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Систематизироган материал, характеризующий особенности химической,
ферментативной, механической и комплексной модификации мнофпбрнлляр-
ных белков с целью расширения возможностей применения их в пишевых
системах.

Основное внимание уделено рассмотрению механизмов ферментатив-
ных и химических реакций с пищевыми белками миофибриллярной природы,
осуществляемых с целью регулирования конкретных функциональных
свойств белковых систем.

Обсуждается проблема токсичности, биологической ценности, биодо-
ступности и путей метаболизма модифицированных пищевых белков.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Для успешного решения продовольственной проблемы важно свое-
временно учесть и оценить возможность использования новых источни-
ков пищевого белка, в том числе тех, которыми ранее пренебрегали
И, 2]. Помимо нетрадиционных источников белка растительного проис-
хождения, которым уделяется достаточно много внимания [3, 4], бога-
тые ресурсы белков высокой питательной ценности представляют раз-
личные объекты мирового океана: антарктический криль [5—10], неко-
торые виды рыб, в частности миктофовые [11 —13], а также рыба пони-
женной товарной ценности [14—18].

Белковые рыбные изоляты, освобожденные от саркоплазматических
белков и липидов, не имеют специфического вкуса и запаха и могут ис-
пользоваться в любых пищевых системах от деликатесных рыбных про-
дуктов и заменителей мяса вплоть до десертных блюд [5—6, 19, 20].
Выделение белковых изолятов из нетрадиционных источников требует
дополнительных стадий, связанных с освобождением от токсичных, бал-
ластных или антипитательных компонентов (специфических пигментов,
протеолитических энзимов, трудноотделимых липидов и пр.). Миофиб-
риллярные белки более чувствительны к химическим и физическим воз-
действиям, чем растительные. Поэтому получаемые из мышечной ткани
изоляты не отвечают современным требованиям с точки зрения функ-
циональных свойств. В то же время, именно от уровня функциональных
свойств зависит возможность широкого применения белков этого рода
в продуктах питания.

Функциональными свойствами (ФС) называют комплекс физико-
хнмпческих характеристик индивидуального белка, который определяет
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его поведение в водных средах (набухаемость, растворимость, гелеобра-
зование и т. п.), в гетерофазных системах типа вода — масло, масло —
вода (эмульгирующая способность) или вода — газ (пенообразующая
способность), а также во многокомпонентных смесях. Функциональные
свойства белка проявляются в зависимости от его природы и характера
взаимодействия с другими компонентами данной пищевой системы.

Исследованиям, определяющим взаимосвязь между структурой бел-
ка и его ФС. отводится едва ли не главная роль в современной химии
пищевого белка [21—25]. Химическая модификация белков вносит зна-
чительный вклад в решение этой проблемы, позволяя проследить корре-
ляцию между некоторыми физико-химическими параметрами белка и
проявлением того или иного функционального свойства.

При выборе способа регулирования ФС пищевого белка следует учи-
тывать все особенности его строения и характер изменений, которые
влечет за собой тот или иной тип модификации.

Функциональные свойства белка определяются многими факторами:
а) Главным образом, его поверхностными характеристиками, кото-

рьте обусловлены четвертичной структурой белка (размер, форма бел-
ковой молекулы, ее суммарный поверхностный заряд и поверхностная
гидрофобность). Стабильность белка зависит от типа связей между
субъединицами и легкости их диссоциации.

б) Соотношение межмолекулярных и внутримолекулярных связей
различных типов (водородные, ионные, гидрофобные, электростатиче-
ские, Ван-дер-Ваальса) характеризует гибкость молекулы, т. е. способ-
ность к конформационным изменениям без разрушения нативной струк-
туры белка.

в) Аминокислотная последовательность диктует закон распределе-
ния заряда в молекуле и способ упаковки пептидных цепей, т. е. геомет-
рическое расположение гидрофобных участков.

г) Вторичная и третичная структуры белка определяют в конечном
счете стерическую доступность и степень реакционной способности функ-
циональных групп белка.

Совокупность перечисленных факторов в основном и определяет ин-
дивидуальные особенности белка [26].

Любой вид модификации приводит к изменению целого комплекса
физико-химических свойств белка, эти процессы и подлежат детальному
рассмотрению, так как открывают путь к направленному регулированию
функциональных свойств пищевых белковых систем.

Цель данного обзора заключается в систематизации сведений, ка-
сающихся способов обработки пищевых белков, изолированных из мы-
шечной ткани, для регулирования их функциональных свойств. Уз-
кий выбор объекта позволяет проследить тенденцию изменений тех или
иных свойств белка в зависимости от типа воздействия на него.

Можно выделить три основных направления по регулированию функ-
циональных свойств пищевых белков: ферментативная обработка, хими-
ческая модификация и физико-химические методы воздействия. Эти про-
цессы не являются взаимоисключающими и могут успешно применяться
комплексно.

II. ФЕРМЕНТАТИВНАЯ ОБРАБОТКА БЕЛКОВ

Процессы регулирования функциональных свойств пищевых мио-
фибриллярных белков с помощью ферментов (чаще всего протеолити-
ческих) широко обсуждаются в литературе [27—36].

Посредством частичного гидролиза белка можно достигнуть повыше-
ния растворимости, эмульгирующей активности, пенообразующей спо-
собности, способности белка стабилизировать эмульсии и пены.

Первоначально для воздействия на мышечную ткань протеазами ис-
пользовали микроорганизмы: Thamnidium sp. с целью размягчения мяса
и Aspergillus glaucus для изменения консистенции и вкуса рыбы [37].
По-видимому, протеазы, продуцируемые микроорганизмами, в первую
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очередь разрушают структуру саркомеров, повышая таким образом мяг-
кость тканей, по вместе с тем увеличивая вяз,кость и липкость продукта.
Данный способ не нашел широкого применения в связи с большими по-
терями продукта.

Наиболее эффективный метод повышения растворимости белка —
ферментативный гидролиз. Протеолитические ферменты расщепляют
специфические пептидные связи, дробя белковую молекулу на опреде-
ленные фрагменты, причем этот процесс в отличие от кислотного или
щелочного гидролиза не сопровождается никакими побочными реакция-
ми. Миозин как главный компонент миофибрилл, обладающий наиболее
сложным строением, чаще всего используется для детального изучения
поведения мышечных белков. Достаточно подробно изучен механизм
гидролиза миозина пищеварительными ферментами ряда пептидаз [38].

Трипсин, например, сначала расщепляет молекулу миозина на два
крупных фрагмента: тяжелый меромиозин (м.в. 200 000) и легкий ме-
ромиозин (м.в. 150 000). Затем от тяжелого меромиозина отщепляются
глобулярные фрагменты или «головки» миозина (м.в. 120 000), остается
субфрагмент С-2 (м.в. 100 000).

Папаин прежде всего отщепляет головки миозина, действуя затем
аналогичным образом.

Высокая степень гидролиза белка, достигаемая действием таких ак-
тивных ферментов, как пепсин, папаин, проназа [39—41], нежелатель-
на, так как часто ведет к потере эмульгирующей и пенообразующей спо-
собности [42] и появлению ощутимого горького вкуса, обусловленного
пептидами гидрофобного характера [41, 43]. Добиться оптимизации дан-
ного процесса довольно сложно [44].

В ряде случаев к ферментативной обработке прибегали для того,
чтобы солюбилизировать гомогенаты мышечной ткани перед экстракци-
ей белка [45, 46]. Этот метод особенно удобен при получении белковых
изолятов из мелкой океанической рыбы. Рыбу измельчают целиком, за-
тем подвергают ферментолизу, при этом частично гидролизованный бе-
лок удается экстрагировать с большей полнотой. На рыбных объектах
использовали амилосубтилин и протосубтилин [45], а для аналогичной
обработки скелетной мышечной ткани крупного рогатого скота — папа-
ин и фицин [46].

Удачный вариант ферментативной модификации рыбных белковых
изолятов Rockfish осуществлен с применением препарата «Rhozyme
Ρ-11» [47, 48]. После 15-минутного гидролиза при рН 6,5—6,7 и темпе-
ратуре 30° С (соотношение энзим : субстрат=1 : 75) была достигнута
эмульгирующая активность, превышающая контрольный показатель для
исходного изолята почти в 1,5 раза. При более высоких степенях гидро-
лиза эмульгирующая активность снижалась, а стабильность эмульсий
возрастала (максимум при 30—60-минутном гидролизе), но затем тоже
падала. Растворимость полученного рыбного гидролизата в воде дости-
гала 20%. О горьком привкусе авторы не упоминали [47].

Интересно отметить, что слабое гидролитическое воздействие на изо-
лят белка Rockfish бромелином (10 мин при рН 7; температура 25° С)
лишь незначительно уменьшало его эмульгирующую и пенообразующую
способность, тогда как приводило к резкому повышению указанных
свойств тех же изолятов, предварительно подвергнутых ацилированию
[49—51] (подробно в гл. IV).

Традиционное использование мясных белков в пищевых системах
предъявляет к ним свои требования. Для них не столь существенна рас-
творимость, как высокая эмульгирующая способность, гелеобразование
и способность к связыванию высоко- и низкомолекулярных компонентов
системы.

При обработке миофибриллярных белков скелетных мышц быка па-
паином удалось повысить их эмульгирующую способность на 40% с по-
лучением высокостабильных эмульсий [46].

Из-за низкого уровня функциональных свойств не находят примене-
ния белковые изоляты сердечной мышечной ткани крупного рогатого
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скота, несмотря на высокую биологическую ценность. Модификация с
использованием фицина позволила применять такие изоляты в качестве
полноценной добавки для замены говядины в мясных системах (до
30%) без ухудшения их питательных и органолептических свойств [52].

Для повышения эмульгирующей и гелеобразующей способности мио-
фибриллярных белков из скелетных мышц домашней птицы испытывали
действие препарата «Milezyme AFP-2000». Отмечают, что по мере уве-
личения степени гидролиза растворимость белков растет, но способность
к гелеобразованию при этом быстро падает [53]. Можно получать мо-
дифицированный продукт, рекомендуемый для добавки в качестве ак-
тивного эмульгатора к мясным системам [54].

Ферментативные процессы в плане модификации миофибриллярных
белков практически не выходят за рамки протеолиза. Имеется несколь-
ко сообщений по использованию трансфераз, которые могут служить
активаторами для ковалентного присоединения к белкам аминокислот
или зфиров аминокислот [55, 56] (см. гл. IV).

Как можно судить по представленным данным, спектр функциональ-
ных свойств, которые удается улучшить путем ферментативного воздей-
ствия на миофибриллярпые белки, пока относительно невелик. Главный
фактор, определяющий уровень требуемых функциональных свойств мо-
дифицируемого объекта,— степень гидролиза белка. В то же время
основная сложность при проведении протеолитических процессов заклю-
чается в осуществлении контроля за глубиной распада белковых мо-
лекул.

Достаточно давно прогнозировалось применение иммобилизованных
ферментов [57], но этот вариант до сих пор не нашел применения на
практике.

Несмотря на сложность управления ферментативными процессами в
промышленных масштабах, некоторые авторы считают это направление
модификации наиболее перспективным, основываясь на том, что данная
обработка не влечет за собой потери питательных свойств, более того,
повышает усвояемость белковых изолятов [3, 5, 58].

На наш взгляд эффективно использование ферментативных процес-
сов на изолятах, предварительно подвергнутых химической модифика-
ции (подробнее в гл. IV).

III. ХИМИЧЕСКАЯ МОДИФИКАЦИЯ

В плане регулирования функциональных свойств мышечных белков
большой интерес представляет химическая модификация [21, 58—67].
Химическая модификация имеет значительно больше возможностей для
преобразования белков, чем ферментативная. Помимо простейших опе-
раций, связанных с деструкцией пептидных цепей, гидролиза амидных
группировок аспарагина и глутамина, она позволяет изменять структу-
ру белка путем создания новых ковалентных или ионных связей.

С помощью химических реагентов можно вводить в белковую моле-
кулу гидрофильные и гидрофобные группировки, обогащать белок де-
фицитными аминокислотами, присоединять полиаминокислотные цепоч-
ки. Учитывая природу вводимых радикалов и регулируя степень моди-
фикации, можно направленно изменять суммарный заряд и гидрофоб-
ность белковой системы, что фактически определяет ее функциональные
свойства.

1. Щелочной и кислотный гидролиз белков

Одним из простейших способов солюбилизации белков является ще-
лочной и кислотный гидролиз. Начиная с 1970 г. щелочной гидролиз
широко применялся с целью улучшения функциональных свойств рыб-
ных белковых концентратов [68—70]. Обычно такая обработка приво-
дит к повышению растворимости, эмульгирующей и пенообразующей
способности.
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Воздействие на миофибриллярн.ые белки щелочей и кислот с целью
расщепления пептидных связей вызывает глубокие необратимые дена-
турационные изменения и сопровождается протеканием ряда побочных
реакций. При щелочном гидролизе имеют место деструкция щелочела-
бильных аминокислот, частичная рацемизация аминокислот, процесс
β-элиминирования с участием окси- и меркаптосодержащих аминокис-
лот с образованием дегидроаланина, легко взаимодействующего с ли-
зином, цистеином, орнитином, аммиаком [7ι—74]. Продуктами этих ре-
акций являются соответственно лизиноаланин, лантионин, орнитиноала-
нип, β-аминоаланин. Это приводит к уменьшению питательной ценности
за счет обеднения белка незаменимыми аминокислотами, частичной по-
тери усвояемости из-за межмолекулярных сшивок и накоплению анти-
питательиых веществ. Вопрос о токсичности или безвредности для че-
ловека производных дегидроаланина пока остается открытым [3, 72].

Сравнительно недавно экспериментально (на скелетных мышцах
рыбы) продемонстрировано, что лизиноаланин образуется только в
очень жестких щелочных условиях при рН 12 и выше и температурах
не ниже 90° С [75]. Таким образом, возможность применения относи-
тельно мягкого щелочного гидролиза для пищевых белков в настоящее
время не отвергается [3, 36].

Кислотный гидролиз миофибриллярных белков не получил широко-
го распространения, хотя по мнению некоторых специалистов [5] он
имеет преимущества по сравнению со щелочным главным образом из-за
меньшей степени рацемизации аминокислот.

Один из главных недостатков гидролитических процессов — образо-
вание горьких пептидов (даже при низких степенях гидролиза белка),
что особенно характерно для рыбных белковых изолятов [20, 42].

2. Солюбилизация белков путем солеобразования

Белки, являясь полимерными амфолитами, обладают характерной
способностью взаимодействовать с катионами и анионами. Причем воз-
можны два вида взаимодействия: образование солевых «мостиков» и
специфическая сорбция ионов на поверхности белка.

По своему положительному влиянию на растворимость белка катио-
ны и анионы располагаются в следующем порядке [76]:

Са2+ > Mg2+ > Li+ > Cs+ > Na+ > K + > NH+

SCN- > СЮ" > I" > NO" > Br- > Cl- > CH3COCT > F~ > HPO^ > SO*~ >
> ~OOC—CHOH—CHOH—COO" > -OOC—CH2—С (ОН)— CH2—COO".

COOH

Протеинаты имеют значительно более высокую растворимость по
сравнению с обессоленными белками. Изменение растворимости белков
связывают со специфическим взаимодействием ионов (не только элект-
ростатической природы), которое влечет за собой изменения поверх-
ностного заряда белка и его конформации, обеспечивающие более высо-
кую степень гидратации. Повышению растворимости белка способству-
ет также изменение ионной силы раствора [3, 76, 77].

Использование солевых компонентов в пищевых белковых системах
ограничивается их токсичностью и стоимостью. Наиболее широко упо-
требляемыми добавками являются хлористый натрий и неорганические
фосфаты [78—85].

С помощью солей часто регулируют влагоудерживающую способ-
ность мясных систем, для ее повышения обычно вводят хлористый нат-
рий, пирофосфат или триполифосфат натрия [78, 86]. Сродство миозина
к различным неорганическим фосфатам неоднозначно. Это показано на
примере взаимодействия миозина с пирофосфатом (ПФ), триполифос-
фатом (ТПФ) и гексаметафосфатом (ГФ) натрия [83, 84]. Из них ГФ
имеет наибольшее сродство к миозину, характер связывания его с мио-
зином отличается от других низших фосфатов. В присутствии катионов
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Na+ и, особенно, Mg2 + или Са2 + аффинность ТПФ и ПФ к миозину резко
возрастает. Точнее, сродство миозина к этим металл-фосфатным комп-
лексам выше, чем к самим фосфатам. На ГФ эта закономерность не рас-
пространяется, наоборот, присутствие NaCl ингибирует взаимодействие
миозина с ГФ [83, 84]. Эти данные свидетельствуют о высокой степени
специфичности ионных взаимодействий миофибриллярных белков.

Современная концепция о влиянии фосфат- и хлор-анионов на рас-
творимость миофибриллярных белков сводится, в основном, к электро-
статическим эффектам. В результате взаимодействия анионов с миози-
повыми филаментами возникают силы электростатического отталкива-
ния, ослабляющие связывание филаментов. Предполагают, что при кри-
тической солевой концентрации в растворе некоторые типы связывания
филаментов (как правило, в зонах М- и Z-линии) могут разрушаться.
Кроме того, ослабляется связывание головок миозина с актином вплоть
до полной диссоциации. Таким образом, введение анионов способствует
деполимеризации толстых филаментов с высвобождением молекул мио-
зина [76]. Вообще, как оказалось, неорганические фосфаты являются
универсальными полифункциопальными добавками к белковым изоля-
там мышечных тканей. Например, ГФ натрия вводят для полноты осаж-
дения рыбного белка в виде фосфатного комплекса [47], добавка ТПФ
натрия к рыбному изоляту рекомендуется для оптимизации процесса
сушки [87]. Фосфаты выгодно использовать для модификации миофиб-
риллярных белков, поскольку они обладают еще и антиденатурацион-
пым [88—90], антисептическим [82, 91—93] и антиокислительным дей-
ствиями [82, 87, 94]. Фосфаты зарекомендовали себя как активные си-
нергисты по отношению к антиоксидантам фенольного типа [94]. С дру-
гой стороны, присутствие полифосфатов повышает аффинное связыва-
ние карбонилсодержащих соединений, образующихся при окислитель-
ном распаде липидов, с актомиозином, поэтому не следует добавлять
фосфаты к белковым изолятам, подлежащим обезжириванию [95].

Следует также отметить способность некоторых анионов защищать
актомиозин от криоденатурации. С этой целью при хранении миофиб-
рнллярных белков при низких температурах наряду с фосфатами ис-
пользуют глутамат, тартрат, малеат [96—98].

3. Ацилирование миофибриллярных белков

Один из самых распространенных приемов химической модификации
пищевых белков — ацилирование [21, 59, 61, 63, 64, 99, 100]. Из ацили-
рующих агентов наиболее употребляемыми являются уксусный и янтар-
ный ангидриды. Они дешевы, удобны в применении, относительно без-
вредны, не образуют токсичных производных с белками, отличаются вы-
сокой активностью. Реакцию ацилирования обычно осуществляют при
пониженной или комнатной температуре при щелочных значениях рН.

Степень участия в реакции различных нуклеофильных групп белка
изменяется в зависимости от условий (главным образом от рН), харак-
тера ангидрида и влияния ингибирующих добавок.

В ряду убывающей нуклеофильности функциональные группы боко-
зых цепей аминокислотных остатков располагаются в соответствии с их
константой диссоциации:

МП X NJH / — \
-NH-Cf > ι >e-NH2>ct-NH2>SH>HO—( > - > ОН.NNH KJ /

Но на их реакционную способность могут оказывать влияние соседние
по пептидной цепи группы, с которыми возможны донорно-акцепторное
или электростатическое взаимодействия, либо образование водородных
связей [77].

Реакции белка с ускуспым и янтарным ангидридами в общем виде
могут быть представлены схемами
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(ρ)—χΐι + (сп.соко

см,—<:

CM — ( /

Χ = NH , ϋ , S ; (У) — протеин .

Принципиальное различие между этими процессами заключается в
том, что группировки, образующиеся в результате взаимодействия бел-
ка с уксусным ангидридом, компактны и электронейтральны. Реакцией
же с янтарным ангидридом в молекулу белка вводятся более объемные
отрицательно заряженные заместители. Последняя реакция вызывает
более резкий сдвиг изоэлектрической точки модифицируемого белка в
область кислых рН и более глубокие конформационные изменения, чем
в случае ацетилирования. Этим и объясняется причина больших возмож-
ностей даже при низких степенях модификации для улучшения раство-
римости, эмульгирующей и пенообразующей способностей путем сукци-
иилирования по сравнению с ацетилированием.

В принципе с ангидридами карбоновых кислот могут взаимодейство-
вать все типы основных групп белка. Практически же главными реак-
ционными центрами являются ε- и α-аминогруппы, меркаптогруппы и
наиболее активные оксигруппы белка.

Высокоосновные гуанидиновые группировки аргининового остатка
не ацилируются, поскольку в условиях проведения реакции (обычно рН
не выше 9,5) находятся в протонированном состоянии [77].

N-Ацилимидазолпроизводные гистидинового остатка настолько ак-
тивны, что сами выступают в роли ацилирующих агентов, т. е. происхо-
дит миграция N-ацильной группы с имидазольного кольца на соседние
стерически доступные амино- или феноксигруппы белка [63, 64]:

•Ν—Ас
-ОАо -Ш—Ас;.

Период полураспада N-Suc-имидазола при рН 8,5 составляет одну ми-
нуту [101].

Легко ацилируются концевые аминогруппы белка, ε-аминогруппы ли-
зина, SH-группы цистеина, ОН-группы тирозина, менее реакционноспо-
собны оксигруппы серина и треонина [100]. Образующиеся амидные
связи стабильны, О- и S-ацильные связи, относительно устойчивые в
кислой среде, быстро гидролизуются в слабощелочной (уже при рН8,0).
Особенно лабильны производные тирозина. Например, N-оксисукцини-
мидный эфир тирозина (O-Suc-тирозин) спонтанно дезацилируется при
рН 8,0—8,5 [100, 102].

С помощью реакции с салициловым альдегидом установлено, что в
нативном миозине доступные и активные ε-аминогруппы лизина состав-
ляют всего лишь 2,5% от общего числа ε-аминогрупп лизина, остатки
средней активности — порядка 30%, прочие стерически недоступны и
способны реагировать с модифицирующим агентом только после дена-
турации белка [103].

Влияние ацилирования на конформацию миофибриллярных белков
подробно изучено на миозине и актине [104—111]. При модификации
только поверхностных ε-аминогрупп лизина конформация миозина не
изменяется [104, 105]. Проведение сукцинилирования в условиях, исклю-
чающих денатурацию миозина (рН 7,0; 0°С), показало, что такое хи-
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мическое воздействие вызывает лишь диссоциацию легких цепей миози-
на, в остальном структура миозина остается интактной [106]. При ана-
логичном ацетилированки миозина эти наблюдения были подтвержде-
ны. Выделены и идентифицированы фракции с молекулярным весом
17 000, 19 000 и 20 000, которые представляют собой легкие цепи миози-
на, нековалентно связанные с субфрагментом С-1 [107, 108].

При степени модификации выше 3% молекулы миозина приобрета-
ют более развернутую конформацию, уменьшается степень спирально-
сти [107]. При сукцинилировании до 50% и выше конформации белков
наносится серьезный ущерб [112].

Что касается биологической активности, то при сукцинилировании
(даже при низких степенях) миозином утрачивается АТФ-азная актив-
ность и способность связываться с F-актином [107].

Ацилированный миозин отличается высокой термостабильностыо, т. е.
устойчивостью к термокоагуляции [107].

По мнению авторов [105, 108] ε-аминогруппы лизина, лежащие на
поверхности (самые доступные), являются ответственными за термоста-
бильность миозина. При модификации специфическим для аминогрупп
реагентом — р-нафтохинои-4-сульфоновой кислотой термическая устойчи-
вость миозина линейно повышалась с увеличением степени замещения
аминогрупп от 0 до 2,5%· Вероятно, блокирование поверхностных ε-ами-
ногрупп лизина снижает способность тяжелых цепей миозина к агрега-
ции в процессе термокоагуляции [76, 109, ПО].

Исследования по влиянию химической модификации на свойства ак-
тина свидетельствуют о том, что в реакции сукцинилирования, напри-
мер, способны участвовать до 30% аминогрупп и до 40% SH-групп, в
результате чего актин становится биологически инертным, теряя способ-
ность к полимеризации и к связыванию с миозином. Интересно, что се-
лективное блокирование меркаптогрупп F- и G-актина не нарушает их
биологической активности [111]. По-видимому, для актина так же, как
и для миозина, главная роль в биореакциях отводится ε-аминогруппам
лизина.

Моделирование биохимических реакций показывает, насколько спе-
цифичны и сложны процессы изменения конформации белков мышечной
ткани. Например, ферментативное фосфорилирование легких цепей мио-
зина (ЛЦ-2) изменяет только пространственную ориентацию головок
субфрагмента миозина С-1 [113, 114].

В работах, которые рассмотрены ниже, химической модификации
подвергались белковые изоляты животного происхождения, содержащие
в основном различные компоненты структурных белков. Саркоплазма-
тические белки и липиды, как правило, удаляют, чтобы избежать окис-
лительной порчи изолятов при хранении и лишить их специфического за-
паха и вкуса. Итак, главные компоненты белковых изолятов — миозин,
актин, тропомиозин, минорные составляющие — тропонин и актинин
[76]. По данным [76] миозин имеет всего около 17% аминокислотных
остатков основного характера, 38% полярных функциональных групп,
актин—13% основных и 33% полярных, тропомиозин—19% основных
и 50% полярных. Остатки цистеина сосредоточены преимущественно в
миозине (65% всех SH-групп) и актине (29ψ0 SH-групп). Доступность
перечисленных группировок для химических реагентов различна в зави-
симости от степени денатурации модифицируемой белковой системы и
природы выбранного агента.

Состав белковых изолятов зависит от объекта, рода мышечных тка-
ней, методов выделения и обработки, степень их денатурации —от усло-
вий проведения каждой стадии процесса. Поэтому сопоставлять пред-
ставленные литературные данные по модификации белковых изолятов
можно в достаточной степени условно.

В работе [100] исследовалось влияние условий реакции ацилирова-
ния на свойства белковых рыбных изолятов, причем осуществлялся ко-
личественный контроль функциональных групп белка, участвующих в
реакции. Установлено, что скорость ацилирования зависит главным об-
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разом от рН среды. Например, при 0°С и рН 9,5 ацетилируется 90%
всех ε-аминогрупп лизина, при рН от 8 до 8,5—85% [115], при рН 7,5—
75%, при рН 6,5—65%. Тем не менее, при больших избытках уксусного
ангидрида и более продолжительном времени полнота ацилирования до-
стигается даже при рН 6,5 [100].

Скорость реакции между уксусным ангидридом и полярными груп-
пами белка SH и ОН при снижении рН значительно падает. Если при
рН 9,5 ацетилируется 35% всех полярных групп (SH и ОН), при рН
7,5—25%, то при рН 6,5 — не более 20%· Причем, меркаптогруппы ци-
стеннового остатка подвергались модификации даже при низких кон-
центрациях уксусного ангидрида, а скорость ацилирования тирозина
возрастала лишь при высоких концентрациях ангидрида. В интервале
рН 7,5—9,5 ацетилировалось более 50% SH-групп цистеина, 30—40%
ОН-групп тирозина и порядка 20% оксигрупп серина и треонина. При
сукцинилировании наблюдались те же пропорции, но доля участия всех
групп была несколько ниже в связи с меньшей активностью янтарного
ангидрида.

Внесение ингибирующей добавки — сульфита натрия — изменяет
картину ацетилирования рыбного белка: участие ε-аминогрупп снижа-
ется на 20%, SH-групп — на 60%, ОН-групп серина и треонина — вдвое,
тирозин при этом не ацетилируется совсем [100]. В процессе сукцини-
лирования сульфит натрия сильнее всего ингибирует SH-группы, не
влияя на реакционную способность ОН-групп серина и треонина; O-Suc-
тирозин не был обнаружен [100]. Следует помнить, что он легко дезаци-
лируется [102].

Как видно, независимо от условий ацилирования, главными реакци-
онными центрами (помимо концевых α-аминогрупп) являются ε-амино-
группы лизина, поэтому степень модификации белка путем ацилирова-
пия принято считать по проценту замещенных e-NH2-rpynn (за 100%
принимают число доступных e-NH2-rpynn лизина в данной белковой си-
стеме).

Существуют биологические, микробиологические и химические мето-
ды определения доступного лизина в белках [116—119]. Один из самых
надежных и достоверных химических способов основан на реакции пер-
вичных аминогрупп с тринитробензолсульфокислотой [119].

Изучению функциональных свойств ацилированных рыбных изолятов
посвящены работы [50, 51, 87, 120—125]. Эмульгирующая активность
сукцинилированного изолята Rockfish возрастала пропорционально сте-
пени модификации. Например, при 30% модификации она составляла
1,3 г на 1 мг белка, при 77% степени модификации увеличилась вдвое
[120]. Белковые изоляты хека в результате сукцинилирования приобре-
тали эмульгирующие свойства, превосходящие желатин, особенно под-
черкивалась стойкость полученных эмульсий [121]. Важно отметить,
что изменения эмульгирующей способности сукцинилированных изоля-
тов при разных значениях рН и введении моно- и бивалентных катионов
(Na+, Ca2+) носили принципиально иной характер по сравнению с не-
модифицированными белками [121].

Ацетилирование и особенно сукцинилирование значительно повыша-
ло пенообразующую способность рыбных белков, однако стабильность
пен уменьшалась по сравнению с контрольной [51].

Подвергая ацетилированию одновременно с сукцинилированием го-
могенаты растительных и животных тканей, получают белковые продук-
ты с высокими эмульгирующими и пенообразующими свойствами, наря-
ду с высокой растворимостью и водопоглощением. Такие продукты ре-
комендуют использовать в качестве пищевых поверхностно-активных ве-
ществ [122—124]. Ацилированные миофибриллярные белки имеют xaj
рактерный профиль растворимости: практически нерастворимы в кислой
среде ниже изоэлектрической точки белка. Изоэлектрическая точка
сдвинута в сторону кислых значений рН пропорционально степени мо-
дификации белка. Это связано с уменьшением количества свободных
ί-аминогрупп лизина. Растворимость резко возрастает при нейтральных.
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Таблица 1

Функциональные свойства ацетилированных и сукцинилированных рыбных
белков (степень модификации равноценна и составляет 50—60%) [87]

Свойства

Эмульгирующая активность (% эмульсии) при кон-
центрации белка 5 мг/мл

Эмульгирующая способность (г масла/100 мг белка)
Способность к гелеобразовапию (минимальная кон-

центрация белкового раствора в % для получения
стабильного геля)

Пенообразующая способность (объем пены в мл)
Стабильность пены (синерезисный объем в мл)
Водопоглощение (мл воды/1 г белка)

Λ с

61

53
4

550
71
15

Suc

97

132
3

600
32
20

и слабощелочных рН именно вследствие смешения изоэлектрической
точки [121].

Водопоглощепие изолятов Rockfish при ацетилировании возрастает
вдвое, при сукцинилировапии — в 5 раз [51].

Сукциннлирование приводит к повышению регидратационной спо-
собности нзолятов и термостабильности белка (он не коагулировал даже
при 100е С) [120].

Замечено, что ацилирование несколько снижает, но не нарушает спо-
собность к гелеобразоваиию: 3%-ные растворы ацетилированного белка
и 7%-ные сукцинилированного образовывали такие же гели, как 2%-ный
раствор желатины [51].

Предложен способ получения вязкоупругих гелей на основе сукци-
нилированных в низкой степени (до 10%) белков рыбы, прочность ге-
лей коррелирует со степенью модификации (обратная зависимость)
[125].

Становится очевидным, что ацилирование рыбных белковых изоля-
тов дает возможность использовать их в качестве мощных эмульгирую-
щих и пенообразующих добавок к пищевым системам (табл. 1).

Поскольку сукцинилированный рыбный белок по своим пенообразую-
щим и пеностабилизирующим качествам не уступает даже яичному аль-
бумину, по мнению авторов [87], он может заменить до 50% яичного
белка в ко-ндитерских изделиях, например, конфетах или взбитых де-
сертных блюдах, может применяться во фруктовых десертах вместо же-
латины [51], в мороженом вместо казеина [50].

Добавка сукцинилированного рыбного белка в мясные продукты в
количестве 10—20% не ухудшает их органолептических свойств [87].

В работах по модификации мясных структурных белков методом аци-
лирования получены аналогичные результаты [58, 126]. Ацетилирован-
ные и сукцинилированные белки сердечной мышцы крупного рогатого
скота показали хорошую растворимость в водных средах при малой
ионной силе и более высокую эмульгирующую активность даже при рН
6,0, чем у нативного белка при рН 7,4, что существенно для мясных си-
стем [126]. Кроме того, для модификации были использованы ангидри-
ды более сложного строения, такие, как 1,2,4-бензотрикарбоновый ан-
гидрид (БТКА) и 2,3,4,5-тетракарбоновый диангидрид (ТКДА). В ряду
реакционной способности они занимают промежуточное состояние меж-
ду уксусным (УА) и янтарным ангидридами (ЯА):

УА>ТКДА>БТКА>ЯА.

Все представленные ангидриды, исключая УА, значительно медлен-
нее реагировали с SH- и ОН-группами белка, чем с аминогруппами. При
самых высоких избытках ангидрида в реакцию вступало не более 1/4
всех SH-групппровок цистеина, не обнаружено продуктов реакции ЯА
с серином и треонином. Во всех случаях отмечено резкое возрастание
растворимости производных даже при низких степенях модификации
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1126]. К сожалению, не приводится данных по усвояемости новых моди-
фицированных белков.

Суммируя данные по ацилированию миофибриллярных белков, сле-
дует подчеркнуть, что в результате ацилирования (в зависимости от при-
роды ацилирующего агента и условий реакции) в различной степени из-
меняется суммарный заряд макромолекулы, изоэлектрическая точка
сдвигается в кислую область. Как правило, уменьшается степень спи-
ралыюсти, что влечет за собой повышение гидрофобности. Возрастает
склонность к диссоциации на субъединицы, уменьшается тенденция к
специфической полимеризации. Упрощая картину реальных изменений
модифицированной белковой системы, со сдвигом гидрофильно-гидро-
фобного баланса в сторону увеличения гидрофильности обычно связы-
вают повышение растворимости, влагоудерживающей способности, на-
бухаемости; возрастанием гидрофобности часто объясняют повышение
эмульгирующей и пенообразующей способности.

Набор химических реагентов, применявшихся для модификации мио-
фибриллярных пищевых белков, к сожалению, чрезвычайно беден. В ли-
тературе, касающейся мышечных белковых изолятов, нет сведений о та-
ких перспективных методах, как например фосфорилирование. дезами-
дирование, этерификация.

При сравнении химических средств регулирования функциональных
свойств с ферментативными важно отметить следующее. Химическая мо-
дификация не приводит к потере связывающих и желирующих свойств
белков, что наблюдается при ферментативных реакциях. Степень про-
теолитического распада сильнее влияет на функциональные свойства
белковой системы, чем степень химической модификации. В то же время
заданный уровень химической модификации легче обеспечить, чем стро-
го определенную глубину протеолиза. С точки зрения получения высоко-
функциональных изолятов, стабильных при хранении и в процессе обра-
ботки в конкретной пищевой системе, химическая модификация имеет
преимущества по сравнению с ферментативной (см. гл. VI). Однако не-
которые виды химической модификации в различной степени снижают
питательную ценность пищевых белков и их усвояемость, чего не проис-
ходит при ферментативной обработке.

IV. КОМПЛЕКСНАЯ ХИМИЧЕСКАЯ И ФЕРМЕНТАТИВНАЯ МОДИФИКАЦИЯ
БЕЛКОВ

В ряде случаев весьма эффективно была применена комплексная хи-
мическая и ферментативная обработка пищевых мышечных белков [50,
51]. Слабое гидролитическое воздействие бромелина па сукцинилирован-
ный белок Rockfish позволяет получать превосходные но объему и ста-
бильности пены при концентрациях белка 3—4% в широком диапазоне
рН. Стабильность этих пен была выше, чем полученных на основе яич-
ного и соевого белков [50]. Максимальный положительный эффект по
улучшению пенообразующих свойств был достигнут мягким протеоли-
зом сукцинилированных па 40—50% рыбных белков [51, 127].

Однако эта же процедура во всех опробованных режимах приводила
к снижению эмульгирующей активности, гелеобразоваиия и набухаемо-
сти [51, 127].

Авторы [20] сообщают, что независимо от последовательности про-
ведения процессов ацилирования и протеолиза рыбных белков получа-
ются продукты с аналогичными функциональными свойствами. Хотя,
в принципе, результаты не должны быть однозначными. Если на первом
этапе осуществлять химическую модификацию, а затем ацилированные
белки подвергать протеолизу, то в этом случае протеолиз протекает мед-
леннее, а некоторые пептидные связи не расщепляются совсем. Таким
образом должны получаться более крупные фрагменты белковых моле-
КУЛ, химически модифицированные в меньшей степени. Если при про-
чих равных условиях указанные процессы поменять местами, то про-
теолиз протекает беспрепятственно, образовавшиеся фрагменты белка,
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имеющие большее число доступных реакционных групп, вступают в хи-
мическую реакцию. Этот путь должен приводить к более глубоким хи-
мическим превращениям меньших по размеру белковых фрагментов.

Исходя из этих предположений, можно рекомендовать первый спо-
соб для активации поверхностных свойств белка, а второй — для повы-
шения его растворимости. С точки зрения сохранения питательной цен-
ности белка первый метод предпочтительнее второго.

Другой аспект удачного применения комплексной химической и фер-
ментативной модификации белка — ковалентное привязывание амино-
кислот или их эфиров с помощью ферментов [55, 56, 127, 128]. Исполь-
зуя папаин, авторы [127] осуществили ковалентное присоединение ал-
киловых эфиров лейцина к сукцинилированному рыбному белку. Варьи-
руя длину углеводородной цепочки алкилового эфира лейцина, они по-
лучили суперактивные эмульгаторы и пенообразователи: алкил С.—Cs

соответствует максимальной пенообразующей активности, а С,„—С1;—
максимальной стабильности пен и эмульгирующей активности.

Для ковалентного «пришивания» аминокислот к белку часто исполь-
зуют трансглутаминазу [55, 56, 128, 129]. Эффективность реакции при-
соединения аминокислотного остатка возрастает, если аминогруппы ата-
куемого белка предварительно ацилированы. Тогда не происходит меж-
молекулярных сшивок, которые снижают перевариваемость белка. По-
сле ферментативной обработки аминогруппы могут быть регенерирова-
ны. Для обратимого ацилирования используют малеиновый, 2,3-диме-
тилмалеиновый и цитраконовый ангидриды, N-ацильные остатки кото-
рых отщепляются в кислой среде. Этот способ рекомендуется для повы-
шения растворимости и эмульгирующей способности белковых изолятов
из растительного и животного сырья [55, 56].

В качестве пищевого аптифризного агента предлагается использовать
рыбные белки, к которым ферментативным методом «пришиты» эфиры
гидрофобных аминокислот (лейцина, норлейцина, аланина). Алкильный
остаток эфирной группы тоже должен быть гидрофобен R = C S — С 1 6 .
Антифриз такого рода нетоксичен и очень эффективен при хранении пи-
щевых продуктов в свежем виде при низких температурах [129].

V. ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ МОДИФИКАЦИИ

Физико-химические методы воздействия на изолированные пищевые
белки включают следующие приемы: комплексообразование с природ-
ными биополимерами (белками, полисахаридами и т. п.), а также с мо-
номерными соединениями (углеводами, липидами); механическое воз-
действие разного рода, термическую обработку и т. д.

Обширные исследования в этом плане проведены Толстогузовым и
соавт. на белках растительного происхождения [3, 130].

Изменения функциональных свойств пищевых белков можно добить-
ся, варьируя гидрофильно-гидрофобный баланс белковой системы за
счет специфических белок-белковых взаимодействий. Достаточно боль-
шой интерес вызывают работы по изучению конъюгатов миозина с рас-
тительными белками [131 —138]. Замечено, что при нагревании смешан-
ных растворов миозина и 11S глобулинов сои образуются агрегаты-гиб-
риды [131]. К взаимодействию способны субъединицы основного харак-
тера, образующиеся при частичной диссоциации 11S глобулинов, и тя-
желые цепи миозина. Причем, степень связывания повышается при воз-
растании температуры в интервале от 85 до 100° С. Вследствие термоде-
патурации происходит конформационная перестройка субъедипиц, со-
провождающаяся агрегацией с образованием качественно новых энер-
гетически выгодных белковых комплексов. Существенную роль в этом
процессе играют гидрофобные взаимодействия [132].

Аналогичным образом при температурах выше 85° С миозин способен
агрегировать с β-конглицинииом [133]. Образование смешанных конъю-
гатов можно фиксировать с помощью гель-электрофореза. Полученные
агрегаты отличались высокой растворимостью и термостабильностыо.
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Последнее свойство позволило подвергать пастеризации мясные систе-
мы с добавками соевого белка [134, 135].

При нагревании растворов актомиозина с фракцией соевого бельа
«CIF» наблюдали образование прочных гелевых структур нового типа
[136, 138]. Денатурированный соевый белок определенным образом ас-
социировался с актомиозиновой сеткой, причем по данным электронной
сканирующей микроскопии получаемая структура значительно отлича-
лась от структуры термогелей, образуемых индивидуальными компонен-
тами. По предположению авторов, в данном случае возможно образо-
вание дисульфидных связей между двумя белковыми партнерами [136].

Гибридные белковые комплексы могут быть также получены путем
межмолекулярной кросс-сшивки. Исследована возможность ковалентно-
го связывания миозина с глобулярными белками, такими как белок сои,
казеин, глютен за счет образования амидной связи между γ-карбоксиль-
пыми группами глутаминовой кислоты и ε-аминогруппами лизина, как
в присутствии, так и в отсутствие фермента-активатора (трансглута-
миназы) [55, 56, 128, 137]. Оптимальные условия связывания зависят от
природы обоих компонентов. Процент связывания миозином соевого бел-
ка и клейковины увеличивался при повышении рН среды и температуры,
связыванию казеина благоприятствовали повышение температуры и по-
нижение рН. При участии фермента с 1 г миозина максимально связы-
вается: 0,58 г казеина, 0,30 г глютена и 0,15 г соевого белка [128].

Комплексообразование, по типу белок-белкового взаимодействия на-
шло практическое применение прежде, чем получило научное толкова-
ние. Еще в работе [87] было отмечено, что совместное высушивание
белков различной природы приводит не только к получению высокопи-
тательных белковых смесей, но и к сохранению их функциональных
свойств на высоком уровне. Например, вместо добавления хлористого
натрия и фосфатов к рыбным белкам для оптимизации сушки более вы-
годно высушивать смеси рыбных и зерновых белков, что наряду с выиг-
рышем функциональных свойств белкового концентрата дает положи-
тельный экономический эффект. Зерновыми добавками (от 10 до
30мас.%) могут служить пшеница, рис и практически любая мука [87,
139].

Добавки растительных белков к мясным полуфабрикатам благодаря
комплексообразованию обеспечивают минимальную потерю влагоудер-
живающей способности системы при термообработке [140].

Высокими функциональными свойствами, как правило, обладают
конъюгаты белков с углеводами. Давно известна способность углеводов
предохранять мышечные белки от денатурации как при низкотемпера-
турных режимах, так и при термообработках [19]. Антиденатурацион-
ная способность сахаридов по отношению к рыбным белкам падает в
ряду: мальтоза>сорбит>сахароза~мальтит>глюкоза>лактит. При-
чем, при отрицательных температурах углеводы обладают высоким за-
щитным действием при более низких концентрациях [141—143]. При со-
вместном высушивании рыбных белков с моносахаридами получаются
комплексы, отличающиеся высокой гидрофильностью. Растворимость та-
ких комплексов пропорциональна процентному содержанию сахарида и
зависит от природы последнего. По влиянию на растворимость аддукта
с рыбным белком испытанные моносахариды соотносятся следующим
образом: глюкоза^сахароза>фруктоза [19]. Аналогичными свойства-
ми обладают глицерин и частично гидролизованный крахмал [19]. Рас-
творимость конъюгатов рыбного белка с крахмалом составляет 25% от
растворимости свежевыделенного белка.

Высушивая рыбный белок с 10%-ми добавками глюкозы, сорбитола
или сахарозы, получают комплексы с высокой эмульгирующей актив-
ностью и повышенной термостабильностью. Однако они частично теряют
свою питательность вследствие протекания реакции Майара [19].

С помощью комплексообразования (например, с углеводами) можно
улучшить способность к гелеобразованию ацилированных миофибрил-
лярных белков. Например, агрегирование сукцинилированных рыбных
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белков с глюконо-дельта-лактоном приводит к получению гелей, отли-
чающихся высокой прочностью и образующихся даже в системах, содер-
жащих масла [121].

Добавки глюконо-дельта-лактона и лимонной кислоты способствуют
лучшему сохранению функциональных свойств измельченной говядины
[86].

Наряду с нуклеотидами от денатурации предохраняют связанные с
миофибриллярными белками липиды. Механизм защитного действия
требует дальнейшего изучения [62, 144, 145].

Некоторые функциональные свойства мясных систем можно изменять
такими простыми приемами, как тепловая обработка. Подбором опти-
мальных режимов (температуры и давления) регулируют влагоудержи-
вающую способность, нежность, сочность и прочие свойства образцов
мяса различного качества [146—148]. Происходящие изменения свойств
объясняют частичным или полным разрушением отдельных составляю-
щих миофиламентов: коннектина и небулина [148].

Известно, что простая механическая обработка белков, как живот-
ных так и растительных, например измельчение на вибромельнице, по-
зволяет улучшить их растворимость и влагоудерживающую способность
вследствие механической деградации саркомеров [148, 149].

Намного эффективнее комплексная механо-химическая модифика-
ция. При различных режимах обработки рыбных гомогенатов уксусным
или янтарным ангидридом в вибромелышце удается значительно повы-
сить их влагоудерживающую способность, пенообразующую способность
и способность стабилизировать пены [149, 150].

Можно предположить, что из физико-химических методов воздейст-
вия наиболее перспективным является путь комплексообразования: он
не имеет выраженных недостатков или ограничений, как химическая или
ферментативная модификация (с точки зрения токсичности или потери
питательной ценности). Вообще, как показывает практика, лучшие ре-
зультаты по преобразованию функциональных свойств пищевых белков
могут быть достигнуты при умелом комбинировании различных приемов
модификации, например химической с ферментативной или химической
с комплексообразованием.

VI. ПИТАТЕЛЬНАЯ ЦЕННОСТЬ И БИОДОСТУПНОСТЬ
МОДИФИЦИРОВАННЫХ ПИЩЕВЫХ БЕЛКОВ

Среди всех перечисленных способов модификации пищевых белков
химическая обработка вызывает особые опасения с точки зрения токсич-
ности и биодоступности белка. Главным недостатком химической моди-
фикации считается снижение питательной ценности пищевых белков.
Действительно, воздействие химических реагентов приводит к опреде-
ленной потере биодоступности белка (различной для каждого вида хи-
мической модификации и природы модифицируемого объекта). Вместе
с тем, блокирование наиболее реакционпоспособных групп белка приво-
дит к получению хотя и менее питательных, но зато более стабильных
нетоксичных продуктов.

Потеря питательной ценности и снижение усвояемости белковых про-
дуктов— это те негативные явления, которые сопровождают любой тра-
диционный процесс обработки белка (сушка, консервирование, кулинар-
ная обработка и даже процесс хранения) [36, 151]. Они обусловлены
участием в тех или иных химических превращениях активных боковых
функциональных группировок, принадлежащих незаменимым аминокис-
лотам. К разряду наиболее реакционпоспособных групп белка относятся
е -аминогруппы лизина и SH-группы цистеина. Например, в процессе хра-
пения как" мороженой рыбы, так и сухих рыбных изолятов, происходит
образование нежелательных побочных продуктов, одним из которых яв-
ляется формальдегид. Он легко реагирует с амино-, меркапто-, оксигруп-
пами белка, в меньшей степени — с амидными группами, снижая усвояе-
мость белка [152, 153]. Имеет место взаимодействие миозина с некото-
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рыми свободными аминокислотами даже при минус 20° С, причем реак-
ции белка с таурином, лизином и гистидином приводят к ускорению
денатурационной агрегации белка [97].

При окислительной деградации липидов процент утилизируемого
белка (рыбы или мяса) может снизиться вдвое, максимальный ущерб
при этом наносится триптофану, лизину, гистидину, метионину и цистеи-
ну [36, 154, 155].

В процессе тепловой обработки рыбы при температурах, начиная с
50° С, происходит интенсивное окисление меркаптогрупп цистеина с об-
разованием дисульфидных связей. Причем большее снижение усвояемо-
сти наблюдали на тощей рыбе по сравнению с жирной. По-видимому,
SH-группы, ответственные за связывание с липидами, оказываются за-
щищенными от окисления [156]. При нагревании белков от 80° С и
выше возможно также взаимодействие ε-аминогрупп лизина с доступ-
ными карбоксильными группами глутаминовой и аспарагиновой амино-
кислот [157, 158]. Эта же реакция может инициироваться не термиче-
ским, а ферментативным воздействием [159], что, естественно, приводит
к снижению доступного лизина.

Отмечено смещение изоэлектрической точки белка рыбных концент-
ратов с рН 5,0 до 4,5 в результате лиофильной сушки, это неоспоримое
свидетельство участия ε-аминогрупп во внутри- и межмолекулярных
сшивках белка [19].

При консервировании рыбы не только не удается избежать снижения
усвояемости белка, примерно на 15% [160], но требуется осуществлять
постоянный контроль за накоплением потенциально токсичных соедине-
ний, образующихся вследствие протекания реакции Майара в процессе
стерилизации, как это показано на примере лосося и камбалы [161].

В ряду аминокислот лизин — самый активный участник реакции с
сахарами [162]. Для целого ряда пищевых белков найдена линейная за-
висимость снижения усвояемости вследствие потери доступного лизина,
именно из-за реакции Майара [74]. В связи с этим рекомендуют уделять
серьезное внимание анализу пищевых систем с относительно высоким
содержанием углеводов, если они подвергаются термообработкам [74,
163]. Показано, например, что если в системе, основу которой составля-
ет рыбный белок 18%-ной влажности, добавлено 10% глюкозы, то за
19 дней при температуре 35° С произойдет потеря половины доступного
лизина [163]. Для ингибирования реакции Майара используют добавки
типа сульфита натрия (или SO2), «о эта мера не является универсаль-
ной [153].

Ацилирование белков значительно снижает возможность протекания
этой нежелательной реакции, а также других побочных реакций, кото-
рым подвергается немодифицированный белок в процессах щелочной и
термической обработки, при хранении и сушке [36, 153. 157, 158, 164,
165].

Отдельные виды модификации пищевых белков, особенно химиче-
ская, приводят к глубоким изменениям структуры белка. В связи с этим
исследования биодоступности, усвояемости, путей метаболизма модифи-
цированных систем выступают на первый план наряду с другими комп-
лексными медикобиологическими проблемами относительно токсичности,
канцерогенности и мутагенности новых пищевых продуктов [166—169].

В последние годы наметилась определенная тенденция к снижению
содержания поваренной соли в продуктах питания человека [58]. При
использовании пищевых белков в виде протеинатов должен быть найден
оптимальный предел содержания неорганических ионов, не отражаю-
щийся на здоровье человека. В тех случаях, когда для солюбилизации
белков применяют метод щелочного гидролиза, необходимо проводить
обессоливание продукта [87, 170—172].

В работе [173] подробно исследовались питательные свойства белко-
вого изолята из мышечной ткани цыпленка в сравнении с механически
отделенной мышечной тканью в виде гомогената. Показано, что процесс
щелочной экстракции с последующим кислотным осаждением не нано-
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сит сколько-нибудь ощутимого ущерба питательной ценности белка,
тогда как функциональные свойства его при этом значительно ухудша-
ются [173].

Что касается химически модифицированных пищевых белков, то
больше всего информации в плане медико-биологических испытаний от-
носится к ацилированным белкам. Поскольку имеющиеся в литературе
данные носят довольно противоречивый характер, то, по-видимому, це-
лесообразно сопоставить сведения, относящиеся к ацилированным бел-
кам различной природы.

Как известно, в процессе ацилирования белка снижается содержание
доступного лизина. Роль лизина в питании человека и животных чрез-
вычайно важна. Дефицит этой незаменимой аминокислоты вызывает
серьезные нарушения обменных процессов, в первую очередь — липид-
ного обмена [174]. Несмотря на то, что набор методов по определению
доступного лизина in vivo вполне удовлетворителен [2], интерпретация
полученных экспериментальных данных часто бывает осложнена побоч-
ными эффектами [172]. От того, насколько корректно осуществляются
биологические испытания, зависят перспективы химической модификации
пищевых белков. Главным образом дискутируется вопрос об усвояемо-
сти лизина из его ε-амидных производных. Деацилазная активность изу-
чалась на животных достаточно детально. Еще в 1943 г. были получены
данные о частичном усвоении ε-Ас-лизина молодыми крысами [175].
Скорость роста подопытных животных, получавших ε-Ас-лизин перо-
рально, уступала контрольным показателям. Но при удвоении дозы ε-Ac-
лизина разница в росте крыс была неотличима. При внутрибрюшинном
способе введении ε-Ас-лизина также было отмечено частичное усвоение
лизина животными [175]. Эти данные согласуются с выводами целого
ряда работ в том плане, что из рациона, содержащего ε-Ас-лизин, кры-
сами усваивается примерно 50% лизина, мышами — около 30% [157,
158, 176—178].

Используя ди-, три- и тетрапептиды, содержащие ε-Ac- и г-5ис-ли-
зиновый остатки, в качестве моделей фрагментов ацилированного белка,
исследовали их протеолиз in vitro под действием ферментов желудочно-
кишечного тракта [179, 180]. Все α-пептидные связи, граничащие с мо-
дифицированным лизином, в отличие от ε-амидной связи, расщеплялись
в соответствии с природой испытуемого фермента. Однако начальные
скорости протеолиза были ниже при атаке ε-Ac- и особенно ε-Suc-nen-
тидов [179].

Одним из малоисследованных аспектов процесса усвоения ацилиро-
ванных белков является этап всасывания продуктов их гидролиза.
В экспериментах на изолированной тонкой кишке цыпленка показано,
что ε-Ас-лизин всасывается клетками слизистой оболочки почти так же
легко, как свободный лизин, а г-5ис-лизин — значительно хуже. Лизин,
модифицированный производными жирных кислот или глутаминовой
кислоты, практически не транспортируется через тонкую кишку цыплят
[180].

Результаты работы [181] демонстрируют избирательную активность
почечных ацилаз животных: дезацилированию подвергаются только
ε-формил- и ε-Ас-производные лизина. Дезацетилирование ε-Ас-лизина
тканевым гомогенатом почек цыплят происходит довольно интенсивно
(в течение 4 ч отщепляется 30% ε-Ас-групп). Приведенные данные сви-
детельствуют о том, что, хотя ε-ацилированные белки биодеградабель-
ны, с точки зрения истинной утилизации ацетилированные производные
имеют несомненные преимущества по сравнению со всеми прочими аци-
лированными белками.

С помощью микробиологического теста убедительно показано, что
ацилирование окси- и меркаптогрупп казеина не снижает его питатель
ной ценности. В тех случаях, когда были ацилированы ε-аминогруппы
лизина, биологическая ценность белка падала с ростом ацильного ради-
кала. Биологическая ценность казеина снижалась со 100 до 48% при
ацетилировании (степень модификации 35%) и до 12% при сукцинили-
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ровании (степень модификации 74%) [182]. Низкая и средняя степень
сукцинилирования казеина и лактальбумина почти не снижают их пита-
тельной ценности, как показано ферментативным путем in vitro и росто-
выми тестами на крысах [183, 184]. Сообщается, что мыши, выкармли-
ваемые ацетилированным в высокой степени казеином, росли, развива-
лись и размножались [178]. Однако они были мельче и худее контроль-
ных животных, имели меньший по численности помет. Цыплята, полу-
чавшие ацетилированный яичный альбумин (степень модификации 67%)
и сукцинилированный яичный альбумин (степень модификации 55%),
по мере роста давали привес, больший в первом варианте, меньший во
втором. Но обе группы уступали по скорости роста контрольным живот-
ным. В том случае, когда к ацетилированному яичному альбумину до-
бавляли лизин, рост цыплят нормализовался [172].

Биодоступность сукцинилированного белка одноклеточных снижа-
лась в 10 раз, оценку осуществляли in vitro с использованием фермент-
ной системы пепсин —панкреатин [185].

При ацетилировании белков, дефицитных по лизину, снижение био-
логической ценности мало ощутимо. При полном ацетилировании бел-
кового изолята из Vicia-faba не было замечено падения питательной цен-
ности [186]. Сопоставим эти данные со сведениями, касающимися пи-
тательной ценности ацилированных мышечных белков.

Гронингер и соавт. [115] исследовали in vitro атакуемость рыбного
белка, ацетилированного на 50% и сукцинилированного на 40%, пепси-
пом и трипсином. Они сообщили, что скорость протеолиза пепсином не
изменилась по сравнению с немодифицированным белком. Трипсин же
в меньшей степени гидролизовал сукцинилированный и еще хуже аце-
тилированный белок, что согласуется с данными [187].

В работе [121] оценивали биодоступность сукцинилированного на
90% рыбного белка по проценту лизина, высвобождающегося под дей-
ствием панкреатина in vitro. Биодоступность модифицированного белка
упала в 10 раз.

На нескольких поколениях крыс и мышей показано, что употребле-
ние ацетилированных и сукцинилированных рыбных белков [87], а так-
же как и ацетилказеина, не оказывает вреда [188]. Гистологические ис-
следования срезов печени, легких, почек, надпочечников подопытных
животных не выявили патологии, никаких изменений самих внутренних
органов не было замечено [87, 188].

Процесс метаболизма ацетилированных и сукцинилированных рыб-
ных белков на крысах изучали, вводя радиоактивную метку 14С в ε-амид-
ную группу белка [115]. Степень утилизации белка оценивали по рас-
пределению 14С в углекислом газе и моче животных. При введении вну-
тривенно раствора e-Suc-лизина или гидролизата Sue-белка с мочой вы-
водится 87% и 93% e-Suc-лизина соответственно, при введении их перо-
рально из организма выводилось 75 и 72% e-Suc-лизина. По оконча-
тельным данным при внутривенном способе введения e-Suc-лизин не
усваивается совсем, ε-Ас-лизин усваивается примерно на 25%. При
пероральном введении крысами усваивается около 14% лизина из ε-Ac-
лизина и примерно 50% лизина из ацетилированного белка [115]. От-
мечают, что метаболизм сукцинилированных производных протекает
значительно медленнее, чем ацетильных [115].

Предполагают, что частичная утилизация лизина при пероральном
употреблении ацильных производных лизина или ацилированных бел-
ков может быть достигнута за счет деятельности кишечной микрофлоры
[180, 189, 190].

Усвоение лизина при биодеградации ацилированных белков проис-
ходит с более высоким коэффициентом утилизации, чем усвоение лизина
из его ε-амидных производных [166, 190, 191]. Различие механизмов
этих процессов подтверждается экспериментально [180]. При моделиро-
вании процесса мембранного пищеварения на изолированной тонкой
кишке цыпленка замечено, что происходит частичное дезацетилирование
ε-Ас-лизинсодержащих пептидов, хотя отщепления ε-Ас-группы от ε-Ac-
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Таблица 2

Биологическая ценность ацилированных пищевых белков

Белок

Казеин
Ас-Казеин
Sue-Казеин
Ас-Казеин
Sue-Казеин
Р Б К *
Suc-РБК
РБК
Ас-РБК
Ас-РБК
Suc-РБК
Suc-РБК
Suc-РБК
РБК
Suc-РБК
Казеин
Миофибриллярный белок

сердечной мышцы быка
(МБСМБ)

Ацетилированный МБСМБ
Сукцинилированный

МБСМБ

Степень моди-
фикации, %

0
35
74

100
100

0
30—40

0
50
75
25
40
75

0
90

—.
—

Коэффициент эффек-
тивности белка, %

100
48
12
64
12

110
79
101

103
85
96
73
35
41

4
2,5**
2,83**

2,55**
2,36**

Ссылки

_

[182]
[182]
[188]
[188]
120]
120]
115]
115]

[115]
[115]
|115]
[87]

[121]
[121]
[58]
[58]

[58]
[58]

* РБК— рыбный белковый концентрат.
·* В г/г привеса.

лизина в тех же условиях не наблюдалось [180] (табл. 2).
Что касается утилизации белков с ковалентно пришитыми аминокис-

лотами, то этот аспект требует дополнительного изучения. Метаболизм
таких белков несомненно затруднен [117], поскольку образованная изо-
пептидная связь не расщепляется пищеварительными ферментами, а
сами изопептиды не всасываются в кровь, как это показано на примере
глутамилсодержащих изопептидов [180]. С точки зрения авторов [64—
66] биодоступность белков с изопептидными фрагментами определяется
природой пришитых аминокислот и их стерической доступностью для
фермента.

На наш взгляд вместо ковалентного привязывания аминокислот бо-
лее рационально обогащение белковых изолятов добавками полиамино-
кислот. Превосходное усвоение полилизина служит основанием для та-
кой рекомендации [66, 192].

Сомнение вызывает биодоступность гибридных белковых коньюгатов,
полученных сшивкой остатков глутаминовой кислоты и лизина [128,
137]. Однако по мнению авторов [137, 193, 194] глутамиллизин-сшитые
белки полностью усваиваются в кишечнике, хотя, как правило, скорость
метаболизма предельно низка.

Объективная оценка и своевременное внедрение перспективных ме-
тодов модификации белковых изолятов позволят интенсифицировать ис-
пользование пищевых белков из традиционных и нетрадиционных источ-
ников для получения новых продуктов массового потребления.
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