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Изоляты растительных белков – распространенные пищевые ингредиенты. Дифференциальная
сканирующая калориметрия изолятов используется для предсказания их функциональных свойств,
в том числе для оценки способности образовывать биопластик благодаря формированию
межмолекулярных дисульфидных, гидрофобных и других типов связей при нагревании. В данной
работе мы использовали дифференциальную сканирующую калориметрию суспензии изолята
белкa сои в глицерине. Было показано, что процесс нагревания изолята в присутствии глицерина
идет с выделением тепла. Предварительная тепловая денатурация водного раствора белков сои
(95°С, 30 мин) увеличивала тепловой эффект, в то время как ферментативный гидролиз белка
приводил к потере экзотермического теплового эффекта. Добавление β-меркаптоэтанола к изоляту
белков сои никак не влияло на наблюдаемый экзотермический процесс, что свидетельствует об
отсутствии вклада формирования новых дисульфидных связей в данном случае. Таким образом,
образование биопластика изолятом белков сои не зависит от формирования новых дисульфидных
связей, а использование метода дифференциальной сканирующей калориметрии можно
рассматривать как метод оценки растворимости препарата белка.
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Изоляты пищевых белков активно использу-

ются как ингредиенты продуктов питания с высо-

кой пищевой ценностью. Кроме пищевой ценно-

сти изоляты обладают такими свойствами, как

пенообразование, эмульсификация, гелеобразо-

вание и прочее, что влияет на технологический

процесс производства продуктов питания с

использованием изолятов. Эти свойства опреде-

ляются главным образом растворимостью белка,

а также внутри- и межмолекулярными взаимо-

действиями белков изолята. Особенности

структуры белков определяют характер этих

взаимодействий. Таким образом, технологиче-

ские свойства белоксодержащего ингредиента

могут определяться особенностями структуры

входящих в его состав белков, свойства которых,

в свою очередь, могут меняться условиями его по-

лучения: температурой (например, в разных ти-

пах сушки [1]), воздействием химических ве-

ществ и др.

Изолят белков сои (ИБС) – один из самых рас-

пространенных белковых ингредиентов в пище-

вой промышленности [2]. Это связано как с пи-

щевой ценностью изолята, так и со способностью

данного ингредиента изменять текстуру и другие

технологические свойства готового продукта.
Сокращения: ИБС – изолят белков сои, ДСК – дифферен-
циальная сканирующая калориметрия. 
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Технологические свойства изолятов белка можно

изменять целенаправленно под действием про-

теолитических ферментов. Например, фермента-

тивная обработка может менять пенообразующие

свойства ИБС [3], использование разных фер-

ментов может снижать горечь гидролизатов [4],

ферментативные гидролизаты разной степени

гидролиза имеют разные пенообразующие, жиро-

удерживающие свойства и различную раствори-

мость [5, 6].

Метод дифференциальной сканирующей ка-

лориметрии (ДСК) используется очень широко

для задач пищевой промышленности. С помо-

щью ДСК была замечена разница в термоста-

бильности белков, высушенных лиофильно или с

помощью распылительной сушки [7]. Метод поз-

воляет оценить свойства эмульсии на основе

ИБС [8, 9] и другие его свойства, в том числе

свойства гидролизатов [10–12].

Обычно методом ДСК исследуют водные рас-

творы белков. Иногда в качестве растворителя 
также используют глицерин. Было показано, что 
глицерин стабилизирует белки и повышает тем-

пературу их тепловой денатурации, напримеð для 
лизоцима, что регистрируется сдвигом эндотер-

мического пика в высокотемпературные области 
[13–15]. Для ряда других белков, например для 
белков сои, при нагревании с глицерином мето-

дом ДСК регистрируется выделение тепла [16, 
17]. Экзотермический эффект объясняется обра-

зованием новых межмолекулярных взаимодей-

ствий белков при нагревании в присутствии гли-

церина: вследствие тепловой денатурация наружу 
экспонируются гидрофобные аминокислоты, ко-

торые начинают взаимодействовать с глицери-

ном [16]. Глицерин также используется в 

качестве пластификатора при формировании 
биодеградируемой пластмассы (биопластик), 

например на основе изолята белка сои [18]. 

Глицерин является стимулятором этого процесса 

[19, 20]. Кроме межмолекулярных гидрофобных 
взаимодействий, образующихся при нагревании 

белков с глицерином, к причинам образования 
биопластика причисляют формирование новых 

дисульфидных связей [20], однако прямые 

доказательства этого в литературе отсутствуют.

В нашей работе мы оценили вклад образова-

ния новых дисульфидных связей в образование

биопластика при нагревании ИБС в растворе гли-

церина, добавляя восстанавливающий агент

(β-меркаптоэтанол). Также мы сравнили влияние

глицерина в тигле сравнения на качественный ре-

зультат получаемых термограмм в двух разных ка-

лориметрах теплового потока. Было показано,

что наличие тигля с глицерином в ячейке сравне-

ния с разной степенью влияло на качество полу-

чаемых термограмм в зависимости от используе-

мого калориметра.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали изолят белков сои

(ИБС) Shansong 90 (Linyi Shansong Biological

Products Co., Ltd., Китай; 90% белка), лизоцим

куриного белка («Реахим», Россия), глицерин

(PanReac Applichem, 151339.1211), β-меркаптоэта-

нол (PanReac Applichem, A1108,0100).

Предварительную тепловую обработку ИБС

проводили следующим образом. 10%-й водный

раствор ИБС нагревали при 95°С в течение 30 мин

при активном перемешивании и охлаждали при

комнатной температуре. Далее проводили лио-

фильную сушку.

Для определения растворимости взвешивали

2.5 г изолята белка и постепенно вносили в стакан

с 50 мл деионизированной воды, предварительно

нагретой до 25°С и перемешиваемой на магнит-

ной мешалке. Полученные суспензии инкубиро-

вали 2 ч при температуре 25°С с перемешивани-

ем, после чего центрифугировали 20 мин при

3000 g и еще 10 мин при 12000 g. Для удаления не-

растворившихся остатков отобранный суперна-

тант фильтровали через фильтр с диаметром пор

0.45 мкм. Содержание белка в полученных образ-

цах определяли по реакции с биуретовым реакти-

вом, оптическую плотность измеряли при помо-

щи планшетного фотометра при длине волны

540 нм после 10 мин инкубации образцов с биуре-

товым реактивом в соотношении 1 : 4

(образец : биуретовый реактив). Для построения

калибровочной кривой использовали бычий сы-

вороточный альбумин.

Измеряли протеолитическую активность фер-

ментного препарата и проводили гидролиз ИБС,

как описано ранее [21]. Раствор ИБС гидролизо-

вали c помощью Alkalase 2.4 LFG (Novozymes, Да-

ния) из расчета 3 ед. на 1 г белка при 50°С при ак-

тивном перемешивании в течение 2 ч. Образцы

лиофильно высушивали в течение 2 суток при

остаточном давлении в 3–4 Па до температуры

образца, равной комнатной, с помощью лио-

фильной сушилки ЛС-1000 («Проинтех-Био»,

Россия).

Пробоподготовку для дифференциальной ска-

нирующей калориметрии проводили следующим

образом. В емкость с глицерином засыпали по-

рошкообразный исследуемый образец массой в

5 раз меньше массы глицерина в емкости. Обра-

зец перемешивали с глицерином до получения

гомогенной смеси. В случае использования β-
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меркаптоэтанола в полученную смесь добавляли

восстанавливающий агент и активно перемеши-

вали. Измерение со свежеприготовленной сме-

сью (не более часа после приготовления) прово-

дили на калориметрах теплового потока ЛТК-

ДСМ-КБ-80 (ИБП РАН, Россия) и DSC 204 HP

Phoenix (Netzsch, Германия): 90–120 мг или 25–

35 мг образца (смесь белка с глицерином) соот-

ветственно помещали в открытый алюминиевый

тигель. В ячейку сравнения помещали пустой ти-

гель или тигель с глицерином, по массе равным

образцу в экспериментальном тигле (при получе-

нии ДСК-кривых, представленных на рис. 1, в

ячейке сравнения находился пустой тигель). В

случае использования β-меркаптоэтанола в гли-

церин тигля сравнения добавляли восстанавлива-

ющий агент до конечной концентрации, равной в

исследуемом образце. Из полученных термо-

грамм вычитали базовую термограмму прибора.

В случае калориметра DSC 204 HP Phoenix из-

мерение проводили как описано в ГОСТ Р 56754-

2015. Калибровку ЛТК-ДСМ-КБ-80 проводили

по индию (ГСО 2313-82) и олову (ГСО 2314-82):

начало фронта фазового перехода индия и олова

брали за стандартную температуру фазового пере-

хода, затем вычисляли коэффициенты для урав-

нения, чтобы согласовать код аналого-цифрового

преобразователя с температурой.

Скорость измерения составляла 10°С/мин, как

в других работах по ДСК изолята белков сои в

глицерине [16, 17]. Все измерения проводили при

нормальном атмосферном давлении.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При нормальном атмосферном давлении ис-

парение воды порошкообразных препаратов бел-

ков будет влиять на получаемые термограммы в

диапазоне интересующих температур. Чтобы ис-

ключить вклад испарения воды, в качестве рас-

творителя был использован глицерин. Известно,

что температура кипения воды в смеси с глицери-

ном возрастает: например, 10%-й водно-глицери-

новый раствор (с содержанием воды 10%) имеет

температуру кипения 139.8°С [22].

Нами было показано, что испарение воды вно-

сит вклад в результаты ДСК начиная с 60 или 90°С

при использовании соответственно открытого

или герметично закрытого тигля (рис. 1а). В по-

следнем случае разгерметизация происходит по

причине повышения давления внутри тигля. Ес-

ли же воду смешать с глицерином, то начало ее

испарения регистрируется лишь после 110°С, что

позволяет использовать открытый тигель и полу-

чать результаты ДСК для белка без вклада испаре-

ния воды в получаемые термограммы до данных

значений температур (рис. 1б).

Обычно в экспериментах ДСК в ячейку срав-

нения помещают тигель с растворителем. Мы ре-

шили проверить, насколько это важно для полу-

чения качественного результата при использова-

нии глицерина как растворителя. Влияние

глицерина в ячейке сравнения проверяли на двух

разных приборах. Как на калориметре SC 204 HP

Phoenix (рис. 2а), так и на калориметре ЛТК-

ДСМ-КБ-80 (рис. 2б,в) наличие глицерина в тиг-

Рис. 1. Термограммы ДСК: (а) – вода (3.44 мкл) в открытом тигле (сплошная кривая) и в закрытом тигле (пунктирная
кривая); (б) – смесь глицерина c водой (кривая 1 – без воды, кривая 2 – 10%, кривая 3 – 15%, кривая 4 – 20%, кривая
5 – 25% воды в глицерине; базовая термограмма прибора не вычтена; в ячейке сравнения пустой тигель). Результаты
получены на калориметре ЛТК-ДСМ-КБ-80 (ИБП РАН, Россия).
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ле сравнения качественно улучшало результаты

ДСК. Для калориметра ЛТК-ДСМ-КБ-80 нали-

чие глицерина в тигле сравнения было более кри-

тично при получении термограмм в сравнении с

калориметром DSC 204 HP Phoenix. Это объясня-

ется теплофизическими свойствами блока перво-

го калориметра, обладающего меньшей чувстви-

тельностью. В качестве примера: измерительные

ячейки блока ЛТК-ДСМ-КБ-80 выполнены из

нержавеющей стали, теплопроводность которой

в 23 раза ниже, чем серебро, служащее материа-

лом блока калориметра DSC 204 HP Phoenix.

Следовательно, использование тигля с глицери-

ном в ячейке сравнения может быть особенно

критично для некоторых калориметров, напри-

мер с блоками, сделанными из материала с низ-

кой теплопроводностью.

Пик эндотермического процесса ДСК лизоци-

ма наблюдали при 90°С при использовании обоих

приборов, что соответствует ранним наблюдени-

ям [15]. Интересно отметить, что при 55°С наблю-

дался экзотермический ДСК-процесс лизоцима,

который отчетливо детектировался при исполь-

зовании тигля с глицерином в ячейке сравнения

(рис. 2а,в). Наблюдаемый экзотермический про-

цесс при 55°С мы пока объяснить не можем.

Исследование с помощью ДСК изолята белка

сои в смеси с глицерином ранее показало, что пик

экзотермического процесса при нагревании при-

ходится на 70–80°С в зависимости от соотноше-

ния воды и глицерина в смеси с белком [16]. В на-

ших экспериментальных условиях он находится в

области 105°С (рис. 3а).

Предварительная тепловая обработка водного

раствора ИБС (95°С, 30 мин) приводила к увели-

чению растворимости белка: растворимость ис-

ходного препарата ИБС составляла 45% (SD = 2),

после обработки – 82% (SD = 4). Данная обработ-

ка также приводила к увеличению экзотермиче-

ского теплового эффекта примерно в два раза и к

сдвигу пика в область 95°С (рис. 3а). ДСК фер-

ментативного гидролизата ИБС (распределение

молекулярных масс пептидов: <1 кДа – 5.5%, 1–

12.5 кДа – 72%, >12.5 кДа – 22% [21]), полученно-

го с помощью препарата алкалазы, показало зна-

чительное снижение экзотермического теплового

эффекта (рис. 3б).

Экзотермический процесс при пластифика-

ции белков в присутствии глицерина объясняется

образованием новых связей, в том числе образо-

ванием дисульфидных связей при нагревании.

Чтобы оценить вклад в экзотермический процесс

образования дисульфидных связей, мы провели

ДСК изолята белка сои в глицерине в присут-

ствии 1% β-меркаптоэтанола для исходного пре-

парата ИБС (рис. 3в) и для препарата ИБС после

тепловой обработки водного раствора (рис. 3г).

Известно, что β-меркаптоэтанол восстанавливает

дисульфидные связи. Оказалось, что β-меркапто-

этанол значительно не влияет на наблюдаемый

экзотермический тепловой эффект белков ИБС.

Рис. 2. Термограммы ДСК: (а) – смесь лизоцима с глицерином с использованием (пунктирная кривая) и без
использования (сплошная кривая) тигля с глицерином в ячейке сравнения, результаты получены на калориметре SC
204 HP Phoenix (Netzsch, Германия); (б) – смесь лизоцима с глицерином без использования тигля с глицерином в
ячейке сравнения; (в) – смесь лизоцима с глицерином с использованием тигля с глицерином в ячейке сравнения.
Термограммы (б) и (в) получены на калориметре ЛТК-ДСМ-КБ-80 (ИБП РАН, Россия).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было известно, что при тепловой дена-

турации изолята белка сои в присутствии глице-

рина наблюдается экзотермический тепловой эф-

фект [16, 17]. Выделение тепла объясняется новы-

ми гидрофобными взаимодействиями, а также

формированием дисульфидных связей в процессе

нагревания. Действительно, известно, что в вод-

ном растворе некоторые белки сои при нагрева-

нии при 80–100°С образуют новые межмолеку-

лярные дисульфидные связи [23], хотя они и не

являются движущей силой при агрегации [24].

Происходит ли формирование дисульфидных

связей белков сои в глицерине при нагревании,

до сих пор экспериментально не представлено.

В нашей работе было показано, что в случае

ИБС экзотермический тепловой эффект не зави-

сит от формирования дисульфидных мостиков,

что экспериментально продемонстрировано до-

бавлением в смесь восстанавливающего агента

(β-меркаптоэтанола). Интересным наблюдением

является увеличение теплового эффекта для ИБС

после предварительного нагрева при 95°С. Веро-

ятно, такая предварительная процедура позволит

в будущем получать биопластик с улучшенными

свойствами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Метод дифференциальной сканирующей ка-

лориметрии широко используется как для иссле-

дования стабильности структуры белков, так и

для предсказания функциональных свойств пи-

щевых белоксодержащих ингредиентов. Исполь-

зование глицерина в качестве растворителя вме-

сто воды при ДСК ИБС приводит к наблюдению

экзотермического теплового эффекта. При этом

экзотермический эффект при ДСК ИБС не зави-

сит от образования дисульфидных мостиков. В

Рис. 3. Термограммы изолята белка сои в глицерине: (а) – исходный ИБС (пунктирная кривая) и ИБС после
нагревания раствора при 95°С в течение 30 мин (сплошная кривая), (б) – гидролизат ИБС, (в) – исходный ИБС
(пунктирная кривая) и он же в присутствии 1% β-меркаптоэтанола (сплошная кривая), (г) – ИБС после нагревания
раствора при 95°С в течение 30 мин (пунктирная кривая) и он же в присутствии 1% β-меркаптоэтанола (сплошная
кривая). 
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дальнейшем полученные результаты могут лечь в

основу предсказания функциональных свойств

препаратов пищевых белков, по крайней мере

растворимости. Также полученные результаты

могут поспособствовать пониманию механизмов

формирования биопластика на основе ИБС при

нагревании в присутствии глицерина.
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 Differential Scanning Calorimetry of Edible Plant-based Protein 

Using Glycerol as a Medium

 A.M. Lukin*, M.M. Dotlov*, N.V. Pozdnyakov*, **, S.V. Shilov*, R.Kh. Sadreeva***,
D.S. Beloklokov***, A.A. Zalyatdinov***, V.V. Kononenko*, and E.A. Sogorin*

*Institute for Biological Instrumentation, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 5, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia 

**Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia 

***Almetyevsk State Oil Institute, ul. Lenina 2, Almetyevsk, Republic of Tatarstan, 423462 Russia

Plant-based protein isolates are common food ingredients. Differential scanning calorimetry is  used to fore-
cast functional properties of these isolates as well as to evaluate  the propensity of these isolates for bioplastic
formation  through heat-induced formation of intermolecular disulfide, hydrophobic, and other types of
bonds. In this work, differential scanning calorimetry was employed in the study of a suspension containing
soy protein isolate and glycerol. It was shown that heat release occurred upon heating the isolate in the pres-
ence of glycerol. Preheating-induced denaturation of soy proteins in aqueous solution (95°С, 30 min) made
the observed heat more exothermic, whereas exothermic reaction was not observed during enzymatic hydro-
lysis of  the protein. Since adding β-mercaptoethanol to soy protein isolate had no effect on the observed exo-
thermic process, this chemical compound could not contribute to formation of new disulfide bonds. Thus,
bioplastic formation using soy protein isolate occurs independently of the formation of new disulfide bonds,
and differential scanning calorimetry can be used to assess protein solubility.

Keywords: differential scanning calorimetry, soy protein isolate, lysozyme, endothermic process, exothermic pro-
cess, glycerol
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