [46] с учетом 
потенциальных аминокислотных сайтов связывания йода и хелати-
рования цинка, интегрированных в  дескрипторную модель. Клю-
чевым критерием протеазного скрининга был выбор ферментного 
препарата (или комплекса ФП), обеспечивающего максимальное 
высвобождение пептидов, способных связывать йод. При этом тре-
бовалось сохранить максимальную концентрацию цинка, хелатиро-
ванного белками (сайты связывания двухвалентных металлов в α-ЛА 
(КFLDDDLTDD) и БСА (ECCHGDLLECADDRA)), и минимизировать об-
разование горьких пептидов и аминокислот. По результатам биоин-
форматического моделирования установлено, что трипсин являет-
ся единственной протеазой, практически не затрагивающей сайты 
КFLDDDLTDD и ECCHGDLLECADDRA и отвечающей перечисленным 
критериям (Таблица 2).

Для оптимизации параметров гидролиза трипсином (in  vitro) 
проводили полнофакторный эксперимент с  тремя параметрами, 
варьируемыми на трех уровнях: температура (Х1), активная кислот-
ность, pH (Х2), продолжительность гидролиза (Х3) (Таблица 3). Экс-
перимент проводили при фермент-субстратном соотношении (E/S) 
1/100 СPROT г/г.

Таблица 3. Уровни вариации независимых параметров 
при многофакторных экспериментах по оптимизации 

условий гидролиза WPC-α трипсином
Table 3. Levels of variation of independent parameters in multifactorial 

experiments on optimization of the conditions of WPC-α hydrolysis 
by trypsin

Параметр Пере-
менная

Уровень варьирования

–1 0 1

Активная кислотность, рН Х1 7 8 9

Температура, °C Х2 30 40 50

Продолжительность, мин Х3 30 105 180

Функция желательности соответствовала максимальной степе-
ни гидролиза субстрата трипсином, что было ассоциировано с до-
ступностью аминокислотных сайтов для связывания йода. Поверх-
ности отклика влияния варьируемых параметров эксперимента на 
степень гидролиза белкового субстрата трипсином представлены 
на Рисунке 4.
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Table 2. Modeling of hydrolysis of whey proteins by trypsin
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Table 2. Modeling of hydrolysis of whey proteins by trypsin 
 

Наименование 
фермента 

Теоретическая 
степень 

гидролиза, % 

Количество 
пептидов, 

потенциально 
хелатирующих 
ионы цинка, ед. 

Количество 
пептидов, 

потенциально 
связывающих 
ионы йода, ед. 

Количество 
свободных 

аминокислот, ед. 

Количество 
фрагментов, 

обуславливающих 
горечь, ед. 

α-лактальбумин 

Трипсин (КФ 3.4.21.4) 10,3 6 12 2 2 

EQLTK - CEVFR - ELK - DLK - GYGGVSLPEWVCTTFHTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNK - IWCK - DDQNPHSSNICNISCDK - FLDDDLTDDIMCVK - K - 
ILDK - VGINYWLAHK - ALCSEK - LDQWLCEK - L 

β-лактоглобулин 

Трипсин (КФ 3.4.21.4) 10,9 11 15 2 2 

LIVTQTMK - GLDIQK - VAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR - VYVEELK - PTPEGDLEILLQK - WENGECAQK - K - IIAEK - TK - IPAVFK - IDALNENK - 
VLVLDTDYK - K - YLLFCMENSAEPEQSLACQCLVR - TPEVDDEALEK - FDK - ALK - ALPMHIR - LSFNPTQLEEQCHI 

БСА 

      

R - GVFR - R - DTHK - SEIAHR - FK - DLGEEHFK - GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK - LVNELTEFAK - TCVADESHAGCEK - SLHTLFGDELCK - VASLR - 
ETYGDMADCCEK - QEPER - NECFLSHK - DDSPDLPK - LK - PDPNTLCDEFK - ADEK - K - FWGK - YLYEIAR - R - HPYFYAPELLYYANK - 
YNGVFQECCQAEDK - GACLLPK - IETMR - EK - VLASSAR - QR - LR - CASIQK - FGER - ALK - AWSVAR - LSQK - FPK - AEFVEVTK - LVTDLTK - VHK - 
ECCHGDLLECADDR - ADLAK - YICDNQDTISSK - LK - ECCDK - PLLEK - SHCIAEVEK - DAIPENLPPLTADFAEDK - DVCK - NYQEAK - DAFLGSFLYEYSR - R 
- HPEYAVSVLLR - LAK - EYEATLEECCAK - DDPHACYSTVFDK - LK - HLVDEPQNLIK - QNCDQFEK - LGEYGFQNALIVR - YTR - K - VPQVSTPTLVEVSR - 
SLGK - VGTR - CCTK - PESER - MPCTEDYLSLILNR - LCVLHEK - TPVSEK - VTK - CCTESLVNR - R - PCFSALTPDETYVPK - AFDEK - LFTFHADICTLPDTEK - 
QIK - K - QTALVELLK - HK - PK - ATEEQLK - TVMENFVAFVDK - CCAADDK - EACFAVEGPK - LVVSTQTALA 

КРАСНЫЕ – АК, одновременно координирующие Zn и связывающие I (E; R; D; F) 
ГОЛУБЫЕ – АК, координирующие Zn (C; H; M) 
ЗЕЛЕНЫЙ – АК, связывающие I (G; Y; P; W; A) 
KFLDDDLTDD – сайт связывания двухвалентных металлов α-ЛА; ECCHGDLLECADDRA – сайт связывания двухвалентных металлов БСА 
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Установлено статистически значимое (р  < 0,05) влияние линей-
ных факторов температуры (Х2) и  продолжительности гидролиза 
(Х3), а также их совокупного воздействия на увеличение DH. Кроме 
того, показано значимое влияние квадратичных факторов кислот-
ности (Х1) и  температуры (Х2), что говорит о  существовании ло-
кальных оптимумов данных параметров процесса. Квадратичное 
влияние температуры на степень гидролиза и снижение изучаемого 
параметра при отклонении от оптимума также отмечены в других 
исследовательских работах [47].

По результатам проведенной оптимизации получено уравне-
ние  3, включающее факторы, оказывающие значимое влияние на 
степень гидролиза WPC-α трипсином.

 YDH = –40,816 + 6,846X1 – 0,428X1
2 + 0,749X2 – 0,009X2

2 + 
 + 0,003X3 + 0,002X2X3 

(3)

По результатам оптимизации параметров процесса гидролиза 
WPC-α трипсином определены оптимальные режимы, соответст-
вующие рН 8,0, температуре 44 °C, продолжительности гидролиза 
180  минут, что обеспечивает степень гидролиза субстрата 4,35 % 
и уровень желательности 95,4 % (при исследуемом E/S).

3.4. Исследование кинетики связывания йода модифицированной 
матрицей сывороточных белков

Дальнейший этап исследования заключался в  определении за-
висимости степени связывания йода с WPC и гидролизатами WPC-α 
(НWPC-α) от температурного (2; 10; 20; 30; 40 °C) и кислотного (6,0; 7,0; 
8,0 ед. рН) факторов, продолжительности процесса (6; 12; 18; 24 ч) и 
концентрации ионов молекулярного йода (0,8; 1,6; 2,4 М). По резуль-
татам исследований, проведенных с нативными белками, установле-

но, что при значениях рН 6,0 и рН 7,0 йод не связывался с белками, 
что, согласно литературным данным, может быть обусловлено спе-
цификой формирования ковалентной связи йода с ароматическими 
аминокислотами в щелочной среде ввиду наличия в молекуле гидрок-
сильной группы, которая является сильным орто-пара-ориентантом, 
способствующим протеканию процесса электрофильного замеще-
ния [16]. Результаты исследования кинетики связывания йода с бел-
ками молочной сыворотки представлены на Рисунке 5.

Установлено, что при 20 °C, рН 8,0 и продолжительности йодиро-
вания 24 часа нативные сывороточные белки связывали наибольшее 
количество микроэлемента, равное 1,3 ± 0,3  г йода на 100  г белка. 
Анализ данных показал, что оптимальные параметры йодирова-
ния — температура 20 °C, рН 8,0 и продолжительность 12 часов, при 
которых концентрация органического йода в гидролизате составила 
2,5 ± 0,5  г на 100  г белка. Для нативных белков концентрация йода 
за 12 часов составила 0,7 ± 0,1 г на 100 г белка. Таким образом, под-
тверждено, что ферментативный гидролиз повышает степень связы-
вания белка с йодом, которое, вероятно, обусловлено увеличением 
количества доступных функциональных групп, способных связать 
микроэлемент  [45]. Кроме того, полученный результат согласуется 
с содержанием органически связанного йода в ранее разработанной 
пищевой добавке «Биойод», получаемой при ферментативном йоди-
ровании сывороточных белков [48].

На второй стадии исследования кинетики связывания йода с моди-
фицированной матрицей сывороточных белков проведены исследова-
ния, направленные на оценку изменения участков связывания цинка 
и  сайтов связывания йода в  зависимости от продолжительности ги-
дролиза субстрата (15; 30; 45; 60; 90; 120; 150 и 180 минут) и фермент- 

Рисунок 4. Оптимизация условий процесса гидролиза WPC-α трипсином
Figure 4. Optimization of the conditions of the process of WPC-α hydrolysis by trypsin
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Figure 5. Kinetics of the iodine binding with whey protein hydrolyzates (НWPC-α – hydrolysate of 
protein hydromodule with increased content of α-LA) and whey protein concentrate (WPC – control 

concentrate with intact distribution of protein fractions); А – dependence on process temperature and duration, 
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субстратного соотношения (1/75; 1/100; 1/500 СPROT г/г). В  качестве 
контролируемых параметров также исследовали следующие показате-
ли: степень гидролиза, концентрацию свободных аминокислот и ин-
тенсивность горечи. Результаты представлены на Рисунках 6 и 7.

Установлено, что рациональным следует считать E/S1/100 СPROT 
г/г, так как при гидролизе WPC-α, обогащенного цинком, концен-
трация микроэлемента статистически значимо не изменялась 
(161,7 ± 26,7  мг/100  г белка) на протяжении 165 минут гидролиза 
(DH = 4,4 ± 0,3 %), а концентрация связанного йода при такой степени 
гидролиза белка достигала максимума (2,5 ± 0,4 г/100 г белка). Гидро-
лизаты сывороточных белков характеризовались отсутствием горе-
чи и концентрацией САК 1,8 ± 0,2 мг экв. глутаминовой кислоты/мл.

3.5. Подбор рациональных режимов очистки матриц  
микроэлемент-белок от неорганических примесей

Для очистки белкового субстрата с органически связанными фор-
мами микроэлементов от неорганического йода и  цинка исследо-
вана эффективность баромембранных процессов на каждой стадии 

иммобилизации микроэлементов, с  использованием мембранных 
элементов из полиэфирсульфона. Эксперименты проводили с при-
менением мембран с порогом задержки 5,0 и 0,6 кДа (ультра- и на-
нофильтрация соответственно). Диафильтрацию (DF) проводили 
путем разбавления гидролизатов сопоставимым объемом обратно-
осмотической воды с последующим концентрированием при темпе-
ратуре (10 ± 2) °C. Определение эффективности очистки детектиро-
вали по массопереносу белковых веществ, цинка и йода в ретентате 
и  пермеате. Результаты сравнения очистки гидролизатов методом 
ультра- и нанофильтрации представлены на Рисунке 8.

Установлены эффективные параметры очистки, соответствующие 
трехкратной диафильтрации с  применением ультрафильтрацион-
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очистки гидролизата сывороточных белков с ковалентно связанным 
йодом от неорганических примесей микроэлементов применяли 
ультрафильтрацию [49], в настоящем исследовании при ультрафиль-
трации наблюдался переход через мембрану части гидролизованных 
белковых веществ, соответственно, происходила потеря связанного 
йода. Подобный эффект может быть обусловлен высвобождением 
пептидов с молекулярной массой менее 5 кДа при заданных услови-
ях гидролиза, которые, по данным [50], могут составлять около 15 % 
от общего количества пептидов с разной молекулярной массой.

4. Выводы
По результатам проведения комплекса исследований установле-

ны оптимальные условия термоселективного осаждения α-ЛА (58 °C; 
pH 3,0; 0,2 % ГМФ; 120 мин), обеспечивающие получение матрицы 
с  измененным соотношением β-ЛГ к α-ЛА с  2,2 к  1 (для субстрата) 
до 0,7 к 1. Полученные данные об условиях фракционирования по-
зволяют использовать в  качестве сырья для получения белкового 
концентрата творожную сыворотку. Определены рациональные 
параметры хелатирования цинка модифицированными сывороточ-
ными белками: температура 40 °C, pH 8,0, продолжительность 60 ми-
нут, при этом содержание органически связанного цинка достигает 
169,8 ± 27,3 мг в 100 г белка. В результате протеазного скрининга в ка-

честве фермента, обеспечивающего сохранность ключевых участков 
связывания цинка и увеличения потенциальных сайтов связывания 
йода, выбран трипсин. Подбор оптимальных параметров гидролиза 
WPC-α трипсином позволил выявить наилучшие параметры про-
цесса: температура 44 °C, pH 8,0 и  продолжительность 180 минут, 
что обеспечило степень гидролиза 4,35 %. Также установлены эф-
фективные режимы протеолиза сывороточных белков, обогащен-
ных цинком (фермент-субстратное соотношение 1/100 СPROT г/г; 
44 °C; рН 8,0; 165 минут), и йодирования гидролизата (20 °C; рН 8,0; 
12 ч), обеспечивающие концентрацию органически связанного йода 
2,5 ± 0,4 г на 100 г белка и сохранение начальной концентрации орга-
нически связанного цинка. Для каждого этапа обогащения белковой 
матрицы микроэлементами определены рациональные параметры 
баромембранной очистки белковой матрицы от неорганических 
форм йода и  цинка: трехкратная ультрадиафильтрация для этапа 
хелатирования цинка и  нанодиафильтрация для этапа связывания 
йода. Полученные результаты могут быть использованы при раз-
работке новых функциональных пищевых продуктов и технологий 
глубокой переработки молочной сыворотки. Полученные данные 
подтверждают перспективность технологии последовательного хе-
латирования цинка и йодирования белков молочной сыворотки для 
создания пищевых ингредиентов профилактического назначения.
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