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А ННОТА Ц И Я
Глубокая переработка зерновых отрубей — важное, перспективное направление, позволяющее использо-
вать побочные (вторичные) продукты мукомольного производства с целью получения ценных пищевых 
компонентов для создания обогащенных пищевых продуктов, а также специализированных продуктов на 
зерновой основе. Поликомпонентные отруби, полученные при совместной переработке зерновых (пшени-
ца), бобовых (чечевица) и масличных (лен) культур, по своему химическому составу и состоянию белково-
протеиназного комплекса представляют уникальное сырье, которое можно использовать для дальнейшей 
переработки. В частности, оно пригодно для применения с целью получения гидролизатов и других струк-
турно-модифицированных продуктов с использованием методов ферментативного биокатализа. Оценка 
химического состава и биохимических особенностей новых видов отрубей показала высокое содержание 
белка, в котором преобладает доля альбумино-глобулиновой фракции (78,5–86%), при этом существенная 
часть белка (7,6–10%) прочно связана с другими биополимерами. Выделены и исследованы протеолити-
ческие ферменты отрубей, действующие в нейтральной (рН 6,8) и кислой (рН 3,8) зонах рН. Показано, что 
чечевично-льняные отруби характеризуются наибольшей протеолитической активностью, при этом ак-
тивность нейтральных протеиназ превышает активность кислых протеиназ во всех трех вариантах: в 1,32; 
1,37 и  1,56 раза соответственно. Установлено, что во всех исследуемых отрубях присутствуют белковые 
ингибиторы трипсина и собственных протеиназ. Они подавляют активность кислых протеиназ в большей 
степени, чем нейтральных (% ингибирования): 37,5 против 28,2 (вариант 1); 32,3 против 24,5 (вариант 2); 
48,6 против 32,4 (вариант 3). Молекулярная масса, по данным гель-хроматографии, составила: нейтраль-
ные протеиназы 250 000 ÷ 200 000 Да, кислые протеиназы 100 000 ÷ 75 000 Да. Белковые ингибиторы, выде-
ленные из поликомпонентных отрубей, имели молекулярную массу 25 000 ÷ 20 000 Да. Полученные данные 
будут использованы в экспериментальных исследованиях, по направленному биокатализу с целью полу-
чения продуктов заданного состава и свойств.
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A BST R ACT
Deep processing of grain bran is an important, promising direction that allows the use of by-products (secondary 
products) of flour milling in order to obtain valuable food components for the creation of enriched food products, 
as well as specialized grain-based products. Polycomponent bran, obtained during the joint processing of cereals 
(wheat), legumes (lentils) and oilseeds (flax), in terms of its chemical composition and the state of the protein-
proteinase complex, is a unique raw material that can be used for further processing. In particular, it is suitable for 
the use in producing hydrolysates and other structurally modified products using enzymatic biocatalytic methods. 
An assessment of the chemical composition and biochemical characteristics of new types of bran showed a high 
protein content, in which the proportion of the albumin-globulin fraction predominated (78.5–86%), while a 
significant part of the protein (7.6–10%) was strongly bonded to other biopolymers. The bran proteolytic enzymes 
acting in the neutral (pH 6.8) and acidic (pH 3.8) pH zones were isolated and studied. It was shown that lentil-flax 
bran was characterized by the highest proteolytic activity, while the activity of neutral proteinases exceeded the 
activity of acid proteinases in all three variants: 1.32, 1.37 and 1.56 times, respectively. It was established that 
protein inhibitors of trypsin and their own proteinases were present in all studied bran types. They inhibited 
the activity of acid proteinases to a greater extent than neutral ones (% inhibition): 37.5 versus 28.2 (option 1); 
32.3 versus 24.5 (option 2); 48.6 versus 32.4 (option 3). The molecular weight, according to gel chromatography, 
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was as follows: neutral proteinases 250,000 ÷ 200,000 Da, acid proteinases 100,000 ÷ 75,000 Da. Protein inhibitors 
isolated from multicomponent bran had a molecular weight of 25,000–20,000 Da. The data obtained will be used 
in experimental studies on targeted biocatalysis in order to obtain products of a given composition and properties.

FUNDING: The article was published as part of the research topic No. FGUS-2022–0006 of the state assignment of the V. M. Gorbatov Federal Research 
Center for Food Systems of RAS.

1. Введение
В  последние годы отмечается возросший интерес с  на-

учной и  практической точек зрения к  вторичным продук-
там переработки зерна как к доступным и возобновляемым 
сырьевым ресурсам  — перспективным источникам допол-
нительного сырья для получения полезных ингредиентов 
продуктов питания как общего, так и специализированного 
назначения.

Зерновые отруби представляют собой ценный продукт, 
богатый белком, клетчаткой, витаминами, макро- и  ми-
кроэлементами, биологически активными минорными со-
единениями [1–5]. В  настоящее время их использование 
в пищевых технологиях достаточно ограничено. Различные 
зерновые отруби (преимущественно пшеничные и ржаные) 
используют для обогащения клетчаткой отдельных видов 
хлебобулочных изделий, мультизерновых видов хлеба, их 
включают в  состав поликомпонентных мучных смесей [6–
18]. Кроме того, на рынке зерновые отруби представлены 
в  виде самостоятельного продукта как в  чистом виде, так 
и с различными добавками — сухофруктами, орехами и т. п. 
Наряду с этим активно разрабатываются способы примене-
ния различных зерновых отрубей в технологии дистиллятов 
[19,20], а также изучается возможность их использования как 
объекта для дальнейшей глубокой переработки, в частности, 
для получения пищевых волокон [21–23] и структурно-мо-
дифицированных отрубей с  использованием ферментных 
препаратов целлюлолитического и протеолитического дей-
ствия и  композиций на их основе [1,2,18]. Использование 
продуктов глубокой переработки зерновых отрубей в  раз-
личных отраслях пищевой индустрии позволит повысить 
пищевую и  биологическую ценность конечных изделий 
и придать им функциональные свойства [1,2,21,23–29].

Разработка способов ферментативной модификации 
[1,2,30–34] биополимеров отрубей требует предваритель-
ного изучения состояния самого субстрата, в  частности 
его белково-протеиназного комплекса, которое способно 
оказывать существенное влияние на условия проведения 
ферментативных реакций с  использованием ферментных 
препаратов микробного происхождения. Изучение белко-
во-протеиназного комплекса зерновых и  бобовых культур 
наиболее активно проводилось в  конце 70-х  — середине 
80-х годов ХХ  века. Этому способствовало развитие мето-
дики и техники инструментальных методов исследования. 
Необходимость изучения белково-протеиназного комплек-
са зерновых и  бобовых культур была связана не только со 
значительной физиологической ролью протеолитических 
ферментов (участие в процессах деградации запасных бел-
ков, в посттрансляционном процессинге белков, активации 
неактивных предшественников физиологически активных 
белков, пептидов и др.), но и с их участием в процессах хра-
нения и переработки растительного сырья. Установлено, что 
кислые протеиазы преимущественно участвуют в деграда-
ции запасных белков при прорастании, а нейтральные про-
теиназы зерна участвуют в протеолизе собственных белков 
в процессе хранения муки, тестоведения, влияя тем самым 
на качество хлеба и хлебопродуктов. Бобовые культуры по 
своей протеолитической активности превосходят злаковые 
культуры, а также содержат комплекс высокоактивных бел-
ковых ингибиторов пищеварительных ферментов (трип-

сина, химотрипсина), которые способны взаимодействовать 
с  эндогенными протеиназами. Белковые ингибиторы про-
теолитических ферментов с одной стороны участвуют в ре-
гуляции протеолитической активности зерна в покое и при 
прорастании, а с другой — относятся к антиалиментарным 
факторам питания [35,36].

Во ВНИИ зерна и продуктов его переработки разработана 
технология совместного размола зерновой смеси на основе 
зерновых (пшеница), бобовых (чечевица) и масличных (бе-
лый лен) культур, побочным продуктом которой являются 
поликомпонентные отруби, представляющие ценное сырье 
для дальнейшей глубокой переработки [1,2,21,37].

Цель исследований — оценка химического состава и бел-
ково-протеиназного комплекса поликомпонентных зерно-
вых отрубей для их дальнейшей глубокой переработки с ис-
пользованием ферментной модификации.

2. Материалы и методы
Объектом исследования служили три вида поликомпо-

нентных отрубей, полученных в результате совместного по-
мола зерносмеси:

Вариант 1 — отруби, полученные в  результате лабора-
торного помола трехкомпонентной зерновой смеси: пшени-
ца (85%), семена чечевицы (10%) и льна (5%);

Вариант 2 — отруби, полученные в  результате лабора-
торного помола трехкомпонентной зерновой смеси: крупа 
пшеничная шлифованная (85%), семена чечевицы (10%) 
и льна (5%).

Вариант 3 — отруби, полученные в результате совмест-
ного помола семян чечевицы (67%) и  белого масличного 
льна (33%).

Общее содержание белка определяли по методу Кьель-
даля (N × 6,25) (ГОСТ 10846–91 1); количество жира  — по 
Сокслету (ГОСТ 29033–91 2); содержание крахмала  — по 
Эверсу (ГОСТ 31675–2012 3); клетчатки — по Кушнеру и Га-
неку [38]. Растворимый белок определяли по методу Лоури; 
фракционный состав быстрорастворимых белков — по Ос-
борну; активность протеаз — модифицированным методом 
Ансона [38].

Молекулярную массу эндогенных протеолитических 
ферментов и  их белковых ингибиторов определяли ме-
тодом гель-хроматографии на колонке (2,3 × 35), запол-
ненной гелем Toyopearl HW-55F. Гель этой марки позво-
ляет разделять белки с  молекулярной массой от 1000 до 
700 000  Да.  Предварительно колонку откалибровали для 
определения свободного (Vсв.) и  общего (Vобщ.) объема 
колонки. Свободный объем определяли по выходу декстра-
на синего (молекулярная масса — около 2 млн Да), который 
составил 44 мл). Общий объем — по выходу тирозина, он 
составил 140 мл. Для определения молекулярной массы 
белков графическим методом колонку маркировали стан-
дартными метчиками с  известной молекулярной массой 
фирмы Merck (Германия) [39].

1 ГОСТ 10846–91 «Зерно и продукты его переработки. Метод опре-
деления белка». Москва: Стандартинформ, 2009. — 9 с.

2 ГОСТ 29033–91 «Зерно и продукты его переработки. Метод опре-
деления жира». Москва: ИПК «Издательство стандартов», 2009.  — 6 с.

3 ГОСТ 10845–98 «Зерно и продукты его переработки. Метод опреде-
ления крахмала». Москва: ИПК «Издательство стандартов», 2001. — 4 с.
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Химический состав исходных компонентов зерносме-
си: пшеница/чечевица/лен (%): белок  — 13,43/28,00/24,68; 
жир — 1,83/2,00/39,80; крахмал — 66,8/50,3/5,2; клетчатка — 
2,2/10,5/15,0.

3. Результаты и их обсуждение
Поликомпонентные зерновые отруби, полученные при 

совместной переработке зерновых, бобовых и  масличных 
культур, характеризуются не только высоким содержанием 
белка и  жира по сравнению с  пшеничными отрубями, но 
и уникальным составом этих биополимеров.

В Таблице 1 представлен химический состав исследуемых 
зерновых отрубей, согласно указанным выше вариантам.

Таблица 1. Химический состав 
поликомпонентных зерновых отрубей

Table 1. Chemical composition of polycomponent grain bran

Образец Белок, % Жир, % Крахмал, % Клетчатка, %

Вариант 1 19,30 6,4 45,50 15,0

Вариант 2 17,52 6,0 52,42 14,6

Вариант 3 28,31 12,9 28,50 17,3

Изучение фракционного состава растворимых белков 
отрубей как объекта для ферментативной модификации 
(глубокая переработка) представляет значительный интерес 
с  позиции доступности белков для действия ферментных 
препаратов протеолитического действия, а также для выбо-
ра условий проведения ферментативных реакций с  целью 
направленного воздействия и получения продуктов проте-
олиза определенного состава и свойств.

Для фракционирования белков по Осборну альбумины 
выделяли дистиллированной водой, глобулины — 10%-ным 
раствором NaCl, проламины — 70%-ным этанолом, глютели-
ны — 0,2%-ным раствором NaOH.

Соотношение фракций растворимых белков отрубей 
представлено на Таблице 2.

Таблица 2. Фракционный состав растворимых белков 
поликомпонентных отрубей

Table 2. Fractional composition of soluble proteins of polycomponent bran

Образец

Фракционный состав растворимых белков, 
% от общего количества

альбу-
мины

глобу-
лины

прола-
мины

глюте-
лины

нераст-
воримый
остаток

Вариант 1 40,3 38,2 2,1 9,8 9,6

Вариант 2 38,6 40,4 2,0 11,4 7,6

Вариант 3 41 45 0 4 10,0

Данные, представленные в Таблице 2, свидетельствуют 
о  существенном преобладании альбумино-глобулиновой 
фракции растворимых белков во всех исследуемых вариан-
тах отрубей (78,5%, 79,0% и  86% соответственно); низком 
содержании спирторастворимых белков (2,0%) и  полном 
их отсутствии в  чечевично-льняных отрубях (вариант 3). 
Содержание белка в нерастворимом остатке (от 7,6 до 10%) 
указывает, что достаточно существенная часть белка проч-
но связана с другими биополимерами: с некрахмальными 
полисахаридами, липидами. Именно эти белки и являются 
в первую очередь дополнительным резервом при глубокой 
переработке с  использованием композиций ферментных 
препаратов целлюлолитического и  протеолитического 
действий.

Протеолитические ферменты в  семенах злаковых и  бо-
бовых культур, как отмечалось выше, имеют разную актив-
ность, но они сосредоточены преимущественно в  перифе-
рийных частях (алейроном слое и зародыше). В связи с этим 

их активность в  отрубях превосходит активность в  муке 
и цельносмолотом зерне.

Исследование активности эндогенных протеиназ прово-
дили модифицированным методом Ансона, по начальной 
скорости реакции, и выражали количеством продуктов ре-
акции не осаждаемых ТХУ и поглощающих при длине волны 
280 нм. В качестве стандартного субстрата использовали сы-
вороточный бычий альбумин. Инкубационная смесь состоя-
ла из 5 мл 0,5% раствора альбумина, 4 мл соответствующего 
буфера (для нейтральных протеиназ — 0,1 М фосфатный бу-
фер с рН 6,8; для кислых протеиназ 0,1 М цитратный буфер 
с рН 3,8); 1,0 мл фермента. Фермент выделяли экстракцией 
0,35% раствором соды с последующим осаждением протеаз 
подкислением до рН 4,5 и перерастворением осадка в соот-
ветствующем буфере. Время предынкубации составляло 15 
мин при температуре 40 °C, ферментативную реакцию про-
водили в течение 20 мин при температуре 40 °C. Ранее было 
установлено, что в течение этого времени реакция идет по 
нулевому порядку, что соответствует начальной скорости 
ферментативной реакции, а температура 40 °C является оп-
тимальной как для нейтральных, так и для кислых протеи-
наз.

Анализ полученных экспериментальных данных по ак-
тивности эндогенных нейтральных и  кислых протеиназ, 
извлекаемых 0,35%-ным раствором Na2CO3, при гидролизе 
стандартного субстрата (бычий сывороточный альбумин) 
свидетельствует, что наибольшие значения активности про-
теиназ обнаружены в  образце двухкомпонентных отрубей, 
полученных при помоле бинарной смеси, состоящей из 67% 
семян чечевицы и  33% семян льна (вариант 3)  (в  среднем 
0,750 и 0,480 ∆А280/мг белка для нейтральных и кислых про-
теиназ соответственно). Для образцов трехкомпонентных 
отрубей, полученных по вариантам 1 и 2, активность проте-
иназ, действующих как в нейтральной, так и в кислой среде, 
в среднем на 19% и 25% выше для отрубей, которые были по-
лучены при помоле зерносмеси из 85% зерна пшеницы, 10% 
семян чечевицы и 5% семян льна (вариант 1) (Рисунок 1).
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менах злаковых (пшеница, рожь, тритикале, ячмень и  др.) 
и  особенно бобовых культур (соя, фасоль, горох, нут, чина 
и  др.) [35,36,39,40]. В  литературе имеются сведения о  бел-
ковых ингибиторах протеиназ в семенах чечевицы, причем 
указывается на то, что в  семенах чечевицы присутствует 
только ингибитор Кунитца (соевый ингибитор трипсина) 
и,  что они не содержат белковых ингибиторов, подавляю-
щих активность химотрипсина (ингибитор Баумана-Бирк). 
При этом активность белковых ингибиторов в семенах чече-
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вицы значительно уступает их активности в семенах других 
бобовых культур, особенно соевых бобов [39,40].

Ингибирующую активность по отношению к  трипсину 
определяли по остаточной активности трипсина. Белковые 
ингибиторы из исследуемых образцов отрубей выделяли 
водной экстракцией, подкислением до 4,5 (осаждение про-
теиназ); далее надосадочную жидкость подкисляли до рН 
3,0, осаждая тем самым фракцию белковых ингибиторов. 
Исходную активность трипсина определяли модифициро-
ванным методом Ансона при рН 8,0, используя 0,1 М фос-
фатный буфер. Предынкубацию трипсина и предварительно 
нейтрализованной и  разведенной с  учетом конечной кон-
центрации в инкубационной смеси надосадочной жидкости 
(белковые ингибиторы протеиназ) осуществляли в течение 
20 мин при температуре 40 °C, затем вносили субстрат  — 
0,5% раствор бычьего сывороточного альбумина. Ингиби-
рующую активность выражали в процентах от первоначаль-
ной активности трипсина.

Анализ представленных на Рисунке 2 данных свидетель-
ствует о  наличии в  исследуемых отрубях белковых инги-
биторов трипсина, однако они по своей активности значи-
тельно уступают соевому ингибитору трипсина (ингибитор 
Кунитца). Так, при концентрации 3,0  мг/мл ингибитор Ку-
нитца полностью инактивирует трипсин, а белковые инги-
биторы, выделенные из отрубей, соответственно на 28% (ва-
риант 1), 30% (вариант 2) и 57% (вариант 3).

На следующем этапе были проведены аналогичные ис-
следования по взаимодействию ингибиторов, выделенных 
из различных отрубей, с собственными протеолитическими 
ферментами. Данные, представленные в  Таблице 3, свиде-
тельствуют о том, что во всех исследуемых вариантах инги-
биторы при концентрации 20,4 мг белка/мл более активно 
подавляют кислые протеиназы, по сравнению с  нейтраль-
ными протеиназами. При этом наибольшая ингибирующая 
активность отмечена для чечевично-льняных отрубей (ва-
риант 3). Однако во всех случаях ингибирующая активность 
не превышает 50%.

Таблица 3. Активность белковых ингибиторов 
из поликомпонентных отрубей при действии 

на собственные протеиназы
Table 3 . Activity of protein inhibitors from multicomponent  

bran when acting on their own proteinases

Фермент
Ингибирующая активность, %

Вариант 1 Вариант 2 Вариант 3

Кислые протеиназы 37,5 32,3 48,6

Нейтральные протеиназы 28,2 24,5 32,4

Оценка молекулярной массы исследуемых эндогенных 
протеиназ, действующих в нейтральной и кислой областях рН, 
а также из белковых ингибиторов из поликомпонентных отру-
бей, согласно представленным выше вариантам, проводилась 
с  использованием методом гель-хроматографии на колонке 
с TSK-гелем Toyopearl HW-55F (Таблица 4). На колонку нано-
сили частично очищенные препараты протеиназ, полученных 
при подкислении до рН 4,5, и препараты белковых ингибито-
ров, полученные путем дальнейшего осаждения при рН 3,0.

Установлено, что молекулярная масса исследуемых про-
теиназ во всех вариантах варьируется в широких пределах 
от 250 000 до 25 000 Да.  При этом данный метод позволяет 
разделить нейтральные протеиназы отрубей (молекулярная 
масса 250 000 ÷ 200 000 Да) и  кислые протеиназы (молеку-
лярная масса 100 000 ÷ 75 000 Да). Высокие значения моле-
кулярной массы нейтральных и кислых протеиназ отрубей 
и собственных протеиназ семян чечевицы позволяет пред-
положить, что они представляют собой олигомеры, состоя-
щие из нескольких субъединиц.

Обращает внимание тот факт, что молекулярная масса 
протеолитических ферментов из поликомпонентных отру-
бей и семян чечевицы одинакова, и, следовательно, именно 
протеиназы чечевицы обнаруживаются в  поликомпонент-
ных отрубях вне зависимости от варианта их получения.

Фракция белковых ингибиторов собственных протеиназ 
и  трипсина, выделенная из поликомпонентных отрубей, 
имеет молекулярную массу 30 000 ÷ 20 000 Да. Причем данная 
фракция белковых ингибиторов проявляет свою активность 
как по отношению к трипсину, так и по отношению к ней-
тральным и  кислым протеиназам поликомпонентых отру-
бей. С  одной стороны, это может свидетельствовать о том, 
что использование метода гель-хроматографии в  данном 
случае не позволило разделить ингибитор трипсина и инги-
биторы собственных ферментов. С другой стороны, это яв-
ляется дополнительным косвенным подтверждением того, 
что наибольший вклад в формирование ингибирующей ак-
тивности вносят белковые ингибиторы из чечевицы, актив-
но подавляющие собственные кислые и  нейтральные про-
теиназы. Можно предположить, что нейтральные и кислые 
протеиназы чечевицы, как и трипсин, относятся к серновым 
протеиназам, поскольку ингибирование осуществляется по 
механизму конкурентного ингибирования (в  образовании 
комплекса фермент-ингибитор участвуют активные центры 
изучаемых ферментов и ингибиторов), тогда как нейтраль-
ные и кислые протеиназы злаковых культур, как известно, 
являются тиоловыми ферментами.
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Таблица 4. Фракционирование эндогенных протеиназ и их белковых ингибиторов методом гель-хроматографии
Table 4. Fractionation of endogenous proteinases and their protein inhibitors by gel chromatography

Образец

Молекулярная масса, Дальтон

Протеиназы Ингибиторы протеиназ

нейтральные кислые трипсина нейтральных кислых

Пшеница 75000÷50000 35000÷25000 15000÷10000 20000÷15000 25000÷15000

Чечевица 250000÷200000 100000÷75000 25000÷15000 25000÷20000 25000÷20000

Отруби 250000÷200000 100000÷75000 30000÷25000 25000÷20000 25000÷20000
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4. Выводы
Поликомпонентные отруби, полученные при совмест-

ной переработке зерновых (пшеница), бобовых (чечевица) 
и масличных (лен) культур, по своему химическому составу 
и состоянию белково-протеиназного комплекса представля-
ют ценное сырье для дальнейшей переработки, в частности 
для ферментативной модификации. Исследования показали 
высокое содержание белка, в котором преобладает доля аль-
бумино-глобулиновой фракции (78,5; 79,0 и 86%), при этом 
существенная часть белка (7,6–10%) прочно связана с други-
ми биополимерами.

Исследованы протеолитические ферменты отрубей, дей-
ствующие в  нейтральной (рН  6,8) и  кислой (рН  3,8) зонах 
рН. Наибольшей протеолитической активностью характе-
ризуются чечевично-льняные отруби, при этом активность 
нейтральных протеиназ превышает активность кислых про-
теиназ во всех вариантах: в 1,32; 1,37 и 1,56 раза соответст-
венно.

Установлено, что во всех исследуемых отрубях присут-
ствуют белковые ингибиторы трипсина и собственных про-
теолитических ферментов, которые подавляют активность 
кислых протеиназ в большей степени, чем нейтральных (% 
ингибирования): 37,5 против 28,2 (вариант 1); 32,3 против 
24,5 (вариант 2); 48,6 против 32,4 (вариант 3).

Определена молекулярная масса исследуемых эндоген-
ных протеиназ и  их белковых ингибиторов. Нейтральные 
протеиназы имели молекулярную массу 250 000 ÷ 200 000 Да, 
кислые  — 100 000 ÷ 75 000 Да.  Белковые ингибиторы, выде-
ленные из поликомпонентных отрубей, имели молекуляр-
ную массу 25 000 ÷ 20 000 Да во всех вариантах.

Полученные данные будут использованы при планиро-
вании и  проведении дальнейших экспериментальных ис-
следований, в  том числе по использованию исследуемых 
видов отрубей, обладающих уникальным составом, как объ-
екта для дальнейшей глубокой переработки.
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