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Аннотация. Работа посвящена исследованию состава концентратов белка из зерна амаранта 
(Amaranthus hypochondriacus L.), сорт Воронежский. Концентраты белка амаранта получали щелочной 
экстракцией белков, нейтрализацией раствора с последующей ультрафильтрацией; путем отделения 
крахмальной фракции амилолитическими ферментами; щелочной экстракцией белков и осаждением 
их при рН 4.5. Подобраны условия экстракции белков с последующим хромато-масс-спетрометриче-
ским анализом и их идентификацией. Показано, что белки из зерна амаранта более эффективно экстра-
гируются буфером с мочевиной при концентрации белка в растворе 1.7, 1.9 и 2.9 мг/см3 соответственно, 
тогда как буфер с детергентами более эффективен для экстракции низкомолекулярных белков при кон-
центрациях белка в растворе 4.9, 2.9 и 9.0 мг/см3 соответственно. В результате ВЭЖХ-МС/МС анализа 
с последующей идентификацией и поиском по базе данных UNIPROT установлено, что основным бел-
ком зерна амаранта является 11S-глобулин, который выполняет роль запасного белка семян амаранта. 
В концентратах амаранта идентифицировано 14 уникальных белков, принадлежащих только 
A.hipochondriacus L., а также белков, которые не принадлежат данному виду, но достоверно идентифи-
цируются. По результатам полуколичественного анализа пептидного профиля белковых концентратов 
зерна амаранта установлена высокая частота встречаемости основных белков 11S-глобулинов во всех 
образцах. Частота встречаемости других белков в образцах, полученных разными способами, значи-
тельно отличалась, что связано с особенностями выделения белка из зерна амаранта. Полученные ре-
зультаты можно использовать для получения концентратов растительных белков с заданным белковым 
составом. 
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электрофорез. 
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Abstract. The work is devoted to the study of the composition of protein concentrates from amaranth grains 
(Amaranthus hypochondriacus L.), Voronezh variety. Amaranth protein concentrates were obtained by the 
alkaline extraction of proteins, the neutralization of the solution, followed by ultrafiltration; by separating the 
starch fraction with amylolytic enzymes; alkaline extraction of proteins and their precipitation at pH 4.5. The 
conditions for protein extraction were selected, followed by gas chromatography-mass spectrometric analysis 
and their identification. It has been shown that proteins from amaranth grain were more efficiently extracted 
with a buffer containing urea at protein concentrations in solution of 1.7, 1.9, and 2.9 mg/cm3respectively, 
while the buffer with detergents was more effective for the extraction of low molecular weight proteins at 
protein concentrations in solution of 4.9, 2.9, and 9.0 mg/cm3 respectively. As a result of HPLC-MS/MS anal-
ysis followed by a search and identification in the UNIPROT database, it was established that the main protein 
of amaranth grain is 11S-globulin, which is a reserve protein of amaranth seeds. In amaranth concentrates, 14 
unique proteins characteristic only for A.hipochondriacus L., as well as proteins that were not characteristic to 
this species, but were reliably identified. Based on the results of semi-quantitative analysis of the peptide profile 
of amaranth grain protein concentrates, a high frequency of occurrence of the main 11S-globulin proteins was 
established in all samples. The frequency of occurrence of other proteins in samples obtained by different 
methods differed significantly, which was associated with the peculiarities of protein isolation from amaranth 
grain. The obtained results can be used for the production of plant protein concentrates with a set protein 
composition. 
Keywords: amaranth, protein concentrate, gas chromatography-mass spectrometry, proteins, protein structure, 
electrophoresis. 
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Введение 
Растительные белки широко использу-

ются в пищевой промышленности и кор-
мопроизводстве. Амарант является од-
ним из перспективных источников белка 
в качестве альтернативы белкам расти-
тельного и животного происхождения [1, 2]. 
Данная культура привлекает к себе вни-
мание высоким уровнем адаптации, 
быстрым приростом биомассы, высоким 
содержанием белка и его сбалансирован-
ностью по аминокислотному составу [3, 4]. 
Биологические функции белков амаранта 

во многом зависят от области возделыва-
ния культуры, климатических условий и 
сорта [5], структуры белка [6] и способов 
его выделения из растения [7]. При 
оценке биологических свойств концен-
тратов белка из зерна амаранта важным 
является определение и идентификация 
входящих в их состав белков. Известно, 
что в результате физико-химических воз-
действий на молекулы белка при его вы-
делении снижается растворимость [8], 
что затрудняет его экстракцию для даль-
нейшего анализа и идентификации. В 
связи с этим, целью работы являлось: 
подбор условий экстракции белков при 
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получении концентратов белка из зерна 
амаранта сорта Воронежский с последу-
ющим хромато-масс-спектрометриче-
ским анализом и идентификацией белко-
вого состава.  

Экспериментальная часть 
Объектом исследования являлось 

зерно амаранта сорта Воронежский. Кон-
центраты белков из зерна амаранта были 
получены следующим образом: 1 – ще-
лочной экстракцией белков и нейтрализа-
цией раствора с последующей ультра-
фильтрацией на УМТКп-1 «Водопад» с 
размером пор 0.14 мкм; 2 – отделением 
крахмальной фракции из зерна амилоли-
тическими ферментами; 3 – щелочной 
экстракцией белков и осаждением их при 
рН 4,5. Массовая доля белка (м.д.б.) в по-
лученных концентратах составила, %: 73, 
55 и 83 соответственно. 

Концентраты белков растворяли в 
фосфатном буфере и добавляли лизирую-
щий Буфер 1 (50 мМ Трис, pH 8.0, 150 мМ 
NaCl, 0.1% додецилсульфат натрия, 0.25 
% деоксихолат натрия, 0.5 % Нонидет P-
40) с коктейлем ингибиторов протеаз 
(Roche, Швейцария). Затем экстрагиро-
вали повторно Буфером 2 (8М мочевина, 
50 мМ Трис) в течение 30 минут при ком-
натной температуре при постоянном пе-
ремешивании и центрифугировали при 
10000g, +4оС.  

Концентрацию белков определяли 
БCA-методом с использованием набора 
бицинхониновой кислоты (ThermoFisher, 
США). Эффективность экстракции бел-
ков оценивали электрофорезом в полиак-
риламидном геле (ПААГ). 

Гидролиз белков в растворе осуществ-
ляли последовательно ферментными пре-
паратами Lys C (Promega, США) 1/100 в 
течение 4 часов, затем трипсином 
(Promega, США) 1/50 в течение 16 часов.  

Для ВЭЖХ МС анализа использовали 
нанопоточный хроматограф Agilent 1100 
с самодельной колонкой на основе С18 с 
электроспрейным эммитером. Колонку 

изготавливали непосредственно перед 
измерением. 

Масс-спектрометрический анализ про-
водился на тандемном масс-спектро-
метре LTQ FT Ultra в 2-х стадийном ре-
жиме автоматического измерения спек-
тров по [9, 10].  

Контроль результатов ВЭЖХ-МС про-
водили с помощью программы Qual 
Browser. С помощью программы 
Raw2msm из масс-хроматограмм были 
получены списки точных масс пептидов 
и масс их фрагментов и использованы для 
поиска и идентификации белков по базе 
данных при помощи программы Peaks 
Studio (Bioinformatics Solutions Inc., 
США, version 8.5). Для идентификации 
пептидов использовалась аминокислот-
ная последовательность белка согласно 
базе данных Uniprot KB.  

Обсуждение результатов 
Для подбора оптимального буфера для 

растворения и денатурации белков ис-
пользовали два наиболее часто использу-
емых лизирующих буфера: Буфер 1 (на 
основе детергентов) и Буфер 2 (на основе 
мочевины). Для последующего масс-
спектрометрического анализа и электро-
фореза в ПААГ была определена концен-
трация белка в образцах массой 10 мг 
(табл. 1).  

По результатам электрофореза в по-
лиакриламидном геле (рис.1) установ-
лено, что более эффективно белки экстра-
гировались буфером 2 (с мочевиной), од-
нако, буфер 1 (с детергентами) более эф-
фективен для экстракции низкомолеку-
лярных белков. Было отмечено сходство 
между образцами 1’, 2’, и 3’, причем со-
держание белка росло с увеличением мас-
совой доли белка в препарате. Так как бу-
феры отличались по экстрагирующей 
способности, для дальнейших исследова-
ний использовали обе фракции. 

В результате гидролиза белкового со-
держимого концентратов белков из ама-
ранта и ВЭЖХ-МС/МС анализа с после-
дующей идентификацией и поиском по 
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базе данных UNIPROT было идентифи-
цировано 188 белков без учета видовой 
принадлежности, основные из которых 
представлены в таблице 2. Однако, ото-
брав белки, принадлежащие только A. 
hipochondriacus L., и уникальные белки, 
которые не приписываются данному 
виду, но достоверно идентифицируются, 
получили список идентификаций из 14 
белков (табл. 2). Небольшое количество 
идентификаций обусловлено низкой 
наполненностью базы не только для рас-
тения этого вида, но и для других видов 
амаранта. 

Как видно из табл. 2, основными бел-
ками зерна амаранта являются: 11S- гло-
булин, который относится к основному 
запасному белку семян, а также белок 
теплового шока (Hsp70) стресспротек-
тивного действия, агглютинин, рибосо-
мальный белок, белок-переносчик липи-
дов и белки-ферменты.  

Полуколичественный анализ гидроли-
затов белковых концентратов амаранта 
позволил выявить белки и соответствую-
щие пептиды, которые наибольшим обра-
зом отличают образцы, полученные раз-
ными способами (рис. 2). 

Как видно из рис. 2, белковый состав 
образцов амаранта значительно разли-
чался. Показана высокая частота встреча-
емости основных запасных белков 11S- 
глобулинов во всех образцах. Однако об-
разец 2 отличался от образца 3 наличием 
большего количества таких белков, как 
белок теплового шока (Hsp70) стресспро-
тективного действия, ферменты глице-
ральдегид-3-фосфатдегидрогеназа, 5-ме-
тилтетрагидроптероилтриглутамат-гомо-
цистеин-S-метилтрансфераза, участвую-
щей в синтезе метионина, малатдегидро-
геназа, фермент гликогеноза IV типа и др. 
Малое количество других идентифициро-
ванных белков может объясняться дей-
ствием на структуру белков агрессивных 

Таблица 1. Концентрация белка в растворах белковых концентратов 
Table 1. Protein concentration in solutions of protein concentrates 

№ 
образца 

Объем буфера 
1, см3 

Концентрация 
белка, мг/см3 

Объем буфера 2, 
см3 

Концентрация 
белка, мг/см3 

1 0.5 1.7 0.18 4.9 
2 0.5 1.9 0.32 2.9 
3 0.5 2.9 0.22 9.0 

 

 
Рис. 1. Электрофорез концентратов белков  из зерна амаранта в 12 % ПААГ: 1 – уль-

трафильтрационный концентрат, м.д.б. 73 %, 2 – концентрат белка, м.д.б. 55 %, 3 – кон-
центрат белка, м.д.б. 83%. На парные дорожки нанесены последовательные экстракты: Бу-

фер 1, затем Буфер 2 (‘). 
Fig. 1. Electrophoresis of protein concentrates from amaranth grain in 12% PAGE: 1 – ultra-

filtration concentrate, mass fraction of protein 73%, 2 – protein concentrate, mass fraction of 
protein 55%, 3 – protein concentrate, mass fraction of protein 83%. Sequential extracts were ap-

plied to paired lanes: Buffer 1, then Buffer 2 (') 
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сред при их выделении. В концентрате 
белка, полученном после ультрафильтра-
ции (образец 3) наблюдалось большое ко-

личество белков агглютининов, рибосо-
мальных белков, неспецифических бел-
ков-переносчиков липидов, тогда как ко-
личество других белков минимально, что 

Таблица 2. Белки, идентифицированные в гидролизатах концентратов белка из зерна ама-
ранта сорта Воронежский 
Table 2. Proteins identified in hydrolysates of protein concentrates from amaranth grain of the 
Voronezh variety 

№ 
п/п ID белка 

Ко-
личе-
ство 
пеп-

тидов 

Количе-
ство уни-
кальных 
пептидов 

По-
кры-
тие 

белка, 
% 

Масса 
белка, 

Да 
Название белка 

1 Q8S390 13 1 56 34959 Seed protein AmA1 
2 Q38719 13 1 56 34958 Agglutinin 
3 O48859 6 5 25 28077 rRNA N-glycosylase 
4 A0A221C716 2 2 7 36460 Malate dehydrogenase 

5 P83167 4 4 36 9747 Non-specific lipid-transfer 
protein 1 

6 Q9ZTZ5 2 1 11 31348 rRNA N-glycosylase 

7 A0A346NUD2 3 3 40 9317 

Glyceraldehyde 3-phos-
phate dehydrogenase 

(OS=Amaranthus  
californicus) 

8 A0A346NUG8 3 3 36 10422 

Glyceraldehyde 3-phos-
phate dehydrogenase 

(OS=Amaranthus  
hypochondriacus) 

9 A0A6C0T503 2 2 7 48429 Heat shock protein 70 

10 Q38712 66 7 64 56672 11S globulin seed storage 
protein 

11 Q94G66 1 1 12 12560 Small ribosomal subunit 
protein eS25 

12 A2I9A6 62 3 60 55065 11S globulin 

13 A0A0F7R6Z9 9 9 11 108503 1,4-alpha-glucan branch-
ing enzyme 

14 E3VW74 6 6 11 83736 

5-methyltetrahydrop-
teroyltriglutamate-homo-
cysteine S-methyltransfer-

ase 
 

 
Рис. 2. Тепловая карта для сравнительного анализа белковых профилей между образцами 

белковых экстрактов из амаранта с массовой долей: 1 – 55%, 2 – 83%, 3 – 73%. Максимум в 
шкале интенсивности белка отражен 4.0, минимум – - 4.0. 

Fig. 2. Heat map of a comparative analysis of protein profiles between samples of protein extracts 
from amaranth with mass fraction: 1 – 55%, 2 – 83%, 3 –73%. The maximum in the protein intensity 

scale was 4.0, the minimum was 4.0. 
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может быть следствием потерь белков 
при проходе через мембрану. В концен-
трате белка амаранта без химической экс-
тракции белков (образец 1) наблюдалась 
высокая частота встречаемости всех 
идентифицированных белков, за исклю-
чением белков, присутствующих в об-
разце 3, что может объясняться наличием 
прочных связей данных белков с биопо-
лимерами семян растения и невозможно-
сти их экстракции. 

Заключение 
Подобраны условия экстракции бел-

ков из зерна амаранта, полученных раз-
ными способами выделения. Методом 
хромато-масс-спектрометрического ана-
лиза и идентификации основных белков 
установлено, что основным белком всех 
концентратов амаранта является запас-
ной белок 11S-глобулин. В концентрате 
белка амаранта, полученном щелочной 
экстракцией и осаждением белка при рН 
4.5, установлена высокая частота встре-
чаемости белков теплового шока (Hsp70) 
стресспротективного действия и белков-

ферментов. Состав ультрафильтрацион-
ного концентрата отличался высоким со-
держанием белков агглютининов, рибо-
сомальных белков, неспецифических 
белков-переносчиков липидов и мини-
мальным количеством белков-фермен-
тов. Наибольшим количеством иденти-
фицированных белков отличался концен-
трат белка амаранта, полученный после 
ферментативного удаления крахмала. 
При этом отмечено низкое содержание 
агглютининов, рибосомальных белков, 
неспецифических белков-переносчиков 
липидов. Полученные результаты позво-
ляют рекомендовать разные способы по-
лучения растительных белковых концен-
тратов с заданным белковым составом.  
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