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Цель исследования — разработка биотехнологического процесса получения белковых концентратов 
на  основе биокаталитической и  микробной конверсии гороховой муки и  вторичного продукта 
крахмального производства — сыворотки. В работе использовали стандартные и специальные методы 
анализа химического и биохимического состава: аминокислотного, углеводного, фракционного — 
муки, сыворотки и белковых концентратов. Установлено, что гороховая мука содержала 
52,28−57,05% водорастворимых азотистых веществ, 23,04−25,50% солерастворимых, 2,94−4,69% 
спирторастворимых, 0−0,61% растворимого глютенина, 6,67−10,40% щелочерастворимого глютенина 
и  5,96−10,86% нерастворимых склеротических веществ. Разработаны математическая модель 
и оптимальные параметры ферментативной экстракции белка гороха с выходом 65‒70%. Показано, 
что ультразвуковое воздействие повышало выход азотистых веществ на 23,16±0,69% по сравнению 
с  контролем без ультразвука. Белковый концентрат имел массовую долю азотистых веществ 
72,48±0,41% (N∙6,25) и полноценный аминокислотный состав. На  основе микробной конверсии 
сыворотки, остающейся после осаждения белка с использованием культур Saccharomyces сerevisiae 
121 и Geotrichum candidum 977 получены кормовые концентраты из  биомассы и культуральной 
жидкости с массовой долей биологически полноценного белка 61,68−70,48%. Белковые концентраты 
положительно влияли на показатели жизнедеятельности крыс и продукты их выделения. Разработана 
технологическая схема комплексной переработки зерна гороха и вторичного сырья крахмального 
производства для апробации в опытно-промышленных условиях.

Ключевые слова: горох, белковый концентрат, экстракты, сыворотка, биоконверсия, Geotrichum 
candidum, Saccharomyces cerevisiae, химический состав, аминокислотный состав
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Интерес к  белку из  зернобобовых в  соста-
ве различных пищевых и  кормовых продук-
тов обусловлен его питательной ценностью, 
надлежащими функциональными свойствами 

и относительно низкой стоимостью [1−5]. Белко-
вые концентраты и изоляты из  гороха, в основ-
ном импортного производства, с  содержанием 
белка до 80% сегодня применяют в производстве 

Список сокращений: АК — аминокислоты; БК — белковый концентрат; КМРК — кормовой микробно-растительный концен-
трат; СВ — сухое вещество; ФП — ферментные препараты; УЗ — ультразвук/ультразвуковая (обработка).
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хлебобулочных, макаронных изделий, имитаци-
онного молока, творога, йогурта, мясных ана-
логов, детского, спортивного питания, пище-
вых добавок и т. д. [5‒11]. Однако в связи с высо-
кой потребностью в  белковых продуктах важна 
разработка отечественных технологий концен-
трированных форм растительного белка с  вы-
сокой биологической и  функциональной цен-
ностью. Такие формы можно получить без при-
менения химических реагентов, в  том числе 
щелочи, вызывающих образование новых попе-
речных связей, оказывающих негативное воз-
действие на  здоровье животных  [12]. Сведений 
об использовании ферментных препаратов (ФП) 
для получения высокого выхода безопасных бел-
ков с повышенной массовой долей их в препара-
тах и  надлежащих функциональных свойствах 
из зернобобовых культур недостаточно. В связи 
с этим разработка новых способов экстрагирова-
ния белка из  гороха, без использования щелоч-
ных реагентов или с минимальным их количест-
вом, и  создание эффективных технологических 
схем актуальна.

Вопросы переработки традиционных зер-
новых культур по  такому направлению практи-
чески решены для производства сухой пшенич-
ной клейковины и  этилового спирта из  пше-
ницы, ржи, ячменя, других зерновых культур, 
используемых в  виде смесей или по  отдельно-
сти  [13‒15]. Большой опыт по переработке зер-
на накоплен в  ВНИИ крахмалопродуктов при 
производстве крахмала из  кукурузы, пшени-
цы, тритикале, овса, ячменя и др. с разработкой 
из  вторичных продуктов  — преимущественно 
кормовой продукции  [16‒22]. Так, установлена 
возможность микробиологической переработ-
ки безбелковых экстрактов и зерновой сыворот-
ки с  базидиальным грибом Pleurotus ostreatus 
23, дрожжами Saccharomyces cerevisiae, грибом 
Geotrichum candidum 977  и  с  их  ассоциациями 
с  получением кормового микробно-раститель-
ного концентрата (КМРК). Массовая доля бел-
ка в КРМК колебалась от 25,2 до 80,0% на сухое 
вещество (СВ)  [16‒20]. Более высокие резуль-
таты для белковых концентратов (БК) получе-
ны на тритикалевом экстракте и гороховой муке 
по  схеме с  использованием ферментных пре-
паратов (ФП)  [20], исключающих разрушение 
структуры и  состава белковых фракций сырья. 
Скор серосодержащих аминокислот (АК) бел-
ковых композитов составил 70%, остальных не-
заменимых АК — 100% и выше, массовая доля 
белка — 75‒80% на СВ [21].

Согласно статистическим данным, сырье-
вая база зернобобовых культур в нашей стране 

составляет 2,9‒3,7  млн. т  в  год, что достаточ-
но для производства белковых препаратов раз-
личных форм и свойств. В связи с этим назре-
ла необходимость разработки новой техноло-
гии БК  из  гороха с  применением его глубокой 
переработки, основанной на  использовании 
ФП и ультразвуковой (УЗ) обработки сырья для 
извлечения белка и  биологической модифика-
ции ее вторичных продуктов.

Цель работы  — разработка биотехнологиче-
ского процесса получения БК  на  основе биока-
талитической и  микробной конверсии горохо-
вой муки и  вторичного продукта крахмального 
производства — сыворотки.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Материалы
В работе использовали:
—  цельносмолотую нативную сортовую го-

роховую муку из зерна сорта Ямал, выращенного 
в Алтайском крае в 2017 году;

—  товарную муку с выходом 60‒70% и массо-
вой долей, % на СВ: белок (N∙6,25)* — 24,30±1,40, 
зола — 2,87±0,20, жир — 1,58±0,12, крахмал — 
50,60±1,10, углеводы — 22,42±3,66;

—  экструдированную гороховую муку 
от ООО «Юг России» (Россия) с массовой долей, 
% на  СВ: белок (Nx6,25)  — 23,67, зола  — 3,18, 
жир — 5,59, крахмал — 44,52, углеводы — 23,04.

Для выделения БК  использовали следующие 
ФП компании фирмы Novozymes А/S (Дания):

—  Shearzym 500  L  с  ксиланазной активно-
стью 500  ед/г  и  оптимальными условиями при 
65‒75 оС, рН 4,5‒5,5;

—  Viscoferm L  с  целлюлолитической ак-
тивностью 600  ед/г, оптимумом действия при 
50‒60 оС и рН 4,8‒5,8;

—  Fungamyl 800  L  — источник α-амилазы 
(50‒60 °C, рН 5,0‒6,5);

—  AMG 300 L 2500 — источник глюкоамила-
зы (55‒60 °С, рН 4,5‒5,5).

В  качестве источника протеаз использова-
ли ФП Distizym Protacid (Erbslon, Germany). Кон-
центрацию ФП изменяли от 50 до 190 ед/г сырья, 
продолжительность экстракции — от 1 до 5 ч, ги-
дромодуль — от 1:7 до 1:25 [20, 22].

Микроорганизмы были получены из  коллек-
ции Института микробиологии им. С.М. Виног-
радского. Филогенетическое положение ново-
го штамма Geotrichum candidum 977 установлено 
совместно с  ФГБУ ГосНИИгенетика (регистра-
ционный № ВКПМ Y-300). Музейные культуры 

* �К оэффициент конверсии азота в  белок, коэффициент 
Джонса.
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с  сусла-агара пересевали в  пробирку с  сыворот-
кой, полученной после выделения белка, и куль-
тивировали 24  ч. Посевную культуру пересева-
ли в колбы емкостью 300 см3 с 50 см3 питательной 
среды и выращивали на качалке при скорости вра-
щения 150 об/мин 48 ч при температуре 27±1 оС.

Анализ белков
Массовую долю белка в  БК  определяли 

по  ГОСТ 10846-91  и  по  методу Лоури, влаги  — 
по  ГОСТ 13586.5-93, клетчатки  — по  ГОСТ 
13496.2-91, золы — по ГОСТ 27494-87, жира — 
по ГОСТ 29033-91. Углеводный состав сыворотки 
исследовали на  газовом хроматографе Shimadzu 
GC MS 2010 (Shimadzu, Япония).

Фракционный состав белков определяли 
по методу Осборна в модификации Бушука [23]. 
Аминокислотный состав определяли на  хрома-
тографе модели L-8800 фирмы Hitachi (Япония) 
в стандартном режиме анализа белковых гидро-
лизатов с сульфированным сополимером стирола 
с  дивинилбензолом и  ступенчатым градиентом 
натрий-цитратного буферного раствора с  воз-
растающим значением рН и молярности (ГОСТ 
32195-2013). При расчете аминокислотного ско-
ра использовали шкалу эталонного белка ФАО/
ВОЗ (2011 г.). УЗ-обработку белковой суспензии 
проводили на  аппарате Soniprep 150  ME  (Mse 
Ltd., Великобритания).

Приготовление питательной среды
Для приготовления питательной среды ис-

пользовали сыворотку с  рН  6,0‒6,5  и  химиче-
ским составом: 1,4−2,3% СВ, азотистые сое-
динения  — 8,62–19,26% на  СВ; моносахари-
ды (мг/100  г): глюкоза − 185,7±1,2, фруктоза 
− 144,3±0,2, мальтоза − 270,6±2,3, мальтотриоза 
− 51,1±1,2, декстрины  — 398,2±0,43. Сыворот-
ку стерилизовали при давлении 0,1 МПа, в охла-
жденный субстрат вводили суспензию симбиоти-
ческих культур в количестве 3% от общей массы 
и выращивали при 26‒28 оC в течение 24‒48 ч, пе-
ремешивая на качалке со скоростью 150 об/мин. 
Суспензию инактивировали при 90‒100  оС в те-
чение 10‒15 мин и охлаждали 10‒15 мин при тем-
пературе 22±2  оС. Биомассу от  культуральной 
жидкости отделяли на центрифуге при 4 000 об/
мин в течение 10 мин. Биомассу (КМРК-1) и ми-
кробную суспензию (КМРК-2) высушивали 
на лиофильной установке Hochvacuum HVD TG-
50 (Veb Hochvakuum Dresden, Германия) в вакуу-
ме при –80 оС. Образцы анализировали на микро-
скопе Axioskop 40 FL (Carl Zeiss, Германия) при 
увеличении ×100  с  цифровой камерой AxioCam 
MRc 5 (Carl Zeiss, Германия).

Анализ влияния КМРК‒2 в составе корма 
на поведение и микрофлору фекалий крыс

Эксперименты проводили на самках крыс ли-
нии Wistar с массой тела 210‒230 г в виварии Ин-
ститута биохимии им. А.Н. Баха РАН. Живот-
ных содержали при 19−20 оС по 5 особей в клетке 
и  ежедневно давали комбикорм для лаборатор-
ных грызунов в расчете 40‒50 г на особь. Опыт-
ная группа получала в  составе комбикорма 5% 
КМРК-2.

Фекалии животных перетирали, взвешивали, 
образцы массой 1 г помещали в стерильные про-
бирки, гомогенизировали в физиологическом рас-
творе и разводили в соотношении 1:1‒1:4. Образцы 
пересевали и определяли количество мезофильных 
аэробных и  факультативно анаэробных микроор-
ганизмов (КМАФАнМ) на  мясо-пептонном агаре, 
молочнокислых бактерий (МКБ) — на среде МРС 
(ГОСТ 10444.11-89), бактерий группы кишечных 
палочек (БГКП)  — на  среде Эндо. Микрофлору 
фекалий опытных и  контрольных крыс исследо-
вали перед началом кормления КМРК‒2  и  в  кон-
це  — на  25  сутки. Посевы анализировали после 
48  ч  культивирования при 37  оС. Число колоний 
микроорганизмов выражали в КОЕ/г.

Обработка результатов
Экспериментальные данные обрабатывали 

в  программах TableCurve 2D 5.1, TableCurve 3D 
4.0, Mathematica 10.3 и Statistica 10. Доверитель-
ный интервал среднего арифметического рассчи-
тан по уровню значимости р = 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Определение фракционного состава белков
Для исключения использования щелочных 

растворов при экстракции белков и  предотвра-
щения их деструкции в основу процесса положе-
но использование гидролитических ФП подклас-
сов карбогидраз и протеаз для обеспечения повы-
шенного выхода и надлежащих функциональных 
свойств БК. Для выбора экстрагента исследова-
ли фракционный состав белков нативной и экс-
трудированной гороховой муки, так как с изме-
нением состава фракций белков  [24] экструзия 
могла положительно отразиться на  их  выходе. 
Установлено, что сортовая и  товарная горохо-
вая мука содержала 52,28−57,05% водораствори-
мых азотистых соединений, 23,04−25,50% соле-
растворимых и  2,94−4,69% спирторастворимых 
соединений, 0−0,61% растворимого глютенина, 
6,67−10,40% щелочерастворимого глютенина 
и  5,96−10,86% нерастворимых склеротических 
веществ (табл. 1). Общая сумма растворимых 
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азотистых соединений в  нативной муке соста-
вила 78,12−80,09% от общего количества в наве-
ске, что могло служить основанием для исполь-
зования одного раствора соли с целью перевода 
белков в раствор. Однако освободиться от  соли 
трудно по различным причинам.

Экструдированная мука имела в  своем со-
ставе в 2‒2,5 раза меньше водо- и солераствори-
мых фракций и в 1,6 раза меньше спиртораство-
римых белков, чем нативная мука. У  товарной 
муки после экструдирования почти в 8 раз увели-
чилось количество щелочерастворимых веществ, 
что могло сопровождаться изменениями в струк-
туре и/или свойствах белков  [12, 24]. Следова-
тельно, для выделения белков из экструдирован-
ной муки целесообразно использовать растворы 
щелочи, что нежелательно в  целях обеспечения 
безопасности продуктов Закономерности распре-
деления белков, определенных по методу Лоури, 
аналогичны закономерностям азотистых веществ: 
наибольшее количество белков приходилось 
на альбумины, глобулины, наименьшее — на про-
ламины и растворимые глютенины. В экструдиро-
ванной товарной муке также обнаружено в 10 раз 
больше щелочерастворимых белков, что еще раз 
указывало на то, что экструдированную муку не-
целесообразно использовать для выделения бел-
ков из-за возможно более низкого их выхода.

Оптимизация технологических параметров
Для исследования технологического про-

цесса использовали схему, разработанную 
нами для получения БК из вторичных продук-
тов переработки зерна тритикале на  крахмал 
с постадийным добавлением ФП, гидролизую-
щих различные виды связей в компонентах го-
роховой муки  [20]. Добавление ФП  осуществ-
ляли с  учетом оптимальных условий их  дей-
ствия. Установлено, что в  сумме на  Ι  стадии 
с ФП Viscoferm и Fungamil 800 L и на ΙΙ стадии 
с  ФП  Shearzym 500  и  АМG 300  L, также, как 
и на стадии ΙΙΙ с Distizym Protacid больше все-
го азотистых веществ перешло в  водный рас-
твор из сортовой гороховой муки. В этой муке 
содержалось меньше щелочерастворимых и не-
растворимых белков. Общая сумма водора-
створимых веществ (58,08%) в  присутствии 
ФП у сортовой нативной муки выше на 32,83% 
и  34,76%, чем, соответственно, у  товарной 
и  экструдированной сортовой муки (табл. 2), 
поэтому дальнейшие исследования продолже-
ны с сортовой гороховой мукой.

Для определения оптимальных параметров 
экстрагирования белков составили матрицу плани-
рования эксперимента из 25 опытов зависимости 
растворимости (R) белка муки от  концентрации 
ФП  (sv), гидромодуля (gl) и  продолжительности 

Та бл и ц а  1
Фракционный состав азотистых и белковых веществ различных видов гороховой муки
Fractional composition of nitrogenous and protein substances of various types of pea flour

Массовая доля, % от общего количества в образце
Растворитель

Вода 0,5 М NaCl 70%-ный этанол 0,1 М
СН3СООН 0,05 н NaOH Нерастворимые 

склеробелки
Сортовая мука

Азотистые вещества (Метод Къельдаля, N×6,25)
57,05±0,05 23,04±0,40 2,94±0,08 0,61±0,07 10,40±0,04 5,96±1,20

Белковые вещества (метод Лоури)
49,79±1,05 15,42±0,52 2,86 ±0,60 0,26 ±0,05 6,20 ±0,46 5,96±0,06

Товарная мука
Азотистые вещества (Метод Къельдаля, N×6,25)

52,28±0,08 25,50±0,90 4,69±.06 0 6,67±0,10 10,86±0,32
Белковые вещества (метод Лоури)

46,78±0,10 12,53 ±0,1 2,88 ±0,75 0,11 ±0,10 5,44±0,89 10,86±1,06
Экструдированная товарная мука (N×6,25)

Азотистые вещества (Метод Къельдаля, N×6,25)
25,84±0,10 10,73±1,01 2,84±0,05 0 52,70±1,0 4,91±0,06

Белковые вещества (метод Лоури)
18,62±1,59 6,53 ±0,10 2,76 ±0,14 0,43 ±0,08 50,88±1,21 4,91±0,05
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экстракции на первых двух стадиях (t). Использо-
ваны частные эмпирические зависимости раство-
римости белка от влияющих факторов в виде: R= 
α0 ∙ f1 ∙ f2 ∙ f3, — где α0 — неизвестный коэффици-
ент, f1, f2, f3 — эмпирические зависимости усред-
ненных значений R  от  влияющих факторов sv, 
t и gl, которые находились из плана эксперимента 

по  методу латинских многоугольников. Данные 
обработаны в  программе TableCurve 2D. Резуль-
таты обработки растворимости белка от факторов 
приведены на рис. 1.

Зависимость растворимости белка (R, %) 
от влияющих факторов оценивали по формуле:

R = α0 ∙ f1 ∙ f2 ∙ f3 ∙ f4;

Та бл и ц а  2
Растворимость белков гороховой муки по стадиям процесса
The solubility of pea flour proteins in the stages of the process

Мука
Растворимость белков, % от общего количества в образце

Стадии процесса
Ι + ΙΙ ΙΙΙ ΙV Сумма Ι+ΙV Осадок Сумма

Товарная мука 17,72±0,50 5,60±0,08 47,51±0,59 70,83±1,17 26,65±1,37 97,48±2,54

Экструдированная мука 19,75±0,31 5,50±0,08 56,86±0,27 82,11±0,66 17,08±0,29 99,19±0,95

Сортовая мука 28,90±1,01 29,2±0,09 34,75±3,02 92,83±1,01 8,12±1,08 100,9±2,02
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Рис. 1. Зависимость растворимости белка от гидромодуля (a), концентрации ФП (b), продолжительности фермента-
ции (c). 3D-график зависимости растворимости белка от концентрации ФП и продолжительности ферментации (d).

Fig. 1. The dependence of  protein solubility on  the hydromodule (a), the concentration of  enzyme preparations (b), the 
duration of fermentation the duration of the process (c). 3D plot of the dependence of protein solubility on the concentration 
of enzyme preparations and duration of fermentation (d).
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Частные эмпирические зависимости раство-
римости белка имели вид:

— f1 от концентрации ФП (sv, ед/г):
f1 = 22,52 + 0,0238sv;

— f2 от продолжительности обработки (t, ч):

f2 = 1 ;0,0434 – 0,00257 • t + 0,000305 • t2

— f3 от гидромодуля (gl):

f3 = 26,58 – 3,215 • erf  [ ( gl – 10,97 )2
] ;2,1283

где erf — это функция ошибок.

Для нахождения неизвестного коэффициента 
α0  использовали программу Mathematica 12, по-
лучали решение задачи определения коэффици-
ента α0  и  график взаимосвязи расчетных и  эк-
спериментальных данных с коэффициентом кор-
реляции 0,97  и  двух-, трехмерные зависимости 
факторов и функции растворимости (рис. 1): ги-
дромодуля (a), концентрации ФП  (b), продолжи-
тельности ферментации (c) и  3D-график зави-
симости растворимости белка от  концентрации 
ФП и продолжительности ферментации (d).

Выведено уравнение зависимости раствори-
мости белка от технологических факторов:

R = –0,382105 • (946,218 + sv) • (–8,2675 + Erfc [0,220767 • (10,97 + gl)2 ]) )2
] ,142,295 + t • (–8,42623 + t )

где R  — растворимость белка, %; sv — кон-
центрация ФП, ед/г СВ; t — продолжительность 
ферментации, ч; gl — гидромодуль; Erfc — допол-
нительная функция ошибок.

После решения задачи получили оптималь-
ные значения факторов для максимальной рас-
творимости R  белка на  первых двух стадиях: 
sv −170 ед/г СВ, t — 4,2 ч, g1 — 15. После обра-
ботки остатка на  стадии ΙΙΙ протеолитическим 
ФП Distizym в течение 2 ч при рН 3,1 раствори-
мость белка достигла 60±1%. Для сокращения 
объема жидкой части использовали одну стадию 
с добавлением ФП в той же последовательности, 
как на Ι−ΙΙΙ стадиях, и при тех же условиях с од-
ним центрифугированием для отделения обще-
го растворенного белка от осадка. Растворимость 
белков составила 73,77±0,70%, общих азотистых 
веществ  — 76,14±0,09%, против 48,69±0,65% 
и  60,0±1,03%, соответственно, в  предыдущем 
варианте с  тремя стадиями при добавлении 
ФП по отдельности.

Ультразвуковая обработка. Исследование 
влияния УЗ  на  растворимость белков и  азоти-
стых веществ суспензии гороховой муки пока-
зало, что обработка УЗ до воздействия ФП и об-
работка УЗ остатка после удаления из суспензии 
азотистых веществ с ФП обеспечивает одинако-
вые результаты. Максимальный переход белка 
в раствор достигался при трехминутном УЗ-воз-
действии при амплитуде волны 10 мкм. Раство-
римость общих азотистых веществ, по  срав-
нению с  контролем, увеличивалась на  23,16% 
(рис. 2), растворимость истинного белка  — 
на  21,42% При всех остальных значениях вре-
мени воздействия растворимость оставалась 
ниже, чем при 3  мин, независимо от  значений 
амплитуды УЗ-волны. Таким образом, УЗ-об-
работка суспензии гороховой муки с ФП обес-
печивала растворимость азотистых веществ 

на 83−84% без использования растворов щело-
чи. Гидролизуя связи между углеродом и кисло-
родом в  клетчатке, гемицеллюлозах, крахмале 
и частично в белках между углеродом и азотом, 
ФП  облегчали переход белков в  раствор и  по-
вышали их выход. Белки из раствора выделяли 
осаждением 10%-ным раствором НСl в изоэлек-
трической точке 4,2 с последующим центрифу-
гированием суспензии при 5 000 об/мин и отде-
лением сыворотки. Осадок промывали водой, 
высушивали лиофильным способом и  получа-
ли БК с химическим составом (в % на СВ): бе-
лок (N×6,25)  — 72,48±0,41, зола  — 1,55±0,07, 
жир — 4,47±0,27, углеводы — 24,5±0,76. Выход 
белков с концентратом составил 65‒70% от об-
щего содержания их в сырье.
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Рис. 2. Влияние длительности УЗ-обработки су-
спензии гороховой муки на  растворимость азоти-
стых веществ.

Fig. 2. The effect of  the duration of  ultrasonic 
treatment of a suspension of pea flour on the solubility 
of nitrogenous substances.

Микробиологическая переработка сыво-
ротки в  КМРК. Повышение кормовой ценно-
сти безбелковой сыворотки и  трансформация 
ее компонентов в КМРК достигалась с помощью 
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микроорганизмов, для культивирования кото-
рых разработаны условия подготовки питатель-
ной среды и ферментации. Микроорганизмы вы-
бирали из  дрожжей родов Pichia, Rhodotorula, 
Hansenula, Saccharomyces и  микромицетов, ис-
пользуемых в сыроделии: Geotrichum, Penicillium. 
Активно росли на  сыворотке представители ро-
дов Pichia, Saccharomyces, тогда как Rhodotorula 
и  Hansenula развивались слабо. Для исследова-
ний выбрали дрожжи S. сerevisiae и микромицет 
G. сandidum 977. Культура G. сandidum 977 под-
щелачивала субстрат в процессе роста до слабо-
щелочных значений. G. candidum 977 использова-
ли совместно с S. cerevisiae в соотношении 1 : 1. 

Морфология клеток монокультур и  смешанной 
культуры представлена на рис. 3.

Изучение влияние рН  субстрата, температуры 
и количества посевного материала на образование 
биомассы в течение 2 сут. показало, что наиболее 
эффективным для роста был диапазон рН 6,0−6,5; 
при более низких рН (4,5−5,0) или более высоких 
(7,5−8,0) рост микроорганизмов замедлялся. Сов-
местное культивирование 3% дрожжей и  микро-
мицета при температуре 26‒28  оС  способствова-
ло накоплению биомассы (рис. 4) с массовой долей 
белка 57,90±0,51% на  СВ, тогда как на  отдель-
ных культурах количество белка достигало (в  % 
на СВ): 16,39% для G. candidum 977 и 50,23% для 

Та бл и ц а  3
Аминокислотный скор белковых продуктов
Amino acid score of protein products

Концентрат
Аминокислотный скор, %

Val His Ile Leu Lys Меt+Cys Тhr Тrp Phe+Тyr

Белковый концентрат 100 133 150 130 131 100 157 196 197
КМРК из биомассы 107 219 124 107 116 226 179 247 197

a b c

Рис. 3. Клетки монокультур и их консорциума: S. cerevisiae (a), G. candidum 977 (b), S. cerevisiae + G. candidum 977 (c).

Fig. 3. Monoculture cells and their consortium: S. cerevisiae (a), G. candidum 977 (b), S. cerevisiae + G. candidum 977 (c).
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Рис. 4. Влияние кислотности среды (a) и количества посевного материала (1‒7%) (b) на количество биомассы куль-
тур G. candidum 977 + S. cerevisiae 121.

Fig. 4. The effect of the acidity of the medium (a) and the amount of seed (b) on the amount of biomass of G. candidum 977 
+ S. cerevisiae 121.



56 Biotechnology  2020  V. 36  No. 4

 Куликов и др.

S. cerevisiae 121. Микробную суспензию лиофиль-
но высушивали и получали КМРК-2, а после цен-
трифугирования суспензии, промывки биомассы 
водой и высушивания — препарат КМРК-1. По ор-
ганолептическим показателям концентраты пред-
ставляли собой рассыпчатые порошки светло-кре-
мового цвета без постороннего запаха. Типичный 
химический состав КМРК-2  из  биомассы с  куль-
туральной жидкостью, % на СВ: белок (N×6,25) — 
61,68±0,4, зола  — 8,60±0,03, жир  — 8,31±0,36, 
углеводы (по разнице) — 21,41±0,55. Химический 
состав биомассы на гороховой сыворотке (КМРК-
1), % на СВ: белок (N×6,25) — 70,48±0,41, зола — 
1,55±0,07, жир — 4,47±0,27, углеводы — 24,5±0,76.

БК и КМРК по аминокислотному составу пол-
ноценные, на  что указывали значения скора не-
заменимых АК, который рассчитывали с исполь-
зованием эталонной шкалы, утвержденной ФАО/
ВОЗ в 2011 году (табл. 3). Скор выше или 100% 
имели все незаменимые АК, даже скор Меt+Cys 
был в  диапазоне 100‒226%, который ранее был 
недостижим при использовании другого сырья.

Влияние КМРК в составе корма на поведение 
и микрофлору фекалий крыс. В опытах на кры-
сах использовали КМРК-2. Степень поедания кор-
ма в течение 25 сут была одинаковой в контрольной 
и опытной группах. Отсутствовала разница по аппе-
титу, двигательной активности, реакции на внешние 

раздражители, пищеварению, состоянию кож-
ных покровов. КМАФАнМ, БГКП (Escherichia, 
Citrobacter, Enterobacter, Serratia) и  МКБ в  соста-
ве фекалий обеих групп животных были практи-
чески идентичными: в  контрольной группе крыс 
на 25 день — 1,5∙108, в опытной — 1,6∙108, БГКП — 
1,3∙106 и 1,1∙106, МКБ — 1,1∙105 и 1,2∙105 соответ-
ственно. Результаты указывали на доброкачествен-
ность, безопасность и перспективность включения 
КМРК-2 в состав рациона животных.

На  основе полученных данных разработана 
комплексная схема переработки гороха на белко-
вый концентрат пищевого и  кормового назначе-
ния, предназначенная для апробации в  опытно-
промышленных условиях (рис. 5).

Таким образом, с  применением ферментных 
препаратов, катализирующих гидролиз клетчатки, 
гемицелллюлоз, крахмала, декстринов, частично 
и белков, с дополнительной УЗ-обработкой проме-
жуточных продуктов переработки гороховой муки 
разработан биотехнологический процесс получе-
ния пищевого биологически полноценного белко-
вого концентрата с  выходом 65‒75% и  массовой 
долей белка в  нем 72,48±0,41% без использова-
ния щелочи. С помощью микробной биоконверсии 
вторичного продукта, остающегося после осажде-
ния белков при получении белкового концентрата 
из гороховой муки (сыворотки), с совместным ис-
пользованием гриба G. candidum 977  и  дрожжей 

Гороховая мука

Нерастворимый осадок

Вода, ферментные препараты

Белковый концентрат
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Сыворотка

КМРК-1Влажная 
биомасса
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Ферментация
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Рис. 5. Схема получения КМРК-1 и КМРК-2 микробной трансформацией сыворотки.

Fig. 5. Scheme for obtaining FMPC-1 and FMPC-2 by microbial transformation of the serum.
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Биологическая переработка зерна гороха и вторичного сырья

S.  cerevisiae 121 установлена возможность произ-
водства безопасного кормового микробно-расти-
тельного концентрата с массовой долей биологиче-
ски полноценного белка на уровне 70,48‒72,48%.
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Abstract–The goal of the study was to develop a biotechnological process for the production of protein 
concentrates via bioconversion of  pea flour and whey, a  secondary product of  starch manufacture. 
Standard and special methods were used to analyze the chemical and biochemical composition of protein 
concentrates (amino acid, carbohydrate, and fractional) of flour, whey and protein concentrates. It was 
established that pea flour contains 52.28–57.05% water-soluble nitrogenous substances, 23.04–25.50% 
salt-soluble, 2.94–4.69% alcohol-soluble compounds, 0–0.61% of soluble glutenine, 6.67–10.40% alkali-
soluble glutenine and 5.96–10.86% insoluble sclerotic substances. A mathematical model and optimal 
parameters of the enzymatic extraction of pea protein with a yield of 65–70% were developed. Ultrasonic 
exposure increased the yield of nitrogenous substances by 23.16 ± 0.69%, compared with the control 
without ultrasound. The protein concentrate had a mass fraction of nitrogenous substances of 72.48 ± 
0.41% (Nx6.25) and a complete amino acid composition. The microbial conversion by the Saccharomyces 
cerevisiae 121 and Geotrichum candidum 977 cultures of starch whey which remained after protein 
precipitation allowed us to obtain feed concentrates from biomass and culture liquid with a protein mass 
fraction of 61.68–70.48% (Nx6.25). Protein concentrates positively affected the vital signs of rats and their 
excretory products. A technological scheme was developed to test the complex pea grain and starch whey 
processing under pilot conditions.

Key words: pea, protein concentrate, extracts, whey, bioconversion, Geotrichum candidum, Saccharomyces 
cerevisiae, chemical composition, amino acid composition
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