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Исследование влияния высокого гидростатического давления 
на функциональные свойства изолята горохового белка
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А н н отац и я . В статье представлены результаты влияние высокого гидростатического давления 
(HHP) на некоторые функциональные свойства изолята горохового белка. H H P  сочетали с различны
ми рН-режимами для исследования совокупного влияния условий обработки пищ евых продуктов на ос
нове H H P  на функциональные свойства изолята горохового белка. Растворы изолята горохового белка, 
приготовленные при различных условиях рН  (5,0, 6,0 и 7,0), подвергали обработке H H P  при 200, 400 и 
600 мПа при 18°C в течение 5 мин. Определяли водоудерживающую способность (ВУС), растворимость 
и эмульгирующие свойства образцов горохового изолята. Установлено, что обработка Н РР  повышает 
ВУС изолятов горохового белка, в 1,5 раза. Наибольшее увеличение наблюдается у образов, обработан
ных давление 400 мПа, при рН=7. Увеличение растворимости, установлено при увеличении рН с 6 до 
7 при использовании давления 400 и  600 мПа, однако у образца соевого изолята при рН  7 и  давлении 
200 мПа, наоборот зафиксировано снижение растворимости. Показано, что влияние Н РР  на эмульгирую
щие свойства горохового белка зависит от условий обработки. В некоторых случаях, Н РР  может улучшить 
эмульгирующие свойства, обеспечивая более стабильные эмульсии. Однако повышения воздействия вы
соким давлением до 600 мПа ведет к  снижению эмульгирующей стабильности. Оптимальными параме
трами применения Н РР  для белков горохового изолята является рН в диапазоне 6-7, и давление 400 мПа.
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A b strac t. The article presents the results o f  the influence o f  high hydrostatic pressure (HHP) on some 
functional properties o f  pea protein isolate. HHP was com bined w ith  different pH  conditions to investigate the 
cum ulative effect o f  H H P-based food processing conditions on the functional properties o f  pea protein isolate. 
Pea protein isolate solutions prepared at different pH conditions (5.0, 6.0, and 7.0) were subjected to HHP 
treatm ent at 200, 400, and 600 m Pa at 18 °C fo r 5 min. The w ater resisting capacity (W RC), solubility and 
em ulsifying properties o f  pea isolate samples were determined. It was found that treatm ent w ith NPP increased 
the VUS o f pea protein isolates by 1.5 tim es. The greatest increase was observed in  samples treated w ith  a  pres
sure o f  400 mPa, at pH=7. A n increase in  solubility w as found w ith  an  increase in  pH  from  6 to 7 w hen using a 
pressure o f  400 and 600 mPa, however, fo r a  sample o f  soybean isolate at pH 7 and a pressure o f  200 mPa, on 
the contrary, a decrease in  solubility w as recorded. It has been show n that the effect o f NPP on the em ulsifying 
properties o f  pea protein depends on the processing conditions. In some cases, HPP can im prove em ulsifying 
properties, providing more stable em ulsions. However, increasing exposure to high pressure up to 600 m Pa 
leads to a decrease in  em ulsifying stability. The optim al param eters for using N PP for pea isolate proteins are a 
pH  in  the range o f  6-7, and a pressure o f  400 mPa.

K eyw ords: pea protein isolate, hydrostatic pressure, solubility, em ulsifying properties o f  protein
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В последние несколько лет наблю дается у в е 
личенное внимание к  инновационны м  техноло
гиям, способствую щ им наращ иванию  ф ункцио
нальны х характеристик пищ евы х ингредиентов 
в целях улучш ения качества их питательны х и 
органолептических свойств. Одним из важ ны х 
направлений в разработке новых продуктов и 
замене традиционны х источников белка являет
ся использование растительны х белков [1, с. 12]. 
Среди таких растительны х источников вы деляет
ся соя, пользую щ аяся огромны м  спросом в м иро
вом масш табе благодаря содерж анию  в ней белка 
и масла (примерно 35%). И сследования соевых 
белков активно ведутся, и они наш ли применение 
в производстве пищ евы х продуктов, благодаря 
своим уникальны м  питательны м  и функциональ
ным характеристикам.

Помимо сои, горох становится все более вос
требованным как альтернативный источник бел
ка, благодаря своей способности произрастать по 
всему миру. В горохе содержится около 25% белка, 
и этот компонент находит разнообразное примене
ние в пищевой промышленности. Он используется 
для эмульгирования, желирования и улучш ения 
текстуры продуктов, что придает гороховому бел
ку все большую популярность [1, с. 13, 2, с. 16].

О тсутствие информации о функционально
технологических свойствах гороховых белков 
ограничиваю т их ш ирокое использование в пи
щ евых продуктах. Следует отметить, что высокое 
давление (HPP), воздействуя на структуру, стро 
ение и физико-химические характеристики бел
ков, представляет собой перспективны й метод 
модификации этих свойств [4]. Такие процессы 
как разруш ение м олекулярны х полостей в струк
туре белковой цепи, гидратация и укорачивание 
водородных связей, являю тся сущ ественны м и 
последствиями высокого давления [5,6]. Эти

эффекты  способствую т взаимодействиям между 
молекулами, приводящ им  к дестабилизации тре
тичной структуры  белка и его последующ ему 
разворачиванию  [7, с. 182]. После снятия дав
ления структура белков часто отличается от их 
первоначальны х форм, что ведет к изменениям в 
свойствах, таких  как вспенивание, эм ульгирова
ние или образование геля [8, с. 98].

С увеличением  требований пищ евой про
мыш ленности к белковому сырью и новым ви
дам  пищ евых продуктов, исследование белковых 
систем  с целью их изменения для достиж ения 
ж елаемы х характеристик становится весьма 
актуальным.

Ц ель  раб оты . О ценить влияние различны х 
параметров H P P , н а  структурны е и технологиче
ские характеристики белка, такие как, раствори
мость, ВУС и эмульгирую щ ие свойства.

Растворимость белков оказывает су
щ ественное влияние н а их функционально
технологические свойства. Растворимость белков 
определяет, насколько легко они могут раство
ряться в воде или других растворителях, и это 
свойство может сильно влиять н а  их способность 
формировать гели, эмульсии и стабилизировать 
дисперсные системы [3, с. 15, 5, с. 206].

Например, белки, хорошо растворимые в 
воде, могут образовы вать стабильные гели, что 
делает их полезны ми в пищ евой пром ы ш ленно
сти для создания текстурированны х продуктов. 
О ни такж е могут использоваться дл я  стабили
зации эмульсий, таких  как  «М асло в воде» или 
«Вода в масле», что важно дл я  производства ряда 
продуктов.

Исследование функциональны х характери
стик белков является важ ной научной областью 
в создании новых видов пищ и, путем  разработ
ки  рецептур для многокомпонентных пищ евых
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систем и определения оптим альны х методов и 
условий их  превращ ения в готовые продукты.

Следовательно, понимание растворим ости 
белков и их  функциональны х свойств являет
ся клю чевым аспектом в разработке продуктов 
и технологий в пищ евой и фармацевтической 
промыш ленности.

О б ъ е к т ы  и  м етод ы  и сслед ован и я
В Свердловской области горох посевной и 

полевой являю тся преобладаю щ ей культурой 
среди зернобобовых культур, в то время как  вика 
яровая и лю пин занимаю т небольш ие участки  [9, 
с. 54]. Горох характеризуется бы стры м сроком со
зревания, высоким содержанием белка в зерне и 
зеленой массе [10, с. 88].

В качестве объектов исследования в работе 
использовали: К онтроль -  и золяты  горохового 
белка полученны е в соответстви и  с технологи
ей, представленной  в работе [11, с. 28]. Белковые 
препараты  диспергировали  в дистиллированной  
воде с концентрацией 1% (по массе) и интенсивно 
перем еш ивались в течение 4 часов при ком нат
ной тем пературе дл я  обеспечения гидратации . 
Д ля регули рован и я  pH  значения, использовали  
0,1 м оль/л лим онную  кислоту или  0,01 м оль/л 
N aOH, д ости гая  значений pH  в диапазоне 6, 7 
или  8. П роцесс перем еш ивания при этом  п р о 
долж ался в течение 40 м инут, такж е при ком 
натной тем пературе. П олученны е дисперсии  
объем ом  прим ерно 40 м л пом ещ али в буты лки  
из полиэтилена высокой плотности  с ш ироким  
горлы ш ком , дл я  последую щ ей обработки  м ето 
дом  НРР.

О пы тны е образцы  -  образцы  горохового 
изолята подвергнутые обработке при различ
ны х уровнях давления: 200, 400 и 600 М Па, в 
течение разны х временных интервалов: 5, при 
стандартной температуре (18±3°C). Э ти экспери
м енты  проводились с использованием гидроста
тического пресса (Пищ евой гидростат, модель 
600М Ра/30L, предоставленны й ООО «РАН Тех- 
нолоджикс Групп»). Данное оборудование HPR 
(H igh Pressure Reactor) обладает сосудом высоко
го давления с внутренним  диам етром  200 мм и 
длиной 2000 мм, способны м выдерж ивать мак
симальное рабочее давление до 600 мПа. Кроме 
того, оно подключено к  холодильной установке, 
позволяю щ ей регулировать температуру охлаж
даю щ ей ж идкости, используемой для создания 
высокого давления в системе.

Для сравнения растворим ости исследуемых 
белковых препаратов использовали:

-  образцы  сравнения;
-  изолят соевого белка (Ш А Н ЬСУН -90 -  не

м одифицированны й изолят соевого белка с со 
держ анием белка в сухом вещ естве не менее 90%, 
производитель Linyi Shansong Biological Products 
Co., Ltd., Китай).

Электрофорез в полиакрилам идном  геле до- 
децилсульфата натрия (SDS-PAGE) -  это метод 
разделения молекул, основанный на разнице их 
молекулярной массы. П ри рН, при котором прово
дят гель-электрофорез, молекулы SDS заряжены 
отрицательно и связываю тся с белками в задан
ном соотнош ении, примерно по одной молекуле 
SDS на каж дые 2 аминокислоты. Электрофорез 
проводили в соответствии с ранее описанными 
методами с использованием 10-15% SDS [5, с. 205, 
17, с. 42]. Бы ли приготовлены  10%-ные (по массе) 
дисперсии образцов с использованием 0,1 М  на
трийфосфатного буфера, рН 6,8. Затем  образцы  
центриф угировали в течение 10 мин и наносили 
по 1 м кл  супернатанта на каж дую  полосу. В ы де
ление и проявку геля проводили в установке для 
электрофореза Phastsystem  в соответствии с ин
струкциям и производителя (GE H ealth  Sciences, 
М онреаль, Ю ж ная Каролина, Канада).

Концентрацию  растворимого белка опреде
ляли в супернатанте по методу [12, с. 252]. В об
щ ей слож ности 250 м кл реактива Брэдфорда д о 
бавляли к  аликвоте из 50 м кл  белкового раствора 
(супернатанта), перемеш ивали в течение 30 с и за
тем вы держ ивали в течение 20 мин при комнатной 
температуре. Поглощение измеряли при 595 нм 
с помощью спектрофотометра (Спектрофото
метр УФ-1200 ЭКОВЬЮ), а концентрацию  белка 
определяли с помощью калибровочной кривой с 
использованием стандартов BSA (бычий сы воро
точный альбумин). Растворимость белка рассчи
ты вали, как  отношение в надосадочной жидкости 
к  белку в исходном образце в процентах.

Д ля оценки эмульгирую щ их свойств были 
проведены эксперименты как с дисперсиями цель
ного изолята белка, так  и с растворимыми белко
выми фракциями, полученными после центрифу
гирования при 6000 оборотах в минуту в течение 
20 минут при 4°C. Эмульсии типа «М асло в воде» 
бы ли подготовлены путем  смеш ивания 3 м л бел
кового раствора с концентрацией 8 мг/мл (неза
висимо от центрифугирования) с 1 м л подсолнеч
ного масла. Затем производилась гомогенизация 
при использовании гомогенизатора H T  M achinery 
(Япония-Тайвань) при скорости вращ ения 10 000 
оборотов в минуту в течение 30 секунд.

И ндекс эм ульгирую щ ей активности  (ЭА) и 
стабильность эм ульсии (ЭС) бы ли определены 
в соответствии с методикой, описанной в [14]. 
«Эмульгирование проводят на лабораторном го 
могенизаторе при постоянной частоте вращ ения 
3000 об/мин и постоянной скорости добавления 
масла -  5 м л/м ин (примерно 1 капля в секун
ду). После добавления заданного объема масла 
перемеш ивание продолж ается ещё 1 мин. Затем 
эм ульсия с помощью ш прица разливается в п ро 
бирки диам етром  5 мм и вы сотой 100 мм, тер- 
м остатируется при тем пературе 85°C в течение
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Рис. 1. Растворимость белков горохового и соевого изолята в зависимости от режимов НРР, % (w/w) 
Fig. 1. Solubility o f pea and soy isolate proteins depending on HPP modes, % (w/w)
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20 мин. П робирки охлаж даю т проточной водой 
в течение 15 мин. и центриф угирую тся при 6000 
об/мин в течение 20 мин» [15, с. 35].

А ликвоту объемом 50 м кл  из эм ульсии 
извлекали немедленно после приготовления 
(0 минут) и через 10 минут, разбавляя ее в соот
нош ении 1:500 (объем/объем) в 0,1% (по массе) 
в растворе додецилсульф ата натрия (SDS). За
тем  изм еряли поглощение на спектрофотом етре 
(Спектрофотометр УФ-1200 ЭКОВЬЮ) при д л и 
не волны  500 нм.

К ритерием  стабильности эм ульсии при и с
ходном соотнош ении ж ировой и водной фаз слу
ж и т среднее дл я  пробирок отнош ение вы соты  
эмульсионной слоя, отделивш егося после испы 
тания, к  общ ей высоте слоя (в %  по объему).

Р е зу л ь та т ы  и  их  обсуж дение
И сследована растворим ость обработанны х 

НРР образцов горохового изолята (200, 400 и 
600 мПа) при различны х значениях рН (5,0, 6,0 
и 7,0) и тем пературе (18 °C). О бразцы  сравнения 
-  изоляты  соевого белка. Результаты  приведены  
отдельно для каж дого изученного значения рН 
(рисунок 1).

В целом растительны е белки дем онстри
рую т более низкую  растворим ость в диапазоне 
рН от 4 до 6, вблизи изоэлектрической точки, с 
ож идаемы м  повыш ением выш е и ниже этого 
диапазона.

Соевый белковый изолят показал более вы
сокую растворимость белка, чем гороховый изо- 
лят, а именно 27,8 ± 1,2 и 96,7 ± 1,6 при рН 5 и 6,

5 -----------------------------------------------------------

и давлении 400 мПа. Повышение растворимости 
белков горохового изолята, установлено при уве
личении рН до 7 при использовании давления 400 
и 600 мПа, однако у образца горохового изолята 
при рН 7 и давлении 600 мПа, регистрируется сни
жение растворимости, по сравнению с образцами, 
обработанными 200 и 400 мПа. Вероятно, относи
тельно высокая изоэлектрическая точка основной 
аминокислоты -  глицинина [13, с. 15] способствует 
снижению  растворимости изолятов при рН 7.

Установлено, что увеличение растворимости 
белка оказалось значительно выше для образцов 
соевых изолятов по сравнению с образцами горо
хового изолята. При значениях pH равных 6 и 7, 
высокое давление, приводило к  более чем 90% рас
творимости соевых белков. Однако, при pH 5, уве
личение растворимости было менее выраженным 
как для соевых, так  и для гороховых белковых изо- 
лятов. Важно отметить, что при этом pH значении, 
увеличение давления приводило к  уменьшению 
уровня растворимости, возможно из-за образова
ния агрегатов белка под воздействием давления 
[4, с. 26, 18, с. 370]. В целом более существенное 
увеличение растворимости наблюдалось при pH 7, 
независимо от типа белкового изолята.

Далее изучена влагоудерживающая способ
ность (ВУС) белков горохового изолята (рисунок 2).

По данны м  литературны х источников, ВУС 
горохового белка варьируется от 1,18 до 2,70 г 
воды н а г  белка, без сущ ественны х различий 
между различны м и м етодами экстракции [8, с. 
89]. Проведенные исследования показываю т, что

III III ill 1
рН 5,0 рН 6,0 рН 7,0 Контроль

■ 200 мПа-5 мин. ■ 400 мПа-5 мин. ■ 600 мПа- 5 мин.

Рис. 2. ВУС белков горохового изолята в зависимости от режимов НРР, г белка/г воды) 
Fig. 2. VUS o f pea isolate proteins depending on HPP modes, gprotein/g water)
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Рис. 3. Индекс эмульгирующей активности белков горохового изолята в зависимости от режимов НРР, % 
Fig. 3. g activity o f pea proteins isolate depending on HPP modes, %

обработка Н Р Р  повыш ает ВУС изолятов горохо
вого белка, в 1,3 раза. Н аибольш ее увеличение 
наблю дается у образов, обработанны х давление 
400 мПа, при рН=7.

Н а следую щ ем этапе изучена эм ульгирую 
щ ая активность (ЭА) белков горохового изолята 
в зависимости от реж имов НРР. Установлено, что 
для контрольного образца индекс ЭА составил 
53±2 м 2/г и сниж ается примерно на 8-15% при ис
пользовании HPP.

Поскольку Н Р Р  может изменять растворимость 
белков, их конформацию и гидрофобность, это мо
жет повлиять на влияние белков на образование и 
стабильность эмульсий и, следовательно, на значе
ния ЭА и ЭС. Однако воздействие Н Р Р  на эмульги
рующую активность горохового изолята было не
значительным и, в большинстве случаев, не имело 
статистически значимых различий ни по сравнению 
с необработанным контрольным образцом, ни по 
сравнению с различными условиями обработки.

40
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Обработанный образец Контроль

■ 200 мПа-5 мин. ■ 400 мПа-5 мин. ■ 600 мПа- 5 мин.

Рис. 4. Эмульгирующая стабильность белков горохового изолята в зависимости от режимов НРР, % 
Fig. 4. Emulsifying stability o f pea proteins isolate depending on PHH modes, %

Данны е рисунка 4 показы ваю т, что н а
блю дается общ ая тенденция к увеличению  ЭС 
при обработке H PP. В лияние Н Р Р  на эм ульги
рую щ ие свойства горохового белка зависит от 
условий обработки. В некоторы х случаях, Н Р Р  
м ож ет улучш ить эм ульгирую щ ие свойства, обе
спечивая более стабильны е эмульсии. Однако 
повы ш ения воздействия вы соким  давлением  до 
600 м П а ведет к  сниж ению  эм ульгирую щ ей ста
бильности  (ЭС).

Таким образом, общ ая тенденция, выявлен
ная в преды дущ их исследованиях в отнош ении 
воздействия Н Р Р  на эмульгирую щ ие свойства 
растительны х белков, заклю чалась в увеличении

ЭА при повыш ении давления [14, с. 1548, 19, с. 
758]. Эти эффекты объяснялись в основном разво
рачиванием белка, вызванны м Н Р Р , и последую 
щ им выставлением наружу гидрофобны х групп, 
что улучш ало эмульгирую щ ие свойства [16, с. 
231, 20, с. 138]. Результаты собственны х исследо
ваний указы ваю т на потенциал Н Р Р  для улучш е
ния свойств горохового белка и его применения в 
пищ евой промыш ленности. О птим альны ми пара
метрами применения Н Р Р  для белков горохового 
изолята является рН в диапазоне 6-7, и давление 
400 мПа. Однако для полного понимания меха
низмов и оптим альны х условий обработки требу
ется дальнейш ее исследование.
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