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ОРИГИНАЛЬНОЕ ЭМПИРИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

АННОТАЦИЯ 

Введение: Исследование фракционного состава и ксиланолитической активности 
белков, продуцируемых микроорганизмами из лигноцеллюлозного сырья, важно для 
разработки новых биотехнологических методов переработки растительных отходов 
в ценные биоактивные вещества, такие как ксилоолигосахариды. Эти вещества могут быть 
использованы для улучшения пищевых продуктов и создания нутрицевтиков, обладающих 
пребиотическими свойствами. 

Цель: Оценка фракционного состава и ксиланолитической активности белков, продуцируемых 
бактериями из семян люпина белого с целью идентификации и характеристики энзимов, 
способных эффективно разлагать ксилан. Это позволяет разрабатывать новые подходы 
к использованию лигноцеллюлозного сырья для производства биопродуктов, в том числе 
пребиотиков, что может способствовать улучшению питания и здоровья, а также устойчивому 
управлению агропромышленными отходами.

Материалы и методы: В качестве исследуемых объектов выступали белковые фракции, 
изолированные из культуральной жидкости бактерий Bacillus megaterium. Для десалинизации 
белкового осадка использовали метод диализа. Процесс выделения белков и их 
фракционирование проводили с использованием препаративной высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Молекулярные массы белковых фракций определяли 
с помощью электрофореза в полиакриламидном геле. Ферментативно активные белки 
высушивали методом сублимации и оценивали их ксиланолитическую активность 
с использованием спектрофотометрического метода, основанного на определении 
редуцирующих сахаров, возникающих при действии фермента ксиланазы на β-1,4-связи 
ксилана. Экспериментальные данные подвергали статистической обработке с применением 
дисперсионного анализа (ANOVA).

Результаты: Из культуральной жидкости бактерий Bacillus были выделены четыре белковые 
фракции с молекулярными массами от 35,60 до 246,10 кДа. Наибольшее количество белков 
с молекулярной массой 242,30 кДа, 83,70 кДа и 35,90 кДа было обнаружено во фракции №1. 
Фракция №2 преобладала белками молекулярной массой 51,50 кДа и 42,70 кДа. В фракции 
№3 было выявлено большое разнообразие молекулярных масс, а фракция №4 содержала 
белки с молекулярными массами от 61,80 до 69,30 кДа. Белки с молекулярными массами 
от 35,60 до 41,00 кДа обладали ксиланолитической активностью на уровне 107,33 ед/г. 

Выводы: Разработан метод выделения белков с ксиланолитической активностью 
из культуральной жидкости бактерий Bacillus megaterium, изолированных из семян белого 
люпина (Lupinus albus). Полученные ферменты могут быть применены для переработки 
агропромышленных отходов с целью получения ксилоолигосахаридов. 

Ключевые слова: пребиотики, ксиланолитические ферменты, микроорганизмы-продуценты, 
лигноцеллюлозная биомасса, фракционный состав, молекулярная масса
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ORIGINAL EMPIRICAL RESEARCH

ABSTRACT
Introduction: Research on the fractionation and xylanolytic activity of proteins produced by 
microorganisms from lignocellulosic raw materials is crucial for developing new biotechnological 
methods to convert plant waste into valuable bioactive substances, such as xylooligosaccharides. 
These substances can be used to enhance food products and create nutraceuticals with prebiotic 
properties.

Purpose: To assess the fractional composition and xylanolytic activity of proteins produced by 
bacteria from white lupin seeds to identify and characterize enzymes capable of efficiently 
degrading xylan. This allows for the development of new approaches to using lignocellulosic 
raw materials for bioproduct production, including prebiotics, which can improve nutrition and 
health and facilitate sustainable management of agro-industrial waste.

Materials and Methods: The study objects were protein fractions isolated from the culture fluid 
of Bacillus megaterium bacteria. Desalination of the protein precipitate was performed using 
dialysis. The extraction of proteins and their fractionation were conducted using preparative 
high-performance liquid chromatography (HPLC). The molecular masses of the protein fractions 
were determined using polyacrylamide gel electrophoresis. Enzymatically active proteins were 
dried by lyophilization and their xylanolytic activity was assessed using a spectrophotometric 
method based on the quantification of reducing sugars formed when the enzyme xylanase acts 
on β-1,4 bonds of xylan. Experimental data were subjected to statistical analysis using analysis 
of variance (ANOVA).

Results: Four protein fractions with molecular masses ranging from 35.60 to 246.10 kDa were 
isolated from the bacterial culture fluid of Bacillus. The highest concentration of proteins with 
molecular masses of 242.30 kDa, 83.70 kDa, and 35.90 kDa was found in fraction #1. Fraction #2 
was dominated by proteins with molecular masses of 51.50 kDa and 42.70 kDa. A wide variety of 
molecular masses was observed in fraction #3, and fraction #4 contained proteins with molecular 
masses ranging from 61.80 to 69.30 kDa. Proteins with molecular masses from 35.60 to 41.00 kDa 
exhibited xylanolytic activity at a level of 107.33 units/g.

Conclusion: A method for isolating proteins with xylanolytic activity from the culture fluid of 
Bacillus megaterium bacteria isolated from white lupin seeds (Lupinus albus) has been developed. 
The enzymes obtained can be used for the processing of agro-industrial waste to produce 
xylooligosaccharides.

Keywords: prebiotics, xylanolytic enzymes, producer microorganisms, lignocellulosic biomass, 
fractional composition, molecular mass
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ВВЕДЕНИЕ

Производство натуральных биоактивных соединений 
обрело статус ведущего направления в пищевой и ну-
трицевтической индустрии, что обусловлено многооб-
разием их химической структуры, функциональными 
свойствами, а также подтвержденным положительным 
воздействием на состояние здоровья и благополучие 
человека1 (Recharla, 2017). Среди широко исследованных 
и активно используемых биоактивных соединений вы-
деляются фенольные вещества, витамины, натуральные 
пигменты, жирные кислоты, биоактивные пептиды, пре-
биотические ингредиенты и прочие, присутствующие 
в разнообразных пищевых матрицах и производимые 
микроорганизмами (Chai, 2018; Sarwar, 2019; Wang, 2020). 

Среди углеводов с пребиотическим действием ксило-
олигосахариды (XOS) представляют особый интерес 
в связи с их физико-химическими и физиологически-
ми свойствами, полезными для здоровья человека 
и животных (Meyer, 2015; Gomes, 2019). XOS являются 
антибактериальными веществами против нескольких 
желудочно-кишечных расстройств (Liao, 2019). Их упо-
требление повышает иммунитет (Chen, 2012), модули-
рует микробиоту кишечника (Lin, 2016) и снижает риск 
развития рака (Maeda, 2012). XOS устойчивы к темпе-
ратурным воздействиям (от 0 до 60 °С) и кислотности 
(рН=3,5–7,5) (Zhao, 2021).

XOS в промышленном масштабе могут быть получены 
ферментативным гидролизом ксилана — одного из важ-
ных и распространенных компонентов клеточной стен-
ки растений (Arruda, 2017; Borewicz, 2019). Расщепление 
ксилана происходит полиферментными системами, 
включающими эндо-1,4-β-ксиланазу, β-ксилозидазу, 
β-глюкуронидазу, β-арабинофуранозидазу и β-эстеразу. 

Бифидо- и лактобактерии в толстом кишечнике чело-
века секретируют гидролитические ферменты, расще-
пляющие ХОS, до моносахаров, которые утилизиру-
ются в процессе роста и развития микроорганизмов, 
при этом выделяется энергия, необходимая для их 
размножения и роста (Alizadeh, 2019), а также образу-
ются метаболиты (органические кислоты) и короткоце-
почечные жирные кислоты, способствующие сокраще-
нию популяции патогенной микрофлоры (Artiga-Artigas, 
2019). Известны исследования их антипатогенного и ан-

1  
Watson (2019). Prebiotic ingredients market to reach usd 11.48 billion by 2028. https://www.reportsanddata.com/press-release/global-prebiotic-
ingredients-market

тиканцерогенного воздействий, позволяющих снизить 
уровень риска заболеваний кишечника (Gibson, 2017, 
Scott, 2020).

В связи с многообразием строения и функций кси-
лан-деградирующих ферментов возникает необхо-
димость фракционирования белков, выделенных 
из микроорганизмов — потенциальных продуцентов 
ксиланаз, и исследования их свойств (Neri-Numa, 2020, 
Калинина, 2017).

Целью текущего исследования являлась оценка фрак-
ционного состава и ксиланолитической активности 
белков, продуцируемых бактериями, выделенными 
из лигноцеллюлозного сырья Калининградской обла-
сти — семян люпина белого. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объекты исследования

Объектами исследования являлись: культуральная жид-
кость бактерий Bacillus megaterium, выделенных из се-
мян люпина белого (Lupinus albus, сорт «Дега»); белко-
вые фракции, выделенные из культуральной жидкости 
бактерий Bacillus megaterium.

Оборудование

Для проведения исследований использовано научное 
оборудование: термостат суховоздушный ТВ-80 по ТУ 
9452–029-41457390–2006 (Касимовский приборный за-
вод, Россия, год производства 2022), микроскоп биоло-
гический Биолаб для лабораторной диагностики in vitro 
(Nigbo Teaching Instrument Co Ltd, Китай, 2022 г.), цен-
трифуга Eppendorf 5810 (Eppendorf, Германия, 2019 г.), 
УЗ диспергатор Soniprep-150 plus MSE (Soniprep, Вели-
кобритания, 2018 г.), хроматограф BIORAD NGC (Bio-Rad 
Laboratories, США, 2018 г.), прибор для электрофореза 
PowerPac (Bio-Rad Laboratories, США, 2017 г.), гель-до-
кументирующая система Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad 
Laboratories, США, 2018 г.), сублимационная установка 
Labconco (Labconco, США, 2018 г.), спектрофотометр 
УФ-1200 (Shanghai Mapada Instruments Co., Ltd., Китай, 
2021 г.).
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Методы
Выделение бактерий Bacillus megaterium 
из лигноцеллюлозного сырья и получение 
культуральной жидкости

Бактерии изолировали из семян люпина белого, для 
чего использовали метод десятикратных разведений 
проб в стерильном физиологическом растворе, исход-
ная навеска семян составила 10 г. Из разведений осу-
ществляли высев по 1 см3 суспензии в стерильные чаш-
ки Петри, после чего чашки заливали рыбопептонным 
агаром, содержащим ксилан (из расчета 2,5 г порошка 
ксилана на 1 литр питательной среды). Культивирова-
ние посевов вели при температуре 30 °С в течение 72 ч. 
Идентификацию штамма бактерий проводили по сово-
купности культуральных, морфологических, тинктори-
альных и физиолого-биохимических признаков (Дыш-
люк, 2023).

Подготовка культуральной жидкости 
бактерий Bacillus megaterium для определения 
ксиланолитической активности

Образцы суточной культуральной жидкости бактерий 
Bacillus megaterium, выращенных в рыбопептонном 
бульоне с добавлением ксилана, центрифугировали 
при скорости вращения ротора 5000 g. Собирали кле-
точную массу, которую растворяли в 10 см3 фосфатно-
го буфера (рН = 7,4) и гомогенизировали на УЗ дис-
пергаторе. Процесс измельчения проводили не менее 
трех раз. Суспензию центрифугировали при скорости 
вращения ротора 5000 g и собирали супернатант, 
в котором определяли ксиланолитическую активность 
по ГОСТ 31488–2012.

Выделение белков из культуральной жидкости 
и их фракционирование

Для выделения белков из культуральной жидкости бак-
терий использовали супернатант, полученный при цен-
трифугировании суспензии бактерий, из которого оса-
ждали белки методом высаливания до 80 % насыщения 
раствора сернокислого аммония. Процесс осаждения 
белковых фракций сульфатом аммония вели в течение 
24 ч при температуре плюс 5 °С.

Полученный белковый осадок отделяли от раствора 
центрифугированием и обессоливали с помощью ди-
ализа (MW 3500 Да) в течение 24 ч против раствора 
фосфатного буфера (рН=7,4). Очищенный белковый 

раствор фракционировали с помощью препаративно-
го хроматографа. Колонка была заполнена сорбентом 
Biogel для эксклюзионной хроматографии. Элюент для 
фракционирования — фосфатный буфер рН=7,4 + 1 % 
хлористый натрий, скорость потока 2 см3/мин. С целью 
выделения максимального количества фракций детек-
тирование осуществляли при разных длинах волн: 215, 
255 и 280 нм.

Определение молекулярной массы белков

Молекулярную массу белковых фракций устанавливали 
с использованием метода электрофореза в полиакри-
ламидном геле с додецилсульфатом натрия (SDS-PAGE) 
согласно методу, описанному в (Matsumoto, 2019). Бел-
ковые полосы в полиакриламидном геле визуализи-
ровали окрашиванием Кумасси бриллиантовым синим 
R-250. После электрофореза гель замачивали в 50 мМ 
натрий-цитратном буфере (рН 4) и инкубировали в те-
чение 30 мин при 45 °С для выявления ксиланазной ак-
тивности. Затем гель окрашивали водным раствором 
конго красного (2 мг/см3 ) в течение 15 мин при ком-
натной температуре. Гель промывали 1М раствором 
хлористого натрия и переносили в 5 %-ный (по объему) 
раствор уксусной кислоты. Более подробный анализ 
электрофоретических диаграмм проводили с помощью 
гель-документирующей системы.

Сушка белковых фракций

Фракции, содержащие белки с ксиланолитической ак-
тивностью, высушивали методом сублимации. Пара-
метры сублимационного высушивания: температура 
на стадии досушки минус 20 °С; вакуум — 0,3 мбар, тем-
пература охладителя — минус 80 °С. 

Определение ксиланолитической активности

Ксиланолитическую активность культуральной жидкости 
бактерий и белковых фракций, выделенных из неё мето-
дом хроматографии и высушенных методом сублимации, 
устанавливали в соответствии с ГОСТ 31488–2012. Метод 
основан на количественном определении редуциру-
ющих сахаров, образующихся при действии фермен-
та ксиланазы (экзоксиланазы) на β-1,4-связи ксилана 
при определении в стандартных условиях.

За единицу ферментативной активности ксиланазы 
(1 ед. КсА) принимали количество фермента, действу-
ющего на ксилан с высвобождением 1 мкмоль восста-
навливающих сахаров (в пересчете на ксилозу) за 1 мин 
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при стандартных условиях (температура 50 °С, зна-
чение pH 4,7, продолжительность гидролиза 10 мин). 
Содержание редуцирующих сахаров, образующихся 
в результате ферментативной реакции, определяли 
колориметрическим методом с ДНС-реактивом (3,5-ди-
нитросалициловая кислота) при длине волны 540 нм 
и рассчитывали по градуировочному графику, постро-
енному для ксилозы. Для измерения оптической плот-
ности использовали спектрофотометр.

Анализ данных

Все эксперименты и вычисления проводились в трех 
повторностях. Результаты представляли как среднее 
значение ± стандартное отклонение. Для обработки 
полученных данных использовали стандартные стати-
стические методы. Данные подвергали дисперсион-
ному анализу (ANOVA) с применением пакета Statistica 
10.0 (StatSoft Inc., 2007, США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

На первом этапе исследования применение трёхста-
дийной схемы, включающей осаждение сульфатом 
аммония, диализ и гель-фильтрационную хроматогра-
фию, для выделения и первичной очистки (от низко-
молекулярных соединений) белков из культуральной 
жидкости бактерий Bacillus megaterium (использовали 
накопительную культуру бактерии в объеме 200 см3) 
позволило выделить 4 белковые фракции с разным вре-
менем выхода из колонки, содержащие, в том числе, по-
тенциальные ферменты ксиланолитического действия 
(Рисунок 1).

На следующем этапе оценивали степень чистоты выде-
ленных фракций и молекулярную массу белков, пред-
полагаемых ксиланолитических ферментов, используя 
метод электрофореза в полиакриламидном геле с доде-
цилсульфатом натрия (SDS-PAGE). Полученные резуль-
таты представлены на Рисунках 2–6.

Результаты, представленные на Рисунке 2, свидетель-
ствуют о том, что на первом этапе получены фрак-

Рисунок 1 

Выделение фракций, содержащих белки

Рисунок 2

Белки культуральной жидкости B. megaterium, 
разделённые с помощью электрофореза 
в полиакриламидном геле

Примечание. 1 — фракция №4; 2 — фракция №2; 3 — фракция №1; 4 — 
фракция №3; 5 — смесь стандартных белков (белковый маркер)
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Рисунок 3 

Молекулярные массы белков, содержащихся во фракции №1

Рисунок 4 

Молекулярные массы белков, содержащихся во фракции №2

Рисунок 5 

Молекулярные массы белков, содержащихся во фракции №3
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ции белков с различной молекулярной массой (от 35 
до 250 кДа). Также установлено, что полученные фрак-
ции не содержат высокомолекулярных соединений 
не белковой природы.

Из результатов, представленных на Рисунках 2–6, сле-
дует, что фракция №4 показала три белковые полосы 
на SDS-PAGE, в остальных фракциях содержится боль-
шее количество индивидуальных белков с различной 

Рисунок 6 

Молекулярные массы белков, содержащихся во фракции №4

молекулярной массой. Так, в дорожке геля, содержаще-
го фракцию №2, обнаружено 7 отчетливых полос в раз-
личной области молекулярных масс, а в дорожках геля 
с фракциями №1 и №3–7 и 8 белков, соответственно.

Детальный анализ данных электрофореза (Рисунки 3–6, 
Таблица 1) позволил установить концентрации белков 
и их молекулярные массы. 

Таблица 1 

Характеристика белков, содержащихся в выделенных фракциях

Номер полосы Молекулярная масса, кДа Relative Front Band, % Lane, %

Фракция №1

1 242,30 0,089 29,40 19,90

2 201,00 0,110 1,70 1,10

3 102,20 0,277 7,40 5,00

4 83,70 0,365 29,50 20,00

5 76,50 0,404 6,00 4,00

6 70,30 0,441 10,70 7,30

7 35,90 0,846 15,50 10,50

Фракция №2

1 246,10 0,087 5,10 4,50

2 194,90 0,113 0,10 0,10

3 78,40 0,394 0,40 0,40

4 65,20 0,507 4,10 3,60

5 51,50 0,688 63,60 56,60

6 42,70 0,770 18,30 16,30

7 36,20 0,842 8,40 7,50
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Анализ эмпирических данных (Рисунки 3–6, Табли-
ца 1) позволил установить, что фракция №1 содержит 
высокомолекулярные белки с молекулярной массой 
от 242,30 кДа (линия 1 на рисунке 2) до 83,0 кДа (линия 4). 
Также установлено, что в состав фракции входят белки 
с молекулярными массами 76,50 кДа (линия 5), 70,30 кДа 
(линия 6) и 35,90 кДа (линия 7). Показано, что во фрак-
ции №1 содержится наибольшее количество белков 
с молекулярной массой 242,30 кДа (линия 1), 83,70 кДа 
(линия 4) и 35,90 кДа (линия 7), на их долю приходит-
ся 29,40, 29,50 и 15,70 %, соответственно. Доля белков 
с молекулярной массой 76,50 кДа (линия 5) и 70,30 кДа 
(линия 6) составляет 6,00 и 70,70 %, соответственно. От-
мечено низкое содержание высокомолекулярных бел-
ков (молекулярная масса 201,00 кДа и 102,20 кДа). На их 
долю в сумме приходится 9,10 %. 

Выявлено, что во фракции №2 преобладают белки 
с молекулярной массой 51,50 кДа (содержание со-
ставило 63,60 %) и 42,70 кДа (содержание составило 
18,30 %). Определено, что фракция №2 в своем соста-
ве содержит всего 5,10 % белка с молекулярной мас-
сой 246,10 кДа и 1,0 % белка с молекулярной массой 
194,90 кДа. Содержание белка с молекулярными мас-
сами 78,40 и 65,20 кДа в анализируемом образце до-
стигает 0,40 и 4,10 %, соответственно. В то же время, 
содержание низкомолекулярных белков во фракции 
№2 составило 18,30 % (белок с молекулярной массой 
42,70 кДа) и 8,40 % (белок с молекулярной массой 
36,20 кДа).

Установлено, что фракция №3 содержит большое коли-
чество белков с различной молекулярной массой. На 
долю белков с молекулярной массой 41,00 кДа (линия 
7) и 35,60 кДа (линия 8) приходится 16,50 и 35,10 %, соот-
ветственно. Содержание белка с молекулярной массой 
107,20 кДа (линия 2) и 73,80 кДа (линия 3) составляет 
0,20 и 0,90 %, соответственно. Выявлено, что фракция 
№3 содержит до 8,60 % белка с молекулярной массой 
61,60 кДа (линия 4), до 6,30 % белка с молекулярной 
массой 57,80 кДа (линия 5). 

Показано, что содержание белка с молекулярной 
массой 50,50 кДа во фракции №3 составляет 6,60 %, 
что в 3,89 раз меньше содержания белка с молекуляр-
ной массой 246,10 кДа (линия 1). 

Экспериментальные данные (таблица 1, рисунок 6) сви-
детельствуют о том, что фракция №4 содержит белки 
с молекулярной массой от 61,80 до 69,30 кДа, при этом 
на долю белков с молекулярными массами 69,30 кДа 
и 61,80 кДа приходится 42,10 и 41,10 %, соответственно. 
На долю белка с молекулярной массой 64,90 кДа (ли-
ния 2) приходится только 16,80 %.

Далее для четырёх выделенных и высушенных мето-
дом сублимации фракций устанавливали ксилано-
литическую активность. Выявлено, что фракция №3 
проявляет ксиланолитическую активность на уровне 
507,33 ± 15,22 ед/г. Фракции №1, 2 и 4 не продемон-
стрировали ферментативной активности в отношении 
гидролиза ксилана.

Номер полосы Молекулярная масса, кДа Relative Front Band, % Lane, %

Фракция №3

1 246,10 0,087 25,70 19,20

2 107,20 0,254 0,20 0,10

3 73,80 0,420 0,90 0,70

4 61,60 0,559 8,60 6,40

5 57,80 0,615 6,30 4,70

6 50,50 0,697 6,60 4,90

7 41,00 0,787 16,50 12,30

8 35,60 0,849 35,10 26,20

Фракция №4

1 69,30 0,453 42,10 1,30

2 64,90 0,511 16,80 0,50

3 61,80 0,555 41,10 1,20

Окончание Таблицы 1
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты экспериментальных исследований подтвер-
дили нашу гипотезу о наличии в белковых фракциях, вы-
деленных из культуральной жидкости бактерий лигно-
целлюлозного сырья, ферментов ксиланолитического 
действия. Наши результаты согласуются с данными Amir 
(2013), который показал, что ксиланолитические фер-
менты имеют низкую молекулярную массу. В частности, 
он выделил ксиланазу с молекулярной массой 43,0 кДа, 
которая соответствует диапазону молекулярных масс 
белков, выделенных из культуры B. megaterium, изо-
лированных из семян люпина (35,6–246,1 кДа). Chen 
(1997) выделил из культурального фильтрата штам-
ма Trichoderma longibrachiatum CS-185, выращенного 
на ксилане овсяной полбы, эндоксиланазу (1,4-β-d-кси-
лан-ксилангидролаза, КФ 3.2.1.8) с молекулярной 
массой 37,7 кДа. Эти данные находят подтверждение 
и в полученных нами результатах, согласно которым 
максимальную ксиланолитическую активность прояв-
ляют белки с молекулярной массой 35,60–41,00 кДа. 
Сравнивая результаты настоящего исследования и пре-
дыдущих исследований по теме, можно сделать вывод 
о схожести методов выделения белков из лигноцел-
люлозного сырья и об их общей ксиланолитической 
активности.

Ratanakhanokchai и соавт. (1999) установили, что алка-
лофильная бактерия Bacillus sp. (штамм К-1) продуцирует 
внеклеточные ксиланолитические ферменты, такие как 
ксиланазы, β-ксилозидаза, арабинофуранозидаза и аце-
тилэстераза, при выращивании в ксилановой среде. 
Одну из внеклеточных ксиланаз очищали до гомоген-
ности методом аффинной адсорбции-десорбции на не-
растворимом ксилане. Фермент связывался с нераство-
римым ксиланом, но не с кристаллической целлюлозой. 
Молекулярная масса ксилан-связывающей ксиланазы 
составила примерно 23 кДа. Эти данные свидетельству-
ют о преимуществе ВЭЖХ перед аффинной адсорбци-
ей-десорбцией на нерастворимом ксилане. Метод аф-
финной адсорбции-десорбции не позволяет отделить 
родственные примеси от целевых ферментов, поэтому 
исследователи получили смеси нефракционированных 
белков, состоящих из ксиланазы, β-ксилозидазы, араби-
нофуранозидазы и ацетилэстеразы. Тем не менее, наша 
гипотеза о наличии ксиланолитических ферментов 
в белках, выделенных из культуры B. megaterium семян 
люпина, подтверждается, хотя минимальная молеку-
лярная масса белков в нашем исследовании составля-

ет 35,60 кДа (согласно данным Ratanakhanokchai et al. 
(1999), 23,00 кДа).

Основываясь на данных о молекулярной массе вы-
деленных белков и сопоставляя их с литературными 
данными (Chen, 1997; Ratanakhanokchai, 1999), авторы 
пришли к выводу, что фракции №1–3 содержат потен-
циальные ксиланолитические ферменты. Установлено, 
что фракция №1 содержит белок с молекулярной мас-
сой 35,90 кДа, а фракция №2 — белки с молекулярными 
массами 42,70 и 36,20 кДа, в которых ожидается нали-
чие ксиланолитической активности. Во фракции №3 
потенциальную ксиланазную активность могут иметь 
белки с молекулярной массой 41,00 кДа и 35,60 кДа. 
На данном этапе исследования ксиланолитическая ак-
тивность экспериментально подтверждена только для 
фракции №3 (107,33 ± 5,15 ед/г). Белковые фракции 
№1 и №2 не проявили ксиланолитической активности. 
Требуются дополнительные исследования, которые 
будут сосредоточены на предварительном выделении 
целевых белков с высокой степенью очистки с исполь-
зованием гель-фильтрационной и анионообменной 
хроматографии (Lee, 2024) и последующей оценке их 
ферментативной активности в отношении гидролиза 
ксилансодержащих субстратов.

Ограничением предложенного метода выделения кси-
ланолитических ферментов из лигноцеллюлозного сы-
рья является невысокая эффективность ферментатив-
ного гидролиза лигноцеллюлозы без предварительной 
обработки из-за ее высокой устойчивости к фермента-
тивному воздействию. Для изменения ультраструкту-
ры лигноцеллюлозы и ее кристалличности проводят 
предварительное измельчение сырья, а затем гидро-
термальную, щелочную или кислотную обработку. Это 
позволяет извлекать гемицеллюлозы, особенно ксилан, 
и делает их более доступными для действия ксиланаз. 
Для оптимизации ферментативного разрушения ксила-
на необходим контроль рН, температуры и длительно-
сти воздействия ферментов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана трёхстадийная схема выделения белков — 
потенциальных ксиланаз из культуральной жидкости 
бактерий Bacillus megaterium, изолированных из семян 
люпина белого, включающая осаждение сульфатом 
аммония, диализ и гель-фильтрационную хроматогра-
фию. Выделены и высушены методом сублимации 4 
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белковые фракции с молекулярными массами в диа-
пазоне от 35,6 до 246,1 кДа. При сопоставлении полу-
ченных результатов с данными литературы установ-
лено, что ксиланолитическая активность ожидается 
у белков с молекулярными массами от 35,6 до 42,7 кДа. 
Целевые белки содержатся во фракциях №1, 2 и 3. Для 
фракции №3, содержащей белки с молекулярной мас-
сой от 35,6 до 246,1 кДа, установлена ксиланолитиче-
ская активность на уровне 107,33 ед/г. Фракции №1 
и 2 не продемонстрировали ксиланолитической ак-
тивности на данном этапе. Последующие исследова-
ния будут направлены на выделение целевых белков 
с высокой степенью очистки с помощью гель-фильтра-
ционной и анионообменной хроматографии и оценку 

их ферментативной активности в отношении гидро-
лиза ксилансодержащих субстратов. Также будущие 
исследования по данной проблематике будут посвя-
щены изучению физико-химических и биохимических 
свойств ферментов ксиланолитического действия, вы-
деленных из культуральной жидкости бактерий Bacillus 
megaterium, с последующей разработкой научных основ 
и технологических приемов биотрансформации агро-
промышленных отходов с получением ксилоолигоса-
харидов для кормопроизводства. Оценка возможно-
сти использования полученных ферментов в пищевой 
промышленности будет осуществляться на основании 
результатов изучения безопасности штамма Bacillus 
megaterium.
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