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Методами динамического светорассеяния, турбидиметрии, оптической микроскопии высокого
разрешения, измерения электрофоретической подвижности изучено взаимодействие лизоцима
(ЛИЗ) с пектинами, различающимися суммарными или локальными зарядами (с блочным и стати-
стическим распределением метоксильных групп БП и СП). СП 16.2, 38.2, и БП 16.9, 33.1 образуют
при pH 5.1, ионной силе I = 0.01, и q < qmах водорастворимые комплексы в диапазоне составов сме-
сей от q ≅ 7 × 10–4 до q = 3.0 × 10–3, где q-соотношение весовых концентраций пектин : ЛИЗ, и во-
донерастворимые комплексы при q выше 3 × 10–3. Для СП 66.5 и БП 68.2 соответствующие показа-
тели были выше, и составляли от q ≅ 3 × 10–3 до q ≅ 0.01, и q выше 0.01. Комплексы ЛИЗ с БП имели
большие размеры (15–20 мкм) при всех изученных степенях метоксилирования (СМ), в то время
как средние размеры комплексов с СП существенно меньше (от 0.6 до 3 мкм) и зависели от СМ.
Комплексы на основе БП имели гелеобразную морфологию независимо от СМ, тогда как частицы
комплекса с СП были как в виде коацерватных капель, так и в виде гелеобразных частиц в зависи-
мости от СМ. Критическое значение ионной силы Iset, выше которого комплексы ЛИЗ с СП и БП
не образовывались, составляло 0.11. При этом значения Iset и pHset для систем БП/ЛИЗ не зависело
от СМ пектина, для систем СП/ЛИЗ они уменьшались значительно с ростом СМ. Зависимость ком-
плексообразования ЛИЗ с пектином от I носило немонотонный характер с максимумом при I рав-
ным 0.03 для СП и 0.06 для БП. Понимание влияния суммарного заряда молекул пектина и его рас-
пределения вдоль цепи на его комплексообразование с белком является важным для предсказания
стабильности структуры пищевых продуктов.
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Пектины и их смеси с другими биополимера-
ми находят широкое применение в фармацевти-
ке, биотехнологии и пищевой индустрии [1]. Явля-
ясь полиэлектролитами, они могут взаимодейство-
вать в водных растворах с белками с образованием
комплексов белок-пектин [2–4] или подвергаться
фазовому разделению концентрированием белка
и пектина в разных фазах [5–8]. Термодинамиче-
ская совместимость пектина с белками (желатина
и рубиско) увеличивается с возрастанием степени
метоксилирования (СМ) и локальной плотности
заряда пектина [9, 10]. Использование пектина с
высокой СМ в качестве флокулянта для таких
природных биологических жидкостей, как обез-
жиренное молоко, молочная сыворотка и клеточ-
ный сок листьев зеленых растений, позволяет
фракционировать белки молока и зеленых ли-
стьев [8], а также получать жидкие концентраты
мицелярного казеина [7]. Оказалось, что взаимо-

действие пектина с белками влияет на фазовое
поведение, стабильность и структуру пищевых си-
стем. В связи с этим в последние 20 лет интенсивно
исследуется комплексообразование пектинов с
белками [11–15]. В частности было установлено,
что агрегация этих комплексов, не растворимых в
воде, максимальна в условиях стехиометрии заря-
дов, равной 1, которая соответствует их нейтрали-
зации [12]. В некоторых системах не электроста-
тические взаимодействия пектин/белок усилива-
ют связывание биополимеров в комплекс [16].
В случае пектинов с низкой СМ образующиеся во-
дородные межмолекулярные связи вносят опреде-
ленный вклад в образование комплексных ко-
ацерватов [11]. Гидрофобные взаимодействия
между цепями пектина, как правило, незначи-
тельны вследствие гидрофильного характера мо-
лекулы пектина [11].
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Лизоцим (ЛИЗ) относится к хорошо изучен-
ным малым глобулярным основным белкам (с
молекулярной массой 14.3 kDa) и обладает поло-
жительным зарядом в растворах с pH ≤ 10.5. Ана-
лиз поверхности его молекулы показал отсут-
ствие на ней областей специфического связыва-
ния с полисахаридами [17]. Поскольку системы
пектин/ЛИЗ применяются в пищевой промыш-
ленности, то изучение образования таких ком-
плексов становится весьма актуальным.

Цель работы – изучение комплексообразова-
ния ЛИЗ с пектинами, различающимися суммар-
ными или локальными зарядами, но имеющими
близкие молекулярные массы.

МЕТОДИКА
Препараты и приготовление растворов. Лизо-

цим куриного белка (диализованный и лиофили-
зованный, “Sigma-Aldrich”, США) использован
без дополнительной очистки. В работе использо-
вали пектин с молекулярной массой 56.1 kDa и
СМ 95.1% (“Sigma-Aldrich”, Бельгия). Пектины
со статистическим распределением метоксиль-
ных групп (СП) и разной СМ: 16.2% (СП 16.2),
38.2% (СП 38.2), 66.5% (СП 66.5) и 77.7% (СП 77.7),
получены химической модификацией из цитру-
сового пектина (СМ95.1%) путем титрования 0.1 М
NaOH при 4°С до рН 11, как описано ранее [18].
Пектины с блочным распределением метоксиль-
ных групп (БП) и разной СМ: 16.9% (БП 16.9),
33.1% (БП 33.1) и 68.2% (БП 68.2), получены эн-
зиматически с применением метилэстеразы. Эн-
зиматическая деэтерификация включала инкуба-
цию пектина (СМ 95.1%) с метилэстеразой при
30°С. Детальная процедура получения СП и БП
пектинов описана ранее [18]. Их конечные рас-
творы были оттитрованы до pH 6.0, диализова-
ны(Spectra/Por®, MWCO = 12–14 kDa) против
деминерализованной воды в течение 48 ч и высу-
шены лиофильно. Полученные пектины каждой
партии были охарактеризованы на содержание
СМ, используя ИК-Фурье спектроскопии (FT-IR,
“Shimadzu FTIR-8400S”, Япония), как описано
ранее [18]. Профиль молекулярно-массового рас-
пределения, полученный с помощью эксклюзи-
онной хроматографии, не выявил наличия депо-
лимеризации. Полученная средняя величина мо-
лекулярной массы всех образцов пектина была
44.6 ± 3.5 kDa [18]. Во всех экспериментах ис-
пользовался способ очистки воды на установке
Milli-Q. Для получения растворов ЛИЗ и пектина
с требуемыми концентрациями навеску биополи-
меров постепенно добавляли в буфер на основе
0.0079 М уксусной кислоты и 0.1 М NaOH (pH 5.1
и ионная сила I = 0.01) при 23°С и перемешивали
в течение 1 ч. Для удаления не растворившихся
частиц растворы центрифугировали при 50000 g в
течение 1 ч при 23°C. Концентрацию ЛИЗ опре-

деляли по оптическому поглощению растворов,
используя коэффициент экстинкции при 281.5 нм,
равный 2.64 мл мг−1 см−1 [19], а концентрацию
пектина – после высушивания раствора до посто-
янного веса при 104°C. Для получения смесей
пектин/ЛИЗ с различным весовым соотношени-
ем (q) полимеров расчитанное количество рас-
твора пектина добавляли к раствору ЛИЗ извест-
ной концентрации при 23°С. Изучение влияния
pH на комплексообразование пектин/ЛИЗ осу-
ществляли в области значений от 5.0 до 11.0, из-
меняя рН 0.1–0.5 M NaOH, а влияния I на ком-
плексообразование - изменяя его от 0.01 до 0.5 до-
бавлением 3.5 М NaCl.

Измерение дзета (ς) -потенциала. Измерение
ς-потенциала пектина, ЛИЗ и комплексов пек-
тин/ЛИЗ при разных значениях q, было проведе-
но в прямоугольных кварцевых кюветах на анали-
заторе 90 Plus particle (“Brookhaven Instruments
Inc.”, США) при 23°C. Для каждого образца про-
водили 10 измерений с последующим определе-
нием среднего значения.

Турбидиметрия. Зависимости мутности систем
от весового отношения пектин/ЛИЗ (q) получены
при 500 нм на спектрометре UV/VIS (“Unico
2800”, США). Погрешность измерения составля-
ла 2–3%. В течение роста q определяли точки, ха-
рактеризующие процесс комплексообразования
и определяющие переходы от отсутствия к обра-
зованию водорастворимых комплексов (qOnset), от
водорастворимых комплексов к водонераствори-
мым комплексам (qφ) и их фазовому разделению,
а также точку максимального выхода комплекса
(qmax) [16].

Динамическое светорассеяние. Функции “ин-
тенсивность светорассеяния – распределение по
размерам” для ЛИЗ, пектина и смесей пек-
тин/ЛИЗ определяли в прямоугольных кюветах
(1 см) на “MalvernZetasizerNano-ZS” (“Malvern”,
Англия), повторяя измерения семь раз. Растворы
ЛИЗ перед измерением очищали, пропуская че-
рез фильтры DISMIC-25cs (ацетат целлюлозы) c
размером пор 0.22 мкм (“Jonsonscientific”, Синга-
пур). Пектины и их смеси с ЛИЗ использовали без
предварительной очистки. Данные по интенсив-
ности светорассеяния обрабатывали по програм-
ме, установленной в “Malvern Zetasizer Nano”.

Микроскопия. Микроскопические наблюде-
ния проводили на микроскопе “BX51W1 Olym-
pus” (“Olympus”, Япония), оборудованном ви-
деокамерой высокого разрешения C-8800-21
(1000 × 1000 пиксель, C-8800-21, “Hamamatsu”,
Япония).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Величины ς-потенциалов и параметры комплек-

сообразования qOnset, qφ и qmax. Предварительные
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эксперименты показали, что абсолютная величина
ς-потенциалов пектинов уменьшались линейно с
ростом СМ: от –34.1 мВ для CП 16.2 до – 2.8 мВ для
СП 95.1 (данные не представлены). При pH 5.1
ЛИЗ имел положительное значение ς = +7.7 мВ,
которое практически совпадало с данными лите-
ратуры [20]. Поэтому логично было полагать, что
при смешивании растворов ЛИЗ и пектина может
осуществляться комплексообразование этих био-
полимеров. Зависимость ς-потенциало в систе-
мах СП/ЛИЗ от q для различных значений СМ
пектина показана на рис. 1. Положительная вели-
чина ς для ЛИЗ быстро падала до нулевого значе-
ния с добавлением пектина, и поверхностный за-
ряд образовавшихся комплексов становился от-
рицательным при дальнейшем увеличении q.
Полная нейтрализация заряда ЛИЗ наблюдалась
при значениях q, равных 0.21, 0.24, 0.3 или 0.51 для
систем с СП 16.2, СП 27.8, СП 38.2, СП 66.5 или
СП 77.7 соответственно. Полученные результаты
свидетельствовали о том, что электростатические
взаимодействия представляли основные движу-
щие силы комплексообразования. Смешивание
прозрачных растворов пектина и ЛИЗ приводило
к быстрому возникновению мутности, если зна-
чение q превышало критическую величину qOnset.
Зависимость мутности при 500 нм (τ500) от q для
систем СП/ЛИЗ и БП/ЛИЗ представлены на
рис. 2а–2в. Предварительные эксперименты по-
казали что системы, содержащие пектин с СМ

95.1%, оставались прозрачными во всем изучен-
ном интервале q (от 10–4 до 100).

Основываясь на данных турбидиметрии, мож-
но было выделить несколько областей q, характе-
ризующих различные состояния комплексных
систем (рис. 2a', 2a'', 2б', 2б'', 2в', 2в''). Область I
характеризовалась отсутствием комплексообра-
зования, а “qOnset” [16] – значение q, начиная с ко-
торого образуются растворимые комплексы В об-
ласти II существовали растворимые комплексы, а
точка “qφ” [16] свидетельствовала о начале обра-
зования нерастворимых комплексов. Область III
соответствовала фазовому расслоению нераство-
римых комплексов. Следующая область IV харак-
теризовалась наличием растворимых комплексов
с точкой “ ” перехода от нерастворимых ком-
плексов к растворимым. В последней области V
комплексообразование отсутствовало, а точка
“qset” указывала то значение q, выше которого оно
прекращалось.

Поведение смесей напрямую зависело от зна-
чений СМ и q и, следовательно, от заряда обоих
биополимеров. Зависимости τ500 от q носили экс-
тремальный характер с максимумами τ500, наблю-
давшимися для систем БП 16.9/ЛИЗ, БП
33.1/ЛИЗ и БП 68.2/ЛИЗ при qmax = 0.208, 0.246 и
0.369 соответственно, и для систем СП 16.2/ЛИЗ,
СП 38.2/ЛИЗ и СП 66.5/ЛИЗ при qmax = 0.206,
0.240 и 0.30 соответственно. Принимая во внима-
ние, что средневесовой молекулярный вес ЛИЗ
14.3 кДа [20] и пектина 44.6 кДа, можно было гру-
бо оценить молярное соотношение ЛИЗ/пектин в
комплексной фазе систем СП/ЛИЗ при qmax. Это
соотношение составляло ~18 : 1 моль ЛИЗ/моль
пектина для системы СП 16.2/ЛИЗ, 15:1 для си-
стемы СП 38.2/ЛИЗ и 12:1 для систем СП
66.5/ЛИЗ соответственно. Величина qmax для си-
стемы БП 68.2/ЛИЗ, характеризующая в первом
приближении стехиометрический состав, оказа-
лась заметно выше (qmax = 0.37), чем для системы
СП 66.5/ЛИЗ (qmax = 0.30). Другими словами в со-
ставе первых систем содержалось большее коли-
чество пектина. Расчет показал, что для ЛИЗ/БП
68.2 молярное отношение составляло 8 : 1 по
сравнению с 12 : 1 для системы СП 66.5/ЛИЗ.

Было проведено сравнение величины qmax для
систем СП 16.2/ЛИЗ и СП 66.5/ЛИЗ, полученных
из данных турбидиметрии, с величинами, опреде-
ленными на основе отношения зарядов катион-
ных групп ЛИЗ и анионных групп пектина в ком-
плексных смесях. Молекулярный вес образцов
пектина составлял 44600 Да, молекулярный вес
галактуроновой кислоты – 194 Да. Образование
гликозидных связей сопряженное с образовани-
ем молекулы воды, уменьшающей массу на 18 Да,
и конверсией незаряженной COOH группы в за-
ряженную карбоксилатную форму, приводящую

φ
*q

Рис. 1. Зависимости ζ-потенциала от q смесей
СП/ЛИЗ при разных значениях СМ, (1–6), pH 5.1, I =
= 0.01, 23°C. Концентрации биополимеров до сме-
шения − 0.3%; 1 – СП 16.2; 2 – СП 27.8; 3 – СП 38.2;
4 – СП 66.5; 5 – СП 77.7; 6 – СП 95.1

0 0.2 0.4 0.6 1 2 3 4 5
–40

–30

–20

–10

0

2

4

6

8

10

м
В

г/г

1
2

3

4

5

6



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 57  № 1  2021

ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРНЫХ ОСОБЕННОСТЕЙ ПЕКТИНА 39

к дальнейшей потере 1 Да, а у этерифицирован-
ных остатков масса метильных групп увеличива-
лась на 15 Да. Таким образом, эффективное зна-
чение молекулярной массы становилось равным
175 Да для заряженных остатков галактуроната и
190 Да для этерифицированной формы. Количе-
ство галактуроновых единиц равно 254.8 (44600 :
: 175) для заряженного пектина и 234.7 (44600 : 190)
для этерифицированной формы пектина. С од-
ной стороны, принимая во внимание, что содер-
жание галактуроновой кислоты в образцах пекти-
на составляло 85% [21], а степень ее диссоциации
в данных условиях – 0.97 [22], можно получить
176.0 отрицательных зарядов на моль СП 16.2 и
64.8 на моль СП 66.5. С другой стороны, один

моль 100% ЛИЗ содержал 129 аминокислотных
остатков (или 116.1 аминокислотных остатков в
используемом образце, содержащем 90% белка) и
включал 3.97 положительных зарядов лизина,
8.86 – аргинина, и 0.75 – гистидина [23], то есть
13.5 положительных зарядов на моль. Таким об-
разом, расчетное молярное отношение компо-
нентов в комплексе в случае чистого электроста-
тического взаимодействия составляло бы 18.8 для
системы СП 16.2/ЛИЗ. Расчетное молярное соот-
ношение оказалось равным тому, которое было
получено из данных турбидиметрии – 18 моль
ЛИЗ/моль пектина. Расчетное молярное соотно-
шение ЛИЗ/пектин для системы СП 66.5/ЛИЗ
составило 4.8, что оказалось заметно ниже, чем

Рис. 2. Зависимость мутности при 500 нм (τ500) от весового соотношения биополимеров (q) для систем СП16.2/ЛИЗ (2)
и БП16.9/ЛИЗ (1, a, a', a''), СП38.2/ЛИЗ (2) и БП33.1/ЛИЗ (1, б, б', б''), и СП66.5/ЛИЗ (2) и БП68.2/ЛИЗ (1, в, в', в'') при
pH 5.1, I = 0.01, 23°C. I – область отсутствия комплексообразования. II – область наличия растворимых комплексов.
III – область фазового расслоения. IV – область растворимых комплексов. V – область отсутствия комплексообразо-
вания. Концентрации биополимеров до смешения = 0.04%.
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определенное на основе данных турбидиметрии
(12 моль/моль). Можно предположить, что это
могло быть вызвано некоторой агрегацией ЛИЗ в
частицах СП 66.5/ЛИЗ.

Системы БП 16.9/ЛИЗ и СП 16.2/ЛИЗ харак-
теризовались весьма низкими значениями qОnset и
qφ, равными 7 × 10–4 и 3 × 10–3 для первой системы
(рис. 2a, 2a') и 6 × 10–4 и 2.5 × 10–3 для системы СП
16.2/ЛИЗ (данные не показаны). Эти значения
возрастали с увеличением СМ пектина и особенно
значительно для пектинов с максимальной СМ,
которые оказались 3 × 10–3 и 14 × 10–3 для системы
БП 68.2/ЛИЗ (рис. 2в, 2в') и 6 × 10–3 и 35 × 10–3 для
системы СП 66.5/ЛИЗ (данные не показаны).По-
лученные данные указывали на то, что ЛИЗ взаи-
модействовал с пектинами, образуя водораство-
римые и водонерастворимые комплексы при
очень низких концентрациях последнего. Как
следует из приведенных данных, основное разли-
чие между системами с СП и БП проявлялось для
пектинов с высокой СМ = 66.5–68.1. Величина
qmax для системы БП 68.2/ЛИЗ, характеризующая
в первом приближении стехиометрический состав
комплексов, оказалась заметно выше (qmax = 0.37),
чем для системы СП 66.5/ЛИЗ (qmax = 0.30). Дру-
гими словами стехиометрический состав первых
систем содержит большее количество пектина.
Простой расчет показал, что ЛИЗ/БП68.2 мо-
лярное отношение составляло 8 : 1 по сравнению
с 12 :1 для системы ЛИЗ/СП 66.5.

Размеры комплексных частиц. Размер частиц
комплекса при разных СМ пектина определяли
методом динамического светорассеяния (ДС).
Все измерения были проведены при постоянной
концентрации биополимеров 0.04 вес. % в обла-
сти значений q от 0.05 до 1.0. На рис. 3а представ-
лентипичные функции интенсивности светорас-
сеяния от распределения частиц по размерам для
раствора СП 16.2 и смесей СП 16.2/ЛИЗ при трех
значениях q. Cредний радиус молекулы ЛИЗ со-
ставлял 1.9 нм, как было показано в нашей
предыдущей публикации [24], что соответствова-
ло литературным данным [25].

В бинарных растворах молекулы пектина при-
сутствовали в виде ассоциатов, размеры которых
составляли в зависимости от СМ полимера от 104
до 114 нм (рис. 3a, кривая 1). Данные ДС, полу-
ченные для смесей СП/ЛИЗ и БП/ЛИЗ с пекти-
ном с различной степенью СМ, показали наличие
как общих закономерностей, так и значительных
различий. Так, в присутствии даже незначитель-
ного количества пектина в растворе ЛИЗ (напри-
мер, при q = 0.05) во всех изученных системах об-
разовывались частицы комплекса большего раз-
мера, чем частицы пектина (рис. 3а). При этом
средние размеры комплексных частиц зависели
как от СМ пектина в смеси, так и от характера
распределения метоксильных групп (рис. 3б).

Системы СП/ЛИЗ. Наибольший средний раз-
мер частиц комплекса (2030 нм) наблюдался для
системы СП 16.2/ЛИЗ. Размеры комплексов

Рис. 3. Зависимость интенсивности светорассеяния в условных единицах (у. е.) от радиуса частиц в нанометрах (нм)
для раствора пектина СП16.2 (1) и смесей c СП16.2/ЛИЗ при q 0.05 (2), q 0.1 (3) и q 0.22 (4) и концентрации ЛИЗ =
= 0.04%, pH 5.1, 23°C, I = 0.01 (а). Зависимости средних размеров радиусов комплексных частиц в нанометрах (нм) от
СМ пектина (%) для систем: СП/ЛИЗ (1) и БП/ЛИЗ (2); радиусы определены для соответствующих данной системе
значений qmax.
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уменьшались с возрастанием СМ до 419 нм для
системы СП 66.5/ЛИЗ (рис. 3а, 3б). Зависимость
интенсивности светорассеяния от q носила экс-
тремальный характер для всех изученных систем с
максимальным значением qmax, соответствующим
тому, который был найден методом турбидиметрии
(рис. 2). С дальнейшим увеличением q размеры ча-
стиц комплекса уменьшались и при q  qmax стано-
вились равными размерам частиц пектина (данные
не представлены). Средние размеры частиц сме-
сей СП 95.1/ЛИЗ были идентичны размерам ча-
стиц СП 95.1 (данные не представлены). Это поз-
волило утверждать, что ЛИЗ не взаимодействовал
с СП 95.1 с образованием комплексных частиц.

Системы БП/ЛИЗ. При одинаковых степенях
СМ частицы комплекса систем БП/ЛИЗ оказа-
лись значительно больше, чем систем СП/ЛИЗ
(рис. 3б). Можно предположить, что в этом слу-
чае комплексы на основе БП более агрегированы,
чем комплексы на основе СП. Это могло быть
следствием более высокой способности БП к аг-
регации в кислой среде в присутствии монова-

@

лентных ионов, которые индуцируют агрегацию
их жестких цепей. Такая агрегация может возни-
кать, например, вследствие кооперативного взаи-
модействия [26] между блоками в БП, которое бо-
лее кооперативное, чем в случае СП. Следует от-
метить, что при одинаковых СМ растворимость
БП всегда была меньше, чем СП (данные не при-
ведены).

Морфология комплексных систем. Для анализа
морфологии комплексных систем пектин/ЛИЗ
была применена микроскопия высокого разре-
шения. Частицы комплексной фазы систем, со-
держащих БП, представляли собой гель и имели
нерегулярную форму при всех изученных значе-
ниях СМ. Морфология типичной комплексной
системы БП 68.2/ЛИЗ представлена на рис. 4а.
При фиксированном значении q средние разме-
ры таких комплексов значительно возрастали при
увеличении концентрации ЛИЗ от 0.04 до 0.4 вес. %
(рис. 4в). Морфологии систем СП 16.2/ЛИЗ и СП
38.2/ЛИЗ и БП/ЛИЗ оказалась близкими, но раз-
личалась только средними размерами частиц.

Рис. 4. Микрофотографии комплексов смесей БП 68.2/ЛИЗ (а, в) и СП 66.5/ЛИЗ (б, г) при значениях q = qmax, pH 5.1,
23°C и I = 0.01; ЛИЗ: (а, б) – 0.04%, а (в, г) – 0.4%. Полная длина изображения – 120 мкм.

(a) (б)

(в) (г)
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Рис. 5. Зависимости qOnset (1) и qφ (2) от СМ пектина в системе СП/ЛИЗ 90 (а) и qOnset (1) и qφ (2) от СМ пектина в си-
стеме БП/ЛИЗ (б) при pH 5.1, 23°C и I = 0.01.
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Система СП66.5/ЛИЗ, содержащая пектин с
высокой степенью метоксилирования, имела
жидкие капли комплексного соацервата, то есть
морфология ее комплексной фазы, отличалась от
других систем (рис. 4б, 4г). Можно предполо-
жить, что при низких значениях СМ переход ком-
плексной фазы систем СП/ЛИЗ из гелеобразного
состояния к жидкому состоянию при высоких
СМ вызывался значительным уменьшением сум-
марного заряда пектина, которое в значительной
степени подавляло межмолекулярные взаимо-
действия, приводящие к увеличению мобильно-
сти в комплексах. Следует отметить, что ком-
плексная коацервация обычно наблюдается в си-
стемах белок/слабый полиэлектролит [27].

На рис. 5 в обобщенном виде наглядно показа-
но влияние структурных особенностей СП (а) и
БП (б) на их комплексообразование с ЛИЗ.

Влияние ионной силы и pH на комплексообразо-
вание. Системы СП/ЛИЗ. Зависимость τ500 систем
СП/ЛИЗ от pH для разных значений СМ показа-
ны на рис. 6a. Измерения осуществляли при зна-
чениях q = qmax, ионной силе I = 0.01 и pH 5.1. Из
представленных данных видно, что в области pH
от 6.5 до 10.0 мутность систем, содержащих силь-
но заряженные пектины, изменялась слабо при
изменении pH, в то время как мутность систем,
содержащих слабо заряженные пектины, значи-
тельно уменьшалась с возрастанием pH (рис. 6а).
Принимая во внимание, что в данной области
значений pH карбоксильные группы пектина пол-
ностью ионизированы [22] и положительный за-
ряд ЛИЗ уменьшался монотонно до pH 9–10 [28],
можно утверждать, что в этих условиях комплек-

сообразование СП 16.2 с ЛИЗ зависело слабо от
заряда ЛИЗ, в то время как комплексообразова-
ние высокометоксилированного СП 66.5 – суще-
ственно. Другая ситуация наблюдалась при изме-
нении pH от 5.2 до 6.2. В этой области pH ≥ 6.0
молекулы пектина и ЛИЗ становились полностью
ионизироваными [22]. Как видно на рис. 6а, ком-
плексообразование пектина с ЛИЗ сильно зави-
село от степени диссоциации молекул пектина и
почти не зависело от его СМ. При возрастании
pH от 10.0 до 10.5 заряд ЛИЗ резко падал к нулево-
му значению [28]. В связи с этим комплексообра-
зование подавлялось даже в случае высокозаря-
женных пектинов. Минимальное значение pH,
при котором величина τ500 становилась равной
нулю (pHset), уменьшалось линейно с СМ пектина
(рис. 6а'). Это подтверждало электростатический
характер межмолекулярного взаимодействия пек-
тина с ЛИЗ и отсутствие заметного влияния на
него водородных связей.

Зависимость τ500 системы СП/ЛИЗ от I при
разных значениях СМ пектина представлены на
рис. 6б. Для высокозаряженных СП 16.2 и СП 38.2
эта зависимость имела немонотонный характер с
максимумом комплексообразования при I ≈ 0.03.
Сходная немонотонная зависимость наблюда-
лась и в случае других белок/полисахарид и бе-
лок/полиэлектролит систем, в которых белок ха-
рактеризовался неравномерным распределением
заряда в некоторых участках его поверхности. Та-
кая немонотонная зависимость объяснялась эф-
фектами противоионов солей при экранирующем
отталкивании, ослабляющем взаимодействие [29].
Минимальное значение I, выше которого ком-
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плексообразование подавлялось (Iset), зависело от
общего заряда пектина, что подтверждало элек-
тростатический характер комплексообразования.
Монотонное изменение зависимости τ500 от I для
систем с высокометоксилированными пектина-
ми СП 66.5 и СП 77.7 могло являться следствием
действия очень слабых близких сил притяжения,
которые экранировали отталкивание между мак-
роионами. Зависимость Iset систем СП/ЛИЗ от
СМ пектина представлена во вставке к рис. 6б'.
Величина Iset уменьшалась с увеличением СМ,
особенно значительно при СМ выше 60%. Откло-
нение зависимости от линейной при высоких сте-
пенях СМ могло быть результатом приближения
константы связывания к критической величине,
при которой комплексы не образовывались. Мож-
но предположить, что на значение Iset для систем с
низко метоксилированными пектинами степень
СМ влияла так же, как на qOnset и qф (рис. 5а). Пол-
ное подавление комплексообразования при опре-
деленных значениях I даже в случае высокоме-
токсилированных пектинов доказывало, что
роль образования водородных взаимодействий в
комплексообразовании незначительна.

Системы БП/ЛИЗ. Зависимость τ500 систем
БП/ЛИЗ от pH для разных значений СМ показа-
ны на рис. 7а. Сравнение полученных данных для
систем БП/ЛИЗ и СП/ЛИЗ показало одно прин-
ципиально значимое различие между двумя типа-
ми систем. Минимальное значение pH, при кото-
ром величина τ500 систем БП/ЛИЗ становилась
равной нулю (pHset) не зависело от СМ пектина,
то есть от суммарного заряда его молекулы, в то
время как для систем СП/ЛИЗ значение pHset
уменьшалось с ростом СМ. Это позволило конста-
тировать, что основным фактором, определяю-
щим комплексообразование в системах БП/ЛИЗ в
щелочной области pH, являлся не суммарный за-
ряд, а агрегация частиц комплекса, управляемая
вторичными физическими связями-гидрофоб-
ными взаимодействиями и водородными связя-
ми. В области значений pH от 5 до 9.5 положи-
тельный заряд ЛИЗ уменьшался монотонно с ро-
стом pH [27], при этом карбоксильные группы
пектина полностью ионизированы [22]. В связи с
этим ожидаемым результатом было бы уменьше-
ние τ500 с увеличением pH. Однако сильная агре-
гация частиц комплекса в данных условиях уве-
личивала стабильность комплексов при более вы-
соком значении pH. Природа сил, ответственных
за агрегацию частиц комплекса, не вполне ясна.

Зависимость τ500 системы БП/ЛИЗ от I при
разных значениях СМ пектина представлены на
рис. 7б. Одна общая особенность в поведении си-
стем, содержащих СП и БП, заключалась в том,
что минимальное значение I, при котором τ500 до-
стигало нулевого значения (Iset = 0.1), было оди-

наковым для сильно заряженных СП и БП. Для
сильно заряженных БП 16.9 and БП 33.1 зависи-
мость τ500 от I носила немонотонный характер с
максимумом при I ≈ 0.06. Возможной причиной
для небольшого сдвига Imax от 0.03 до 0.06 в случае
этих систем БП16.9/ЛИЗ и БП33.1/ЛИЗ могло
быть более выраженное экранирование отталкива-
ния вследствие более сильной агрегации в системах

Рис. 6. Зависимость мутности при 500 нм (τ500) сме-
сей СП/ЛИЗ от pH при ионной силе I = 0.01 (a) и при
I = 0.01 и pH 5.1(б) для пектинов с СМ от 16.1 (линия 1)
до 77.7 (линия 4). Концентрация ЛИЗ = 0.04%, q = qmax.
б' – зависимость Iset от СМ пектина.
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БП/ЛИЗ по сравнению с системами СП/ЛИЗ. Та-
кое поведение согласовывалось с образованием
больших по размеру частиц комплекса по сравне-
нию с системами на основе СП (рис. 3 и 4).

Таким образом, полученные данные позволи-
ли установить общие закономерности и различия
во взаимодействии молекул ЛИЗ с пектинами,
различающимися суммарной (СП) и локальной
(БП) плотностью заряда. Показано, что СП и БП
образовывали водорастворимые комплексы в
очень узком диапазоне составов смесей (при q от
7 × 10–4 до 1.4 × 10–2) в зависимости от СМ пекти-

на, и водонерастворимые комплексы (при q выше
7 × 10–3 и меньше 1.5–3.8). Оптическая микро-
скопия показала, что комплексы ЛИЗ с БП имели
большие размеры (15–20 мкм) при всех изучен-
ных СМ, в то время как средние размеры ком-
плексов с СП оказались существенно меньше (от
0.6 до 3 мкм) и зависели от СМ. Фазовый анализ
систем показал, что БП образовывали гелеобра-
зые частицы комплекса независимо от СМ, тогда
как СП образовывал как жидкие, так и гелеобраз-
ные частицы комплекса в зависимости от СМ.
Критическое значение Iset, выше которого ком-
плексы ЛИЗ с СП и БП не образовывались, ока-
залось равным 0.11. При этом значения Iset и pHset
для систем БП/ЛИЗ не зависели от СМ пектина,
в то время как для систем СП/ЛИЗ эти значения
уменьшались значительно с ростом СМ. Влияние
I на комплексообразование ЛИЗ с пектинами
имеет немонотонный характер с максимумом при
I = 0.03–0.06, соответствующим длине Дебая 1.7 нм,
сравнимой с размером молекулы ЛИЗ. Получен-
ные результаты могут быть использованы в про-
цессах переработки белка. Так, при низкой ион-
ной силе молекулы ЛИЗ могут обратимо связы-
вать пектины и высвобождаться из комплекса
при добавлении соли. Это позволит использовать
данные смеси в биотехнологии в качестве пере-
носчиков ферментов.
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Effect of Structural Features of Pectin on Its Complexation with Lysozyme
Y. A. Antonovа, * and I. L. Zhuravlevaа

аN.M. Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: chehonter@yandex.ru

Interaction of lysozyme (Lys) with pectins differing in total or local charges (blockwise and statistical distri-
bution of the methoxylated groups, BP and SP), and also different degree of methoxylation (DM) was studied
by use of dynamic light scattering, turbidimetry, brightfield imaging, and electrophoretic mobility. SP 16.2,
38.2, and BP 16.9, 33.1 form at pH 5.1, ionic strength I = 0.01, and q < qmах water soluble complexes in the
concentration range of mixtures from q ≅ 7 × 10–4 до q = 3.0 × 10–3, where q-pectin/Lys weight ratio, and
water insoluble complexes at q > 3 × 10–3. For SP 66.5 and BP 68.2 these values were higher (from q ≅ 3 ×
× 10–3 to q ≅ 0.01, and q > 0.01). Complexes of Lys with BP has large sizes (15–20 μm) for all DM, whereas
the average sizes of complexes Lys/SP are much less (from 0.6 μm to 3 μm) and they depened on DM. Com-
plexes of Lys with BP has gel-like morphology for all DM, whereas complexes with SP were liquid coacervate
or gel like depending on on DM. Critical values of the ionic strength Iset, above that complexes did not formed
was 0.11. At that, Iset and pHset values for BP/Lys systems were not depended on DM of pectin. For SP/Lys
systems these values decreases when DM increase. Effect of I on complexation has a nonmonotonic character
displaying a maximum in complex formation at I = 0.03–0.06. Understanding of effect of the total and local
charges of pectin on its complexation with protein is important for prediction of the structural stability of food
products.

Keywords: pectin, lysozyme, complexation, total charge, local charge, structure
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