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Ожирение является проблемой современного мира. Избыток веса приводит к развитию сердечно-сосудистых заболеваний, са-
харному диабету 2-го типа. Альтернативой диете с низким гликемическим индексом являются продукты, замедляющие усвоение 
углеводов за счет ингибирования ферментов, ответственных за их усвоение. Эти продукты включают ингибиторы α-амилазы и 
глюкозидазы. Белковые вещества ингибиторного действия содержатся в больших количествах в фасоли разных сортов. В зави-
симости от способа извлечения, концентрирования, выделения многие ингибиторные препараты теряют свою активность при 
использовании. Поэтому получение очищенных ингибиторов с высокой биологической активностью является актуальной зада-
чей. Разрабатываемые современные методы извлечения веществ из растительного сырья, например, фракционирование, сверх-
критическая экстракция, приводят к увеличению активности биологически активных веществ.  
Цель работы – с помощью метода светорассеяния исследовать размеры частиц белковых веществ, извлеченных из семян крас-
ной фасоли и определить их биологическую активность. 
В качестве модельного объекта использовали бычий сывороточный альбумин. При изучении размеров частиц было показано, 
что детектирование при 15° выявляет только крупные частицы, а угол 90° позволяет зафиксировать одновременно мелкие  
(6–20 нм) и крупные (до 6000 нм) белковые фракции. В фосфатном буфере частицы сывороточного альбумина образуют агло-
мераты (~6000 нм), а в воде частицы могут присутствовать в мономерной и димерной формах (~1000 нм). Белковые вещества, 
полученные экстракцией из красной фасоли в буферный раствор рН 8, представляют собой укрупненные агрегаты. Под воздей-
ствием ультразвука происходит уменьшение размеров белковых частиц с 620 до 380 нм. Исследования биологической активно-
сти белковых веществ по отношению к панкреатической амилазе показали, что активность фермента снижается с 28 до 15 ед/г 
и до 5 ед/г при использовании белковых веществ, полученных путем мацерации и в кавитационном поле соответственно. 
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Ожирение является проблемой современного 
мира. Избыток веса приводит к развитию сердеч-
но-сосудистых заболеваний, сахарному диабету  
2-го типа. Альтернативой диете с низким глике-
мическим индексом являются продукты, которые 
замедляют усвоение углеводов за счет ингибиро-
вания ферментов, ответственных за их усвоение. 
Эти продукты включают ингибиторы α-амилазы и 
глюкозидазы [1].  

Белковые вещества ингибиторного действия 
содержатся в больших количествах в фасоли раз-

ных сортов. На активность ингибиторов α -ами-
лазы влияют pH, температура, время инкубации, 
природа ионов экстрагента [1]. В зависимости от 
способа извлечения, концентрирования, выделе-
ния многие ингибиторные препараты теряют свою 
активность при использовании. Поэтому получе-
ние очищенных ингибиторов с высокой биологи-
ческой активностью является актуальным. Разра-
батываемые современные методы извлечения ве-
ществ из растительного сырья, например, фракци-
онирование, сверхкритическая экстракция, приво-

https://teacode.com/online/udc/57/577.15.html


Биологическая химия 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №1, т.25, 2022 35 

дят к увеличению активности биологически ак-
тивных веществ [2].  

Ц е л ь  р а б о т ы  – с помощью метода 
светорассеяния исследовать размеры частиц бел-
ковых веществ, извлеченных из семян красной фа-
соли, и определить их биологическую активность. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Объект исследования – красная фасоль Кидни 

(Phaseolus vulgaris Kidney) марки «Мистраль» (Рос-
сия), которая соответствует ТУ 9294-003-99621687-
10. Извлечение белковых веществ проводили в со-
ответствии с методикой, разработанной на кафедре 
биотехнологии, химии и стандартизации (Тверской 
государственный технический университет) [3]. 
Для эксперимента использовали бычий сывороточ-
ный альбумин («Диаэм», Россия). 

Светорассеяние частиц коллоидных систем 
изучали на автоматическом анализаторе размеров 
частиц 90Plus/MAS («Brookhaven Instruments 
Corp», США) с лавинным детектором с доступны-
ми углами анализа 15° и 90° и с диапазоном рабо-
ты прибора от < 1 нм до 6 мкм. При измерении 
белковых образцов, приготовленных в разное вре-
мя, меняется вид распределения, а иногда и число 
пиков в нем. Для образцов с различным количе-
ством пиков невозможно применение статистиче-
ской обработки с усреднением результатов, так 
как часть достоверной информации теряется, по-
этому в работе представлена серия экспериментов. 

Определение ингибиторной активности полу-
ченных белковых веществ по отношению к амила-
зам («Sigma-Aldrich», США) осуществляли по мо-
дификации ГОСТ 20264.4-89 «Методы определе-
ния амилолитической активности». Условия про-
ведения ферментативной реакции: фосфатный бу-
фер рН 8, температура 30 °С. Фосфаты определяли 
по МУК 4.1.3217-14 «Определение фосфатов в 
пищевых продуктах и продовольственном сырье»; 
рН измеряли на анализаторе жидкости рН-мет-
ре/иономере А4101. Ультразвуковую экстракцию 
проводили в ультразвуковой ванне «Elmasonic 
S15H» (Германия) с параметрами 95 В, 50/60 Гц 
без термостатирования. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  
В качестве модельных образцов использовали 

растворы бычьего сывороточного альбумина с 
концентрацией 0,1%. В растворе альбумин может 
находиться в мономерной, в димерной формах, а 
также способен формировать крупные агломера-

ты. Распределение частиц на рис. 1 состоит из 
трех пиков: первые два пика соответствуют моно-
мерам и димерам белка, последний пик – агрега-
там альбумина. Сравнив данные рис. 1, можно от-
метить, что при замене реакционной среды с воды 
на фосфатный буфер с рН 8 происходит изменение 
структуры белковых частиц. В буферном растворе 
они коагулируют и увеличиваются в размерах. 
Наличие в растворе белковых агрегатов, отлича-
ющихся друг от друга на порядок в размере, тре-
бует определения измерений на анализаторе под 
разными углами [4]. 

 
a) 

 
б) 

Рис. 1. Распределение интенсивности рассеянного света по 
размерам частиц в растворе альбумина под углом 90º: а – в во-
де; б – в фосфатном буфере 

Для сравнения был выбран угол 15° (рис. 2). 
Большая доля интенсивности света, рассеянного 
под этим углом, приходится на один пик с макси-
мумом 843,5 нм, что свидетельствует о том, что 
угол 15° является наиболее удачным только для 
детектирования больших агрегатов. 
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Рис. 2. Распределение интенсивности рассеянного света по 
размерам частиц в растворе альбумина под углом 15º в фос-
фатном буфере 

 
Рис. 3. Распределение интенсивности рассеянного света по 
размерам частиц в растворе белка фасоли под углом 90º в 
фосфатном буфере 

 
Таким образом, для точного определения 

размеров и идентификации агрегатов разных раз-
меров в белковых растворах необходимо прово-
дить измерения под бóльшим углом (90°). 

Экспериментальные распределения частиц 
для белков фасоли (рис. 3) состоят из трех отдель-
ных пиков. Наибольшая интенсивность представ-
лена агрегатами белков с фосфатами. Содержание 
фосфатов в белковом продукте составило 21,97% 
от абсолютно сухого вещества. 

Исследования распределений, полученные в 
одной серии измерений для образцов белков фасо-
ли, экстрагированных из сырья под действием 
ультразвука, позволили выявить уменьшение раз-
мера частиц агломератов белков, исчезновение 
фракции выше 800 нм, а также существенное сни-
жение фракции димеров и мономеров (рис. 4,а). 

 
а) 

 
б) 

 
в) 

Рис. 4. Распределение интенсивности рассеянного света по 
размерам частиц в растворе белка фасоли: а – ультразвуковое 
воздействие 5 мин; б – ультразвуковое воздействие 10 мин;  
в – ультразвуковое воздействие 15 мин 

Перераспределение материала частиц в сто-
рону меньших размеров может происходить за 
счет деградации белковых мицелл с фосфатом под 
действием ультразвука [5]. 

Также была проанализирована серия проб, 
полученных с помощью ультразвука при разном 
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времени воздействия. В ходе опытов было зафик-
сировано, что при ультразвуковой обработке про-
исходит нагревание растворов: при 5 мин до 29 °С, 
10 мин – 35 °С, 15 мин – 41 °С. Так как температу-
ра не превышала 50 °С, то состав и структура бел-
ковых мицелл не изменялись, то есть не увеличи-
вался их размер за счет образования оболочки из 
сывороточных белков [6]. Следовательно, темпе-
ратурный фактор не влиял на размеры частиц. По-
этому опыты при 20-минутной обработке не про-
водились, поскольку температура в растворе была 
не менее 52 °С. Результаты анализа размеров ча-
стиц представлены на рис. 4. 

Снижение размеров белковых агрегатов про-
исходило уже через 5 мин ультразвуковой обра-
ботки (рис. 4,а). Через 15 мин остались в основном 
частицы размером от 380 до 620 нм. Это свиде-
тельствует о том, что раствор с белковыми части-
цами становится монодисперсным. В ультразвуко-
вом поле происходит изменение структуры, фор-
мы и биологической активности молекулы белка. 
Данные изменения зависят от строения белковых 
и концевых групп белка [7]. Исследования биоло-
гической активности полученных белковых ве-
ществ по отношению к панкреатической амилазе 
показали, что активность фермента снижается с 28 
до 15 и 5 ед/г при использовании белковых ве-
ществ, полученных путем мацерации, и в кавита-
ционном поле соответственно. 

ВЫВОДЫ  
При изучении размеров частиц было показа-

но, что детектирование при 15° выявляет только 
крупные частицы, а угол 90° позволяет зафикси-
ровать одновременно мелкие (6–20 нм) и крупные 
(до 6000 нм) белковые фракции. В фосфатном бу-
фере частицы сывороточного альбумина образуют 
агломераты (~6000 нм), а в воде частицы могут 

присутствовать в мономерной и димерной формах 
(~1000 нм). Поэтому можно сказать, что белковые 
вещества, полученные экстракцией из красной фа-
соли в буферный раствор рН 8, представляют со-
бой укрупненные агрегаты. Под воздействием 
ультразвука происходит уменьшение размеров 
белковых частиц с 620 до 380 нм, что приводит к 
увеличению ингибиторной активности по отноше-
нию к панкреатической амилазе. 
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Obesity is a problem in the present-day world. Excess weight leads to the cardiovascular diseases, type 2 diabetes mellitus. As an al-
ternative to a low glycemic index diet, there are foods that slow down the absorption of carbohydrates by inhibiting the enzymes re-
sponsible for their fixation. These products include α-amylase and glucosidase inhibitors. Protein compounds with an inhibitory activity 
are contained in large quantities in assorted of beans. Depending on the method of extraction, concentration, isolation, many inhibitor 
preparations can lose its activity during the use. Therefore, production of purified inhibitors with high biological activity is an urgent 
task. The modern methods for extracting substances from plant materials, for example, fractionation, supercritical extraction, lead to 
an increase in the activity of bioactive substances. 
In this regard, the purpose of the work is to study the size of the particles of protein substances extracted from the seeds of red beans 
using the light-scattering method and to determine their biological activity. 
Bovine serum albumin was used as a model object. When studying the particle size, it was shown that detection at 15° reveals only 
large particles, and an angle of 90° allows simultaneously small (6–20 nm) and large (up to 6000 nm) protein fractions to be fixed. In 
phosphate buffer, serum albumin particles form agglomerates (~ 6000 nm), and in water, particles can be present in monomeric and 
dimeric forms (~ 1000 nm). Protein substances obtained by extraction from red beans into a buffer solution of pH 8 are enlarged ag-
gregates. The size of protein particles decreases from 620 nm to 380 nm when the ultrasonic irradiation was used. Studies of the bio-
logical activity of protein substances in relation to pancreatic amylase have shown that the activity of the enzyme decreases from  
28 U/g to 15 U/g and to 5 U/g when using protein substances obtained by maceration and in a cavitation field, respectively. 

Key words: particle size analyzer, bean protein molecules, ultrasonic irradiation. 
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