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Введение. Важной стороной проведения обработки и предобработки целлюлозного сырья (в том числе отрубей)
является получение в конечном продукте высокого содержания редуцирующих веществ. Экспериментально подобран-
ные параметры процесса и оптимизация условий предобработки растительного сырья с целью увеличения количества
биологически ценных веществ позволит снизить себестоимость конечного продукта. В данной работе биоконверсию
полимеров пшеничных отрубей осуществляли гидролитическими ферментными препаратами (ФП).

Объекты и методы исследования. Оценку степени биотрансформации растительных полимеров проводили на
измельченных пшеничных отрубях ФП и их комплексами методами химического анализа и ВЭЖ хроматографии.

Результаты и их обсуждение. Исходное сырье (пшеничные отруби) характеризовалось низким содержанием
лигнина (7.55%) и высоким – пентозанов (17.9%). Наибольшее количество редуцирующих веществ гидролизатов опре-
делено для ФП АмилоЛюкс АТС – 0.23 г/г сырья и его комплексов АмилоЛюкс АТС и ЦелоЛюкс А – 0.29 г/г сырья.
Включение в комплекс энзимов ФП протеолитического действия увеличивает количество аминного азота (39.5 мг/г сы-
рья). Определено большее количество манноз (56.0 мг/г отрубей), но меньшее – пентоз (4.1 мг/г отрубей) гидролизатов
ферментативно обработанных пшеничных отрубей в сравнении с химической обработкой серной кислотой.

Выводы. Определены оптимальные параметры ферментативной предварительной обработки пшеничных отру-
бей для их конверсии в целевые продукты биосинтеза, что является перспективным направлением исследований и прак-
тического использования их в производстве манноз, биотоплива, химических веществ и пищевых добавок.
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Введение

Пшеница – это наиболее генерируемая и ценная сельскохозяйственная культура в мире. Согласно
данным Продовольственной и сельскохозяйственной организации Объединенных Наций (ФАО), мировой
уровень производства пшеницы в 2022 году составил около 781 млн т, а пшеничных отрубей – 15% (117.2
млн т) от объема пшеницы при ее переработке. Пшеничные отруби являются многокомпонентным расти-
тельным сырьем. Основные полисахаридные фракции пшеничных отрубей, крахмал, целлюлоза и гемицел-
люлозы могут подвергаться химическому, ферментативному [1] и/или микробному превращению с образо-
ванием гексоз и пентоз [2]. Поэтому целесообразны исследования потенциала применения пшеничных от-
рубей как вторичного растительного сырья в производстве продуктов с добавленной стоимостью [3, 4], та-
ких как полигалактуроназа, этанол, молочная кислота и инулиназа путем биосинтеза [5].

Эффективной конверсии растительной биомассы препятствуют структурные особенности и химиче-
ская устойчивость к дегидратации и к деградации полимеров углеводной и белковой природы. Низкая спо-
собность к трансформации лигнинцеллюлозной фракции определена кристаллической структурой и степе-
нью полимеризации крахмала и целлюлозы, а также количеством гемицеллюлозы и лигнина растительного
сырья [6].

*Данная статья имеет электронный дополнительный материал (приложение), который доступен читателям на сайте
журнала. DOI: 10.14258/jcprm.20240213107s
** Автор, с которым следует вести переписку.



ЭФФЕКТИВНОСТЬ КОНВЕРСИИ КОМПЛЕКСОМ ГИДРОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ… 341

Перед ферментацией предварительная обработка является одним из наиболее значимых этапов в про-
изводстве продуктов с добавленной стоимостью из растительного лигнинсодержащего сырья. Многие ме-
тоды предварительной обработки, такие как физические, химические, физико-химические, биологические и
их комбинации, применяются для превращения целлюлозы и гемицеллюлозы в целлобиозу и моносахариды
(в основном глюкозу, ксилозу и арабинозу) [7, 8].

Среди методов химической предварительной обработки кислотный гидролиз неорганическими кис-
лотами является распространенным. Трансформация растительного сырья разбавленной серной кислотой
является одной из наиболее изученных технологий предварительной обработки, также есть результаты ис-
пользования и других неорганических кислот: HCl, H3РО4 и HNO3 в процессах трансформации раститель-
ных полимеров [9]. Такая обработка приводит к деполимеризации и физико-химической модификации лиг-
ноцеллюлозных компонентов, что, в свою очередь, определяет экологическую и экономическую целесооб-
разность коммерческого производства продуктов на биологической основе [10, 11].

Физические методы предварительной обработки растительного сырья имеют ряд следующих преиму-
ществ: простая технология, низкая стоимость и экологичность [12]. Однако в результате физического воз-
действия происходит уменьшение размера частиц растительного сырья, а не их трансформация в раствори-
мые продукты [13, 14]. Методы биологической предварительной обработки такими ферментами, как цел-
люлаза и ксиланаза, определяют степень распада основных компонентов клеточной стенки растений. Гид-
ролиз биополимеров лигнина, целлюлозы и гемицеллюлозы в процессе биоконверсии приводит к измене-
нию химического состава, увеличению растворимых веществ с более низкой молекулярной массой [15].
Ферментативный гидролиз имеет ряд преимуществ в сравнении с химической обработкой: его можно про-
водить в «мягких» условиях и с низкой экологической нагрузкой [16], кроме того, применение ферментных
препаратов разного типа действия дает возможность контролируемого процесса трансформации биополи-
меров и получение гидролизатов заданного химического состава.

Гидролизаты растительного сырья, полученные в оптимальных условиях конверсии природных по-
лимеров, могут быть использованы в дальнейшем биотехнологическом производстве продуктов с добавлен-
ной стоимостью, таких как биотопливо, органические кислоты, ферменты и т.д. Пентозы и гексозы гидро-
лизатов являются определяющими для более эффективного преобразования углеводов в этанол (биотопливо
второго поколения) дрожжами Scheffersomyces stipitis, Candida shehatae и Pachysolen tannophilus [5]. Уста-
новлено, что S. stipitis – одни из наиболее перспективных дрожжей для промышленного производства эта-
нола, преобразуют пентозы с более низкой скоростью, чем гексозы [5]. Методом микробиологического син-
теза с помощью бактерий Lactobacillus casei производят молочную кислоту, используемую не только в кос-
метической и фармацевтической промышленности, но и для производства перспективных биоразлагаемых
полимерных материалов – полилактида. Биоконверсия крахмал- и целлюлюлозосодержащего растительного
сырья с получением молочной кислоты имеет преимущества по сравнению с химическим синтезом благо-
даря дешевым субстратам и низкому энергопотреблению. Поэтому пшеничные отруби являются недорогим
и альтернативным перспективным ресурсом базального сахара для производства молочной кислоты. Ана-
логично и для других продуктов микробиологического синтеза, экономическая эффективность производ-
ства которых определяется качественным и количественным составом гидролизатов растительных полиме-
ров, связанного с условиями предварительной обработки гидролитическими ферментными препаратами.

В последнее время исследования направлены на моделирование экспериментальных данных процесса
биоконверсии с целью расширения сырьевой базы промышленной и пищевой биотехнологии, выполняемых с
различными типами ферментов в условиях подбора оптимальных технологических режимов [13, 17, 18].

Актуальность экспериментальных исследований комплексами ферментных препаратов разного типа
действия обусловлена сложным химическим составом растительного сырья. Различные полисахариды кле-
точной стенки затрудняют доступ к субстрату, а иногда и полностью ингибируют фермент. Обработка из-
мельченного растительного сырья, жмыхов комбинацией ферментов целлюлазы, пектиназы и танназы зна-
чительно повышает количество растворимых веществ, в том числе и фенолов и проантоцианидинов гидро-
лизатов в сравнении с использованием каждого фермента в отдельности [19–23]. Данные исследований
биотранформации крахмалсодержащего вторичного растительного сырья композицией ферментов, состоя-
щей из α-глюкоамилазы, пуллуланазы и смеси β-карбогидраз, свидетельствуют о большей эффективности
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трансформации нерастворимого крахмала в сбраживаемые сахара [24, 25]. Увеличению растворимости рас-
тительных белков в 1.5 раза способствовало включение ферментов протеолитического действия при обра-
ботке коммерческой α-амилазой семян киноа [26].

Однако мало сведений в отношении эффективности предварительной обработки пшеничных отрубей
комплексами ферментных препаратов разного типа действия, моделирования качественного и количествен-
ного состава композиций с целью получения растительных гидролизатов заданных характеристик.

Цель данного исследования – оптимизировать условия предварительной обработки пшеничных от-
рубей, оценить степень эффективности трансформации полисахаридов растительного сырья (пшеничных
отрубей) методом ферментативного гидролиза. Установить взаимосвязь накопления технологически цен-
ных углеводов от механизма действия и количества индивидуальных ферментных препаратов. Оценить си-
нергетическое действие на биополимеры пшеничных отрубей комплексов ферментов амилолитического,
целлюлолитического, ксиланазного, пектолитического и протеолитического действия.

Объекты и методы исследования

Объектами исследований являлись нативные пшеничные отруби производства ООО «МельКом» по
ГОСТ 7169-17. Отруби пшеничные. Технические условия, ГОСТ 27558-87 Мука и отруби. Определение
цвета, запаха, вкуса и хруста и ГОСТ 27668-88 Мука и отруби. Предобработка пшеничных отрубей предпо-
лагала их измельчение на дисковой коллоидной мельнице DLFU (производитель BUHLER, Германия), для
получения фракций пшеничных отрубей 200 мкм и 600 мкм использовали определенные виды сит рассеи-
вателя фирмы FRITSCH, Германия.

Все экспериментальные исследования процесса биоконверсии вторичного сырья осуществляли фер-
ментными препаратами (ФП) гидролитического действия: АмилоЛюкс АТС, АмилоЛюкс А, Биоферм, Про-
теаза кислая, ЦеллоЛюкс А и ЦеллоЛюкс F (ООО ПО «Сиббиофарм», Новосибирск); в условиях, рекомен-
дованных производителем.

В данном экспериментальном разделе использовали следующие технологические параметры про-
цесса ферментативного гидролиза пшеничных отрубей (рис. 1): гидромодуль – 1 : 8, 1 : 9, 1 : 10 (условия
определены в рамках выполнения договора НИР); температура – 37 и 50 °С; количество ФП – 0.1–2.0%;
продолжительность обработки – 1–24 ч.

Образцы полученных гидролизатов исследовали по отработанным методикам: количество легкогид-
ролизуемых углеводов (крахмала) – ГОСТ 26176-91 Корма, комбикорм. Методы определения растворимых
и легкогидролизуемых углеводов; массовая доля влаги – ГОСТ 9404-88 Мука и отруби. Методы определе-
ние влажности; массовая доля клетчатки – ГОСТ 31675-2012 Корма. Методы определения содержания сы-
рой клетчатки с применением промежуточной фильтрации; массовая доля сырого протеина – ГОСТ 13496.4-
93 Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Методы определения содержания азота и сырого протеина;
количество редуцирующих сахаров (РВ) – ГОСТ 53973-2010 Ферментативные препараты для пищевой про-
мышленности. Методы определения бета-глюканазной активности.

Количество аминного азота определяли по методу Попа – Стивенса (Государственная фармакопея
РФXIII: ОФС.1.2.3.0022.15. Определение аминного азота методами формольного и йодометрического тит-
рования). Сущность данной методики заключается во взаимодействии аминокислот в щелочном растворе с
ионами двухвалентной меди и последующим обратным йодометрическим титрованием.

Для определения содержания кислотонерастворимого лигнина и пентозанов использовали классиче-
ские методики для целлюлозосодержащего сырья [27].

Состав моно- и дисахаридов гидролизатов определяли методом ВЭЖ хроматографии: исследуемые
образцы и калибровочные точки анализировали на ВЭЖХ-хроматографе «Миллихром А-02». Сорбент хро-
матографической колонки Prontosil-C18. Температура анализа – 40 °С. Давление в колонке – 3–7 МПа. Де-
тектор фотометрический. Длины волн – 220, 310, 350, 400 нм. Режим анализа – градиентный (растворитель
Б – от 20 до 22% за 3000 мкл). Расход элюента – 250 мкл/мин. Объем пробы – 2 мкл.

Оценка воспроизводимости экспериментов при реализации процессов высокотемпературного гидро-
лиза проведена по трем повторностям. Обработку полученных результатов исследования проводили с по-
мощью программы STATISTICA 6.0, которая включает в себя широкий набор основных статистик в понят-
ном русифицированном интерфейсе со всеми преимуществами.



ЭФФЕКТИВНОСТЬ КОНВЕРСИИ КОМПЛЕКСОМ ГИДРОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ… 343

Рис. 1. Схема исследования конверсии пшеничных отрубей ферментными препаратами

Результаты и их обсуждение

Анализ качественных показателей пшеничных отрубей при механической обработке
Химический состав и характеристика растительного сырья определяют стратегию выбора технологи-

ческого процесса предварительной обработки. В ходе экспериментальных исследований установлено, что
пшеничные отруби, отобранные для проведения ферментативной обработки, обладают характеристиками,
представленными в таблице 1.

Установлено высокое содержание пентозанов и низкое количество лигнина нативных пшеничных от-
рубей в сравнении с образцами другого растительного сырья – соломы пшеницы, кукурузы, древесины хвой-
ных и лиственных растений [28]. Полученные экспериментальные результаты коррелируют с данными,
представленными в научной литературе, отечественных и зарубежных авторов [28, 29].

Гидролиз целлюлозы и крахмала растительного сырья ферментными препаратами затрудняют сопут-
ствующие им биополимеры: лигнин, гемицеллюлозы, пектины, а также кристалличность целлюлозы. Поэтому
для увеличения реакционной способности сырья используют механический способ предварительной обра-
ботки [30], направленный на уменьшение степени кристалличности целлюлозы физическим воздействием.

Таблица 1. Характеристика пшеничных отрубей

Наименование показателя Значение показателя
Сухие вещества, % 90.82±0.12
Зольность*, % 5.98±0.28
Сырая клетчатка, % 8.5±1.3
Сырой протеин, % 14.70±0.46
Лигнин*, % 7.55±0.39
Пентозаны*, % 17.90±0.01
Крахмал, % 17.8±2.8
ССu, мг/кг 46.2
СSe, мг/кг 0.16

* – в пересчете на сухой материал.
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Далее в исследованиях использовали измельченные пшеничные отруби и фракции 600 и 200 мкм
(условия определены в рамках выполнения договора НИР). По литературным данным, в зерне злаков и про-
дуктах их переработки (отрубях) моносахариды и олигосахариды представлены глюкозой, сахарозой, фрук-
тозой, раффинозой и в небольшом количестве определены три- и тетрасахариды [29]. Поэтому с целью опре-
деления реакционной способности пшеничных отрубей (процесса экстракции редуцирующих веществ) в
зависимости от температуры (температурный интервал – от 25 до 75 °С с шагом 10 °С) установлено содер-
жание редуцирующих веществ (РВ) механически обработанных пшеничных отрубей и фракций 600 мкм и
200 мкм. На рисунке 2 представлено изменение количества РВ пшеничных отрубей при Т=75 °С в зависи-
мости от времени и применяемого гидромодуля. Определен рациональный температурный режим процесса
экстрагирования и гидромодуль, обеспечивающий максимальный уровень РВ в экстракте пшеничных отру-
бей – количество редуцирующих веществ достигало (0.091–0.103) г/г измельченных пшеничных отрубей 5–
6 ч, при температуре 65–75 °С и гидромодуле 1 : 8 (данные не приведены).

В связи с тем, что при механической обработке и рассеивании со средним размером частиц 600 и 200
мкм были получены фракции измельченных пшеничных отрубей, состоящие из разных анатомических ча-
стей зерновки, что возможно определило различие количества экстрактивных веществ.

Определено наибольшее количество редуцирующих веществ на каждом этапе экстрагирования для
фракции пшеничных отрубей 200 мкм, что может свидетельствовать о большем количестве крахмальных
зерен эндосперма в исследуемой фракции, в сравнении с измельченными отрубями и фракцией 600 мкм,
основная часть которой представлена целлюлозой семенных оболочек и оболочек клеток аллейронового
слоя (рис. 2). Нагревание пшеничных отрубей выше 80 °С при различных гидромодулях приводит к резкому
снижению уровня редуцирующих веществ, что может быть связано с инактивацией нативных амилолити-
ческих ферментов отрубей и взаимодействием редуцирующих веществ с белковыми компонентами.

а б

Рис. 2. Изменение содержания РВ механически
обработанных пшеничных отрубей (а) и фракций
600 мкм (б) и 200 мкм (в) (Т=75 °С)в
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Исследование процесса ферментативной обработки пшеничных отрубей. В дальнейших исследова-
ниях энзиматического гидролиза полисахаридов измельченных пшеничных отрубей применяли ФП (ООО
ПО «Сиббиофарм», Новосибирск) в условиях, рекомендованных производителем: ГлюкоЛюкс А, Амило-
Люкс АТС, АмилоЛюкс А, Биоферм, Протеаза кислая, ЦеллоЛюкс F; характеристика каталитического дей-
ствия ферментных препаратов в отношении субстратов представлена в таблице 2.

Исследование глубины ферментативной конверсии пшеничных отрубей. Переработка растительного
сырья осложнена его разнообразным химическим составом. Очевидно, что в комплексном лигноцеллюлоз-
ном сырье, к которому относятся пшеничные отруби, процессы кислотного или ферментативного разложе-
ния полимеров будут происходить неравномерно (табл. 2). Требуется проведение работ по определению
количества структурообразующих компонентов сырья до обработки, а также контроль за выходом целевых
веществ в процессе гидролиза.

Основными задачами экспериментальных исследований являлся подбор наиболее перспективных ви-
дов ферментных препаратов, а также их комплексов, для усиления глубины ферментативной конверсии
пшеничных отрубей с получением определенного набора углеводов и других ценных веществ.

Замоченные в теплой воде пшеничные отруби увеличиваются в объеме в 2.5–3.5 раза за счет набуха-
ния полисахаридов и клеток алейронового слоя. Клеточная стенка препятствует чрезмерному набуханию и
лизису клеток (рис. 3). В набухшие отруби вносили препараты целлюлазного действия. В результате проис-
ходит «расплавление» межклеточного вещества в алейроновом слое и вместо группы клеток наблюдаем
единичные свободные клетки. Далее происходит расщепление целлюлозы из оболочек самих клеток, осво-
бождается содержимое клеток и в экстракт выходит содержимое вакуолей и самой клетки (рис. 3).

В следующей серии исследований определяли степень биоконверсии пшеничных отрубей препара-
тами: АмилоЛюкс АТС, АмилоЛюкс А, ЦеллоЛюкс А, Протеаза кислая, Биоферм и ЦеллоЛюкс F по накоп-
лению редуцирующих веществ. Количество вносимого в реакционную смесь ФП одинаково и составило
0.5% на массу углеводсодержащего сырья.

Наибольшая степень превращения нерастворимых полисахаридов пшеничных отрубей в раствори-
мые сахара определено через 9 ч ферментации препаратом АмилоЛюкс АТС (0.215 г/г пшеничных отрубей).
Это может свидетельствовать о большой ферментативной активности ФП и относительно высоком содер-
жании в отрубях субстрата фермента – крахмала (табл. 1). Поэтому для определения оптимальных техноло-
гических параметров процесса гидролиза выбраны ферментные препараты с максимальной активностью в
отношении гликозидных связей крахмала: АмилоЛюкс АТС и АмилоЛюкс А.

Для обработки труднодоступного ферментами сырья с целью повышения удельной поверхности,
набухаемости, частичной или полной деструкции сложных полимеров и их комплексов пшеничные отруби
термостатировали при 37 °С, применяемый гидромодуль – 1 : 8. В ходе экспериментальных исследований
ферментный препарат вносили в заранее подготовленные пшеничные отруби (набухшие в течение 1 ч) из
расчета на их массу в количестве от 0.5 до 2.0% (рис. 4). Процесс ферментации проводили в течение 24 ч
при температуре 50±2 °С, рН=5.45, данные условия проведения экспериментальных исследований являются
оптимальными и рекомендованными фирмой-производителем (Технологическая инструкция по примене-
нию ферментных препаратов ООО по «СИББИОФАРМ» в спиртовом производстве).

Увеличение концентрации фермента АмилоЛюкс АТС до 1% на массу пшеничных отрубей способ-
ствует накоплению РВ гидрлизатов – до 0.23 г/г сырья. Уменьшение количества редуцирующих веществ
после 22 ч ферментативного гидролиза, возможно, связано с развитием посторонней микрофлоры нестери-
лизованных пшеничных отрубей. Внесение большего количества ферментного препарата не оказывает зна-
чимого влияния на изменение содержания РВ или приводит даже к их снижению.

Дальнейшие экспериментальные исследования ферментативного гидролиза пшеничных отрубей осу-
ществляли с использованием препарата АмилоЛюкс А при аналогичных условиях. Определено оптималь-
ное внесение ферментного препарата в реакционную смесь, что составило 1% от массы сырья. Изменение
содержания редуцирующих веществ в процессе гидролиза полисахаридов препаратом АмилоЛюкс А дости-
гало максимального значения 0.18 г/г пшеничных отрубей через 7–8 ч, что определено и при биотрансфор-
мации ферментным препаратом АмилоЛюкс АТС.
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Таблица 2. Характеристика ферментных препаратов

Ферментный пре-
парат

Характеристика ферментного препарата

ЦеллоЛюкс А Проявляет ксиланазную, целлюлазную и β-глюканазную активность, применяется для гидро-
лиза некрахмальных полисахаридов зернового сырья и способствует также гидролизу β-глюка-

нов и ксиланов сырья, улучшает реологические свойства, снижая вязкость.
Активность:

Ксиланазная по ГОСТ Р 55302-2012, ед.КС/г, см3

Целлюлазная по ГОСТ Р 55293-2012, ед.ЦС/г, см3

β-глюканазная по ГОСТ Р 53973-2010, ед.β-ГкС/ см3

4500
1750
2000

АмилоЛюкс А Гидролизует внутренние α-1,4-гликозидные связи крахмала (амилозы и амилопектина) и про-
дуктов их последовательного расщепления, что приводит к быстрому снижению вязкости

клейстеризованных растворов крахмала. Конечными продуктами действия альфа-амилазы на
крахмал являются декстрины различной молекулярной массы и олигосахариды. Препарат со-

держит небольшое количество протеазы – 12 ед.ПС/см3.
Амилолитическая активность по ГОСТ Р 54330-2011, ед.АС/г, см3

30°С
60°С

2800
7600

АмилоЛюкс АТС Препарат обладает высокой термостабильностью и способностью катализировать гидролиз α-
1,4- гликозидные связи в амилозе и амилопектине крахмала при повышенных температурах;

рекомендуется к использованию для разжижения и декстринизации крахмала. Действие препа-
рата на крахмал характеризуется быстрым снижением вязкости раствора и молекулярной

массы образующихся декстринов.
Амилолитическая активность по ГОСТ Р 54330-2011, ед.АС/г, см3

30°С
60°С
70°С
90°С
97°С

1600
13600
18000
17000
5000

Протеаза кислая Действие препарата, обладающего протеолической активностью, в кислой зоне рН на белковые
компоненты сырья позволяет: улучшить реологические показатели в результате гидролиза

белка зерна; получать экстракты, обогащенные свободными аминокислотами, необходимые
дрожжам. Обработка кислыми протеазами способствует повышению атакуемости крахмала

зерна амилолитическими ферментами (α- амилазной и глюкоамилазной), что позволяет увели-
чить степень сбраживания сырья за счет более полного гидролиза крахмала.

Протеолитическая активность по ГОСТ Р 53974-2010, ед.ПС см3 600
Биоферм Комплекс целлюлозолитических и пектолитических ферментов. Катализирует расщепление

целлюлозы, которая составляет до 50–70% сухого вещества стерни и растительных остатков.
Целлолюкс F Ферментный препарат сбалансирован по ксиланазной, β-глюканазной и целлюлазной активно-

стям. Данный вид ферментного комплекса обеспечивает ступенчатое расщепление целлюлозы,
ксиланов, β-глюканов растительной клетки.

а б
Рис. 3. Набухшие оболочки алейронового слоя пшеничных отрубей и вакуолей клеток (а) и их
разъединение под действием целлюлазных ферментных препаратов (б). (Световой микроскоп,
увеличение в 360 раз)
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Рис. 4. Изменение концентрации РВ гидролизатов пшеничных отрубей при ферментации АмилоЛюкс
АТС (а), АмилоЛюкс А (б) и комплексом АмилоЛюкс АТС 1% и ЦеллоЛюкс А (в) или Биоферм (г)
в зависимости от количества ФП и продолжительности процесса

Максимальному накоплению редуцирующих веществ в процессе ферментации препаратами Амило-
Люкс А и АмилоЛюкс АТС определена дозировка ФП 1% на массу отрубей.  Препарат АмилоЛюкс АТС
обладает большей ферментативной активностью в отношении полисахаридов пшеничных отрубей в срав-
нении с АмилоЛюкс А, о чем свидетельствует большее содержание редуцирующих веществ реакционной
смеси на 16–26% в течение 9 ч процесса.

Пшеничные отруби состоят из различных анатомических частей зерна: плодовые и семенные оболочки,
оболочки алейронового слоя, зародыш, крахмальные зерна. Семенные оболочки отрубей представлены в виде
отдельно разорванных образований, в которых целлюлоза представлена похожими на клетки морфологиче-
скими структурами, она является основным структурным компонентом оболочки. Микрофибриллы раститель-
ной целлюлозы находятся в аморфном пластическом геле, в который входят группы полисахаридов – геми-
целлюлозы, пектиновые вещества и лигнин. Поэтому актуально биоконверсию пшеничных отрубей осуществ-
лять комплексами ферментных препаратов с целлюлазной, ксиланазной и β-глюконазной активностью.

По результатам исследований (данные не представлены) определена большая ферментативная актив-
ность препарата ЦеллоЛюкс А в сравнении с препаратом ЦеллоЛюкс F, что выражается в значительном
накоплении редуцирующих веществ в процессе гидролиза растительного сырья. Дальнейший этап биокон-
версии пшеничных отрубей осуществляли комплексом ферментных препаратов: АмилоЛюкс АТС (1% на
массу пшеничных отрубей) и ЦеллоЛюкс А. В данном комплексе ферментных препаратов с целью опреде-
ления оптимального соотношения компонентов количество ЦеллоЛюкс А варьировали 0.1–2.0% (рис. 4).
Для определения оптимальных технологических параметров процесс ферментативного гидролиза пшенич-
ных отрубей осуществляли в течение 24 ч, температуре 50±2 °С, гидромодуле 1 : 8, рН=4.5. Данные условия
проведения экспериментальных исследований являются оптимальными и рекомендованными производите-
лем (Технологическая инструкция по применению ферментных препаратов ООО по «СИББИОФАРМ» в
спиртовом производстве).

В ходе экспериментальных исследований ферментные препараты АмилоЛюкс АТС и ЦеллоЛюкс А
вносили в заранее подготовленные пшеничные отруби (термостатирование: гидромодуль 1 : 8, t=1 ч,
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Т=37 °С) из расчета на их массу (рис. 4в). В результате полученных данных гидролиза полисахаридов пше-
ничных отрубей комплексом ферментных препаратов АмилоЛюкс АТС и ЦеллоЛюкс А определено макси-
мальное накопление РВ (0.29 г/г пшеничных отрубей) через 8 ч процесса ферментации при количестве ФП
ЦеллоЛюкс А 1.0% в составе комплекса,  что больше на 18.4 и 48.5% при действии индивидуальных фер-
ментов АмилоЛюкс АТС и ЦеллоЛюкс А соответственно. Уменьшение количества ЦеллоЛюкс А с 1.0 до
0.1% в данном комплексе ФП снижает количество образующихся редуцирующих веществ на 37.8%. После
22 ч ферментации наблюдается некоторое снижение количества РВ, что может быть связано с развитием
посторонней микрофлоры на нестерилизованных пшеничных отрубях.

По литературным данным,  в составе пшеничных отрубей содержание пектиновых веществ – от 2.5
до 3.5% [31], что может вызывать трудности ферментативного катализа гликозидных связей полисахаридов
вторичного сырья при их набухании. Поэтому препарат Биоферм, обладающий кроме целлюлазной, ксила-
назной еще и пектин-лиазной активностью, входил в состав следующего исследуемого комплекса ФП для
биотрансформации пшеничных отрубей (рис. 4г). Параметры ферментативной обработки аналогичны
предыдущей серии исследований комплекса ферментных препаратов. Составленная композиция включала:
АмилоЛюкс АТС 1% и Биоферм 0.1–2.0% на массу пшеничных отрубей.

В результате анализа полученных данных определено максимальное количество РВ через 8 ч про-
цесса ферментации, которое составило 0.22 г/г пшеничных отрубей при внесении 1.5% препарата Биоферм
на массу сырья, что больше на 23.4% в сравнении с комплексом ФП, где количество Биоферм 0.1% и в 2.54
раза больше в сравнении с контрольными значениями (без ФП). Дальнейшее увеличение дозировки препа-
рата Биоферм в комплексе до 2.0% снижает концентрацию РВ в реакционной смеси. Наблюдается и неко-
торое снижение редуцирующих веществ (на 1.15%) после 5 ч ферментативного гидролиза при совместном
действии АмилоЛюкс АТС и Биоферм в сравнении с индивидуальным ФП АмилоЛюкс АТС (рис. 4).

С целью увеличения степени биоконверсии пшеничных отрубей и получения технологически важных
веществ определена необходимость включения в состав комплексов ФП 1 и 2: (АмилоЛюкс АТС 1%, Цел-
лоЛюкс А 0.5%) и (АмилоЛюкс АТС 1%, Биоферм 0.5%) препарата Протеаза кислая в количестве 0.5%.
Данный препарат улучшает реологические показатели реакционной смеси в результате гидролиза белков,
что может способствовать повышению атакуемости крахмала α-амилазами и глюкоамилазами (рис. 5).

Для определения оптимальных технологических параметров процесс биоконверсии указанными
выше композициями ферментных препаратов осуществляли в течение 24 ч, при температуре 50±2 °С, гид-
ромодуль 1 : 8, рН=4.5. Данные условия проведения научных исследований являются оптимальными и ре-
комендованными фирмой-производителем. Результаты экспериментальных исследований представлены на
рисунке 5.

Включение в комплекс 1 и 2 препарата Протеаза кислая способствовало снижению содержания РВ в
процессе биоконверсии вторичного сырья (рис. 5). Количество редуцирующих веществ в результате энзим-
ного гидролиза полисахаридов растительного сырья комплексами ферментных препаратов 1 и 2 ((Амило-
Люкс АТС 1%, ЦеллоЛюкс А 0.5%) и (АмилоЛюкс АТС 1%, Биоферм 0.5%)), в состав которых входит Про-
теаза кислая в количестве 0.5%, выше комплекса 1 на 9–13% в сравнении с комплексом 2. Из анализа данных
экспериментальных исследований определено, что включение препарата Протеаза кислая в композицию
ферментов амилолитического, целллюлолитического и ксиланазного действия уменьшает количество реду-
цирующих веществ гидролизатов, образовавшихся в результате биоконверсии пшеничных отрубей.

В предыдущих наших исследованиях ферментативного гидролиза растительных биополимеров [32]
определено снижение динамической вязкости и увеличение количества аминного азота при действии ФП
Протеаза кислая, что может быть важно в технологическом процессе биоконверсии пшеничных отрубей и
дальнейшем производстве ценных продуктов. А определение изменения качественного и количественного
состава углеводов и растворимых белковых соединений на различных технологических этапах конверсии
значимо для оценки экономической целесообразности дальнейшего производства не только кормов для жи-
вотноводческой отрасли, но и получения кормового белка, биоэтанола и других биологически ценных ве-
ществ. Поэтому в следующей серии экспериментальных исследований хроматографическим методом опре-
делен качественный и количественный состав углеводов обработанных измельченных пшеничных отрубей
комплексом ФП: АмилоЛюкс АТС (1%), Биоферм (0.5%), Протеаза кислая (0.5%).
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а б
Рис. 5. Изменение содержания РВ в процессе биоконверсии пшеничных отрубей двух- и
трехкомпонентными ферментными комплексами амилолитического и протеолетического действия
с целлюлазами Целло Люкс А (а) и Биоферм (б)

ВЭЖХ-анализ моносахаридов нативных пшеничных отрубей показал (данные не приведены) наличие
в экстрактах глюкозы, маннозы и незначительного количества пентоз, что характерно для моносахаридного
состава отрубей. Результаты обработки хроматограмм в программе «Мультихром «ОАО «Амперсенд» пред-
ставлены в таблице 3. При биотрансформации пшеничных отрубей увеличивается содержание: глюкозы – в
1.9 раза, составило 41.6 мг/г; пентоз (в пересчете на ксилозу) – в 2.5 раза, составило 4.0 мг/г и наибольшее
изменение определено для манноз – в 14.0 раз, уровень манноз в гидролизованных отрубях – 56.0 мг/г. В
гидролизатах обнаружены другие моносахариды неустановленной природы, предположительно, галактоза.
В процессе гидролиза их содержание также возросло в 8.8  раз и составило 28.0  мг/г отрубей.  Лактоза и
другие дисахариды не обнаружены ни в одном образце гидролизатов. Установлено суммарное содержание
моно- и дисахаридов, значимых для дальнейшей биоконверсии растительного сырья микроорганизмами при
обработке комплексом ферментных препаратов 129.6 мг/г отрубей.

Сравнительный анализ результатов, данных биотрансформации и предыдущих экспериментальных
исследований химического гидролиза пшеничных отрубей серной кислотой показал [9], что при конверсии
полисахаридов пшеничных отрубей ферментными препаратами (Амило Люкс АТС, Биоферм и Протеаза
кислая) образуется большее количество манноз (в 2.8 раза), но меньшее – пентоз в (15.6 раз) в сравнении с
обработкой растительного сырья серной кислотой (табл. 3). Учитывая, что маннозы обладают пребиотиче-
ской и антиоксидантной активностью, биотрансформация предложенным комплексом ФП увеличивает био-
логическую и пищевую ценность гидролизатов вторичного растительного сырья. Таким образом, наиболее
перспективным и экологически безопасным способом получения маннозы и манноолигосахаридов является
ферментативный гидролиз маннанов клеточных стенок пшеничных отрубей, что согласуется с литератур-
ными данными [33].

Определение аминного азота подтвердило рабочую гипотезу о том, что ферментативная обработка рас-
тительного сырья повышает содержание растворимых белковых соединений, так, количество аминного азота
в гидролизатах составило 39.5 мг/г сырья, что больше в 2.2 и 2.1 раза в сравнении с контролем и химической
обработкой. Таким образом, продукты ферментативной конверсии пшеничных отрубей с высоким содержа-
нием как редуцирующих веществ, так и растворимых азотистых соединений (в том числе белков) могут быть
энергетически более выгодны для дальнейшей биоконверсии с целью получения белковых продуктов.

Таблица 3. Содержание растворимых веществ экстрактов и гидролизатов пшеничных отрубей

Состав моносахаридов
Пшеничные отруби

Нативные Гидролизованные Н2SO4
Гидролизованные ком-

плексом ФП
Дисахариды, мг/г отрубей нет нет* нет
Глюкоза, мг/г отрубей 22.4 43.2* 41.6
Манноза, мг/г отрубей 4.0 20.0* 56.0
Пентозы (в пересчете на ксилозу), мг/г отрубей 1.6 62.4* 4.0
Другие моносахариды, мг/г отрубей 3.2 0* 28.0
Аминный азот, мг/г отрубей 17.92 18.43 39.52

*Данные предыдущих исследований конверсии пшеничных отрубей серной кислотой [9].
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Выводы

1. Определено высокое количество пентозанов 17.9% на а.с.в. и низкое количество лигнина 7.55% на
а.с.в. пшеничных отрубей, что может способствовать процессу ферментативного гидролиза целлюлозы, в
сравнении с другим растительным сырьем – соломы пшеницы, кукурузы, древесина хвойных и лиственных
растений.

2. При определении реакционной способности пшеничных отрубей установлено, что при температуре
выше 80 °С происходит снижение количества редуцирующих веществ в экстрактах, что может быть вызвано
инактивацией нативных амилолитических ферментов и взаимодействием восстанавливающих углеводов с
белковыми компонентами растительного сырья. Наибольший выход растворимых веществ в экстракт пше-
ничных отрубей установлен для гидромодуля 1 : 8, количество редуцирующих веществ составило 0.091–
0.103 г/г пшеничных отрубей.

3. Наибольшая активность из исследуемых ФП (АмилоЛюкс АТС, АмилоЛюкс А, ЦеллоЛюкс А,
Протеаза кислая, Биоферм и ЦеллоЛюкс F) в отношении образования редуцирующих веществ гидролизатов
пшеничных отрубей определена для АмилоЛюкс АТС и АмилоЛюкс А.

4. Оптимальная концентрация исследуемых ферментных препаратов АмилоЛюкс АТС, АмилоЛюкс
А составляет 1% из расчета на массу пшеничных отрубей (уровень РВ гидролизатов достигал (0.18–0.23) г/г
сырья), более высокие концентрации препаратов не оказывают значимого влияния или вызывают даже сни-
жение содержания редуцирующих веществ ферментативно обработанных пшеничных отрубей.

5. Энзимная обработка пшеничных отрубей комплексом АмилоЛюкс АТС и ЦелоЛюкс А приводит к
синергизму гидролитического действия на полисахариды сырья, что выражается максимальным содержа-
нием редуцирующих веществ 0.29 г/г сырья. Меньшее количество РВ гидролизатов определено при исполь-
зовании комплекса ферментов и с ксиланазной и пектин-лиазной активностями (АмилоЛюкс АТС и Био-
ферм) – 0.22 г/г сырья.

6. Определено, что включение препарата Протеаза кислая в композицию ферментов амилолитиче-
ского, целллюлолитического и ксиланазного действия уменьшает количество редуцирующих веществ гид-
ролизатов пшеничных отрубей до 0.19–0.21 г/г сырья, образовавшихся в результате биоконверсии.

7. Включение в комплекс АмилоЛюксАТС и Биоферерм, препарата Протеаза кислая способствует
образованию растворимых белковых соединений, что подтверждается повышенным содержанием в гидро-
лизатах аминного азота – 39.5 мг/г сырья. Установлено большее количество манноз (56.0 мг/г отрубей), но
меньшее – пентоз (4.0 мг/г отрубей) гидролизатов ферментативно обработанных пшеничных отрубей в срав-
нении с химической обработкой. Ферментативная обработка пшеничных отрубей препаратом Протеаза кис-
лая оказывает влияние на реологические свойства реакционной смеси при биоконверсии, снижая кинемати-
ческую вязкость, что может влиять на механизацию процесса.

8. Продукты ферментативной конверсии пшеничных отрубей с высоким содержанием как редуциру-
ющих веществ, так и растворимых азотистых соединений (в том числе белков), могут быть энергетически
более выгодны для дальнейшей биоконверсии с целью получения биоэтанола, белковых продуктов и др.
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тельный экспериментальный материал, раскрывающий основные положения, изложенные в статье.
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Introduction. An important aspect of the processing and pre-processing of cellulose raw materials (including bran) is to

obtain a high content of reducing substances in the final product. Experimentally selected process parameters and optimization
of pre-processing conditions of plant raw materials, in order to increase the amount of biologically valuable substances, will
reduce the cost of the final product. In this work, the bioconversion of wheat bran polymers was carried out with hydrolytic
enzyme preparations (ЕР).

Study objects and methods. The degree of biotransformation of plant polymers was evaluated on crushed wheat bran with
enzyme preparations and their complexes by chemical analysis and HPLC chromatography.

Results and discussion The feedstock (wheat bran) was characterized by a low content of lignin (7.55%) and high pen-
tosans (17.9%). The largest amount of reducing substances of hydrolysates was determined for ЕР Amilolux ATS – 0.23 g/g of
raw materials, and its complexes Amilolux ATS and Celolux A – 0.29 g/g of raw materials. The inclusion of proteolytic action
in the ЕР complex increases the amount of amine nitrogen (39.5 mg /g), reduces kinematic viscosity. A greater amount of man-
nose (56.0 mg/g of bran), but less pentose (4.1 mg/g of bran) of hydrolysates of enzymatically processed wheat bran was deter-
mined in comparison with chemical treatment.

* Corresponding author.
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Conclusions. Optimal parameters of enzymatic pretreatment of wheat bran for their conversion into target products of
biosynthesis – biologically valuable carbohydrates have been determined, which is a promising direction of research and their
practical use in the production of mannose, biofuels, chemicals and food additive.

Keywords: wheat bran, enzymatic hydrolysis, carbohydrate-containing raw materials, hydrolytic enzymes, bioconver-
sion, chromatography.
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