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А ННОТА Ц И Я
Функциональные свойства растительных белковых концентратов часто не отвечают требованиям, предъявляемым к ним 
специалистами пищевой промышленности при разработке рецептур белоксодержащих продуктов питания (мясные, кон-
дитерские и т. д.). В данном исследовании с целью модификации функциональных свойств коммерческих белковых пре-
паратов разработаны оптимальные/рациональные параметры биосинтеза новых гороховых, подсолнечных и пшеничных 
концентратов с ферментами тирозиназой и микробной трансглютаминазой, относящихся, соответственно, к классу окси-
доредуктаз и трансфераз. При этом установлены закономерности влияния концентрации ферментов, продолжительности 
реакций и гидромодуля на массовую долю аминного азота и растворимого белка в среде как эффективных показателей 
контроля хода реакции в среде. У нового белкового концентрата, полученного из сухой пшеничной клейковины, синте-
зированного при последовательном внесении обоих видов ферментов, по сравнению с контрольным образцом, на 44 % 
повысилась водосвязывающая способность и почти в 2 раза жиросвязывающая способность. У горохового и подсолнечно-
го концентратов, приготовленных с раздельным внесением ферментов, на 24–56 % стала выше водосвязывающая способ-
ность, в 2,3–2,4 раза — пенообразующая способность и в 1,6–5,7 раза более высокая стабильность пены. У подсолнечного 
концентрата увеличилась жиросвязывающая и жироэмульгирующая способность, по сравнению с исходным концентра-
том. Результаты влияния тирозиназы и микробной трансглютаминазы на функциональные свойства белковых концент-
ратов, несмотря на различный принцип их действия, были, практически, одинаковые. Следовательно, для модификации 
свойств, взамен трансглютаминазы, с учетом выявленных параметров ее действия на гороховые, подсолнечные белки 
и пшеничную клейковину, для производства пищевых изделий целесообразно использовать и фермент тирозиназу.
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A BST R ACT
The functional properties of plant protein concentrates often do not meet the requirements imposed on them by food industry 
specialists when developing formulations of protein-containing foods (meat, confectionery, etc.). In this study, optimal/ratio-
nal parameters of biosynthesis of new pea, sunflower and wheat concentrates, with tyrosinase and microbial transglutaminase 
enzymes, belonging, respectively, to the class of oxidoreductases and transferases, have been developed in order to modify the 
functional properties of commercial protein preparations. At the same time, patterns of the effect of enzyme concentration, 
reaction duration, and the hydromodule on the mass fraction of amino nitrogen and soluble protein in the medium as effective 
indicators for monitoring the course of the reaction in the medium have been established. Compared to the control sample, 
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the new protein concentrate obtained from dry wheat gluten, synthesized with the sequential addition of both types of en-
zymes has a 44 % higher water-binding capacity and almost 2 times higher fat-binding capacity. The pea and sunflower con-
centrates prepared with separate addition of enzymes have a 24–56 % higher water-binding capacity, 2.3–2.4 times higher 
foaming capacity and 1.6–5.7 times higher foam stability. The sunflower concentrate has increased fat-binding and fat-emul-
sifying capacity compared to the original concentrate. The results of the effect of tyrosinase and microbial transglutaminase 
on the functional properties of protein concentrates, despite their different principle of action, were practically the same. 
Therefore, to modify the properties, it is advisable to use also the enzyme tyrosinase instead of transglutaminase for the pro-
duction of food products, taking into account the identified parameters of transglutaminase action on pea, sunflower proteins 
and wheat gluten.

FUNDING: The investigations were carried out within the framework of the assignment FGGM‑2022-00006 VNIIK — Branch of Russian Potato Re-
search Centre “To develop scientific and practical foundations of the technology of production of new carbohydrate and protein components of their 
starch-containing raw materials based on the systematic analysis of their composition and properties for deep processing of potato, grain and legu-
minous raw materials”.

1.	 Введение
Одной из  проблем населения земного шара является проблема 

обеспечения продовольствием, так как организму человека всегда 
необходимы питательные вещества  [1]. Последние десятилетия ха-
рактеризуются интенсификацией процессов приготовления пищи 
с одновременным приданием ей свойств, отражающих требования 
науки о  питании  [2]. Причинами такого положения являются рост 
населения, непостоянство запасов природных ресурсов и их исполь-
зования, необходимость выпуска качественно новых и  безопасных 
пищевых продуктов в  связи с  изменением образа жизни, ухудше-
нием экологической обстановки и  накоплением фундаментальных 
знаний в области естественных и технических наук. В качестве при-
оритетных процессов современные решения включают технологии 
получения пищевого белка и  продуктов на  его основе  [3,4]. Техно-
логии основываются на  фундаментальных знаниях в  области би-
ологической, биоорганической, физической химии, и  на  знаниях 
в области технических дисциплин (биотехнология, технологии пере-
работки зерна, мяса, молока и т. д.). Взаимосвязь познаний должна 
использоваться для того, чтобы обеспечить высокие функциональ-
ные свойства и через них достичь высокую биологическую ценность 
пищевых продуктов функциональной, диетической, персонализиро-
ванной или специальной направленности.

Белки в организме человека расходуются на синтез азотосодер-
жащих соединений, рост и  поддержку физиологических функций, 
а в пищевых продуктах они выполняют питательную и структурную 
функцию [5]. Первая функция заключается в обеспечении организ-
ма незаменимыми аминокислотами, как частично и энергией, вто-
рая — в придании надлежащих потребительских качеств пищевым 
изделиям (внешний вид, текстура, объем, т. д.). Обе функции вза-
имосвязаны, питательная реализуется через структурную за  счет 
функциональных свойств белков, которые и обеспечивают задавае-
мые технологические и потребительские свойства изделий [6].

В  связи с  возрастающей стоимостью животного сырья пищевая 
промышленность постоянно испытывает потребность в более дешё-
вых, но эффективных источниках белков [7]. Она находит их в ассор-
тименте продуктов из сои [8], пшеницы [9–11], гороха, нута [12–15], 
чечевицы [16], фасоли [17], риса [18] и многих других культур [19,20]. 
При этом основными задачами промышленности является обес-
печение выхода белков, их полифункциональности, безопасности, 
хороших органолептических свойств и длительности хранения [21]. 
Сегодня наиболее широко используемыми растительными ингреди-
ентами в пищевых продуктах являются соевые белки и пшеничная 
клейковина  [22,23]. Производство белковых продуктов из  других 
видов растительного сырья продолжает развиваться. Из-за своей 
безопасности и традиций применения растительные продукты бо-
лее привлекательные, чем те, которые начинают получать сегодня 
из насекомых (жуки, гусеницы, муравьи кузнечики и т. д.) или в виде 
«мяса», выращенного в лабораторных условиях из нового или нетра-
диционного сырья [24].

Известны многие способы модификаций функциональных свой
ств соевых [25–27], клейковинных [28–30] и других видов белковых 
препаратов, и это, прежде всего, ферментативные способы с гидро-
литическими энзимами. При этом достигнуты значительные успехи, 
включая выявление у  гидролизатов антиоксидантных или антиал-
лергических проявлений [31,32]. Однако способы, как правило, име-
ют ограничения относительно улучшения свойств, кроме раствори-
мости и пенообразующей способности [18,28,30].

С целью расширения возможностей улучшения функциональных 
свойств нами изучены процессы синтеза новых белковых концент-
ратов с ферментами о-дифенолоксидазой (тирозиназа) (EC1.14.18.1) 
(ТИР) и микробной трансглютаминазой (мТГ) (EC2.3.2.13). Последняя 

широко используется за  рубежом (США, страны ЕС, Канада, Китай, 
Корея и т. д.) [33,34] и производится путём ферментации Streptomyces, 
Bacillus, Enterobacter, Providencia  [34]. На  долю фермента приходит-
ся большая часть производимых в  мире ферментных препаратов, 
это несмотря на то, что вопросы безопасности энзима продолжают 
обсуждаться  [34,35]. Применяется фермент для обеспечения вза-
имодополнения состава и свойств белков либо из одного и того же 
сырья: мясного  [36–39], молочного  [40–43], рыбного  [44], морепро-
дуктов [45], зернового [46–48], псевдозлакового [49], либо из различ-
ного комбинированного, и,  как правило, больше животного сырья 
(мясное, молочное, рыбное)  [50,51]. При этом мТГ катализирует 
образование изопептидной связи между группой γ-карбоксамидов 
остатков глутамина (донор) и ε-аминными группами первого поряд-
ка, выступающих в качестве акцепторов ацильного остатка [34]. В от-
сутствие свободных аминогрупп фермент катализирует и  реакцию 
дезамидирования амидов с использованием молекул воды в качест-
ве акцептора групп -NH2. Схематично реакции выглядят следующим 
образом:
	 Gln-CO-NH2 + H2N-Lys → Gln-CO-NH-Lys + NH3;

	 Gln-CO-NH2+RNH2 → Gln-CO-NHR+NH3;

	 Gln-CO-NH2+HOH → Gln-COOH+NH3.
Агрегированные белковые структуры — стабильные в  широком 

диапазоне pH и температуры, механически устойчивые с повышен-
ной эластичностью, твердостью, вязкостью, влагоудерживающей 
и  эмульгирующей способностью  [52,53]. Принцип «сшивания» бел-
ков в  работах использовался непосредственно в  технологический 
цикл производства пищевых изделий.

Аминокислота тирозин, являясь монофенолом, вступает в  реак-
цию окисления под действием мет-, орто-гидрокситирозиназ  [54] 
с образованием хинонов, которые можно обнаружить только скани-
рующей спектрофотометрией [55]. В результате неферментативных 
реакций хиноны могут быстро конденсироваться с  образованием 
комплексных соединений  — меланинов  [2,56] (Рисунок 1), затем 
превращаться по  реакции Михаэля‑1,6- присоединения с  тиолами 
и циклизацией с аминогруппами в боковой цепи белков или реге-
нерироваться за  счет окислительно-восстановительной реакции 
в исходную аминокислоту/фенол. Тирозиназа активирует полимери-
зацию пептидов, содержащих не только тирозин, но и цистеин [57]. 
Полученные полимеры адсорбируются на разных поверхностях [57] 
и также, как хиноны, изменяют структуру клеточных компонентов, 
и, прежде всего, белков [55]. Образование цистеин-допы в качестве 
биогенной связи в белках используется, например, при разработке 
способа получения имитаторов мидийной адгезии [58].

В фруктах и овощах часто ингибируют тирозиназу, так как хино-
ны, образующиеся в результате окисления фенольных соединений, 

Рисунок 1. Схема реакций синтеза меланинов
Figure 1. Scheme of the reactions of melanin synthesis
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придают им затемненный цвет и  снижают доступность некоторых 
незаменимых аминокислот. Поэтому ведется поиск различных ин-
гибиторов фермента [59], как и его стабилизаторов [60].

Целью данной работы явилась разработка параметров биосин-
теза новых белковых концентратов (БК) с  ферментами мТГ и  ТИР 
и сравнительная оценка функциональных свойств полученных пре-
паратов.

2.	 Объекты и методы
В качестве объектов использовали сухую пшеничную клейковину 

(СПК) (ООО «Cargill», Россия), подсолнечный концентрат (ПК) (ООО 
«Степь Инвест», Россия), гороховый концентрат (ГК) («Roquette», 
Франция) и  ферментные препараты (ФП): микробную трансглю-
таминазу (мТГ) (КФ  2.3.2.13) («Novozymes», Дания) c активностью 
200 ед./г и тирозиназу (ТИР) с активностью 54 ед./г (ООО Агрофер-
мент, Россия). Исходные БК по  показателям качества соответство-
вали Кодексу STAN 174–1989 1, ГОСТ 31934‑2012 2 и ТР ТС 021/2011 3 
и  ТР  ТС  022/2011 4. Функционально-технологические свойства 
(ФТС) БК (водосвязывающая способность  — ВСС; жиросвязываю-
щая способность — ЖСС; пенообразующая способность — ПОС; ста-
бильность пены  — СП; жироэмульгирующая способность  — ЖЭС; 
стабильность эмульсии  — СЭ; растворимость  — Р)  определяли 
по  методикам, изложенным в  работе  [28]. Массовую долю белка — 
по методу Кьельдаля (ГОСТ 10846‑91 5), влаги — ГОСТ 13586.5‑2015 6, 
золы  — ГОСТ  10847‑2019 7, жира  — ГОСТ  29033‑91 8, клетчатки  — 
ГОСТ 31675‑20129, растворимого белка — по методу Лоури, аминного 
азота — методом формольного титрования с  измерением реакции 
среды на рН-метре HI 2210 (HANNA, Германия). Реакцию биосинтеза 
БК осуществляли при различных значениях гидромодуля, концент-
рации ФП и температуры. Биосинтез БК с ферментами проводился 
по трем вариантам: один вариант включал раздельное применение 
ФП при оптимальных или рациональных параметрах синтеза, дру-
гой — совместное использование ФП в одну стадию (одностадийный 
способ) и  третий — также совместное, но  в  две стадии: на  первой 
стадии добавлялась ТИР, на  второй стадии — мТГ (двухстадийный 
способ). При каждом внесении использовались оптимальные/раци-
ональные параметры реакции биосинтеза белков при раздельном 
использовании.
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Константу Михаэлиса (Km) для ферментов мТГ и ТИР определяли 
по  результатам графической зависимости скорости ферментатив-
ной реакции от  концентрации субстрата и  выражали как концен-
трацию, при которой белки вступают в  реакцию в  количестве 50 % 
от максимального содержания. Белковые препараты высушивали суб-
лимационным способом на стенде СВП‑036 (НПО «Вакууммаш», Россия) 
до влажности 2–8 % [61]. Все реактивы были химически чистые.

Для планирования эксперимента и  обработки эксперименталь-
ных данных использовали математические методы. Оптимизацию 
параметров синтеза БК с ферментами осуществляли по планам экс-
перимента, составленным в  виде латинских квадратов (матрица) 
для 25 опытов. Функцией являлось количество аминного азота в сре-
де, факторами  — продолжительность синтеза, гидромодуль, кон-
центрация ферментов. Статистическая обработка результатов осу-
ществлялась методами дисперсного и  корреляционного анализов 
с программами Statistica 6.0, Mathematica 12.2 и TableCurve 3D. Ре-
зультаты представлялись как средние арифметические со средними 
квадратичными ошибками среднего арифметического (M ± m); дове-
рительный интервал рассчитывался при уровне значимости р = 0,05.

3.	 Результаты и обсуждение

3.1. Химический состав и функциональные свойства  
белковых концентратов

Исходные БК по показателям качества соответствовали норматив-
ным документам, имели массовую долю белка, равную 74,48–84,00 %, 
следовательно, относились к группе «Концентраты» (Таблица 1).

Анализ ФТС концентратов показал, что ВСС БК изменялась в диа-
пазоне 2,22÷7,48 г/г, ПОС — 97÷211 %, СП — 7÷59 %, ЖСС — 1,89÷2,55 г/г, 
ЖЭС — 43÷53 %, СЭ — 49÷62 %, растворимость — 2,20÷12.84 % (Таблица 2).

Наибольшей ВСС обладал ГК, наименьшей — СПК. Наибольшие 
значения ПОС получены для СПК, наименьшие — для ПК. СПК име-
ла и низкие значения ЖЭС и особенно растворимости, что, в прин-
ципе, и  ограничивает ее применение в  пищевых системах, кроме 
хлебопечения, например, в мясоперерабатывающей и кондитерской 
промышленности. Для двух других БК результаты указывали на не-
обходимость модификации способности образовывать пену и ее ста-
бильности, чтобы обеспечить эффективное использования свойств 
в производстве продуктов питания. Необходимо учитывать и то, что 
свойства и гороховых белков, и, особенно, подсолнечных, мало из-
учены и требуют более глубоких исследований.

Для ТИР на примере горохового БК первоначально исследовано 
ее совместное действие с аскорбиновой кислотой, которая могла бы 
исключить или уменьшить потемнение белков от образующихся ме-
ланинов. При действии ТИР в дозировках 1,6–5,7 ед/г и аскорбино-
вой кислоты при концентрации 0,05–0,1 % количество свободного 
аминного азота составляло 294,7–297,7 мг/%, что равнялось его ко-
личеству в контрольном образце без ТИР (294,7 ± 0,8 мг/%). С учетом 
этих данных и отсутствием потемнения БК с ТИР, использование ее 
в дальнейших опытах исключили.

3.2. Биосинтез клейковинного концентрата с мТГ
СПК является промышленно выпускаемым БК, недостатком ко-

торого, как указано выше, являются относительно низкие функци-
ональные свойства. Это делает особо значимым модификацию СПК 
безопасными ферментативными способами. При проведении опти-
мизации параметров синтеза исследуемых белков функцией в про-
цессе выступало количество аминного азота, при этом чем меньше 
оставалось его в реакции после воздействия ферментов, тем эффек-
тивнее протекалареакция. Зависимость содержания аминного азота 

Таблица 1. Химический состав исходных белковых концентратов
Table 1. Chemical composition of initial protein concentrates

Белковый концентрат Влага, %
Массовая доля, % на сухое вещество (СВ)

Белок, % Жир, % Клетчатка, % Углеводы, %

Пшеничная клейковина (СПК) 7,55 ± 0,87 74,48 ± 0,23 (N × 5,7) 1,80 ± 0,05 1,95 ± 0,04 21,77 ± 0,88

Гороховый (ГК) 7,16 ± 1,03 84,00 ± 0,07 (N × 6,25) 5,00 ± 0,65 1,00 ± 0,05 10,00 ± 1,24

Подсолнечный (ПК) 2,79 ± 0,86 81,2 ± 0,11 (N × 6,25) 0,71 ± 0,35 1,73 ± 0,02 16,35 ± 1,03

Таблица 2. Функциональные свойства белковых концентратов
Table 2. Functional properties of protein concentrates

Концентрат ВСС, г/г ПОС, % СП, % ЖСС, г/г ЖЭС, % СЭ, % Р, %

СПК 2,22 ± 0,03 211 ± 1 59 ± 2 1,97 ± 0 43 ± 2 49 ± 1 2,20 ± 1,25

ГГ 7,48 ± 0,51 109 ± 2 65 ± 5 2,55 ± 0,05 50 ± 1 62 ± 6 12,84 ± 1,20

ПК 3,72 ± 0,56 97 ± 2 7 ± 1 1,89 ± 0,12 53 ± 1 60 ± 1 10,86 ± 1,03
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от искомых факторов (концентрация фермента, продолжительность, 
гидромодуль) для СПК искали в  виде уравнения с  помощью про-
граммы Математика 12.2:
	 mA = a0 × fce × ft × fh,	 (1)
где: ce — концентрация фермента, ед./г; t — продолжительность, часы; 

h — гидромодуль.

Для нахождения неизвестного коэффициента использовали про-
грамму Mathematica 12.2. Через листинг решения уравнения опре-
делили коэффициент a0, три других коэффициента для исследуемых 
факторов и  оптимальные значения последних для измерения ко-
личества аминного азотав в ходе реакции. Уравнение зависимости 
количества аминного азота Y от  исследуемых факторов (2) имело 
следующий вид:
	 Y = 19,478 + 0,5268X1 – 0,0252X2 – 0,04203X3,	 (2)
где: Y — количество аминного азота, мг/%; Х1 — концентрация мТГ (ед/г);
Х2 — продолжительность процесса (минуты); Х3 — гидромодуль.

Увеличение X1 на  1 ед. измерения в  среднем повышало Y 
на 0,527 ед., а увеличение X2 и X3 на 1 ед. уменьшало Y на 0,0252 и 0,042 
ед., соответственно. Из максимального коэффициента β1 = 0,5268 вид-
но, что наибольшее влияние на Y оказывал фактор X1. Статистическая 
значимость уравнения проверена с  помощью коэффициента детер-
минации и критерия Фишера. Значения парных коэффициентов урав-
нения показали низкую взаимосвязь между X3 и X2. Наибольшее влия-
ние на результат оказывал фактор X1 (r = 0,2352), поэтому в уравнение 
он был включен первым. Поверхности отклика количества аминного 
азота, построенные в виде 3D с помощью программы TableCurve 3D 
(Рисунок 2), отразили зависимость функции от  исследуемых факто-
ров. Из решения уравнения оптимальные их значения, обеспечиваю-
щие минимальное количество аминного азота (Y = 97,37 мг/%) в среде, 
были следующие: концентрация мТГ‑8 ед./г, продолжительность про-
цесса‑15,4 минут, гидромодуль — 1:8,05.

3.3. Биосинтез клейковинных концентратов с ТИР
Параметры биосинтеза СПК с  ТИР определяли по  результатам 

влияния исследуемых факторов на количество аминного азота и рас-
творимого белка. Показано, что при гидромодуле 1:5 и температуре 

53 ± 2 °С наименьшее количество свободного аминного азота (54–
57 %) после реакции с ТИР оставалось при концентрации фермента 
5,40 и 10,80 ед./г СВ (Таблица 3). При данных значениях концентра-
ции ТИР в БК содержалось и меньшее количество растворимого бел-
ка, что указывало на большую степень агрегации и «сшивки» белков 
под влиянием энзима.

Исследование зависимости количества аминного азота от  ве-
личины гидромодуля (1:4÷1:5) при различной концентрации ТИР 
показало, что при гидромодуле 1:5 после реакции его оставалось 
на 19–25 % меньше, чем при 1:4 (Рисунок 3А). При гидромодуле 1:5 
и концентрации ТИР 5,4 ед./г СВ больше всего уменьшилось и коли-
чество растворимого белка (Рисунок 3Б). В итоге, за рациональные 
параметры синтеза БК с ТИР приняты слкдующие параметры: кон-
центрация ФП  — 5,4–10,8 ед./г СВ, гидромодуль  — 1:5, продолжи-
тельность реакции — 15–20 мин. Параметры биосинтеза БК из СПК 

Рисунок 2. Зависимость количества аминного азота 
(мг%) от технологических факторов при биосинтезе 

клейковинного концентрата с мТГ
Figure 2. Dependence of the amount of amino nitrogen (mg%) on 

technological factors in biosynthesis of gluten concentrate with microbial 
transglutaminase (mTG)

Таблица 3. Влияние концентрации ТИР на количество аминного азота в СПК
Table 3. Effect of tyrosinase (TYR) concentration on the amount of amino nitrogen in dry wheat gluten

Контроль
СПК (без 

фермента)

Концентрация ТИР, ед./г СВ
0,160 0,216 0,270 0,378 0,540 0,810 5,40 10,8

Аминный азот, мг/% (55 ± 2 °С)
172,0 ± 2 124,3 ± 0,9 119,9  ± 4,3 104,9 ± 1,5 109,4 ± 8,1 104,9 ± 5,1 102,9 ± 8,0 93,1 ± 2,3 98,8 ± 2,1

Аминный азот, по сравнению с контролем, %
100 72 70 61 63 66 68 54 57

Растворимый белок, мг/см3

0,175 0,092 0,095 0,102 0,125 0,120 0,120 0,067 0,072
Растворимый белок, по сравнению с контролем, %

100 52 54 60 70 68 68 38 41
Аминный азот, мг/% (24 ± 1 °С)

99,9 ± 1,2 99,9 ± 0,6 101,9 ± 2,1 99,9 ± 0,7 97,9 ± 1,0 109,9 ± 0,7 100,1 ± 1,0 125,9 ±  0,3 147,8 ± 0,2
Аминный азот, по сравнению с контролем, %

100 100 100 100 88 10 1 26 85
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Исследование зависимости количества аминного азота от величины гидромодуля 
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слкдующие параметры: концентрация ФП - 5,4 - 10,8 ед./г СВ, гидромодуль - 1:5, 
продолжительность реакции - 15-20 мин. Параметры биосинтеза БК из СПК сведены в 
Таблицу 4. В Таблице 4 приведены и параметры биосинтеза БК из СПК при совместном 
использовании ферментов мТГ и ТИР. Видно, что наименьшее количество аминного азота 
в среде оставалось при одностадийном способе использования ферментов (58%), по 
сравнению с одной ТИР или двухстадийном введения обоих ферментов, количество азота 
при этом уменьшалось на 67 - 68%.  
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Рисунок 3. Влияние параметров синтеза клейковинного БК с ТИР на количество аминного 
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Figure 3. Effect of the parameters of synthesis of gluten protein concentrate with TYR on the amount of amino nitrogen (А) and soluble protein (Б) 
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сведены в Таблицу 4. В Таблице 4 приведены и параметры биосинте-
за БК из СПК при совместном использовании ферментов мТГ и ТИР. 
Видно, что наименьшее количество аминного азота в среде остава-
лось при одностадийном способе использования ферментов (58 %), 
по сравнению с одной ТИР или двухстадийном введения обоих фер-
ментов, количество азота при этом уменьшалось на 67–68 %.

Таблица 4. Параметры синтеза клейковинного концентрата
Table 4. Parameters of gluten concentrate synthesis

Концентраты
Концент-
рация ФП, 

ед./г СВ

Продолжи-
тельность, 

мин
Гидромо-

дуль
Аминный 
азот, мг%

Контроль (СПК) 0 15 1 : 5,0 143,7 ± 1,20

С ферментами:

ТИР 5,4 15 – 20 1 : 5 ÷ 1 : 5 98,5 ± 5,6

мТГ 8,0 15,4 1 : 8,05 121,5 ± 0,41

Двухстадийный способ

ТИР+мТГ 5,4 + 8,0 15 + 15 1 : 5 + 1:8 95,9 ± 0,60

Одностадийный способ

ТИР+мТГ 5,4 + 8,0 15 – 20 1 : 7,0 83, 9 ± 0,04

3.4. Функциональные свойства клейковинных БК,  
полученных с мТГ и ТИР

Концентраты, синтезированные с мТГ и ТИР, имели преимуще-
ства, по сравнению с контрольной СПК, только по значению ЖСС. 
Способность связывать жир увеличивалась на 29–43 % (Таблица 5). 

Более положительное влияние на  свойства БК из  СПК оказывал 
двухстадийный способ использования ферментов, при котором, 
по сравнению с контрольной СПК, у концентрата на 48 % повыша-
лась ВСС и почти в 2 раза — ЖСС, но незначительно уменьшилась 
растворимость. При совместном одностадийном использовании 
ТИР и мТГ эффективность действия ферментов была ниже. Следо-
вательно, синтез клейковинного БК, и, прежде всего, для увеличе-
ния ВСС можно рекомендовать при двухстадийном способе приме-
нения энзимов.

3.5. Биосинтез гороховых концентратов с ТИР
Изучение влияния параметров синтеза горохового БК с  ТИР 

на количество аминного азота показало, что при выбранных дози-
ровках фермента 0,72 ед./г и  0,90 ед./г СВ наиболее эффективным, 
с  точки зрения наименьшего его значения, гидромодуль равнялся 
1:1,50÷1:1,67 (Рисунок 4). При обеих дозировках ФП и гидромодуле 
1:1,67 время реакции составило 30–35 минут (Рисунок 5), а количе-
ство аминного азота в среде уменьшилось на 60–70 %, по сравнению 
с контрольной СПК.

Исследование влияния различной концентрации ТИР при гидро
модуле 1:1,67 и продолжительности реакции 30–35 мин на количест-
во аминного азота показало, что непрореагировавшего азота мень-
ше всего оставалось при дозировках 0,90–1,26 ед./г СВ (Рисунок 6А), 
а растворимого белка — при дозировках 0,54 ед./г и 0,81 ед./г (Рису-
нок 6Б).

Отсюда в качестве рациональных параметров для синтеза горо-
хового БК отобраны: время реакции — 30–35 минут; гидромодуль 
1:1,50÷1,67; концентрация ТИР — 0,81÷0,90 ед./г СВ.

Таблица 5. Функциональные свойства клейковинных концентратов
Table 5. Functional properties of gluten concentrates

Образец ВСС, г/г ПОС, % СП, % ЖСС, г/г ЖЭС, % СЭ, % Р, %

Контроль СПК 2,33 ±  0,03 197 ± 1 75 ± 2 2,18 ± 0,01 50 ± 0 45 ± 1 33,7 ± 1,1

Композит с ферментами:

ТИР 2,16 ±  0,03 199 ± 2 66 ± 2 2,54 ± 0,01 45 ± 1 40 ± 1 5,40 ± 1,2

мТГ 2,17 ±  0,03 200 ± 0 63 ± 1 2,83 ± 0,01 48 ± 0 45 ± 1 4,31 ± 0,8

Двухстадийный способ

ТИР+мТГ 3,46 ±  0,23 204 ± 2 70 ± 2 4,27 ± 0,10 50 ± 0 60 ± 0 28,4 ± 1,1

Одностадийный способ

ТИР+мТГ 2,36 ±  0,13 197 ± 0 77 ± 0 2,13 ± 0,01 55 ± 0 60 ± 0 25,7 ± 0,8
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3.6. Биосинтез горохового концентрата с мТГ (далее выделите 
разделы по аналогии)

Параметры синтеза горохового БК с  мТГ определяли, ориен-
тируясь на  константу Михаэлиса, измеренную для фермента ТИР. 
Используя результаты зависимости белка, перешедшего в  раствор, 
от  навески БК (Рисунок 7), рассчитали ее значение и  установили, 
что оно, практически, одинаковое для обоих ферментов и равнялось 
33,6036,4 мг белка/мин. При том же гидромодуле 1:1,67 и концент-
рации мТГ 0,81–0,90 ед./г СВ продолжительность реакции равнялась 
30—35 минут (Рисунок 8).

Количество аминного азота в БК в процессе синтеза, по сравне-
нию с контрольным вариантом, уменьшалось на 66 %. Совместное же 
использование ферментов не приводило к достоверному снижению 
количества аминного азота, по сравнению с раздельным их исполь-
зованием (Таблица 6).

3.7. Функциональные свойства гороховых концентратов с мТГ и ТИР
По сравнению с контрольным образцом, у концентратов с мТГ и ТИР 

на 24–34 % повысилась ВСС, в 2,3–2,4 раза — ПОС, в 1,6–1,8 раза — СП, 
незначительно понизились растворимость и ЖЭС (Таблица 7). Однако 
значения этих двух параметров оставались на  уровне, аналогичном 
свойствам БК и композитов, полученных из других видов зернового 
сырья: пшеницы [11,30,62], риса [18], ржи, ячменя [63] тритикале [64]. 
Таким образом, оба фермента целесообразно использовать для улуч-
шения водосвязывающей способности и  пенообразующих свойств 
горохового БК для использования в производстве мясных, хлебобулоч-
ных, кондитерских изделий, включая те, в основе которых лежат пен-
ные системы (зефир, пастила и др.) и содержатся жиры.

Таблица 6. Количество аминного азота при различных 
параметрах синтеза горохового БК

Table 6. Amount of amino nitrogen upon different parameters of synthesis 
of pea protein concentrate

Концентраты Концентрация 
ФП, ед./г СВ

Продолжитель-
ность, мин

Гидро
модуль

Аминный 
азот, мг%

Контроль 0 30–35 1:1,67 147,4 ± 1,20

Концентраты с ферментами

ТИР 0,90 30–35 1:1,67 92,1 ± 0,60

ТИР 5,40 30–35 1:1,67 140,4 ± 0,20

мТГ 0,90 30–35 1:1,67 88,4 ± 0,41

мТГ 0,90 30–35 1:7,00 140,0 ± 0,65

мТГ 5,40 30–35 1:7,00 136,7 ± 0,25

ТИР+мТГ 
(две стадии) 0,90+0,90 30+30 1:1,67 150,3 ± 1,60

ТИР+мТГ 
(одна стадия) 0,90+0,90 30–35 1:1,67 89,8 ± 0,04

3.8. Биосинтез подсолнечных белковых концентратов с ТИР и мТГ
Уравнения зависимости количества аминного азота Y от исследу-

емых факторов для подсолнечных БК, полученных при оптимизации 
раздельного использования ТИР (3) и мТГ (4), имели, соответствен-
но, следующий вид:
	 Y = 0, 5908 + 50,4X1 + 0, 0336X2 + 0, 01736X3,	 (3)
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белка/мин. При том же гидромодуле 1:1,67 и концентрации мТГ 0,81-0,90 ед./г СВ 
продолжительность реакции равнялась 30‒35 минут (Рисунок 8).  
 

  
Рисунок 7.  Зависимость 
растворимого 
белка от навески ГК с ферментами: 
                 ‒ ТИР                    ‒ мТГ 
Figure 7.  Dependence of soluble 
protein on the weighted portion of PC 
with enzymes:  

Рисунок 8. Влияние гидромодуля на содержание 
аминного азота с мТГ 
 
Figure 8. Effect of the hydromodule on the content of 
amino nitrogen with mTG 
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Figure 8. Effect of the hydromodule on the content 
of amino nitrogen with mTG

Таблица 7. Функциональные свойства гороховых концентратов
Table 7. Functional properties of pea concentrates

Концентраты ВСС, г/г ПОС, % СП, % ЖСС, г/г ЖЭС, % СЭ, % Р, %

Контроль (ГК) 3,16 ± 0,19 47 ± 0 18 ± 1 1,87 ± 0,06 74 ± 1 97 ± 1 22,2 ± 0,3

Концентраты с ферментами

ТИР 4,19 ± 0,11 114 ± 1 33 ± 1 1,98 ± 0,07 52 ± 1 50 ± 1 15,0 ± 0,3

мТГ 4,24 ± 0,10 110 ± 1 29 ± 1 1,80 ± 0,05 53 ± 1 47 ± 1 16,1 ± 0,2
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	 Y = 1,834 + (b1) 168 X1 – (b2) 0,0028 X2 – (b3) 0,14 X3,	 (4)

где: Y — количество аминного азота; Х1 — концентрация ФП; Х2 — продол-
жительность процесса; Х3 — гидромодуль.

Поверхности отклика количества аминного азота от исследуемых 
параметров, построенные с  программой TableCurve 3D (Рисунок 9), 
указывали на их взаимосвязь. Коэффициенты корреляции уравнений 
R(1) = 0,5908 и  R(2) = 0,7875 свидетельствовали об  адекватном описа-
нии экспериментальных данных, а  значения парных коэффициен-
тов X2 и X3, как и для клейковинного белка — о низкой взаимосвязи 
между продолжительностью синтеза и гидромодулем. Оптимальные 
значения параметров, соответствующие наименьшему количеству 
аминного азота в среде, были следующие: для ТИР при Y = 1,28 мг/% — 
концентрация фермента 0,189 ед./г СВ, продолжительность реакции 
15,74 мин, гидромодуль 1:5,06, для мТГ при Y=52,94 мг/% — концен-
трация 0,30 ед./г, продолжительность 14,14  мин, гидромодуль 1:4,8. 
В подсолнечном БК, полученном при оптимальных параметрах с ТИР, 
по сравнению с исходным ПК, количество азота уменьшалось почти 
в 80 раз, а в концентрате с мТГ — в 2 раза.

При двух- и одностадийном способах совместного использования 
ТИР и мТГ наименьшее количество аминного азота в конце реакции 
выявлено при концентрации ТИР 0,216–0,270 ед./г СВ (варианты 5, 
6), концентрации мТГ — 0,3–0,8 ед./г СВ (варианты 4,5) и гидромо-
дуле 1:5 (Таблица 8). Количество азота при двухстадийном введении 
фермента, по сравнению с контрольным БК, при данных параметрах 
уменьшилось почти в 60 раз, при одностадийном — в 48 раз. Итого-
вые параметры синтеза подсолнечных БК представлены в Таблице 9.

3.9. Функциональные свойства подсолнечных концентратов  
с мТГ и ТИР

Анализ функциональных свойств БК, полученных по  оптималь-
ным параметрам с ТИР и мТГ, показал, что ВСС образцов повысилась 
на  47–56 %, по  сравнению с  контрольным образцом, стабильность 
пены — в 5,7 раза, ЖЭС — на 11 %, ЖСС — на 25 % (Таблица 10). Значе-
ния ВСС и ЖСС несколько лучше были у БК, полученном с ТИР.

Свойства БК, синтезированных при совместном использовании 
ферментов, не улучшились, по сравнению с раздельным их приме-
нением, следовательно, биосинтез БК целесообразен с каждым фер-
ментом в отдельности.

(А) (Б)
Рисунок 9. Зависимость количества аминного азота (мг %) от параметров синтеза: (А) — ТИР, (Б) — мТГ

Figure 9. Dependence of the amount of amino nitrogen (mg %) on synthesis parameters: (А) — TYR, (Б) — mTG

Таблица 10. Функциональные свойства подсолнечных концентратов
Table 10. Functional properties of sunflower concentrates

Образец ВСС, г/г ПОС, % СП, % ЖСС, г/г ЖЭС, % СЭ, % Р, %

Контроль ПК 3,72 ± 0,12 140 ± 2 7 ± 1 1,90 ± 0,12 53 ± 2 64 ± 1 10,9 ± 0,72

Концентраты с ферментом:

ТИР 5,80 ± 0,32 145 ± 2 40 ± 2 2,97 ± 0,32 63 ± 2 68 ± 1 2,25 ± 0,42

мТГ 5,47 ± 0,22 145 ± 1 40 ± 1 2,37 ± 0,12 62 ± 1 68 ± 0 2,25 ± 0,17

Двухстадийный способ с двумя ферментами

ТИР+мТГ
(две стадии) 3,47 ± 0,11 138 ± 3 7 ± 1 2,63 ± 0,12 48 ± 2 28 ± 1 3,34 ± 0,54

Одностадийный способ с двумя ферментами

ТИР+мТГ 3,30 ± 0,11 138 ± 2 6  ± 0 2,71 ± 0,12 53 ± 2 50 ± 1 3,45 ± 0,24

Таблица 8. Аминный азот в подсолнечном БК при различных 
способах внесения ферментов

Table 8. Amino nitrogen in sunflower protein concentrate upon different 
ways of enzyme addition

№
 п

/п

Концент
рация,  
ед./г СВ

Продолжи-
тельность,

мин Аминный
азот, мг %

Продолжи-
тельность,

мин Аминный
азот, мг %

ТИР мТГ
Двухстадий-
ный способ

Одностадий-
ный способ

ТИР мТГ ТИР + мТГ

1
Контроль,

без 
ферментов

0 0 40,95 ± 1,30 0 40,95 ± 1,30

2 0,054 0,20 5 5 5, 25 ± 0,31 5 2,10 ± 0,31
3 0,108 0,40 10 10 1,82 ± 0,02 10 1,26 ± 0,22
4 0,189 0,30 15,74 14,14 0,84 ± 0,04 15 1,12 ± 0,00
5 0,216 0,80 25 25 0,70 ± 0,02 25 0,98 ± 0,00
6 0,270 1,00 30 30 0,70 ± 0,07 30 1,26 ± 0,31
7 0,350 0,30 14 15 37,80 ± 1,05 15 34,65 ± 0,40

Таблица 9. Параметры синтеза подсолнечного БК 
при различных способах введения мТГ и ТИР

Table 9. Synthesis parameters of sunflower protein concentrate upon 
different ways of mTG and TYR addition

Белковые 
препараты

Концент-
рация ФП, 

ед./г СВ

Продолжи-
тельность, 

мин
Гидро
модуль

Аминный 
азот, мг %

ПК (без ферментов) 0 15 1:5,0 106,1 ± 1,20
Концентраты с ферментами

ТИР 0,216 15,74 1:5,00 1,30 ± 0,25
мТГ 0,300 14,14 1:4,80 54,30 ± 0,91

Концентраты с двумя ферментами
ПК (без ферментов) 0 50 1:6,0 40,95 ± 1,30

ТИР+мТГ
(две стадии) 0,216 +0,80 25+25 1:6,0 0,70 ± 0,00

ТИР+мТГ
(одна стадия) 0,216+0,80 25 1:6,0 0,98 ± 0,04
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Известно, что ферменты мТГ и ТИР используются в качестве сши-
вающих агентов белков с целью модификации свойств и структуры 
пищевых систем благодаря способности образовать в них попереч-
ные связи. При этом в отношении мТГ получены значительные ре-
зультаты [65]. Применение последней наиболее изучено для мясных 
систем, включая, например, аналоги куриной колбасы [66], культи-
вируемое мясо [67], стейки из кусочков мяса с изолятами горохового, 
рисового белка и чечевичной мукой [68], как и для молочных белков 
и их фракций [69,70]. Работы по использованию ферментов для улуч-
шения ФТС белковых концентратов/изолятов значительно меньше 
и, особенно, это относится к ТИР.

Если сравнить полученные данные, например, с  результатами 
для овсяного белка и белка из конских бобов [71], то они согласуют-
ся в отношении уменьшения их растворимости под действием фер-
ментов, и  различий в  концентрациях мТГ, «схватывающих» белки 
из зерновых или бобовых культур: для СПК концентрация была выше, 
чем для горохового БК (8 ед./г и 0,9 ед./г, соответственно), также как 
и 100/1000 ед./г для овсяного, против 10 ед./г для белков из конских бо-
бов [71]. С другой стороны, мТГ улучшала ПОС овсяного белка, а по на-
шим данным, и  ТИР повышала ее значения, как у  СПК, так и  у  ГК. 
Результаты по  снижению растворимости БК согласовывались с  ре-
зультатами других авторов, например, для белков гороха, риса [72,73] 
и  фасоли  [74]. ЖЭС изменялась в  зависимости от  природы белков: 
у гороховых — ухудшались, а у подсолнечных оставались без измене-
ний, по сравнению с нативными белками. По другим данным извест-
но, что стабильность эмульсий у белков нута под влиянием мТГ только 
после месяца хранения была выше, по сравнению с нативными белка-
ми [75]. Известно и то, что изолированный соевый белок показывал 
ниже эмульгирующую способность под влиянием мТГ, чем исходный 
белок, это при снижении только 3 % аминного азота за 1–2 часа реак-
ции при удовлетворительной стабильности эмульсии [76]. По нашим 
данным, ЖЭС и стабильность эмульсий у СПК и ПК не ухудшались, так 
как параметры синтеза определены при меньшем количестве оста-
точного аминного азота в среде: для СПК оно понижалось на 43–46 %, 
для ПК — на 49–98 %, по сравнению с контролем.

Так как целью данной работы было сравнение ФТС концентратов, 
«сшитых» с мТГ и с недостаточно изученной ТИР с другим механиз-
мом действия, то установлено, что для СПК различий в свойствах, син-
тезированных БК не обнаружено. Показано положительное влияние 
совместного двухстадийного способа использования ферментов для 

улучшения ВСС и ЖСС. Для гороховых и подсолнечных БК, по анало-
гии с СПК, различий в ФТС белков под влиянием ТИР и мТГ не вы-
явлено; ВСС, ПОС, стабильность пены, ЖСС и  ЖЭС улучшались при 
раздельном их применении. Совместное использование ферментов 
не имело преимуществ, по сравнению с раздельным, для обоих БК.

4.	 Заключение
Разработаны биотехнологические основы синтеза БК из  сухой 

пшеничной клейковины, горохового и подсолнечного концентратов 
для модификации их функциональных свойств:

	� установлены закономерности влияния параметров на  массовую 
долю аминного азота и растворимого белка: при повышении гидро-
модуля, продолжительности реакции и  концентрации мТГ и  ТИР 
показатели уменьшалась, затем оставались постоянными и вновь 
возрастали. Возможно, это было связано с ингибированием актив-
ного центра ферментов продуктами реакции или субстратами;

	� определены оптимальные/рациональные параметры синтеза 
БК и способы внесения в ФП: для клейковинного БК — двухста-
дийный способ с  концентрацией ТИР 5,4 ед./г и  мТГ 8,0 ед./г, 
продолжительностью реакции — по 15 минут, гидромодулем 1:5 
и  1:8, соответственно. Для горохового и  подсолнечного БК эф-
фективно раздельное использование мТГ/ТИР с  концентрацией 
0,81–0,90 ед./г СВ, продолжительностью 30—35 минут и гидромо-
дулем 1:1,50÷1,67. Параметры для подсолнечного БК: концентра-
ция ТИР — 0,189 ед./г СВ, время реакции 15,74 мин, гидромодуль 
1:5,06, для БК с мТГ — 0,30 ед./г, 14,14 мин и гидромодуль 1:4,8, 
соответственно.

	� функциональные свойства клейковинного БК, полученного при 
совместном использовании ТИР и мТГ, а горохового и подсолнеч-
ного при раздельном применении были улучшены. По сравнению 
с контрольной СПК, у «сшитого» БК на 44 % повышалась ВСС и по-
чти в 2 раза — ЖСС, у горохового БК на 24–34 % улучшилась ВСС, 
в 2,3–2,4 раза — ПОС и в 1,6–1,8 раза — СП, у подсолнечного БК 
на 47–56 % повысилась ВСС, стабильность пены — в 5,7 раза, ЖЭС 
и ЖСС на 11–25 %, по сравнению с исходными БК.

	� результаты влияния ТИР и мТГ на функциональные свойства БК, 
не смотря на различный принцип действия ферментов, практи-
чески, одинаковые, следовательно, для модификации свойств БК 
возможна взаимозаменяемость ферментов с учетом параметров 
их действия на клейковинные, гороховые и подсолнечные белки.
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