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ТҰЖЫРЫМ
Есеп беру  36 беттен, 7 суреттен, 2 кестеден, 19 әдебиеттен, 3 қосымшадан тұрады.
ГЛЮКОАМИЛАЗА, НАН ПІСІРУ, СЕЛЕКЦИЯ, ИММОБИЛИЗАЦИЯ, ASPERGILLUS
Зерттеу объектісі  Aspergillus oryzae M/R микроскопиялық саңырауқұлағы болды. 
Жобаның мақсаты – глюкоамилазаны одан әрі нан пісіруде қолдану үшін биосинтездеу қабілеті жоғарылаған штаммды скринингтен өткізу. 

Жұмысты жүргізу әдістері – микробиологиялық және биохимиялық зерттеу әдістері. 
Жұмыс барысында іріктелініп алынған  Aspergillus oryzae M/R штаммына селекция және  глюкоамилазаның продуцентін – белсенді культураны алу мақсатында сұйық қоректік ортада ұзақ мерзімде дақылдау барысындағы оның өзгергіштігін зерттеу бойынша жұмыстар жүргізілді. Жүргізілген зерттеу жұмыстарының нәтижесінде Aspergillus oryzae M/R-8 дақылы алынды және оның глюкоамилазалық белсенділігі бастапқы Aspergillus oryzae M/R штамының фермен түзу белсенділігінен артық болды.
Зерттеу жұмыстарың нәтижесінде алынған нәтижелердің жаңашылдығы қатты тасымалдағышқа иммобилизацияланған мицелиальді микроорганизмдерді тереңдік  дақылдау әдісін қолдану арқылы глюкоамилаза продуценті болып табылатын микроскопиялық саңырауқұлақтартың белсенді дақылының және осы жағдағдайларда белсенді изоляттың бөлініп алынғандығында.
Негізгі микробиологиялық және биотехнологиялық көрсеткіштер: ферменттік белсенділіктің тұрақтылығы, глюкоамилаза биопрепаратын ары қарай тағам өнеркәсібінде пайдалану мақсатында алу үшін селекцияланып алынған дақылды қолдану мүмкіншілігі.
Ендіру деңгейі - глюкоамилаза продуценті болып табылатын Aspergillus oryzae M/R-8 дақылының бөлініп алғандығы есебінен музей дақылы коллекциясы толықты. Глюкоамилазаны нан пісіруде пайдалану тиімділігі зерттелді.
Пайдалану аясы –   микробиология, биотехнология. 

Жобалау эффективтілігі биопрепараттарды жетілдіру, жақсарту және өндіру кезінде глюкоамилаза продуценті – бөлініп алынған белсенді дақылды пайдаланумен анықталады.
Зерттеу объектісінің дамуы жөніндегі болжамды ұсыныстар – биопрепаратты жетілдіру кезінде бөлініп алынған белсенді изолятты қолдану.
РЕФЕРАТ
Отчет 36 с., 7 рис., 2 табл., 19 источн., 3 прил. 

ГЛЮКОАМИЛАЗА, ХЛЕБОПЕЧЕНИЕ, СЕЛЕКЦИЯ, ИММОБИЛИЗАЦИЯ, ASPERGILLUS 
Объектом исследований является микроскопический гриб Aspergillus oryzae M/R.

Цель работы – скрининг штамма обладающего повышенной способностью к биосинтезу глюкоамилазы для его дальнейшего применения в хлебопечении.
Методы проведения работы – микробиологические и биохимические методы исследований. 
В процессе работы проводились исследования по селекции штамма Aspergillus oryzae M/R и изучению его изменчивости в процессе длительного культивирования в жидкой питательной среде с целью получения активной культуры – продуцента глюкоамилазы. В результате проведенных исследований получена культура Aspergillus oryzae M/R-8, активность которой превысила ферментативную активность исходного штамма Aspergillus oryzae M/R. 
Сущность новизны результатов исследований состоит в том, что получена активная культура микроскопических грибов - продуцент глюкоамилазы с использованием нового метода культивирования мицелиальных микроорганизмов, основанного на иммобилизации продуцента на твердом носителе в глубинных условиях роста и отбора в этих условиях активного варианта.

Основные микробиологические и биотехнологические показатели: стабильность ферментативной активности, возможность использования отселекционированной культуры для получения биопрепарата глюкоамилазы с целью его дальнейшего использования в пищевой промышленности.
Степень внедрения – пополнена коллекция музейных культур за счет получения культуры Aspergillus oryzae M/R-8 - продуцента глюкоамилазы. Исследована эффективность применения глюкоамилазы в хлебопечении.
Область применения –   микробиология, биотехнология. 
Эффективность разработки определяется   применением полученной активной культуры - продуцента глюкоамилазы при разработке, усовершенствовании и производстве биопрепаратов. 
 Прогнозные предложения о развитии объекта исследования - использование   полученного активного изолята при разработке биопрепарата.
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ТЕРМИНЫ И ОПРЕДЕЛЕНИЯ

 В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями 
	Энзимы
	–
	специфические катализаторы (белки), ускоряющие лишь определенные реакции, действуя избирательно только на вполне определенные вещества


	Аспергилл (лат. Aspergillus)
	–
	род высших аэробных плесневых грибов (Deuteromycetes, или сумчатые грибы), включающий в себя несколько сотен видов, распространённых по всему миру в различных климатических условиях. Некоторые виды вызывают болезни, другие - применяют в производстве лимонной кислоты, антибиотиков, ферментов


	Глюкоамилаза
	–
	фермент, расщепляющий молекулы декстринов и крахмала с образованием глюкозы


	Штамм
	–
	чистая культура микроорганизма определенного вида, обладающая особыми физиолого-биохимическими свойствами


	Микромицеты
	–
	микроскопические грибы


	Селекция
	–
	наука о методах создания новых и улучшении существующих пород животных, сортов растений, штаммов микроорганизмов с полезными для человека свойствами


СОКРАЩЕНИЯ И ОБОЗНАЧЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР использованы следующие сокращения и обозначения

	ГОСТ
	–
	государственный стандарт

	г  


	–
	грамм

	ед/мл
	–
	единиц на миллилитр

	
	
	

	л 


	–
	литр

	мл 
	–
	миллилитр


	рН
	–
	показатель величины водородных ионов


	
	
	

	
	
	


ВВЕДЕНИЕ


Хлебопекарная промышленность является высокоэффективной динамично развивающейся отраслью агропромышленного комплекса Казахстана. Традиционно хлеб, являясь основным продуктом, потребляемым ежедневно, обладает значительным потенциалом для укрепления здоровья населения, поскольку является источником витаминов и микроэлементов. Конкурентоспособность производства продуктов питания в настоящее время зависит от надежности, безопасности и качества пищевых продуктов, чем от количества и цены.

Основной целью технологического процесса производства хлеба является получение продукта высокого качества. Однако достижение данной цели затрудняется из-за возникновения ряда проблем, связанных с нестабильностью свойств сырья и общей тенденцией к снижению его качества, что приводит к экономическим потерям. В настоящее время, для решения данного ряда проблем активно применяются ферменты и ферментные препараты различного действия, активность использования которых объясняется в универсальности их действия, возможности модификации всех компонентов муки, в природном происхождении ферментов.


Производство ферментных препаратов, в том числе и глюкоамилазы, занимает одно из ведущих мест в современной биотехнологии, а основными используемыми продуцентами ферментов являются мицелиальные грибы. Промышленное производство ферментов требует высокопродуктивных штаммов. При использовании штаммов с низкой продуктивностью по синтезу фермента технологический процесс, вследствие неполного или длительного по времени гидролиза субстрата, может быть нерентабельным. При использовании в технологии высокоактивных ферментных препаратов снижается стоимость ферментативной обработки сырья за счет уменьшения дозировки ферментов и сокращения продолжительности процесса гидролиза, и, как следствие этого – увеличение выхода конечного продукта. 

Одним из безопасных методов повышения активности микроскопических грибов является искусственная иммобилизация культуры на поверхности носителей, что приближает их рост к естественным условиям обитания в природе, повышая их резистентность и продуктивность, которые можно регулировать. 

Иммобилизованная культура представляет собой в большей степени гетерогенную культуру, чем свободные клетки. В условиях иммобилизации возможно формирование разнообразия морфоформ, различающихся не только по морфологическим, культурально-физиологическим свойствам, но и по ферментообразованию.  Благодаря формированию высокоактивных продуцентов при длительном культивировании иммобилизованной культуры и изучению условий образования ими глюкоамилазы можно повысить ферментативную активность микромицетов в несколько раз.
Патентный поиск по изучаемой теме показал неизменный интерес исследователей к этой группе ферментов и нарастание количества работ по данной тематике. Наиболее активными странами, ведущими исследования в данной области, являются Россия, США и Китай. Анализ патентной документации (2011-2021 гг.) показал, что исследований в области селекции микроорганизмов с целью повышения их биосинтетической способности проводится мало. Высокоактивные штаммы получают главным образом методами мутагенеза и генной инженерии. 
В связи с этим, большой интерес представляет получение высокоактивного штамма микромицетов – продуцента глюкоамилазы на основе его иммобилизации на твердом носителе в глубинных условиях роста.

Метрологическое обеспечение НИР проводилось Алматинским филиалом АО «Национальный центр экспертизы и сертификации» путем поверки лабораторных приборов и средств измерения. 

Целью настоящего исследования являлось скрининг штамма, обладающего повышенной способностью к биосинтезу глюкоамилазы для его дальнейшего применения в хлебопечении. Для реализации цели были поставлены следующие основные задания:

-Отбор изолятов в разные периоды длительного культивирования штамма Aspergillus oryzae M/R - продуцента глюкоамилазы. 
-Отбор наиболее активного по ферментообразующей способности изолята и его морфологическая характеристика.
-Выделение ферментного препарата глюкоамилазы.
-Проведение производственных испытаний ферментного препарата глюкоамилазы в хлебопечении.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследований


Глюкоамилаза (EC 3.2.1.3) - фермент, который гидролизует α-1,4-гликозидные связи невосстанавливающих концов амилозы и амилопектина, освобождая глюкозу [1]. Ферменты, используемые в промышленности, сельском хозяйстве и медицине в зависимости от сферы применения должны соответствовать определенным требованиям: обладать специфичностью, скоростью реакции, pH- и температурным оптимумами, стабильностью, сродством к субстрату и другими свойствами. Микроорганизмы же - продуценты ферментов должны быть технологичными, безвредными, продуцировать внеклеточные ферменты в достаточном количестве.

В хлебопечении применяют препараты амилолитических, протеолитических, целлюлолитических, липолитических и окислительно-восстановительных ферментов. Из них амилолитические ферменты являются основной группой ферментов, используемых для интенсификации процесса приготовления теста и улучшения качества хлеба [2-5]. Некоторые предыдущие исследования, проводимые в мире, показали, что добавление глюкоамилазы приводит к увеличению общего содержания сбраживаемого сахара в тесте, улучшает газоудерживающие свойства теста и снижает его вязкость во время клейстеризации крахмала с последующим увеличением объема и мягкости готового продукта, что положительно влияет на объем хлеба и структуру мякиша. Более того, дополнительное количество глюкозы, освобождаемое под действием глюкоамилазы, ведет к увеличению активности дрожжей, что способствует ферментации и окрашиванию хлебной корки за счет потемнения Майяра [6, 7].
Одними из основных продуцентов, секретирующих большое разнообразие промышленно-важных ферментных комплексов или индивидуальных ферментов, можно назвать мицелиальные грибы. Главное преимущество грибных штаммов для использования их в роли продуцентов – способность секретировать большое количество внеклеточных ферментов в среду, возможность культивирования их на простых средах, высокая скорость роста, стабильность получаемых ферментных препаратов. Наиболее широко используемыми организмами являются грибы родов Aspergillus, Trichoderma, Mucоr, Rhizоpus и др. [8-10]. Из них, амилазы плесневых грибов представляют значительный теоретический и практический интерес благодаря своей высокой активности, сравнительной простоте получения и достаточно широкой субстратной специфичности. 

Однако, большим недостатком промышленных штаммов является их низкая активность несмотря на то, что основным требованием, предъявляемым к ферментам, является их высокая каталитическая активность, которая напрямую связана с активностью продуцирующего этот фермент микроорганизма. Научные исследования ведущих биохимических лабораторий мира направлены на решение данной проблемы, т.е. на получение высокоактивного штамма – суперпродуцента ферментов. Использование такого штамма может снизить затраты на производство фермента, что положительно скажется, в конечном счете, на стоимости конечного продукта.
За последние 20 лет было проведено много исследований, посвященных глюкоамилазе и области ее применения. Большая часть исследований посвящено поиску микроорганизмов, способных к интенсивному синтезу данного фермента; изучению биохимических характеристик, связанных с активностью и стабильностью фермента; получению новых рекомбинантных и мутантных штаммов, обладающих повышенной способностью к биосинтезу глюкоамилазы и т. д. [11-14]. Однако было проведено мало исследований, посвященных живым клеткам в иммобилизованных системах, несмотря на то, что основным преимуществом иммобилизованных клеток по сравнению с иммобилизованными ферментами или свободными клетками является более низкая стоимость конечного продукта. 
Традиционно применяемая до настоящего времени технология производства ферментных препаратов использует глубинный метод культивирования микромицетов в периодических условиях. При таком выращивании их биомасса формируется в форме пеллетов, которая в процессе культивирования все больше уплотняется и становится малодоступной кислороду и питательным веществам. Максимум целевого продукта такой биомассой образуется на 3-5 сутки и только один раз, после чего культура автолизируется и ферментативная активность ее падает, после чего необходимо проводить повторную инокуляцию питательной среды суспензией спор гриба. 

Нами предлагается новый способ культивирования мицелиальных микроорганизмов, аппараты и устройства для их выращивания как в лабораторных, так и в промышленных условиях, которые продлевают время культивирования продуцентов и создают возможность получать ферменты многократно каждые 2-3 суток выращивания [15, 16]. Он основан на иммобилизации продуцентов ферментов на твердом носителе в глубинных условиях роста. 
Иммобилизация имеет ряд преимуществ – более низкая стоимость конечного продукта, отсутствие нежелательных примесей, контролируемый процесс образования ферментов, возможность одновременного получения сразу нескольких ферментов и т.д. Конструкция предложенных аппаратов позволила повысить активность культуральных фильтратов иммобилизованных клеток относительно свободных, растущих в периодических условиях культивирования на первом этапе процесса в 3 раза, а в последующих – в 8-10 раз; повысить продуктивность культуры; увеличить продолжительность культивирования грибов и частоту получения активной культуральной жидкости, а также улучшить качество фильтратов – сделать их прозрачными, исключить трудоемкие операции по перезарядке ферментационных сосудов, связанных с удалением мицелия с подложки, требующих затрат ручного труда.

Более того, теоретически исследовано и практически доказано, что при длительном культивировании микромицетов на подложке культура претерпевает ряд причинных стрессов, что приводит к формированию множества новых морфоформ (от 5 до 20), различающихся по ферментативной активности. Создается возможность отбора из популяции более активных вариантов. В связи с этим, большой интерес представляет селекция высокоактивного штамма микромицетов – продуцента глюкоамилазы на основе его иммобилизации на твердом носителе в глубинных условиях роста.

2   Объекты и методы исследования

Объектом исследований служил штамм Aspergillus oryzae M/R - продуцент глюкоамилазы из собственной коллекции микроорганизмов. Исходную культуру выращивали на агаризованной среде Ролена следующего состава: 1кг моркови экстрагировали на водяной бане в течение 1 часа, процеживали, после чего объем доводили до 1 литра дистиллированной водой. После этого добавляли глюкозу – 20 г; NH4NO3 – 0,3 г; KH2PO4 – 1,0 г; FeSO4 – следы; агар – 20 г; pH 7.2 – 7,3. В работе использованы общепринятые микробиологические и биохимические методы исследований.
Культивирование отобранного продуцента глюкоамилазы Aspergillus oryzae M/R осуществляли в иммобилизованном состоянии в глубинных условиях роста на оптимизированной питательной среде следующего состава (%): NH4

 HYPERLINK "https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9D%D0%B8%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%82" \o "Нитрат" NO3  – 0,5; KН2РО4 – 0,1; MgSO4 – 0,05; KCL – 0.05; FeSO4 – 0.001; глюкоза – 1,0; крахмал – 1,0. Замену среды и получение активной культуральной жидкости проводили каждые трое суток. Посевным материалом служила водная суспензия культуры Aspergillus oryzae M/R, вносимая в количестве 2% к объему среды, содержащая 1,3 х 105 конидий в 1 мл. Каждые трое суток определяли активнсть глюкоамилазы по ГОСТу. Метод основан на количественном определении глюкозы, образующейся при гидролизе крахмала глюкоамилазой в стандартных условиях. За единицу глюкоамилазной активности принято такое количество фермента, которое способно катализировать гидролиз растворимого крахмала при температуре 30°С и значении рН 4,7, высвобождая за 1 мин 1 мкмоль глюкозы [17].
Для выявления активного варианта, сформированного на подложке, проводили отбор множества изолятов в разные периоды длительного культивирования, для чего отбирали изоляты на разных этапах культивирования, связанных с периодичностью снятия мицелия с подложки. Пробы брали путем отбора мицелия с поверхности и из глубины иммобилизованной структуры. Готовили моноспоровую суспензию для рассева на агаризованную питательную среду, для чего в пробирку добавляли 9 мл стерильной дистиллированной воды. Полученную взвесь фильтровали, а затем разводили стерильной водой и высевали на агаризованную среду в чашки Петри. В каждую чашку вносили по 0,1 мл разведенной взвеси, которую досуха растирали на поверхности среды с помощью стерильного стеклянного шпателя. Засеянные чашки инкубировали в течение 5-7 суток при 28-30ºС. После инкубации проводили подсчет выросших на чашках колоний. Полученные варианты выделяли в чистую культуру и выращивали в течение 3-4 суток в жидкой питательной среде. Затем определяли активность глюкоамилазы в культуральной жидкости. Опыты проводили в трех повторностях. Выделение ферментного препарата проводили по стандартной методике [18]. 
Кислотность теста оценивали методом титрования. Образец мякиша хлеба весом 25г смешивали с 250 мл дистиллированной воды, после чего суспензию титровали 0,1 моль/л NaOH до конечного рН 6,6. Общую титровальную кислотность выражали в виде количества (мл) используемого NaOH. Кислотность в градусах кислотности определяли по формуле:
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где: V - объем 0,1 н. раствора NaOH, см3; 10 - приведение 0,1н. раствора NaOH к 1н. раствору; 100 - коэффициент для пересчета на 100г продукта; 25 - навеска испытуемого продукта, г; 250 - объем воды, взятый для извлечения кислот, см3; 50 - объем испытуемого раствора, взятого для титрования, см3.
Удельный объем хлеба определяли путем деления величины объема хлеба V в кубических сантиметрах на его массу m в граммах: Vуд = V / m. Пористость определяли по ГОСТу [19]. Для определения пористости мякиша хлеба из середины изделия вырезали на расстоянии не менее 1см от корок, с помощью полого цилиндра. Цилиндр вводили в мякиш хлеба вращательным движением и вынимали вместе с выемкой. Заполненный мякишем цилиндр укладывали на лоток так, чтобы ободок его плотно входил в прорезь, имеющуюся на лотке, затем хлебный мякиш выталкивали из цилиндра деревянной втулкой примерно на 1см и срезали его у края цилиндра острым ножом. Отрезанный кусочек мякиша удаляли. Оставшийся в цилиндре мякиш выталкивали втулкой до стенки лотка и также отрезали у края цилиндра. Таким образом, достигается одинаковый объем всех взятых выемок хлеба, который затем взвешивается с точностью до 0,1г. Далее вычисляют пористость (X) по формуле:                                                                                          
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где V - общий объем цилиндрических выемок хлеба, см3;

m - масса выемок, г;

p - плотность безпористой массы мякиша.

Плотность безпористой массы (р) принимают для пшеничного хлеба I сорта - 1,31. Величину пористости вычисляют с точностью до 1%. Доли до 0.5% включительно отбрасываются, а свыше - приравниваются к единице.
Статистическую    обработку    результатов    исследований    проводили    по     общепринятым    критериям вариационно-статистического анализа с вычислением средних величин (M), ошибки средней арифметической (m) с помощью пакета компьютерных программ Microsoft Excel, 2010. Статистически значимыми считали различия с p<0,05.
3 Результаты и их обсуждение
3.1 Отбор изолятов в разные периоды длительного культивирования штамма Aspergillus oryzae M/R - продуцента глюкоамилазы
Метод культивирования оказывает большое влияние на уровень биосинтеза ферментов микромицетами. Для получения ферментов, в том числе и амилолитических, используются методы твердофазного, поверхностного и глубинного культивирования продуцентов ферментов. Среди них лучшие условия для образования амилолитических ферментов создаются в глубинной культуре, т.к. для биосинтеза ферментов большое значение имеет аэрация питательной среды. 
Глубинное культивирование микроорганизмов может осуществляться в периодическом и непрерывном процессе. Периодический процесс характеризуется ростом микроорганизмов в ограниченном объеме питательной среды без возможности ее замены, что приводит к низкой физиологической активности культуры. Непрерывное же культивирование позволяет стабилизировать параметры среды и физиологическое состояние микроорганизма в силу постоянного притока свежей питательной среды и оттока культуральной жидкости. 
С целью изучения ферментообразующей способности штамма Aspergillus oryzae M/R на разных этапах длительного культивирования продуцент выращивали в течение 36 суток при температуре 28-300С. В ходе длительного культивирования продуцента установлено, что культура Aspergillus oryzae M/R хорошо иммобилизуется на носителе, в качестве которого использовалась хлопчатобумажная пористая ткань бельтинг (рисунок 1).
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Рисунок 1 – Иммобилизованная культура Aspergillus oryzae M/R
В ходе культивирования биосинтез фермента проходил активно и длительное время (рисунок 2). 
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Рисунок 2 – Динамика образования фермента глюкоамилазы культурой 
Aspergillus oryzae M/R
Как видно из представленных на рисунке 2 данных активность глюкоамилазы варьировала от 67 ед/мл до 142 ед/мл. Максимум образования ферментов приходится на 9, 18, 27 и 36 сутки культивирования. Отмечено, что культуральная жидкость прозрачная и не требует дополнительной фильтрации, легко отделяется от мицелия. Это очень удобно при непрерывном выращивании культуры, когда необходима периодическая замена культуральной жидкости на свежую порцию питательной среды. Возрастает продуктивность культуры, сроки культивирования штамма-продуцента ферментов увеличиваются более чем в 20 раз, удлиняется стадия активного ферментобразования, обеспечивается многократность получения целевого продукта и использование первоначально иммобилизованной на носителе культуры. 

Изучение изменчивости микроорганизмов и отбор новых, более совершенных форм имеет большое значение, поэтому этот вопрос всегда находится в центре внимания микробиологов. Успешная селекция зависит от степени изменчивости исходнной культуры. 
При длительном выращивании иммобилизованных микроорганизмов на подложке формируются множество различных вариантов, среди которых образуется и высокоактивный. Предпосылкой для формирования активных вариантов являются стрессы, которые испытывает культура в процессе длительного культивирования. Это механическое повреждение гиф при удалении скапливающегося мицелия с подложки, условия смены питательной среды – обедненной на полноценную и сам процесс длительного культивирования. 


При длительном выращивании иммобилизованной культуры процесс биосинтеза ферментов имеет продленный характер и проходит в несколько этапов. По мере накопления и старения мицелия (на 9 сутки культивирования) на подложке уровень биосинтеза ферментов в культуральной жидкости начинает снижаться, что связано с недостаточной аэрацией. Для восстановления уровня биосинтеза ферментов с подложки удаляют всю биомассу. На этом заканчивается первый этап длительного культивирования.
 После удаления грибной биомассы с подложки начинается второй этап процесса биосинтеза ферментов, для начала которого характерно падение ферментативной активности культуральной жидкости. Через 3 суток после снятия мицелия и замены питательной среды на новую старые клетки, оставшиеся в порах носителя, начинают размножаться и вновь процесс повторятся, т.е. биомасса начинает активно накапливаться на подложке. Далее закономерности, наблюдаемые на первом этапе, повторяются на втором. Для выявления активного варианта, сформированного на подложке, проводили отбор изолятов в разные периоды длительного культивирования, когда активность глюкоамилазы была максимальной, т.е. на 9, 18, 27 и 36 сутки культивирования Aspergillus oryzae M/R. Все изоляты были пересеяны на косяки с питательной средой для дальнейшего изучения их биосинтетической способности. 
3.2 Отбор наиболее активного по ферментообразующей способности изолята и его морфологическая характеристика
Иммобилизованные клетки на подложке являются удобным инструментом для выявления и отбора активных вариантов. Одной из причин, вызывающих повышение биосинтетической активности иммобилизованных клеток, является изменчивость гетерогенной культуры, выросшей на подложке. Вся информация о признаках, присущих данному организму, сосредоточена в его генетическом аппарате. Он обеспечивает сохранение и точное воспроизведение этих признаков в процессе размножения микроорганизма, и дочерние особи обнаруживают в большинстве случаев полное сходство с родительскими формами. Это говорит о том, что генетический аппарат обладает высокой стабильностью и точностью, обеспечивающими его функционирование. 
Изучение выявленных ранее вариантов, полученных в разные периоды длительного культивирования гриба Aspergillus oryzae M/R показало, что они отличались по уровню образования ими глюкоамилазы. Для выявления активного варианта, сформированного на подложке, у отобранных ранее 8 изолятов определили активность глюкоамилазы. Для этой цели, полученные изоляты культивировали в периодических условиях в течение 3 суток при температуре 28-30ºС. По истечении этого времени определяли активнсть глюкоамилазы каждого варианта. Опыты проводили в трех повторностях. Полученные данные представлены в таблице 1.

Таблица 1 – Ферментативная активность вариантов, полученных на разных этапах длительного культивирования Aspergillus oryzae M/R
	Вариант
	Этап отбора
	Активность глюкоамилазы, ед/мл

	A. oryzae M/R-1
	I
	68±1,3

	A. oryzae M/R-2
	I
	74±2,1

	A. oryzae M/R-3
	II
	52±1,7

	A. oryzae M/R-4
	II
	57±1,4

	A. oryzae M/R-5
	III
	81±0,9

	A. oryzae M/R-6
	III
	76±1,7

	A. oryzae M/R-7
	IV
	67±2,0

	A. oryzae M/R-8
	IV
	106±1,3

	A. oryzae M/R (исходный)
	
	67±2,1


Как видно из представленных в таблице 1 данных уровень биосинтеза фермента глюкоамилазы варьировал от 52 ед/мл до 106 ед/мл. Таким образом, в конце длительного культивирования сформировался вариант Aspergillus oryzae M/R-8, ферментативная активность которого была выше остальных полученных вариантов и составила 106 ед/мл.
Морфология выделенного изолята Aspergillus oryzae M/R-8 представлена на рисунке 3. Колонии пушистые, округлой формы, края ровные воздушный мицелий со спороношением светло-зеленого цвета. По краю колонии белый пушистый мицелий размером 3мм. Субстратный мицелий светло-бежевого цвета. Цвет обратной стороны колонии светло-коричневый. Пигмента нет, экссудат отсутствует. Мицелий гриба септированный, разветвленный, конидии формируются экзогенно, расположены на конидиеносце цепочкой. Поверхность конидий гладкая, форма округлая, цвет оливковый.
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Рисунок 3 –  Макро- и микроморфология A. oryzae M/R-8
Таким образом, если ферментативная активность исходной культуры A. oryzae M/R была 67 ед/мл, то среди вновь полученных изолятов сформировался вариант A. oryzae M/R-8, ферментативная активность которого составила 106 ед/мл. Данный изолят отобран для проведения дальнейших исследований.
3.3 Выделение ферментного препарата глюкоамилазы

Для выделения ферментного препарата  необходимо собрать достаточное количество культуральной жидкости, из которой впоследствии будет выделен ферментный препарат. С этой целью было проведено глубинное культивирование полученного активного изолята A. oryzae M/R-8 в течение 70 суток с целью получения достаточного количества активной культуральной жидкости. В качестве питательной среды была использована оптимизированная ранее питательная среда, замену которой делали каждые трое суток. Полученные данные представлены на рисунке 4. Как видно из представленных на рисунке 4 данных максимум образования глюкоамилазы приходится на 9, 18, 27, 36, 45, 54, 63 и 70 сутки культивирования. Ферментативная активность продуцента варьировала от 104,3 до 252,4 ед/мл. 
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Рисунок 4 – Динамика образования глюкоамилазы в процессе длительного культивирвания 
A. oryzae M/R-8  

Выделение ферментного препарата глюкоамилазы осуществляли в два этапа: очистка культуральной жидкости от примесей с помощью ультрафильтрации и осаждение ферментных белков этиловым спиртом (96%.). Проведение очистки культуральной жидкости обусловлено рядом технических сложно​стей, связанных, в основном, с нестабильностью (лабильностью) ферментов, потерей им активности под   влиянием   незначительных изменений внешних условий. Поэтому при выборе технологии выделения, концентрирования и очист​ки ферментных препаратов ищут решения, позволяющие проводить эти процессы в непрерывном режиме, с высокой скоростью, в "мягких" усло​​ви​ях, обеспечивающих меньший процент снижения активности фермента.

Культуральная жидкость содержит клетки и продукты их жизнедеятельности и для нее, как правило, характерно невысокое содержание основного компонента (фермента) и наличие многих примесных веществ. На первой стадии с целью очистки культуральной жидкости от контаминирующей микрофлоры был применен способ микрофильтрации с использованием мембран марки фирмы «Millipore» с диаметром пор 0,22 мкм. Процесс микрофильтрации проводили при температуре 19 ± 2°С под разрежением 0,1-0,3 Мпа. Культуральную жидкость пропустили через ультрафильтрационную кассету. На второй стадии для более полной очистки культуральной жидкости от инертных белков и белков, молекулярная масса которых более 100 кДа, была использована ультрафильтрационная кассета размером пор 100 кДа. 

Известны разные методы выделения ферментных препаратов. К числу таких методов относятся осаждение белка органическими растворителями или нейтральными солями. В качестве органического растворителя применяют этиловый спирт, реже – другие спирты, ацетон. Для выделения ферментного препарата из культуральной жидкости нами был применен этиловый спирт. Ферментный препарат выделяли при соотношении этанола к культуральной жидкости 4:1. Осаждение проводили охлажденным до температуры 4°С этанолом. Осажденный белок отстаивали в течение 30-40 минут, после чего прозрачную надосадочную жидкость декантировали, а ферментный препарат фильтровали и высушивали на воздухе до постоянного веса. Всего было выделено 16,8 г ферментного препарата глюкоамилазы.
3.4 Проведение производственных испытаний ферментного препарата глюкоамилазы 

Наиболее эффективное средство в решении многих технологических задач, в том числе для создания гибкого и одновременно стабильного процесса приготовления широкого ассортимента хлебобулочных изделий высокого качества – использование пищевых добавок и хлебопекарных улучшителей, среди которых особое место занимают ферментные препараты. Необходимость применения в хлебопечении экзогенных ферментов связана в основном с их недостатком, поскольку при производстве муки удаляются периферийные части зерна, содержащие значительное количество ферментов. Главными задачами, решаемыми с помощью ферментов, являются повышение качества хлеба, особенно при использовании муки с низкими хлебопекарными свойствами и ускорение технологии его производства, прежде всего на наиболее длительном этапе – приготовлении теста.

Основной группой ферментов, используемых для интенсификации процесса приготовления теста и улучшения качества хлеба, являются амилолитические ферменты, и в частности грибная глюкоамилаза. Использование глюкоамилазы влияет на показатели времени образования теста, его стабильности и вязкости, улучшает осахаривающую способность муки, уменьшает показатель числа падения пшеничной муки высшего сорта, улучшает качество хлеба и хлебобулочных изделий, предотвращает их черствение.
Невзирая на бурное развитие передовых приемов производство хлеба высокого качества и сейчас является достаточно трудоемким занятием. Традиционно оно включает ряд основных операций: подготовительная обработка сырья, замешивание теста, брожение, порционный раздел теста, составление тестовых заготовок, выпекание, охлаждение, упаковывание и хранение. Ускорение процесса приготовления теста ведет к снижению затрат. Сейчас существует множество способов ускорить этот процесс (увеличение дрожжевой массы, применение улучшителей, ферментных препаратов, заквасок и др.).
В пшеничной муке содержится от 1 до 2,5% сахара - главным образом сахарозы, которая очень легко расщепляется под влиянием выделяемой дрожжами β-фруктофуранозидазы. Получающаяся в результате смесь глюкозы и фруктозы легко сбраживается дрожжами. Таким образом, на первых этапах брожения теста дрожжи сбраживают сахар муки. Однако, этого количества сахара недостаточно, чтобы процесс брожения шел до конца. На следующих этапах брожения на первый план выступает глюкоза, которая в тесте образуется при действии глюкоамилазы на крахмал. Глюкоамилаза катализирует отщепление глюкозы от нередуцирующего конца амилозы и амилопектина, то есть последовательный гидролиз нескольких гликозидных связей в одной молекуле субстрата. 
В свою очередь образующаяся под действием глюкоамилазы глюкоза сбраживается дрожжами. Если мука имеет низкую амилолитическую активность, в тесте не будет достаточного количества глюкозы, брожение будет проходить недостаточно интенсивно и получится хлеб плохого качества, с плотным мякишем.

В опытах использовали пшеничную муку 1-го сорта. Этап приготовления теста включал замес теста, брожение теста и обминку. Ферментный препарат добавляли в количестве 0,003% от веса муки в момент приготовления теста, которое готовилось опарным способом. Контролем служила проба без добавления ферментного препарата. Замес теста производили в течение 5-10 мин, после чего его оставляли бродить на 2,5-4 часа. Готовое выброженное тесто разделывали вручную, тестовые заготовки массой 400г для формового хлеба укладывали в формы. Расстойку тестовых заготовок осуществляли при 30-35°С и относительной влажности воздуха 75-80%. Готовность тестовых заготовок к выпечке оценивали визуально. Выпечку хлеба проводили в хлебопекарной электропечи при температуре 240°С в течение 25 минут. Определение параметров качества готовых изделий проводили через 16-18 часов после выпечки. В ходе проведения испытания оценивали влияние глюкоамилазы на такие показатели как объем, влажность, кислотность, а также органолептические свойства.
Объем хлеба. Объем хлеба напрямую связан с процессом брожения теста, для характеристики которого проводили измерение кислотности теста, удельного объема и пористости готовых изделий. Кислотность теста является признаком его созревания, поэтому кислотность – один из важных показателей качества хлеба. Кислотность выражается в градусах. Градус кислотности соответствует 1мл нормального раствора едкого натрия или калия, расходуемого для нейтрализации кислоты в 100г мякиша. Было установлено, что при добавлении глюкоамилазы в опару нарастание кислотности происходит быстрее, чем без фермента (рисунок 5). 
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Рисунок 5 – Влияние глюкоамилазы на кислотность теста
Кислотность до 8 градусов накапливалась в опаре с добавлением глюкоамилазы через 2,5 часа после замеса теста, тогда как в контроле без фермента через 2,5 часа после замеса теста кислотность достигала лишь 5,8 градусов. Максимальная кислотность теста без фермента накаливалась только через 4,5 часа после замеса теста. Следовательно, препарат глюкоамилазы способствует нарастанию кислотности быстрее, чем в опаре без фермента, т.е. добавление ферментного препарата глюкоамилазы позволяет сократить процесс брожения пшеничного теста. Нарастание кислотности теста с добавлением ферментного свидетельствует об интенсификации процессов накопления и сбраживания низкомолекулярных углеводов (глюкозы) в тесте. Интенсивное повышение кислотности в тесте с ферментным препаратом связано с тем, что его добавление повышает сахаробразующую способность муки, дрожжи получают больше усваиваемых углеводов, активно размножаются и сбраживают тесто, что сопровождается увеличением концентрации органических кислот в тесте. Недостаточная кислотность в тесте приводит к тому, что готовые изделия имеют меньший объем и более плотный мякиш, который становится клейким и липким.

Под пористостью понимают отношение объема пор мякиша к общему объему хлебного мякиша, выраженное в процентах. В результате проведенных исследований было установлено, что при добавлении ферментного препарата глюкоамилазы удельный объем хлеба в контроле была 245 см3/100г, тогда как в опыте - 258 см3/100г (рисунок 6). Величина же пористости в контроле была 59%, а в опыте с добавлением ферментного препарата – 63%.
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Рисунок 6 – Влияние глюкоамилазы на объем хлеба

Таким образом, при добавлении ферментного препарата глюкоамилазы удельный объем хлеба увеличился на 5,3 %, пористость хлеба - на 6,7% по сравнению с контролем. 


На следующем этапе полученные готовые изделия анализировали по органолептическим свойствам (внешний вид, вкус, запах). Полученные данные представлены в таблице 2. Хлеб с добавлением ферментного препарата глюкоамилазы по органолептическим показателям отличался от контрольного варианта: корка хлеба без явных  трещин, гладкая, окраска ее более интенсивная. Добавление глюкоамилазы приводит к увеличению общего содержания сбраживаемого сахара в тесте, улучшает газоудерживающие свойства теста и снижает его вязкость во время клейстеризации крахмала с последующим увеличением объема и мягкости готового продукта, что положительно влияет на объем хлеба и структуру мякиша. Более того, дополнительное количество глюкозы, освобождаемое под действием глюкоамилазы, ведет к увеличению активности дрожжей, что способствует ферментации и окрашиванию хлебной корки за счет потемнения Майяра (Рисунок 7).
Таблица 2 – Влияние глюкоамилазы на органолептические свойства хлеба
	Хлеб
	

Органолептические показатели

	
	вкус, запах
	состояние корки

	без фермента
	характерный пшеничной муке, немного пресноватый, не плесневелый, не задохнувшийся
	шероховатая, заметные трещины и подрывы, не глянцевая

	с добавлением 

фермента
	характерный пшеничной муке, без постороннего привкуса, не плесневелый, не задохнувшийся
	достаточно гладкая, едва заметные мелкие короткие трещины и подрывы, глянцевая
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Рисунок 7 – Влияние глюкоамилазы на внешний вид хлеба
Таким образом, при внесении ферментного препарата глюкоамилазы наблюдалось повышение кислотности опары в 1,5 раза быстрее, чем в контрольном варианте; увеличение удельного объема хлеба – на 5,3%; пористости - на 6,7% по сравнению с контрольной пробой; улучшались органолептические показатели качества хлеба (вкус, запах, цвет, состояние корки) (Приложение А). Ферментативное воздействие на крахмал способствует увеличению количества сахаров в тесте, что приводит к интенсификации процесса брожения, усилению газообразования на этапе окончательной расстойки и на ранних стадиях выпечки. В свою очередь, это приводит к увеличению объема изделий, улучшению пористости и текстуры мякиша.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате выполнения запланированных работ по проекту получены следующие основные результаты:

Проведено культивирование  штамма Aspergillus oryzae M/R - продуцента глюкоамилазы в иммобилизованном состоянии в глубинных условиях роста на оптимизированной питательной среде в течение 36 суток.

Установлено, что культура Aspergillus oryzae M/R хорошо иммобилизуется на носителе. Максимум образования ферментов приходится на 9, 18, 27 и 36 сутки культивирования. Отмечено, что культуральная жидкость прозрачная и не требует дополнительной фильтрации, легко отделяется от мицелия. 
Изучение изменчивости культуры Aspergillus oryzae M/R в условиях иммобилизации продуцента на твердом носителе обеспечило формирование множества изолятов, у некоторых из которых наблюдалось скачкообразное повышение ферментативной активности.
Для выявления активного варианта, сформированного на подложке, проводили отбор изолятов в разные периоды длительного культивирования. Из 8 полученных изолятов сформировался изолят Aspergillus oryzae M/R-8, ферментативная активность которого была выше остальных полученных вариантов и составила 106 ед/мл.

Проведена наработка культуральной жидкости в процессе культивирования полученного активного изолята A. oryzae M/R-8 в течение 70 суток на оптимизированной питательной среде. Ферментативная активность продуцента варьировала от 104,3 до 252,4 ед/мл. 
Для выделения ферментного препарата из культуральной жидкости был применен этиловый спирт. Всего было получено 16,8г ферментного препарата.
Оценка эффективности влияния глюкоамилазы на качество хлеба показала, что при внесении ферментного препарата на стадии замешивания теста наблюдалось повышение кислотности опары почти в 1,5 раза быстрее, чем в контрольном варианте; увеличение удельного объема хлеба – на 5,3%; пористости - на 6,7% по сравнению с контрольной пробой, улучшались органолептические показатели качества хлеба (форма, состояние корки, вкус, запах, цвет). 

Все задания выполнены согласно календарного плана (Приложение Б).
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NPOHU3BOJACTBEHHBIX HCIILITAHUN (pepMEHTHOrO npenapara rioKoamMmiasbl B
XJie0oneyeHnun

Hacrosmwuit axt cocraBnen xommccued B cocrase: pykoBomutens MII «Ilyreua»
H6parumosoit XK. A., texnonora Kacenosoit A. H, rnaBroro Hay4yHOro cotpyanuka TOO «HIIIT
Anturen» bimesoit P.K., Bemymero HaydyHoro corpyaauka TOO «HIIII Asxtureny
Cyneiimenosoit XK.b., nayunoro corpymuuxa TOO «HITIT AHTHreH Canyesoit XK.K. o ToM, uTo
B nepuox ¢ 26 wmrons no 15 asrycra 2021 roma IIPOBEJCHBI MPOU3BOJACTBEHHBIE HCIILITAHUS
(hepMeHTHOTrO IpemnapaTa rMOKOAMHUIIA3H! B XIeGONCUCHHH.

Llenbro  WccnenoBanHuit  SBNANOCH  HM3ydYeHHEe  BIMAHUA (epmenTHOrO mpenapara
TIOKOAMHUIIA3el HA Ka4eCTBO Xieba. B kadecTBe ucTOdHMKA (hepMeHTHOro penapara
HCTIONE30BAH TIFOKOAMUIIA3Y, TIOTYICHHYIO B IIPONEcCe [IIyGHHHOTO KYJIbTHBHPOBAHMUS rpuba
Aspergillus oryzae M/R-8.

B ombitax uenomp3oBaiy nmeHnuHy0 MyKy 1-ro copra. Kak n3BecTHO, ra3oo6pasyromas
CIIOCOOHOCTL MYKH M TECTa 3aBHCHT, IPEX/E BCErO, OT aKTHBHOCTH JPOMOKEN, OT KOJTHYECTBA
caxapa, IMEIOIIerocst B MyKe M Tecte. B mmenuunon Myke comepxures ot 1 xo 2,5% caxapa -
IIaBHBIM 00pa30M caxapo3bl, KOTOpas OYeHb JTerko PACIIEILISETC MO BIHSHAEM BBIIETISIEMOMT
npoxokamu B-gppykrodypanosunassr. [lonydennas B pe3ylpTaTe CMECh IIFOKO3BI U (PPYKTO3BI
JIETKO cOpaxkuBaeTcs aposokamu. TakuM o6pasom, Ha NEPBBIX dTanax OpPOKEHHS TeCTa IPOHKIKU
cOpakuBarOT caxap Mykd. OJHAKO, 3TOTO KOTHYECTBA caxapa HEJO0CTaTOYHO, YTOOBI IMpoIece
OposkeHust mren g0 korua. Ha crmenyrommx sramax OpokeHHs Ha NEPBBIA IUIAH BBICTYIACT
[JII0KO3a,  KOTOpad B Tecte  oOpasyercs mpd  JEHCTBHM  IUIIOKOAMHJIA3sl  HA
Kpaxmail. [ IrokoaMuiasa KaTalusupyeT OTIIEIUIEHHE TIIFOKO3bI OT He PEAYLHUPYIOUIETO KOHIA
aMHJIO3BI M AMHIIONICKTHHA, TO €CTh IOCIECAOBATENbHBIA THAPOIN3 HECKONBKHX [ITHKO3HIHBIX
CBS3€H B ONHOM Mouekyne cyGerpata. Ecin myka nmeer Huskyio (epMeHTaTHBHYIO aKTUBHOCTB,
B TeCTe HE OyAeT JO0CTATOYHOrO KOJHYECTBA IJIFOKO3bI, OpoxeHHe OymeT NpPOXOIUTH
HEIO0CTATOHO HHTCHCUBHO U MOJYYUTCA XJ1€0 MIIOXOro Ka4ecTBa, C MIOTHLIM MSIKHIIEM.

IIpouece mpoussoacTBa xs1e6a MOXKHO pas/ienuTs Ha CJICIYIOIINE IIPOU3BOICTBEHHBIE

OTallbI:

~ MOATrOTOBKA CBIPbsl (IPOCEUBAHME MYKH, €€ OYMCTKA H JIp.);
— 3aMeC TeCTa;
— OpokeH#He TecTa;

— HACJICHHUE TeCTa,
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— BBIIICYKA,
— OXJIa)XACHUeE,

— XpaHeHHe.

OepMEeHTHBIH TIpenapar rIroKOaMHIa3bl 106aB/ISTH B KOTHUECTRE 0,003% ot Beca myku
B MOMEHT IPHIOTOBJICHHMS TECTa, KOTOPOE TOTOBHIIOCH OMAPHBIM CIOCOGOM. KonTtponem
cryxuna npoba Ge3 noGasnenus pepMmeHTa. 3amec TecTa IIPOM3BOJMIM B TeueHHe 5-10 muH,
TI0CIIe ¥ero €ro oCTaB/IAIN OpoaUTh Ha 2,5-4 yaca. [0TOBOE BHIOPOKEHHOE TECTO pasnensiBaIu
BPYUHYIO, TECTOBBbIC 3aroToBkH Maccod 400r mis dopmoBoro xneba yKiIagblBald B (bOpMEL.
Paccrofiky TecToBBIX 3aroToBOK OCyIECTBIAMH npu 30-35°C U OTHOCHTENBHON BJIAKHOCTH
BO31yXa 75-80%. ['0TOBHOCTb TECTOBBIX 3arOTOBOK K BBINEUKE OEHUBAITH BU3YyalbHO. Beineuky
xneba TMpoBOAMIM B XyeGomekapHOi snextponeun XII3-500 (Poccmst) mpum Temmeparype
nexapHo# kameps! 240°C B tedenne 25 munyT. Onpenenenue MapaMeTPOB Ka4eCTBa I'OTOBBIX
U3JIeTHI IPOBOIMIHN Yepe3 16-18 4acoB mocsie BhINeuKH.

B Xome mpoBeneHus WcbITaHM# ONEHHBATH BIMSHHE TMIOKOAMIIA3HI HA TaKue
TMOKA3aTe/M KaK 00BEM, BIaXHOCTh, KHCIOTHOCTh, a TAK)KE OPraHOJENTHYECKHe CBOKCTBA
(BHELIHHMH BHA, BKYC, 3amax).

1) O6bem xne6a. OGbeM xse6a HAMPAMYIO CBA3aH ¢ poneccoM OpOoXKeHHUs TecTa, s
XapakTEPUCTHKH KOTOPOTO NPOBOAMIN M3MEPEHHE KHCIOTHOCTH TECTa, YAEIbHOTO 00BeMa H
TTOPACTOCTH TOTOBBIX HM3NETMH. KHCIOTHOCTH Tecta sBIseTCS NMPH3HAKOM €ro CO3peBaHus,
[IOSTOMY KHCJIOTHOCTh — OJMH M3 BaXKHBIX IOKa3aTejled KadecTBa xjeba. KHUCIOTHOCTE
BRIPAXKACTCS B rpajycax. I'paayc KHCIOTHOCTH COOTBETCTBYET IMI HOPMAIBHOTO pacTBopa
CIIKOTO HATPHsI WITH KaJIKs, paCXOAyeMOT0 Ul HeUTpatu3alui KUCI0Thl B 100r MaKuIIa.

Tecro st amanusa rotoBwmn cremyrommm o6pasoM. OTBEIIHBANH HA TEXHHUECKHX
Becax Sr tecra. Hasecky mnepenocumn B apdopoByro CTYNKy M pacTtupaid ¢ S0Mia
AMCTHJMPOBAHHOH BOMBI. CHavala, 106aB/sid BOAY MO KAIUISM, JOBOIHMIM HABECKY TECTA JIO
COCTOAHHS CYCICH3HH, 3aTEM NPHIIMIIM OCTaBLIYIOCA BOAy. Ilocie 3Toro n06GaBHIM TPH—IISTH
Kanenb 1% cnuproBoro pactBopa (erondraneHHa. [Tonyuennyro cmech tutpoBamu 0,1H.

pacTBOpOM NaOH A0 IIOSIBJICHHUS 6H€IIHO-pO3OBOFO OKpalllhuBaHH s, HE UCUYE3AIOIIEro B TEUYEHUE

MHHYTBL. KHCIOTHOCTE onpeernsitu o Gpopmyie
Xt =2aK,
e a — Konu4iecTBo pactBopa NaOH, momenmero Ha TuTpoBanue, MiI;

K — nonpaBounslit Ko3GGUUHEeHT K TUTPY IenoUn.
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Konrpoins (6e3 hepmenTa)
KucnotHOCTh TecTa uepes:

1 gac mocne 3ameca —3,0°

2 gaca mociie 3ameca — 5,0°

3 gaca mocie 3ameca — 35,5°
4,5 gaca mocie 3ameca — 7,0°

Omneit (¢ n06aBneHneM GepmenTa)
Kucnorsocts Tecra uepes:

1 gac mocie 3ameca — 4,0°

2 gaca nocJie 3ameca — 6,0°

2,5 gaca mocie 3ameca — 8,0°

Taxum oGpasom, npu noGapneHun GepMeHTa B ONApy MPOUCKOIUT ObIcTpOE HapacTaHue
KHCIOTHOCTH TIO CpaBHEHHIO ¢ KoOHTponeM (Ge3 depmenta). Kucmotocts mo  8,0°
HaKaIlJIMBAETCS B omape ¢ GepMEHTHBIM MPENapaToM 4epes 2,5 daca IOCIE 3aMeca, TOra KaK

MaKCHMaIbHask KUCIOTHOCT omapk! 6e3 Gepmenta — 7,0° HakaIHBaeTCs TONBKO depes 4,5 gaca

IIocCJIE€ 3ameca. CHeZ[OBaTCHBHO, Iperapar TJIFOKOaMHUJIa3bl CHOCO6CTBy€T HapaCTaHHUIO

KHCJIOTHOCTH OBICTpEe, YeM KOHTPOJIbHbIH BAPHAHT.

2) Onpenenenune ynensHOro oosema, cm>/100r

YnenbHeii 00beM xeba ONpeneson IyTeM IeleHHs BeIHYMHBI oObeMa xieba V B

KyOMYeCKUX CAaHTHMETpax Ha €ro Maccy m B rpaMMax:
Vy=V/m
[TomyuenHbIe pe3ynbTaThl:

Kontpois (6e3 hepmenta) — 245 cm’/100r
OmneT (¢ no6aBnenueM hepmenta) — 258 cm?/100r

3) Onpenenenne nopucroctu (TOCT 5669-51).

ITopucrocts xne6a — 310 06BEM IOp, BBHIPaXKEHHBIH B MPOLEHTAX K obmemy oOGbemy
MsKUIIa Xyeba. JIist onpeseseHus OPUCTOCTH MSKHIIA X/1e0a U3 CepeIUHBI H3Ie/THs BBIPE3AOT
Ha PacCTOAHMHM HE MEHEE 1CM OT KOPOK, ¢ MOMOIIBIO MOJOr0 WHIMHApA. L[UIHHAp BBOIIT B
MSKHII X7eba BpaliaTeJbHBIM [BHKEHHEM M BBIHMMAIOT BMECTE C BBIEMKOM. 3aMoTHEHHBIH
MSKHIICM [UIMHIP YKJIaJBIBAIOT HA JIOTOK Tak, YTOOBI 060I0K €ro INIOTHO BXOMHI B IPOpE3b,
MMCIOIYIOCS Ha JIOTKE, 3aTeM XJIEOHBIH MSAKMII BHITAIKHBAIOT W3 IWIMHIPA JEPEBSHHOMN
BTYJIKOH NPUMEPHO Ha lCM M Cpe3aloT ero y Kpas LIUIMHIPA OCTPBIM HOXOM. OTpe3aHHBINH
KyCOUYeK MSKHIIA yAasiioT. OCTaBIIMICS B MIMHAPE MSIKALI BHITAJIKHBAIOT BTYJIKOM O CTEHKH

JIOTKa M TaKXK€ OTPEe3aroT y Kpas HuaMHApa. Takum o0pasoM, JOCTHraeTcs OJMHAKOBBIH 00beM
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BBIYHCIIAIOT IIOPUCTOCTH MO (hopMyIIe:

[Topucrocts (X) B mpoLeHTaX BEIYUCIISIOT IO GopMyIe:

G

Ve —

X iipts > 100,

4

rze V - o0muit 00beM UIHHIPHIECKHX BRIEMOK XJ1eba, cM’;

m - Macca BBIEMOK, T

P - IJIOTHOCTbH O€3MOPUCTOM MacChl MSAKHIIIA.

IInotHOCTE G€3MOPUCTOH MacCH! (p) IPUHUMAIOT TSt TieHUYHOTro XJeba I copra - 1,31.

Benn4uHy nopHCTOCTH BBIMUCISIOT ¢ TOYHOCTHIO 10 1%. Jlomu 10 0.5% BKIIOYHMTENBHO

0T6paCI>IBaIOTCSI, a CBBILIC - IPUPABHUBAIOTCA K CAUHHUIIC.

[Tomy4ennblie pe3yabTaThl:

KonTpouns (6e3 pepmenta) — 59%
Ompit (¢ no6aBnenuem pepmenta) — 63%.

Taxum ob6pasom, B onbITHOM 00pasie ¢ no0aBieHneM (epMeHTa MOPUCTOCTh Xeba Oblia

BBILLIE, UeM B KOHTpoJe (6e3 hepmenTa).

4) HOHy‘{eHHbIe FOTOBBIC U3ICIHUA AHAITU3UPOBATIHN IO OPTaHOJICIITHYCCKHUM CBOMCTBaM

(BHEIIHUY BUJ, BKYC, 3alax).

X1eb

OpI‘aHOHeHTI/I‘ICCKI/Ie ImoKasarTeii

BKYC, 3aI1ax

COCTOSIHHUE KOPKH

6e3 pepmenTa

XapaKTEepHBIH MIIEHHYHON MYyKe,
HEMHOTO NTPECHOBATBHIN, HE

IUIECHEBEJIBIHM, HE 3aIIOXH}’BIHI/II7ICH

mepoxoBaras, 3aMETHBIC TPEIMHUHEBL U

IIOAPBIBLI, HE IIAHIICBAA

¢ nobaBieHueM

bepmenTa

XapaKTepHbIN MIIIEHUYHOH MyKe, 0e3

IIOCTOPOHHETrO MPUBKYCa, HE

IIJIECHEBEJIBIN, HE 3aI0XHYBIIHICS

JOCTATOYHO IJIagKasi, €aBa

3aMCTHBIC MEJIKUE KOPOTKHE

TPCIINHBI U ITOAPBIBLI, INITHICBAA

Xneb ¢ IIO6aBJIeHI/I€M (’bepMCHTHOFO IIperapara IIroKoaMuJiasbl 110 OPraHOJICIITHYCCKHUM

IIOKasaTeJIIM OTJIMYAJICS OT KOHTPOJIBHOT'O BapHaHTa: KOPKa xj1e0a 0e3 SIBHBIX TPCIIUH, I'NTagKad,

OKpacka €€ OoJlee HHTEHCUBHAS.





[image: image17.jpg]Takum o6pasom, mpy BHeCEHHH (EpPMEHTHOTO MpenapaTa IIFOKOAMUIa3bl HabIF0IaIoCh
MOBBIIIEHUE KHCIOTHOCTH omapbl B 1,5 pasa OpicTpee, 4eM B KOHTPOJBHOM BapHaHTE;
YBEIMYCHHE YIeNbHOro oO0bema xneba — Ha 5,3%; mopuctoctu - Ha 6,7% 110 CPaBHEHHIO C

KOHTPOJIBHO! MPOOO#; yIydINaluch OpPraHOJENTHYECKHe ITOKa3aTelu KadecTBa xjeba (BKyc,

3armax, I(BET, COCTOSIHUE KOPKH).

Pykosogurens UIT «Illyrputay Hbparumona XK. A.

Texnonor UIT «lyreutay Kacenosa A.H.

' 1aBHBIN HayYHBIH COTPYIHHK

TOO «HIIIT AuTHreH) bnuesa P.K.
Benyuwii Hay4HBIH COTPYIHUK
TOO «HIIT «AnTHTEH» Cyneiimenona XX.b.
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Календарный план работ
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KAJEHJAPHBIA IJIAH

1.TOO «HAYYHO-TIPOU3BOJICTBEHHOE TIPEJIIPUATUE «AHTUTEH»

1.1 Tlo mpuopurtery: I'eonorns, 1o0bda 1 nepepaboTKa MUHEPATBHOrO  YIICBOIOPOHOIO
CHIpBSl, HOBBIE MATEPHAIIBL, TEXHOJIOTHH, Ge30MacHbIC H3IETHA H KOHCTPYKIUH

1.2 o nognpuoputery: [1poMbiieHHAsL BGUOTEXHOJIOTHS, TPHK/IAAHBIC HCCIEN0BAHUS

13 To Teme mpoekta: MPH NeAP09561450 «buocuntes (epMeHTa  TTIOKOAMHJIA3BI
MHKDPOMHIIETAMH POZIa Aspergillus ams yny4iIeHus kauecTsa xn1e6a ¥ X1eG00yIOUHBIX H3ACTHiDY

1.4 Obmas cymma MpoeKTa Ha 2021 rox ansi BHUIOJHEHHs paboOT COMIACHO MYHKTY 3
7 996 559 (ceMb MHIUTHOHOB J€BSTHCOT JIEBIHOCTO HECTh THICSY MATHCOT MATHCCAT JIEBATD) TCHIE;

2. Xapakmepucmuxa HAYUHO-MeXHUYECKOl npoOyKuuU NO KEANUPUKAYUOHHBIM NPUSHAKAM T
IKOHOMUUECKUE NOKA3ameNU

2.1 HanpagJiere paboThl: TEXHOJIOTHH nepepalOTKH CHIPbSL 1 POLYKITHI

2.2 O6nacTh NPUMEHEHHS: THLLCBAK MPOMBILICHHOCTh

2.3 Koneunsrit pesynsrar 3a 2021 rox: Byner nposexcH 0TGOp H30JIATOB B PA3HEIC TIEPHOIB!
JUTHTENBHOTO KyJNbTHBMPOBAHHS — ITAMMA Aspergillus oryzae M/R —TIpOJlylEHTA [IOKOaMHIIASEL.
Byser nposenen otéop HauGosee AKTHBHOrO 10 (epMenTo-00pasyoeit CII0COOHOCTH H30J15Ta 1
nasa ero Mopdo-morHucckas XapaxTepHCTHKA. bymer BbuleneH (EPMEHTHBIH Tmpenapar
[OKOaMMIa3kl. ByJYT IPOBEEHbl MPOM3BOJICTBCHHEIC HMCIBITAHMA (epMEHTHOTO  TIpenapara
[IOKOaMuTassl B xmeonedenui. 1 (0nHa) craTbs Gyner ony0uukoBaHa, MO0 MPUHATA B NEYATE,
uB0 TMOjaHa B PENEH3UPYEMOE HAyYHOE M3/AHME, BXOAAUIEE B Gasel Science Citation Index
Expanded mm Social Science Citation Index Gassi Web of Science n (Win) HMEIOMIEE NPOLCHTIIH
110 Cite Score B Gaze Scopus He MeHee 35 (TPHANATH MSTH).

2.4 [1aTeHTOCTIOCOOHOCTb: HET

2.5 Hay4HO-TEXHHUYECKHH yPOBEHD (HOBH3HA): GbICOKUII

2.6 Ucio b30BaHHe HaydHO-TEXHHUECKOH MPOAYKIHHA OCYIICCTBIACTCA: UCHOTHUMENEM.

2.7 Bijl HCIOMB30BAHAS PE3YLTATA HAYYHOI 1 (i) HAyYHO-TEXHHUECKOH AeATCIBHOCTI
nybnuxayuu, onyenbi.

3. Haumenosarnue pabom, CPOKU UX peanu3alyui u pesynbmarnvl

Mudp |Hanvenorauue paboT 10 CpOK BbIIOTHEHHS® OskuaaeMBblii pe3ysbrar

3ajauus, | Jlorosopy  H ocuoafue e RORAIIE

STana | JTamnbl ero BLINOJIHCHUS
O16op W30NATOB B pasHbIE Maii Maii Byner TIPOBE/ICH otbop

1.1 TIEPHOTBI JUIHTENEHOTO 2021 . 2021 . |M307MATOB B PAsHBEIE MEPHO/BI
KyIlBTMBHpOBaHHSl mramMa JIUTATENIbHOIO
Aspergillus oryzae MR — KyJIBTHBAPOBAHUS mTaMma
TIPOJYLIEHTA Aspergillus oryzae M/R
TJIIOKOAMHAJIasbl NPOAYLEHTA TJIHOKOAMHMJIA3bI

12 Ot60p HanGonee aKTUBHOTO Wions Hrons Byner TIPOBEMICH ot6op
no depmentoodpasyomeit 2021r. 2021 r. |naubomee ~ AKTUBHOTO MO
CrOCOGHOCTH N30JIATA U Cro depmenTo-oGpasyromeit
MOpGomorHyecKas CNOCOGHOCTH H301ATA U JlaHa
XapaKTepUCTHKA ero mopdo-noruyeckas

XapaKTepUCTHKA 1
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13 Bouzenenue  (HEPMEHTHOrO Hions Aspryct | Byner BblICICH (epMEHTHBIH
Tipernapara [JIIOKOaMHUJIa3shl 2021r. 2021 r. |mpenapar rmoKOamHIIashl

1.4 [Mposenenue Asryct Jlexabpb | bymyT TPOBEIEHBI
IPOH3BOJICTBEHHBIX 2021 r. 2021 r. |mpOM3BOACTBEHHLIC
ucmbranuit  (PEPMEHTHOTO HCIBITAHNAS (HhepPMEHTHOTO

npenapara  TJIOKOAMHIA3bL
B XJ1e0OTICUEHHH

npenapara ITIOKOAMUJIashl B
xneGoneuenmm. 1 (onma)
ctarps Oymer omyOnMKoBaHa,
u60 TpUHSTA B TEYaTh, oo
mojaHa B PELECH3HPYEMOE
HAYYHOE M3JaHHE, BXOLSIIEE B
Gaswr Science Citation Index
Expanded wmt Social Science
Citation Index Gaser Web of
Science u (WIM) HMEHOIIEE
npouentnns mo Cite Score B
Gase Scopus He wMenee 35
(TpHALATH NATH). ]

Ot 3aka3zyuka:

Tpeacenarens
I'Y «Komuter Haykn MUHHCTEPCTBA
o6pasosatus 1 Haykn PK»

Kypmanramesa AL

Ot UcnosauTensi:

TeHepanbHbIi IMPEKTOP
TOO «Hay4HO — NIpOU3BOJICTBEHHOS
PEANPUATHE CAHTHICH»)

—_—
i ——7p  Axmercansixos H.H.

O3HaKOMJICHA:
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