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ВВЕДЕНИЕ
Актуальность проблемы. Интенсивная хозяйственная деятельность человека постоянно создает антропогенные провинции, характеризующиеся нарушением сбалансированности биохимических циклов многих элементов. В результате усиления техногенных потоков происходит избыточная аккумуляция загрязнителей в хозяйственно полезных частях продукции растениеводства. Результаты санитарного контроля свидетельствуют о высоких уровнях загрязненности сельскохозяйственных продуктов токсичными химическими соединениями, биологическими компонентами и микроорганизмами, обладающими способностью вызывать различные патологии. 

Существующие технологии сортовых помолов, направленные на разделение анатомических частей зерна, казалось бы, решают проблему повышения безопасности зерновых продуктов. С отрубями удаляется большая часть загрязнителей, расположенных преимущественно в периферических частях зерновки и микроорганизмов, обитающих на ее поверхности. Однако вместе с вредными веществами и микроорганизмами теряется значительная доля биологически активных соединений: витаминов, биогенных микроэлементов, пищевых волокон, белков и липидов. Преобладание рафинированных продуктов в рационе населения экологически неблагополучных районов, в частности подверженных радиоактивному загрязнению (в том числе Брянской, Орловской и других областей), приводит к биохимическим нарушениям гомеостаза и заболеваниям населения. Для людей, проживающих в таких зонах, необходима разработка качественно новых пищевых продуктов, обогащенных незаменимыми нутриентами.

В связи с этим большую популярность приобретают зерновые хлебобулочные изделия. Целые зерна злаковых культур содержат β-глюкан, пентозаны, целлюлозу, являются источником витаминов группы В, ниацина, минеральных веществ, белков и липидов. Известно, что употребление в пищу продуктов из целых зерен снижает уровень холестерина в крови, повышает перистальтику кишечника, улучшает процессы обмена веществ. Однако оболочки и алейроновый слой зерновки обладают повышенной прочностью, что затрудняет применение нешелушенного зерна в пищевых технологиях. Прочность оболочек зерна определяют β-глюкан, ксиланы и другие гемицеллюлозы, которые формируют поперечные сшивки в структуре матрицы клеточной стенки. 

Взамен шелушения для размягчения перифирических частей зерна целесообразно применение биокатализаторов на основе целлюлаз. Целлюлолитические ферменты катализируют гидролиз целлюлозы, гемицеллюлоз, β-глюкана, входящих в состав матрикса клеточных стенок.

Локализация токсических элементов и радионуклидов в периферических частях зерна злаковых культур указывает на возможность их связи с полисахаридами и белками клеточных стенок. Модификация нативной структуры оболочек под действием ферментных препаратов может привести к высвобождению некоторого количества тяжелых металлов и в определенных условиях при замачивании зерна к миграции за пределы зерновки, обеспечив тем самым снижение их концентрации в зерне и повышение безопасности продуктов его переработки.

Применяемые в зерноперерабатывающей промышленности методы снижения микробиологической обсемененности предусматривают использование синтетических химических соединений, которые часто оказывают отрицательное влияние на технологические свойства зерна. Применение растительного сырья, обладающего антисептическим действием, в технологиях зерновых продуктов открывает возможности получения качественных и безопасных продуктов питания.

Значительный вклад в решение отдельных аспектов проблемы производства зерновых хлебобулочных изделий внесли исследования отечественных ученых Антонова В.М., Козубаевой Л.А., Корячкиной С.Я., Кузьминского Р.В., Лабутиной Н.В., Поландовой Р.Д., Романова А.С., Рослякова Ю.Ф., Саниной Т.В., Черных В.Я., Щербатенко В.В. и других.

Разработке новых технологий, способствующих повышению безопасности зерна и продуктов на его основе, посвящены работы Байходжаевой Б.У., Гинсбурга А.С., Егорова Г.А., Казакова Е.Д., Козьминой Н.П., Кондратьева Ю.Н., Малиной В.П., Мачихиной Л.И., Трисвятского Л.А., Цугленка Н.В., Цыбиковой Г.Ц., Цыгановой Т.Б., Юсуповой Г.Г. и других. 

Однако в научно-технической литературе отсутствуют обоснованные подходы к использованию биокатализаторов на основе целлюлаз совместно с растительным сырьем, обладающим антимикробным действием, для разработки ресурсосберегающих технологий переработки зерна и продуктов на его основе, обладающих повышенным качеством, безопасностью и пищевой ценностью. 

Цель данного исследования: разработка ресурсосберегающих технологий переработки зерна пшеницы, ржи, тритикале и производства экологически безопасных продуктов питания (хлебобулочных, мучных кондитерских и макаронных изделий).

Задачи исследования на I (отчетном) этапе выполнения НИР:

1. Анализ состояния проблемы, связанной с разработкой экологически безопасных ресурсосберегающих технологий переработки зерна злаковых культур и зерновых продуктов с использованием биокатализаторов на основе целлюлаз.

2. Обоснование и сравнительный анализ применения ферментных препаратов на основе целлюлаз в технологии переработки зерна злаковых культур и зерновых продуктов.

Тема исследований: «Разработка ресурсосберегающих технологий переработки зерна злаковых культур и производства экологически безопасных зерновых продуктов питания».

Объектами исследования является зерно пшеницы, ржи и тритикале, ферментные препараты: Целловиридин Г20х, комплексный препарат на основе фитазы, Pentopan 500 BG, Fungamyl Super AX, Biobake – 721, водные экстракты шишек хмеля, плодов рябины обыкновенной, луковицы чеснока, измельченных цедры апельсина и корня хрена, типовые штаммы микроорганизмов: Bacillus subtilis ВКМ-B-501, Micrococcus luteus ВКМ-As-2230, Aspergillus candidas ВКМ-F-3908, Aspergillus flavus ВКМ-F-1024, Penicillium expansion ВКМ-F-275, Penicillium crustosum ВКМ-F-4080, Mucor mucedo ВКМ-F-1257, Mucor racemosus var. Sphaerosporus ВКМ-F-541, Rhizopus stolonifer ВКМ- F-200, а также  хлебобулочные и макаронные изделия на основе целого зерна, в технологии которых используются биокатализаторы на основе целлюлаз и водные экстракты приведенного растительного сырья. 

Предметом исследования являются химический и микробиологический состав, биохимические и морфологические свойства зерна, антимикробные свойства водных экстрактов растительного сырья, органолептические, физико-химические и реологические свойства зерновых хлебобулочных изделий.
1 АНАЛИТИЧЕСКИЙ ОБЗОР
1.1  Современное состояние исследований в области технологии переработки зерна злаковых культур и производства зерновых продуктов
Дневная потребность человека в пище на одну треть удовлетворяется за счет хлебопродуктов, потребность в жизненной энергии – на 30-50%, в белке – на 30-40%, в витаминах группы В – на 50-60% [1, 2, 3]

В современном хлебопечении используется мука различных сортов. При производстве сортовой муки самые ценные в пищевом отношении части зерна - алейроновый слой и зародыш - удаляются. Удаляемые при помоле части зерна отличаются толстыми клеточными оболочками из целлюлозы и гемицеллюлозы, которые плохо расщепляются ферментами пищеварительного тракта человека и плохо поддаются диспергированию. Обойная мука незначительно увеличивает пищевую ценность хлеба. Наиболее ценной по химическому составу является обойная мука из зерна пшеницы и ржи. Зерно этих культур богато белками и витаминами  В1, В2, РР и Е [4, 5].

В последние годы возрастает тенденция производства и потребления различных продуктов из целого зерна, которые частично заменяют хлеб в рационе питания населения промышленно развитых стран.

Совершенствованию технологии переработки зерна злаковых культур и производства зерновых продуктов посвящено много научно-исследовательских работ и патентоохранных документов. Предлагаемые технологии различаются параметрами подготовки зерна, способами его измельчения, рецептурой изделий, технологическими способами разрыхления теста и условиями выпечки хлеба.

Первые сообщения о производстве хлеба из целого зерна без предварительного размола в муку появились около 140 лет назад. Эта технология привлекала простотой изготовления продукта, увеличением припека, была экономически выгодна и повышала пищевую ценность хлеба. Впервые способ приготовления хлеба из целого зерна, называемый панификацией, был предложен во Франции в 60-х годах 19-го века А.Сесилем. В 70-90-х годах 19-го века панификацией зерна в России занимался технический комитет Главного интендантского управления. Получаемый хлеб имел низкое качество, содержал целые зерна, был более плотным, пресным и менее вкусным по сравнению с обычным.

В конце 19-го – начале 20-го века в научных кругах сложилось убеждение, что отруби вредны для здоровья человека, так как они не перевариваются, раздражают желудочно-кишечный тракт и ухудшают усваиваемость остальных частей хлеба и других продуктов при смешанном питании. Считалось, что наилучшей для здоровья человека является рафинированная пища. Отруби были отнесены к  балластным веществам. Потребление пищевых волокон в России и других странах в этот период уменьшилось примерно в 2 раза, что привело к развитию многих болезней “цивилизации” (ожирение, диабет, атеросклероз и другие). Была предпринята попытка создать схему помола зерна, в которой в максимальной степени были бы отделены оболочки, содержащие балластные вещества, и вместе с тем полностью были бы направлены в муку зародыш и алейроновый слой - части, наиболее богатые витаминами, минеральными веществами и полноценными по аминокислотному составу белками.

Мука по этой схеме была получена ВНИИЗОМ, ее назвали “витаминной”. Однако из-за быстрого прогоркания эта мука не получила широкого распространения.

С 70-ых годов 20-го столетия, когда было доказано, что растительные волокна, содержащиеся в зерновых культурах, оказывают положительное воздействие на оздоровление человеческого организма, во всем мире неуклонно растет ассортимент продуктов, вырабатываемых из целого зерна [6, 7, 8, 9]. В России и других странах из целого зерна вырабатывают  зерновые продукты для завтраков, хлопья из пшеницы, ячменя, кукурузы; расплющенное и термически обработанное зерно гороха, овса (крупа “Геркулес”), воздушная кукуруза, рис и другие продукты. 

В некоторых странах получили распространение продукты из замоченного зерна, которое вначале превращают в пасту, затем формуют в виде пластины и поджаривают в различных жирах. Большое распространение за рубежом находит продукт из зародышей пшеницы, которые покрывают тонкой протеиновой оболочкой (глазируют) и высушивают. Этот продукт применяют для засыпки в жидкие блюда и каши.  Все указанные  продукты имеют высокую пищевую ценность, в них содержится повышенное количество белка, минеральных веществ и витаминов В1, В2, В6, РР и Е  [10].

Продолжает пополняться ассортимент хлеба из целого зерна или с добавлением дробленного целого зерна.

В Западных странах и России вырабатываются хрустящий хлеб из муки разового обойного или обдирного помола. Общим недостатком технологии производства зерновых продуктов является явно недостаточное диспергирование клеток алейронового слоя и зародыша. Это снижает усвояемость организмом человека биологически ценных веществ периферийных частей зерна.

В ФРГ предложен способ производства хлеба из цельносмолотого зерна, по которому для приготовления хлеба используют зерно, прошедшее гидротермическую активацию. Зерно, увлажненное до 40%, подвергают длительному кондиционированию, после чего подсушивают до влажности 20%. Недостатком указанного способа подготовки цельного зерна путем замачивания является значительная длительность технологического процесса [11].

В ФРГ запатентован способ, по которому зерно, используемое для выпечки хлеба, смешивают с холодной водой, затем смесь нагревают, при перемешивании, в течение одного часа при 85°С. Замоченное зерно выдерживают при этой температуре 45 мин и быстро охлаждают [12].  Усовершенствована технология приготовления Вестфальского ржаного хлеба «Пумперникель» на основе пшеничного или ржаного шрота и цельного зерна ржи. Предназначенную для замеса воду нагревают до кипения, смешивают с шротом и зерном при одновременной аэрации и подвергают механической обработке в течение одного часа. Полученную смесь охлаждают до 30°С и выдерживают. Перед выпечкой добавляют закваску, смесь перемешивают, а затем выпекают, минуя стадию расстойки.

Значительное место в ассортименте хлебобулочных изделий занимает хлеб из целого зерна, который готовят после гидрошелушения зерна с удалением семенной и плодовых оболочек. 

В ФРГ перед шелушением зерна применяют смачивание его щелочью, эмульгированной с растворителем жира, затем зерно используют для выпечки хлеба. Во Франции для снятия зерновых оболочек применяют пневматическое устройство. Вызванное пневматическим эффектом напряжение между ядром зерна и оболочками способствует их легкому отделению.

В ПНР предложен непрерывный способ получения зерна, лишенного части неусваиваемых организмом гемицеллюлоз, клетчатки. После очистки и отволаживания 1/4 наружного слоя зерна удаляется. Пшеницу повторно увлажняют и отволаживают, затем обрабатывают паром под давлением              1,5-2 10 Н/м в течение 3-4 мин. После сушки на прессе получают плоские зерна толщиной 1,5- 2,5 мм [13].

Вырабатывается также хлеб, содержащий размолотые зерна или добавки в виде смеси зерновых культур («Корн-микс», «Затенмикс», «8 злаков») [14].  В Голландии созданы зерновые смеси: «Dekmix» , «Zemax» , «Uldo jogging bread mix».  «Dekmix» получают смешиванием зерен пшеницы, ржи, ячменя, подсолнечника, сезама, льняного семени. «Zemax» - натуральная многозерновая смесь, обогащенная белком, кальцием, витаминами A, D, E и группы B.  «Uldo jogging bread mix» состоит из картофельной муки, соевой крупки, семян подсолнечника. Чешской фирмой «Энзима» разработаны многозерновые смеси: «Цериал 2001», «Цериал микс», «Цериал соевый», «Цериал многозерновой», повышающие пищевую ценность изделий и придающие им отличный вкус, запах и хрустящую корочку [15].

Анализируя работы отечественных авторов в области технологии зернового хлеба, можно выделить следующие особенности.

С точки зрения улучшения санитарно-гигиенических показателей производства и технологичности процесса важным этапом является шелушение зерна. Вместе с оболочками  удаляется вредная микрофлора, пыль, загрязнения. Кроме того, сокращается процесс замочки зерна за счет лучшего проникновения влаги. Распространенным способом подготовки зерна к шелушению является гидротермическая обработка.

В качестве воздействующих факторов гидротермической обработки используют изменение влажности зерна и его температуры. Размер преобразований структуры и биохимических свойств зерна, происходящих при гидротермической обработке, зависит от режимов обработки. К способам гидротермической обработки зерна при подготовке к производству зернового хлеба относится пропаривание зерна с последующей сушкой. Обработка паром способствует быстрому увлажнению и прогреву зерна, при котором в результате физико-химических изменений преобразуется структура эндосперма, происходит его пластификация, снижается хрупкость, повышается сопротивляемость разрушению. Благодаря неравномерному увлажнению составных частей зерна ослабевает связь оболочек и ядра. При последующей сушке и охлаждении зерна оболочки обезвоживаются, возрастает их хрупкость, и они легко отделяются при шелушении. В ряде работ по зерновому хлебу предусматривается стадия шелушения зерна без уточнения количества удаляемых оболочек [16, 17, 18, 19]. Некоторые авторы удаляют 50-80% плодовых оболочек, с сохранением зародышей и алейронового слоя [20, 21, 22, 23]. Черных В.Я. и др. предлагают удаление плодовых оболочек в количестве 3-7% от общей массы зерна [24]. Новиковой А.Н. установлена оптимальная степень шелушения зерна,  заключающаяся в удалении оболочек в количестве 4-5% [25]. Однако при любом шелушении теряется основное назначение зернового хлеба, которое заключается в сохранении как можно большего количества периферийных частиц зерна. Ряд авторов предлагает способы производства зернового хлеба с использованием нешелушенного зерна злаковых культур [26, 27, 28, 29, 30].

При подготовке зерна к производству зернового хлеба всегда используется  такой технологический прием, как замачивание, его режимы варьируют в различных работах в широких пределах. Температура замачивания, как правило,  колеблется от 8 до 40°С до влажности зерна 30-50%, продолжительность процесса от 3 до 48 часов.

Замачивание зерна в воде обусловлено необходимостью изменения механических свойств зерна, направленного на снижение энергетических затрат при диспергировании, а также на перевод зерна из состояния покоя в состояние биологической активности – начальную фазу прорастания, когда начинается активизация бихимических процессов (синтез новых белков, витаминов, гормонов, перестройка ферментов). 

 Общим недостатком технологии производства зерновых продуктов и хлеба из целого зерна является явно недостаточное измельчение клеток алейронового слоя и зародыша. Это снижает усвояемость организмом человека биологически ценных веществ  периферийных частей зерна.

От степени измельчения зависит сенсорная оценка готового продукта: внешний вид, разрыхленность мякиша, ощущение при разжевывании. Для измельчения зерна используют  коллоидные мельницы, экструдеры, плющильные установки.  При измельчении зерна с помощью экструзии применяют различные режимы этого процесса: температура 20-35°С и давление 2-10 МПа в течение 10-20 сек  [31],  давление 10-15 МПа и температура 140-190°С в течение 20-30 сек до дисперсности 10-100 мкм [32]. В работах Антонова В.М. зерно подвергается многоступенчатому измельчению резанием, разрывом и экструдированием в системе нож-матрица 5-300 сек на специально разработанных диспергаторах [33, 34]. Шкаповым Е.И. проведены исследования по оптимизации параметров диспергирования зерна и оценке реологических свойств диспергированной массы [35]. По мнению Щербатенко В.В. выработать хлеб из тонкоизмельченного зерна можно более рациональным путем - на основании применения общеизвестного эффекта П.А. Ребиндера, который заключается в быстром адсорбционном понижении прочности твердых тел с помощью малого количества добавок поверхностно-активных веществ. 

Этими явлениями объясняется более легкий путь достижения мелких дисперсных систем при мокром помоле, когда такой пластификатор, как вода, оказывает расклинивающее действие в поврежденных частицах размалываемого твердого материала.

Исходя из этих представлений, Щербатенко В.В. предложен метод получения теста из целого зерна или зерна, предварительно подвергнутого гидрошелушению. Набухшее зерно измельчают в диспергаторе, рабочими органами которого являются шнек, лопастной нож-измельчитель и матрица с круглыми отверстиями, через которые экструдируется тонкодиспергированное тесто. При диспергировании вносят поверхностно-активные вещества, что позволяет улучшить качество и усвояемость зернового хлеба. В качестве ПАВ используют лецитин или жиросахара в количестве 0,5% к массе муки [36, 37].

Вопрос использования различных улучшителей качества при производстве зернового хлеба привлекает к себе внимание многих исследователей. Романов А.С. предлагает  вносить в раствор для замачивания зерна улучшители качества хлеба в количестве 0,0005 - 1,0% к массе сухих веществ зерна [38] или в тесто - инклюзионные комплексы биологически активных веществ с циклодекстринами или их производными в количестве 0,001-5,0% к массе зернового продукта [39]. При участии циклодекстринов создаются дополнительные связи в белковых молекулах, удерживаются легколетучие вещества, что улучшает структурно-механические и органолептические свойства хлеба. 

Биологически активные вещества, отсутствующие или содержащиеся в муке в недостаточном количестве, вносят в виде синтетических препаратов (витамины, провитамины, аминокислоты, ненасыщенные жирные кислоты, гормоны) или в составе продуктов растительного и животного происхождения (молочные продукты, белковые изоляты, фруктовые порошки) [40]. При замесе теста для дополнительного повышения пищевой ценности хлеба из целого зерна рекомендуют добавлять йодированные дрожжи [41], экстракты лекарственных растений [42, 43], молочную сыворотку, минерализованную воду [44], зерно или муку  ржи, овса, ячменя, гречихи, проса и других зерновых и бобовых культур [45, 46, 47, 48, 49], льняное семя [50], сок облепихи или экстракт чистотела, или экстракт люцерны [51], хлопья, полученные плющением предварительно замоченного целого зерна [52]. С целью придания диетических и лечебно - профилактических свойств и повышения сохранности хлебобулочных изделий при замесе теста дополнительно вводят минеральную цеолитовую муку размерами компонентов до 0,09 мм в количестве 1-4 % от массы зернового компонента [53]. В качестве улучшителей используют сухую пшеничную клейковину и аскорбиновую кислоту для улучшения физико-химических показателей качества [54].

В нашей стране и за рубежом расширяется ассортимент хлебобулочных изделий, в рецептуру которых входит проросшее зерно. Одно из направлений повышения качества хлеба из целого зерна – регулирование параметров замачивания, при котором зерно переходит из состояния покоя в фазу биологической активности. Проросшие зерна злаков и их экстракты рекомендуются диетологами для диетического и лечебного питания, так как они обладают бактерицидными свойствами, высокой биологической активностью, способствуют улучшению пищеварения, эвакуаторной функции кишечника, оптимизируют обмен веществ, стабилизируют нервную систему, стимулируют, повышают физическую работоспособность [55].

Существуют различные способы проращивания зерна пшеницы. К некоторым из них относятся: замачивание предварительно промытого зерна в воде при 8-30 0С в течение 24-72 ч в зависимости от сорта зерна и его качества до состояния полного набухания зерна и до появления ростков, расход воды на замачивание зерна 1,5-2,0 л на 1 кг зерна [56, 57]; замачивание зерна с последующей переработкой в конечную продукцию в воде с присутствием в ней серебра в форме ионов с концентрацией 0,15-0,35 мг/л [58], и другие. 

Многие авторы предлагают проращивание зерна до появления ростков размером до 1-1,5 мм, используя при этом замачивание зерна в воде и его выдержку во влажной атмосфере [59, 60]. Способность зерна к прорастанию связана с блокированием ферментного комплекса зерна жёлтыми пигментами флавонового типа, которые сосредоточены в периферической части зерна. Эти пигментные вещества нестойки и разрушаются при повышении температуры. Когда зерно поглощает воду, оно выделяет эти антиокислительные и абиотические вещества, что защищает его от действия микроорганизмов и способствует его прорастанию.

В свежих ростках пшеницы заключена огромная энергия ферментов, стимулирующая кровообращение и омоложение организма на клеточном уровне [61]. 

Одним из недостатков хлеба из целого нативного зерна является высокое содержание фитиновой кислоты, которая затрудняет усвоение кальция, железа и других минеральных веществ. В прорастающих зернах фитин подвергается гидролитическому расщеплению под действием фитазы, которая сильно активизируется в проросшем зерне [62].

Однако, с увеличением длины проростков, образуется большое количество ферментов, нарушающих нормальную функцию желудочно - кишечного тракта человека. Поэтому рекомендуются использовать в питании зерно пшеницы с проростками не более 1,5 мм [63]. 

По мнению некоторых ученых, для получения зернового хлеба наилучшего качества целесообразно увлажнять зерно до эмбрионального пробуждения, не допуская появления видимых ростков. При этом повышается биологическая ценность зерна, но активность гидролитических ферментов не достигает своего максимального значения. Таких параметров замачивания зерна придерживаются Антонов В.М. [64], Акимов М.З.[65],                         Шакиров Ю.М. [51], Какичева С.Ю. [66].

В условиях влажности зерновки набухают, увеличиваются в размерах. Происходит набухание белка и крахмала, что ведет к определенным изменениям  пространственной структуры высокомолекулярных соединений. Нарушается ультраструктурная организация клеточных органелл, целостность крахмальных зерен и белковых тел. В этих условиях происходит реактивация гидролитических ферментов, в первую очередь β - амилазы и протеаз [67]. 
Начинается распад крахмала и белковых молекул с одновременным увеличением интенсивности дыхания и активности окисленных ферментов. Усиливается гликолитический путь распада углеводов. Возникает так называемое «холодное горение». При повышенной температуре этот процесс ускоряется. Длительное воздействие влаги и температуры приводит к межмолекулярной перестройке, процессам разрыва межатомных химических связей тепловыми флуктуациями. Возникающие при этом свободные радикалы располагаются в поверхностных слоях разрушенного материала и легко реагируют с О2, образуя перекисные радикалы [68]. 

Ученые из Алтайского государственного технического университета предлагают уменьшить активность протеиназы в тесте, снизить температуру инактивации  ά-амилазы при выпечке хлеба и повысить качество готового продукта с помощью применения заквасок из диспергированного зерна пшеницы [69]. Антонов В.М. предлагает замешивать тесто одновременно с измельчением зерна, дозируя все сырье в диспергаторе. 

Акиншин В.И. предлагает при производстве зернового хлеба использовать в качестве специальной закваски смесь заквасок из хмеля (4-10 %) и диспергированного, предварительно замоченного шелушенного зерна овса (90-96 %).

Разрыхленность мякиша, вкус и аромат хлеба существенно влияют на его усвояемость. Существуют несколько способов разрыхления теста для зернового хлеба: использование хлебопекарных дрожжей, химических разрыхлителей, а также механическим путем (посредством продува теста углекислым газом). Разрыхление теста механическим путем, по мнению авторов, позволяет освободить хлеб от вредной для человека микрофлоры и от неблагоприятных для его здоровья продуктов жизнедеятельности микроорганизмов. Некоторые ученые включают в рецептуру зернового хлеба хлебопекарные дрожжи, но либо исключают из технологического процесса стадию брожения теста, либо совмещают ее со стадией расстойки. Антонов В.М. предлагает подвергать тесто брожению посредством его вторичного диспергирования. Для улучшения качества дрожжей применяют экстракт из зеленых ростков пшеницы. Способ производства бездрожжевого хлеба из проросшего зерна пшеницы предложен Хоперской О.А. и другими [70, 71].

Предлагаемые технологии производства зернового хлеба различаются также тем, что в некоторые рецептуры входит мука пшеничная высшего сорта, вносимая в составе опары, или в составе закваски [72].

Замачивание зерна в некоторых технологиях зернового хлеба производится в различных растворах. Акиншин В.И., Восконян Р.А. и др. используют солевой раствор для замачивания зерна. Исаев П.И. предлагает использовать специально приготовленный раствор. Для этого воду предварительно замораживают до содержания не более 70 % от общей ее массы прозрачных кристалликов льда. Оставшуюся воду удаляют, а кристаллы льда смешивают с карбидом кремния в количестве не менее 50 г на 1 литр воды, полученной после таяния этих кристаллов, и смесь выдерживают в течение не менее 5 суток, а затем в этом растворе замачивают зерно. Для улучшения вкуса и аромата измельченное зерно выдерживают в меду с орехами (грецкими и/или арахисом). Седелкин В.М. осуществляет замачивание зерна одновременно с его проращиванием в яблочном соке [62, 73].

Н.Г. Клеблеева предлагает дополнительно обеззараживать зерно 3 %-ной перекисью водорода при температуре 16-20 ºС с экспозицией 40-50 минут [41].

В Воронежской государственной технологической академии разработан способ производства зернового хлеба с использованием католитных растворов для замачивания зерна. Католитные растворы  получают в установке для электрохимической активации водных сред «Эсперо-1». Вода, подвергнутая электролизу и отобранная из катодной зоны активатора (рН 9,5) поглощается зерном быстрее и в большем количестве [74].

Разработан ускоренный способ подготовки биоактивированного зерна пшеницы и ржи с применением ультразвука. Установлено, что озвучивание их 15 минут при плотности звуковой энергии 15 кДж/м3 и частоте 21 кГц позволяет сократить продолжительность подготовки зерна пшеницы на                16 часов, ржи – на 23 часа.

Новиковой А.Н. выявлена целесообразность замораживания заготовок из диспергированной зерновой массы до температуры в центре (-15) °С с целью регулирования активности амилолитических ферментов и стабилизации свойств полуфабрикатов [25].

Фирмой «Русский хлеб» разработана технология производства хлеба «Витязь».

В Санкт-Петербургском филиале ГосНИИХПа разработан ряд сортов хлеба с применением в рецептуре микронизированного зерна ржи, пшеницы, овса, ячменя или их смеси в виде хлопьев, крошки или крупки. К таким сортам хлеба относятся хлеб «Изобильный» и «Богатырский». 

Метод микронизации зерна основан на интенсивной обработке зерна инфракрасным облучением, микроволновой обработкой. При этом используют волны длиной 1...4 мкм. В результате такой обработки происходит клейстеризация крахмала, его термомеханическая деструкция, заметно повышается содержание декстринов, а также происходит денатурация белков: все это обеспечивает возрастание питательной ценности зерна.

Разработана технология хлеба из целого зерна пшеницы с предварительной ИК-обработкой зерна перед замачиванием. Зерно пшеницы обрабатывают на установке УТЗ-4, промывают водой не менее двух раз, замачивают в течение 22-26 часов при температуре 18-20 ºС, излишки воды удаляют на ситах. Подготовленное зерно измельчают на диспергаторе. На основе диспергированной зерновой массы готовят тесто безопарным способом [75]. 

Перспективной культурой для создания зерновых продуктов является тритикале. Во многих странах тритикале используется как кормовая культура, которая характеризуется большой урожайностью и высоким содержанием белка с хорошо сбалансированным аминокислотным составом. Особенностью тритикалевой муки является повышенная автолитическая активность и низкое качество клейковины. Вероятно, по этой причине зерно и мука из зерна тритикале еще не находят достаточно широкого применения в качестве сырья для хлебопекарной промышленности. Необходимость улучшения хлебопекарных свойств зерна этой культуры обусловливает поиск новых технологий производства хлеба, которые позволили бы умеренно инактивировать амилазы и обеспечить производство хлеба хорошего качества. Исследователи предлагают при приготовлении хлеба из муки тритикале использовать пектиновый экстракт, молочнокислую закваску или улучшители окислительного действия [76] в сочетании с жировым продуктом.

Таким образом, в последние десятилетия научно доказана целесообразность использования в пищу продуктов из целого зерна, обладающих повышенной пищевой и биологической ценностью. Разработано большое количество различных сортов зернового хлеба, многие из них внедрены в производство в России и за рубежом. Однако при разработке технологий зернового хлеба недостаточно внимания уделяется анализу качества и безопасности исходного зернового сырья. В современную эпоху глобального загрязнения окружающей среды зольный состав зерна должен рассматриваться как один из существенных показателей качества, который нельзя не учитывать при разработке технологий зерновых хлебобулочных изделий.
1.2 Целлюлолитические ферменты и их субстраты
Ферментные препараты являются улучшителями, функциональная особенность которых состоит в форсировании биохимических процессов, катализируемых ферментами, содержащимися в них [71].

Ферменты целлюлолитического действия катализируют гидролиз комплекса некрахмальных полисахаридов клеточных стенок. Основными микроорганизмами, продуцирующими целлюлазы, являются грибы, а также различные виды аэробных и анаэробных бактерий. Начиная с середины прошлого века, во многих странах мира стали проводиться исследования целлюлаз. Целлюлазы используются для конверсии растительной биомассы в глюкозу, которая служит сырьем для микробиологических процессов получения различных видов топлива (этанола, бутанола, этилена и других), получения органических кислот, аминокислот и многих других продуктов микробиологического синтеза. Целлюлазы применяют для получения удобрений и кормовых добавок в процессе биоконверсии растительных остатков. Используют эти ферменты также и в некоторых пищевых производствах совместно с ксиланазами, β-глюканазами, пектиназами и другими карбогидразами. С конца 1980-х годов обнаружились новые перспективные возможности применения целлюлаз, связанные со способностью некоторых ферментов мягко воздействовать на поверхность целлюлозных волокон без их глубокой деструкции. 

В отличие от ферментативного гидролиза целлюлозосодержащих материалов, где ферменты должны обладать максимальной «агрессивностью» по отношению к субстратам сырья, для обработки зернового сырья с целью использования в хлебопечении необходимы целлюлазы, способные мягко воздействовать на поверхность волокон, не приводя к глубокой деструкции целлюлозной матрицы («тополитические» ферменты). 

В зерне злаковых культур одну из основных частей зерновки представляют собой оболочки. Они различаются по структуре и свойствам. Оболочки выполняют защитную функцию, их делят на плодовые и семенные. По мнению Хинтона  в оболочках сосредоточено до 70 % клетчатки и большая часть золообразующих элементов. По данным Н.А. Родионовой (1999) клеточная стенка оболочек зерна злаков (пшеничное зерно) содержит 64 % арабиноглюкуронксилана, 29% целлюлозы, 6% нецеллюлозного глюкана, 8,3 % лигнина и 9,2 % белка [77, 78]. 

Целлюлоза составляет основу оболочек зерна злаковых культур и является основным структурообразующим компонентом клеточных стенок. Общее число глюкозных остатков в макромолекуле целлюлозы порядка          6000-12000, что соответствует молекулярной массе 1-2 млн. единиц [79]. Целлюлоза представляет собой линейный полисахарид, состоящий из остатков β- D глюкопиранозы, основным повторяющимся структурным элементом полисахарида является целлобиоза. Элементарные звенья макромолекул  целлюлозы имеют конформацию кресла, то есть гидроксильные группы у первого и четвертого атомов глюкозы отличаются расположением относительно плоскости кольца. Остатки глюкозы в ангидроглюкозной цепи повернуты относительно друг друга на 180º. Ангидроглюкозные цепи стабилизированы внутримолекулярными водородными связями между остатками глюкозы при взаимодействии гидроксильной группы ОН – при шестом, втором и третьем углеродных атомах, и кислорода кольца. Следовательно, β-1-4 глюкан представляет собой жесткую ленту. Конформация целлюлозы дает возможность реализации внутри- и межмолекулярных взаимодействий [80, 81].

Как и все гидрофильные линейные полимеры, целлюлоза обладает склонностью к образованию элементарных фибрилл (из 40-60 молекул), в которых группы параллельно расположенных цепей макромолекул связаны между собой множеством водородных связей. Первичная фибрилла представляет собой наименьшее надмолекулярное звено целлюлозы. Первичные фибриллы целлюлозы образуются благодаря межмолекулярным взаимодействиям кислорода одной цепи и гидроксильной группы другой. Современная точка зрения на структуру целлюлозы имеет в своей основе теорию аморфно-кристаллического строения. Макромолекулы целлюлозы в первичных фибриллах образуют однородные высокоупорядоченные кристаллические зоны, которые чередуются с неоднородными менее упорядоченными аморфными зонами.

В кристаллических зонах целлюлозы существует трехмерный дальний порядок в расположении цепей целлюлозы. В аморфных участках дальний порядок отсутствует и сохраняется лишь общая продольная направленность цепей. В аморфных участках относительно легко могут происходить реакции целлюлозы с другими веществами. Наличием кристаллических областей обусловлена высокая механическая прочность и нерастворимость целлюлозы, тогда как набухание и высокая реакционная способность связана с более легкопроницаемыми для химических реагентов аморфными участками. Первичные фибриллы целлюлозы соединяются между собой с помощью водородных связей в микрофибриллы, которые являются основными звеньями строения волокон целлюлозы. Микрофибриллы состоят из нескольких первичных фибрилл, поперечное сечение их составляет примерно 100х200 А, длина - около 600 А. Целлюлозные волокна характеризуются индексом кристалличности. Этот показатель характеризует плотность упаковки целлюлозы и соотношение аморфных и кристаллических участков. Участки микрофибрилл, в которых ангидроглюкозные цепи  располагаются в параллельных друг другу плоскостях, образуют кристаллы, называемые мицеллами. Межмицеллярные промежутки называются паракристаллическими и лишь они доступны для воды.

Между первичными фибриллами в микрофибрилле находится лигнин и гемицеллюлоза. Гетерогенность структуры целлюлозы, наличие кристаллических и аморфных областей, а также межфибриллярных капилляров приводит к тому, что волокна целлюлозы имеют макро - и микропоры. Пористая система в целлюлозе организована так, что проходит через всю ее структуру как сложная сеть каналов различного диаметра. 

Гемицеллюлозы представляют собой гетерополисахариды, содержащие остатки различных гексоз, пентоз и их производных, со степенью полимеризации от 50 до 200. Гемицеллюлозы фракционируют на гемицеллюлозы А, экстрагируемые разбавленной щелочью (5-10 %), и гемицеллюлозы Б, экстрагируемые более концентрированной щелочью             (17,5-24 %). В гидролизатах гемицеллюлоз различных растений идентифицируют следующие моносахара: глюкозу, галактозу, арабинозу, ксилозу, маннозу и уроновые кислоты [82, 83, 84]. Среди гемицеллюлоз наиболее распространены различные ксиланы (арабиноксиланы, глюкуроноксиланы, арабиноглюкуроноксиланы). В меньшем количестве встречаются маннаны (галактоманнаны, глюкоманнаны, глюкогалактоманнаны) и галактаны (арабиногалактаны и другие). У однодольных растений главным компонентом гемицеллюлоз являются ксиланы, в основе строения которых лежит β-1,4-ксилановый остов с ответвлениями, представляющими собой одиночные 4-0-метилглюкуронозильные остатки, связанные с С-2-атомами ксилозы остова. Арабиноглюкуроноксилан водородными связями соединен с цепями микрофибрилл целлюлозы. Водородные связи образуются за счет кислорода глюкозидных связей цепи ксилоглюкана и первичной гидроксильной группы глюкозного остатка при углеродном атоме целлюлозы. Арабиноглюкуроноксилан имеет боковые цепи из остатков уроновых кислот и нейтральных сахаров. Химические свойства гемицеллюлоз обусловлены наличием в мономерах ряда гидроксильных групп, карбоксильных групп и полуацетальной гликозидной связи. Часть этих группировок метоксилирована и ацетилирована (ксиланы, маннаны), часть образует сложноэфирные связи с другими компонентами клеточных стенок – лигнином, белками. Возможны простые эфирные ацетальные и другие связи. Арабиноксиланы эндосперма пшеницы, тритикале, овса, ячменя ковалентно связаны с феруловой кислотой.

В небольшом количестве в оболочках представлены пектиновые вещества и лигнин. Пектиновые вещества содержатся в зерне пшеницы в форме нерастворимого протопектина, который является цементирующим материалом, и в форме растворимого пектина. Главная цепь пектиновых веществ состоит из рамногалактурона, в котором остатки галактуроновой кислоты связаны между собой 1,4-гликозидными связями и с рамнозилом 1,2-гликозидными связями. Наличие рамнозы в цепи полисахарида нарушает линейную структуру макромолекул. К главной цепи ковалентно присоединены боковые цепи – арабинан, галактан или их комбинация. Карбоксильные и гидроксильные группы макромолекул рамногалактуронана обусловливают водосвязывающую способность пектиновых веществ.

Лигнин - один из важнейших компонентов растительной биомассы, основными его предшественниками являются, n-кумаровый, конифериловый и синаповый спирты. Макромолекула лигнина образуется в результате сочетания феноксильных радикалов. Большинство мономерных единиц связано прочными углеродными связями дифенильного или алкиларильного типа. Существующие простые эфирные связи, за исключением α- арилового простого эфира, тоже довольно устойчивы к гидролизу. Степень полимеризации лигнина значительно меньше, чем у целлюлозы и гемицеллюлозы и равна 3. Лигнин заполняет межфибриллярное пространство кристаллической структуры целлюлозы и тем самым в той или иной степени определяет доступность элементарной целлюлозы для ферментных комплексов [85, 86, 87].

В состав оболочек входят также в небольшом количестве белки. Белки оболочек представлены структурным арабиногалактановым гликопротеидом экстенсином, до 50 % аминокислот в котором составляет гидроксипролин, кроме того, этот белок обеднен метионином. Общее содержание углеводной части составляет около 45 % от массы гликопротеида, а по некоторым данным – даже 74 %. Углеводная часть белка представлена арабинотетраолигосахаридами, состоящими из остатков арабинозы, соединенных β-(1,2) и β-(1,3)-связями. Арабинотетраолигосахариды присоединены к гидроксильным остаткам гидроксипролина с помощью гликозидных связей. Вытянутые молекулы экстенсина образуют стержень, а тетрасахариды стабилизируют полипептидную цепь в конформации жесткого прута. На рисунке 1 представлена схема строения первичной клеточной стенки по Albersheim [88].

Поперечный и продольный слои плодовой оболочки связаны непрочно и при увлажнении между ними образуются пустоты.

Химические соединения, входящие в состав оболочек зерна, выполняют различные физиологические функции. Целлюлозные фибриллы представляют структурообразующий и каркасный элемент; гемицеллюлозы, и пектиновые вещества участвуют в процессе осморегуляции, адсорбции, при растяжении растительной клетки, и в формировании тургора; лигнин и структурные белки формируют физиологический и биохимический барьеры от микробиологической инфекции из-за структурной прочности и токсичности их для микроорганизмов.
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Рисунок 1 – Строение первичной стенки растительной клетки (по Albersheim P.).

В настоящее время известны лишь основные черты взаимодействия различных полисахаридов и гликопротеидов в клеточных стенках. На поверхности микрофибрилл целлюлозы вероятно имеется ксилоглюкановый монослой, формирующийся за счет водородных связей. Вполне вероятно также нековалентное связывание целлюлозой определенной части глюкуроноарабиноксилана – другой гемицеллюлозы клеточных стенок. Обнаружены и ковалентные связи между ксилоглюкановыми цепями и пектиновыми полисахаридами. Наиболее значимый тип нековалентной связи осуществляется посредством ионов кальция. Ион кальция хелатирует карбоксильные группы четырех галактуронозильных остатков двух соседних полисахаридных цепей. 
В клеточных стенках сосредоточены также слизистые вещества, которые являются продуктами нормального метаболизма растений и служат как пищевым резервом, так и веществами, удерживающими воду. Слизистые вещества злаков были выделены более 100 лет назад. В 1988 году O. Sullivan выделил из ячменя, пшеницы и ржи две фракции слизистых веществ ά- и β-амилан. Слизистые вещества называют также водорастворимыми пентозанами. По определению Голенкова В.Ф., под слизистыми веществами понимают группу водорастворимых гетерополисахаридов, состоящих, главным образом, из пентозанов и гексозанов, важнейшей особенностью которых является высокая вязкость водных растворов [82].

 Кретович В.Л. и Петрова И.С. установили, что по мере созревания зерна понижается количество водорастворимых пентозанов, так как они расходуются на образование гемицеллюлоз, а при прорастании зерна этот процесс протекает в обратном направлении. При частичном ферментативном гидролизе гемицеллюлозы разрушаются до водорастворимых пентозанов [89]. Структура молекул водорастворимых пентозанов имеет разветвленное строение. Пентозановая фракция слизистых веществ, состоящая из арабинозы и ксилозы, входит в группу растительных ксиланов, которые имеют ксилозную цепь с присоединенными цепями других нейтральных сахаров и уроновых кислот. Вторая фракция слизистых веществ, глюкозан, обозначаемая часто как β-глюкан, имеет неразветвленную цепь из остатков β-Д-глюкопиранозы, связанных в положении 1-3, 1-4 и, возможно, незначительно 1-6. Слизистые вещества уже при комнатной температуре поглощают до 800 % воды, образуя вязкие растворы. Вязкость растворов зависит от содержания пентозанов и количества белков в слизистых веществах. 

Гидротермическая обработка растительного сырья приводит к деструкции некрахмальных полисахаридов. Наиболее устойчивым компонентом клеточных стенок является целлюлоза. При гидротермической обработке целлюлоза частично набухает и возрастает ее эластичность. Деструкция гемицеллюлоз начинается при температуре 70-80 ºС. Процессу подвергаются обе фракции гемицеллюлоз, образующиеся при этом растворимые продукты переходят в раствор [90]. Наряду со снижением количества общих гемицеллюлоз происходит увеличение содержания легкогидролизуемой фракции А за счет увеличения растворимости при тепловой обработке трудногидролизуемой фракции Б. Деструкция протопектина начинается при температуре 60 ºС. В процессе деструкции протопектина при гидротермической обработке происходит распад связей между цепями рамногалактуронана с другими компонентами клеточных стенок и гидролиз самих цепей макромолекул рамногалактуронана, что приводит к образованию растворимых продуктов деструкции с различной молекулярной массой. Деструкция пектиновых веществ и гемицеллюлоз приводит к нарушению всего полисахаридного комплекса матрикса клеточных стенок. Известно, что увеличение содержания слизистых веществ наблюдается не только при гидротермической обработке, но и при проращивании зерна злаковых культур в результате гидролиза гемицеллюлоз. При этом существенно снижается вязкость слизистых веществ, что обусловлено образованием низкомолекулярных продуктов. Для ускорения процесса деструкции некрахмальных полисахаридов и проведения его при более низких температурах можно использовать ферментные препараты целлюлолитического действия.

Ферментные препараты целлюлолитического действия содержат в своем составе ферменты, расщепляющие клеточные стенки: - гидролазы (эндоглюканазы, экзоглюканазы и глюкозидазы), а также окислительные и пектолитические ферменты. Эти ферменты осуществляют процесс мацерации структур клеточных стенок, который заключается в разрушении межмолекулярных связей между основными структурами комплекса клеточных стенок и в частичной фрагментации самих полимеров, что обеспечивает их солюбилизацию (высвобождение) и сопровождается образованием поли - и олигосахаридов. В дальнейшем происходит процесс деградации солюбилизованных молекул с образованием ди - и моносахаридов [91].

Высокоупорядоченная целлюлоза расщепляется при синергическом взаимодействии эндоглюканаз и целлобиогидролаз. 

Эндоглюканазам принадлежит важнейшая роль в действии полиферментных систем, поскольку они первыми атакуют целлюлозу. Характерными свойствами эндоглюканаз является абсолютная специфичность к конфигурации расщепляемой гликозидной связи, неспособность гидролизовать полисахариды, содержащие обьёмный заместитель у атома углерода С-6, а также дисахариды. Следует отметить возможность расщепления 1,3-и 1,6-гликозидных связей, чередующихся с 1,4-связью. В качестве низкомолекулярных продуктов действия эндоглюканаз могут образовываться моно-, ди- и трисахариды. Оптимум действия эндоглюканаз составляет  рН 4,0-5,5. Для эндоглюканаз характерно возрастание скорости каталитического расщепления олигосахаридов от димеров до гекса- или гептамеров. Целлобиогидролазы отщепляют целлобиозу (основной продукт) и глюкозу (минорный продукт) в процессе гидролиза целлюлозы или целлоолигосахаридов. Гидролиз гликозидной связи происходит с обращением аномерной конфигурации аглюкона невосстанавливающего конца целлюлозы или её фрагментов.

Целлобиогидролазы являются специфичными ферментами к β-1,4-гликозидной связи. Серия каталитических актов разрыва гликозидной связи может продолжаться лишь до появления первого карбоксиметильного заместителя, что сопровождается незначительным образованием восстанавливающих сахаров и сохранением неизменной вязкости раствора. Целлобиогидролазы ингибируются целлобиозой, а иногда глюкозой. Оптимум действия целлобиогидролаз лежит в кислой области, это же характерно и для изоэлектрической точки. 

Основным продуктом действия экзоглюкозидаз являются моносахариды. Экзоглюкозидаза обладает способностью гидролизовать до глюкозы аморфную целлюлозу, n-нитрофенил, β-D-глюкозид, целлобиозу, целлотриозу, целлотетраозу и целлопентаозу. 

Для глюкозидаз характерна широкая специфичность: они способны гидролизовать D-гликозидные связи между глюкозными и арильными, алкильными или углеводными остатками. β-глюкозидазы могут гидролизовать 1→2,1→3,1→4 и 1→6 гликозидные связи. У многих β - глюкозидаз отсутствует строгая специфичность к конфигурации гидроксильных групп у С-4 и С-5 атомов гексозидов и пентозидов. Гомогенные глюкозидазы делятся на 3 типа: β -глюкозидазы, гидролизующие дисахариды, глюконовые и аглюконовые части которых представлены одинаковыми сахаридными остатками (целлобиаза); арил-глюкозидазы, гидролизующие только глюкозиды, глюконами которых являются ариловые спирты (арил-в-D-глюкозидаза); β-глюкозидазы, обладающие широкой специфичностью к аглюкону и гидролизующие дисахариды, арилглюкозиды, олигосахариды. Основные отличия в свойствах β-глюкозидаз и экзоглюкозидаз заключаются в том , что первые быстрее гидролизуют более короткие олигосахариды, чем длинные, а также сохраняют аномерную конфигурацию расщепляемой связи; вторые быстрее гидролизуют более длинные олигосахариды, причем гидролиз сопровождается инверсией гликозидной связи. рН-оптимум действия β -глюкозидаз находится в слабокислой или нейтральной области. 

Глубокий гидролиз целлюлозы осуществляется в результате согласованного действия полиферментной системы, состоящий из эндо- и экзодеполимераз и β -глюкозидаз. В настоящее время “базовой” моделью действия целлюлазного комплекса является следующая: эндоглюканаза гидролизует целлюлозу, осуществляя её деполимеризацию, диспергирование и в определенной степени разрушение кристаллической структуры. Одновременно происходит подготовка субстрата для действия целлобиогидролазы. Оба этих фермента в качестве растворимого продукта дают целлобиозу, которая под действием β-глюкозидазы (целлобиазы) гидролизуется до глюкозы. Глюкоза и целлобиоза могут образовываться под действием эндоглюканазы и целлобиогидралазы из целлоолигосахаридов. 

Характерным свойством, присущим целлюлазному комплексу, является явление синергизма, выражающееся во взаимном увеличении скорости и глубины гидролиза целлюлозы до конечных продуктов при совместном действии ферментов целлюлазного комплекса по сравнению с индивидуальным действием этих компонентов [92].

Мягкий гидролиз целлюлозного комплекса может привести к изменению кристаллической структуры целлюлозы и к увеличению содержания слизистых веществ за счет гидролиза гемицеллюлоз [93].

Увеличение содержания слизистых веществ оказывает благоприятное воздействие на технологический процесс выработки ржаного и пшеничного хлеба [94]. Добавление слизистых веществ улучшает качество мякиша хлеба, делает его более эластичным. Функции слизистых веществ в хлебопечении заключаются в увеличении водопоглощения и в том, что слизистые вещества могут быть связаны с другими компонентами теста. Пластично-упругие свойства теста из ржаной муки определяются слизистыми веществами, а также другими гомо- и гетерополисахаридами. Добавление в тесто слизистых веществ замедляет процесс черствения хлеба, что обусловлено их способностью эффективно тормозить ретроградацию крахмала, и в большей степени ретроградацию амилопектиновой фракции. Слизистые вещества способны увеличить температуру клейстеризации крахмала до 94 ºС. При нагревании водно-мучных суспензий, конкурируя с клейстеризующимся крахмалом за воду, слизи могут снизить клейстеризацию крахмала и уменьшить его амилолиз.

Ферментные препараты целлюлолитического действия используют при гидролизе виноградной выжимки в виноделии, при получении пивоваренного ячменного солода и концентрата квасного сусла. В этих производствах применяются в качестве ферментных препаратов импортные препараты фирм «Quest» и «Noro Nordisk» (Вискозим, Целлюкласт, Бирзим, Зимафилт, Фунгамил супер, Пентопан Моно ВГ и другие) [95, 96], и отечественные препараты Целловиридин, Ксилаком, Целлоконингин, Целлокандином, Цитороземин и другие. Исследование специфичности действия препаратов показывает, что отечественные препараты имеют более широкий спектр действия, чем зарубежные, и эффективно расщепляют различные виды гемицеллюлоз, целлюлозные субстраты и разнообразные виды зернового сырья [97, 98].

Ферментные препараты целлюлолитического действия применяют при производстве хлеба из ржаной муки, смеси ржаной и пшеничной муки, а также хлеба с добавками отрубей и других компонентов с повышенным содержанием структурных полисахаридов. Гидролиз целлюлозы и гемицеллюлоз повышает количество сбраживаемых сахаров в тесте, что интенсифицирует процесс брожения. Расщепление целлобиозы приводит к снижению вязкости теста, что особенно важно при выпечке хлеба из ржаной муки. Повышается пористость и удельный объем  хлеба, мякиш становится менее липким.

Имеются данные, о том, что ферментные препараты можно применять при производстве зернового хлеба [94].

Не смотря на широкий спектр исследований в области использования целлюлолитических ферментов и их субстратов до настоящего времени отсутствует комплексный подход в изучении изменения биохимических свойств сложных субстратов, таких как зерно злаковых культур, в процессе ферментативного гидролиза. Не исследованы вопросы, касающиеся роли биокатализаторов на основе целлюлаз, в миграции минеральных веществ в пределах сложных субстратов.

1.3. Микрофлора зерна и способы снижения его микробиологической обсемененности
Микрофлора зерна складывается из сапрофитных микроорганизмов, населяющих растения и свойственных каждому роду и виду, или фитопатогенных микроорганизмов, паразитирующих на растениях, или случайно попадающих на растения, или микроорганизмов, попадающих в зерновую массу во время уборки урожая и при обмолоте. 

В зерне и зерновых продуктах обычно присутствуют бактерии, дрожжи, актиномицеты, плесневые грибы. Их видовой состав и количество зависят от климатических условий формирования зерна и от условий его хранения. Для своего развития микрофлора нуждается в определенном сочетании влажности продукта и температуры окружающей среды. Так грибы-ксерофиллы начинают развитие при 14-15 %-ной  влажности зерна, гидрофиллы требуют 18 %-ной влажности зерна, а мезофиллы – 16 %-ной. К мезофиллам принадлежит большинство плесеней хранения. Аэробные микроорганизмы зерна при хранении составляют более 90 % всей микрофлоры [99].

Сапрофитные микроорганизмы преобладают на поверхности зерен, они нуждаются для развития в органических веществах. Среди сапрофитных микроорганизмов встречаются эпифиты, которые не паразитируют на растениях, не способны проникать внутрь неповрежденной оболочки растения и зерна, не требовательны к питательным веществам. Некоторые сапрофиты проникают во внутренние участки (под оболочку) зерна, образуя субэпидермальную микрофлору, которая сохраняется там длительное время, а при наличии благоприятных условий развивается на зерне. Субэпидермальной микрофлорой в первую очередь атакуется зародыш зерна, так как он содержит большое количество питательных веществ в легкоусвояемой форме [100].  Доказано, что изменение качества зерна при хранении вызывают только сапрофитные и некоторые полупаразитные микроорганизмы. Причем существенные изменения состояния зерновой массы сапрофиты вызывают при благоприятных для них условиях хранения. Основные представители сапрофитных бактерий зерна относятся к родам Ervinea и Pseudomonas. В партиях свежеубранного зерна на долю Ervinea herbicola приходится до 92-95% всего количества бактерий. Они не разрушают зерно, и столь значительное их количество служит показателем хорошего качества зерна, его свежести. Плесневые грибы и кокки - антагонисты и вытесняют Ervinea herbicola из среды обитания. Ее исчезновение свидетельствует о нежелательных микробиологических процессах в зерновой массе. 

Наиболее распространенной инфекцией муки и зерна является заражение споровыми бактериями рода Bacillus, которые попадают при сборе зерна и помоле. В процессе выпечки хлеба вегетативные клетки этих бактерий погибают, а споры остаются и при благоприятных условиях прорастают. Развивается картофельная болезнь, в результате которой в хлебе накапливаются продукты реакций распада белков и углеводов - декстрины, амиды и другие. Хлеб приобретает резкий специфический запах и становится непригодным в пищу [101].

При хранении зерновой массы значительно увеличивается относительное содержание спорообразующих бактерий (до 60-90 %), отличающихся большой термоустойчивостью. Дрожжи при определенных условиях способствуют  появлению так называемого амбарного запаха. Они выявляются во влажном зерне.

Плесневые грибы - вторая по значимости группа микроорганизмов, населяющих зерновую массу (1-2 %). При благоприятных условиях находящиеся в зерне споры плесневых грибов прорастают, образуя мицелий и органы плодоношения. На зерне появляются колонии плесеней, хорошо видимые невооруженным глазом. Поскольку плесневые грибы развиваются за счет органических веществ зерна, то это сопровождается потерями массы зерна, ухудшением его качества или полной порчей. При плесневении в зерне увеличивается доля олеиновой кислоты и снижаются доли биологически ценных компонентов – линолевой и линоленовой жирных кислот, фосфолипидов, токоферолов, каратиноидов. Особую опасность грибная инфекция причиняет человеческому организму. В последнее время микологические инфекции  по сравнению с бактериальными и вирусными становятся более агрессивными. Многие виды микроскопических грибов вызывают микозы, аллергические заболевания, микотоксикозы человека. 

На начальных этапах развития зерно поражается «полевыми грибами» родов Alternaria, Helminthosporium, Fusarium. При хранении зерновых культур происходит перераспределение состава микрофлоры, обсеменяющей зерно. Постепенно представители «полевой микрофлоры» вытесняются «плесенями хранения»  Как известно, основные потери при хранении зерна происходят при участии плесневых грибов родов Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus. В отличие от «полевых грибов» - гидрофилов, многие виды «плесеней хранения» нетребовательны к влаге (ксерофилы) и могут развиваться при влажности, совпадающей с нижним стандартным уровнем зерна. 
«Плесени хранения» способны развиваться в широком диапазоне температур. Вследствие высокой ферментативной активности, нетребовательности к влаге, способности к выживанию в условиях повышенных и низких температур, при недостатке кислорода и избытке углекислоты в окружающей среде – «плесени хранения» играют главную роль в ухудшении качества и порче зерна и продуктов его переработки.

Плесневение хлеба происходит в результате развития плесневых грибов родов Aspergillus (A. flavus, F. fumigatus, A. niger, A. ochraceus), Mucor (M. mucedo, M. pusilus, M. spinosus), Penicillium (P. oristosum, P. expansum), Rhizopus nigricans, Geotrichum candidum [102].

Оболочки являются механическим барьером зерна против микроорганизмов. Однако после уборки 20-50% зерен пшеницы и 50-90% зерен ржи имеют механические повреждения. Как известно, накопление микрофлоры в зерновой массе зависит от содержания испорченных и травмированных зерен.

Известно достаточно много способов снижения микробиологической обсемененности зерна. Среди них различают физические (термические и лучевые), химические (окислители, фумиганты, инактиваторы ферментов и микотоксинов) и биологические. Прежде, чем использовать какой-либо способ обеззараживания зерна, его подвергают поверхностной очистке от пыли, примесей, вредных микроорганизмов, содержащихся на оболочках.
Наиболее широко распространено в настоящее время применение химических веществ. В литературных источниках указано, что двуокись серы и ее производные обладают антимикробными свойствами. Они активно действуют на плесневые грибы, дрожжи и аэробные бактерии и значительно меньше влияют на анаэробные бактерии. Многие химические вещества, как неорганические (соли меди, серебра; окислители: хлорная известь, перманганат калия, перекись водорода; щелочи и кислоты: гидроксид натрия, серная, фтористоводородная, борная кислоты; некоторые газы: угарный, сероводород), так и органические (спирты, альдегиды, фенолы) замедляют рост микроорганизмов или вызывают их гибель. К химическим консервантам предъявляются определенные требования: они должны иметь разрешение на применение в пищевых продуктах, не должны влиять на органолептические свойства продукта, иметь широкий спектр действия, не взаимодействовать с основными компонентами продукта и другие. Действие химических консервантов зависит  от концентрации, температуры и степени заражения продукта [103].
Вводимый в зерновую массу порошкообразный пиросульфит натрия            (1,0-1,2 %) обладает значительным консервирующим действием, вплоть до способности прекращать процесс самосогревания. Пиросульфит натрия проявляет в основном антибактериальное действие в отношении бактерий родов  Bacillus, Pseudomonas.  Действие против плесневых грибов и дрожжей выражено слабо. 

Исследована возможность использования метацида в качестве консерванта при хранении зерна пшеницы, В условиях различной концентрации препарата, влажности и сроков хранения установлено угнетающее действие метацида на микрофлору зерна. Наиболее сильно метацид влияет на бактерии, в том числе спорообразующие и снижает заболеваемость хлеба картофельной болезнью.
В настоящее время найдено много хороших ингибиторов плесневых грибов, оказывающих сильное влияние даже в малых концентрациях. Так, сильным угнетающим действием не только на плесени, но и на всю микрофлору и жизнедеятельность зерна обладает хлорпикрин. Введением его паров в зерновую массу можно даже прекратить ее самосогревание. Достаточно сильно угнетает плесневые грибы дихлорэтан. Весьма эффективными оказались тиомочевина и 8-оксихинолинсульфат. Токсическое действие тиомочевины на зерно пшеницы весьма незначительно. Химические способы дезинфекции зерна осуществляют также с помощью органических кислот (пропионовой, бензойной, сорбиновой, молочной, лимонной) и их солей. 

Совместное использование пропионовой кислоты и ультразвука приводит к стерилизации зерна, что позволяет повысить его микробиологическую чистоту при хранении.

Бензойная кислота и ее соли даже в небольших количествах тормозят рост аэробных микробов, тогда как для подавления дрожжевых и плесневых грибов необходимы более высокие концентрации. Она встречается в растениях, как в свободном виде, так и в виде эфиров или амидов. Эффективные концентрации бензойной кислоты 0,1-0,4 %.

Сорбиновая кислота и ее соли в последние годы разрешены почти во всех странах в качестве консервантов в концентрациях от 0,01 до 1,2 %. 

Уксусная кислота снижает микробиологическую обсемененность зерна при производстве хлеба. Установлено, что внесение 0,5 % уксусной кислоты в замочную воду позволяет снизить обсемененность зерна на 60 %.
Лимонная кислота не обладает токсичностью и канцерогенностью, применяется в качестве консерванта и является средством регулирования технологического процесса в хлебопечении.

Янтарная кислота имеет большие перспективы для применения в пищевой промышленности, так как обладает мощным антиоксидантным действием. Ее антиоксидантные свойства связывают с хорошей окисляемостью, что предотвращает перекисное окисление липидов. На организм человека янтарная кислота оказывает оздоровительное действие, не вызывая побочных эффектов и привыкания, так как стимулирует выработку энергии в клетках, усиливает клеточное дыхание, способствует усвоению кислорода клетками, тканями и органами. Янтарная кислота рекомендуется как средство повышения иммунитета, предотвращения заболевания атеросклерозом и другими болезнями, в основе развития которых лежит перекисное окисление липидов. Янтарная кислота является универсальным промежуточным метаболитом, образующимся при реакциях взаимопревращения  белков, углеводов и липидов. Норма потребления янтарной кислоты – 0,3 – 0,5 г/сутки.

Установлено, что применение лимонной и янтарной кислот при различных уровнях рН среды существенно повышает активность ферментов и сбраживающую способность дрожжей.

Применение молочной кислоты в хлебопечении обусловлено селективным бактериостатическим действием, высокими диффузионными свойствами, способностью улучшать физиологическое состояние дрожжей, регулировать рН и текстуру теста, повышать ферментативную активность дрожжей и предупреждать развитие в хлебе картофельной палочки [104].

В России запатентован способ производства зернового хлеба, предусматривающий замачивание зерна в воде в присутствии ионов серебра в концентрации 0,15-0,35 мг/л. Присутствие ионов серебра позволяет уничтожить многие микроорганизмы, при этом активность дрожжей не снижается.

Физические способы дезинфекции заключаются в том, что пищевой продукт подвергают физическому воздействию, которое препятствует росту микроорганизмов. Самые известные физические методы – воздействие нагреванием, холодом и различные виды облучения.

Термические методы дезинфекции являются энергоемкими, требуют дорогостоящего оборудования и не всегда обеспечивают необходимый уровень деконтаминации. Термодеструкция при высокотемпературной обработке также приводит к снижению потребительских свойств продукта.

Для повышения эффективности тепловой и химической деконтаминации рекомендуют гидрокавитационную гомогенизацию водно-зерновых масс аппаратами роторно-пульсационного типа.

К физическим способам дезинфекции относятся микроволновая стерилизация, ионизирующие облучения, УФ-лучи, токи СВЧ, ИК- облучение зерна.

Отдельные группы микроорганизмов проявляют различную устойчивость к ионизирующим излучениям. По-видимому, наиболее устойчивыми к действию ионизирующих излучений являются грибы. В целом установлено, что лучи Рентгена и гамма-лучи при действии на зерно пшеницы снижают численность микрофлоры. Под действием ионизирующих излучений структурные элементы клеток микроорганизмов изменяются, что приводит к снижению их физиологической активности.

Эффект стерилизации зависит также от дозы облучения и влажности зерна. Так по данным ВНИИЗ, при дозе облучения в 1 млн. р. зерно пшеницы, имевшее влажность 16 %, хранилось в течение 3 месяцев без признаков плесневения, а с влажностью 20 % и 25 % покрывалось плесенью через несколько дней. Параллельно с изучением действия различных излучений на микрофлору зерна, насекомых и клещей, ведутся исследования по выяснению влияния этих способов стерилизации на пищевые и технологические свойства зерна, а также на его жизнеспособность [105].

Радиационные методы стерилизации, использующие ионизирующие облучения и принципиально решающие проблему дезинфекции зерна, увеличения сроков хранения, вызывают глубокие модификации его химической структуры и приводят к образованию побочных соединений.

Саниной Т.В. изучено влияние электрохимической активации воды при замачивании зерна на изменение микрофлоры зерна и хлеба. С целью бактерицидного эффекта для обработки зерна используется электрохимически обработанный раствор хлорида натрия в анодной камере диафрагменного электролизера с рН 2-2,5, ОВП 1000-1180 мВ и содержанием активного хлора 0,03-0,05 % при экспозиции 1-3 часа. Такая обработка зерна позволяет снизить контаминацию зерна на 97 %.

Получено авторское свидетельство на способ обезвреживания зерна         УФ-лучами, предусматривающий обработку зерна дозой 125-146 Вт·час/м2 в течение 30-35 минут. Толщина слоя обрабатываемого зерна от 1 зерновки до      1,5 см. В результате обработки снижалась общая обсемененность зерна микроорганизмами и содержание пестицида 2,4-ДА до 25 % от исходного уровня загрязнения [106].

Ультрафиолетовое излучение сплошного спектра в диапазоне 230-310 нм при помощи ртутных, амальгамных, импульсных ксеноновых ламп и установки НПО «ЛИТ» на всех этапах пищевого производства обладает явно выраженным бактерицидным действием и производит активную инактивацию микроорганизмов.

В литературе также имеются данные о влиянии СВЧ-полей на микрофлору. Кафедрами  «Хранение зерна и технология комбикормов» и «Биотехнология» МГУПП проводятся исследования по изучению изменений микрофлоры зерна после обработки его в электромагнитном поле сверхвысокой частоты (ЭМП СВЧ). При нагреве зерна до 50-55°С в течение нескольких секунд достигался 80-85 % эффект обеззараживания, который возрастал почти до 100 % после обработки при температуре выше 80°С.  Такая обработка предложена для фуражного зерна с целью стерилизации [107]. Использование СВЧ-энергии не только позволяет снизить микробиологическую обсемененность зерна, но и улучшить показатели качества зерна пшеницы, кукурузы и других культур [108]. 
Запатентован способ подавления обсемененности хлебных продуктов различными бактериями, грибами и вирусами, преимущественно патогенными штаммами. Способ предусматривает обработку продуктов газообразной смесью, содержащей 15 % озона и газ из группы следующих газов: азот, углекислый газ, аргон, ксенон и неон, пропускаемый со скоростью                   0,001-100 л/с при 0-10 °С и относительной влажности до 100% в течение              1 секунды – 10 часов под давлением 0,1-20 бар [109].

Возможно применение ультразвуковой обработки зерна в процессе отмывки  с целью дезинфекции и уничтожения микрофлоры на поверхности зерна. Основным фактором бактерицидного действия является поле давлений акустической кавитации. Доказано, что даже  за то небольшое время, в течение которого происходит непосредственный контакт зерна с водой при отмывке (до 5 секунд), его можно полностью обеззаразить. Ультразвуковая обработка также позволяет получить бактерицидный эффект непосредственно, через озвученную воду, в том числе  и в отношении возбудителей картофельной болезни [110].

Одним из перспективных физических методов обработки пищевых продуктов, позволяющих значительно снизить количество микрофлоры на поверхности зерна, является ИК-обработка. В МГУПП Черных В.Я. и другими разработана технологическая схема экспандированной крупы из целого зерна пшеницы и хлопьев. Для тепловой обработки  используется коротковолновой диапазон ИК-излучения 0,8-2,0 мкм, соответствующий максимальному поглощению энергии молекулами воды и гидроксильной группой –ОН и плотности лучистого потока Е= 16 кВт/м2 , Е= 24 кВт/м2 , Е= 28 кВт/м2  [75].

Биологические методы предупреждения заболеваний хлеба основаны, главным образом, на культивировании живых микроорганизмов непосредственно на хлебопекарном предприятии. При использовании биологических способов обеззараживания к продуктам добавляют чистые культуры определенных микроорганизмов, которые оказывают тормозящее действие на возбудителей порчи. Такого рода культуры в виде заквасок применяют и для придания продукту аромата, вкуса и цвета. Наибольший интерес представляют микроорганизмы, образующие молочную кислоту. Разработаны антибиотические активные штаммы пропионовокислых бактерий и антибиотический активный препарат Селектин из культуры Streptococcus lactis, повышающие микробиологическую устойчивость хлеба при хранении в результате ингибирования развития плесневых грибов и спорообразующих бактерий.

Несмотря на обширные сведения о влиянии различных химических веществ на микрофлору зерновой массы, все еще нет достаточно приемлемых способов массового применения химического консервирования зерна. Это объясняется тем, что большинство хороших ингибиторов плесневых грибов в той или иной степени влияют на качество зерна и состояние зерновой массы. Одни из них не приемлемы, так как ухудшают пищевые и фуражные качества зерна, другие снижают его жизнеспособность, третьи передают нежелательные признаки продуктам переработки (запахи, потемнение муки, специфические привкусы в ней или в печеном хлебе и т.д.). Кроме того, использование химических веществ при производстве зернового хлеба не безопасно для здоровья человека, поэтому необходим строгий санитарно-гигиенический контроль продукции.

Многие из приведенных способов повышения микробиологической безопасности зерна трудоемки и дорогостоящи, требуют специального оборудования.

Антимикробные и фунгицидные свойства отдельных растений известны и широко используются в медицине и пищевой промышленности. Описано свыше 700 индивидуальных специфических веществ, выделенных из высших растений, которые в разной степени обладают антимикробной активностью. При изучении антибиотических свойств растений испытывают различные экстракты (водные, спиртовые, эфирные, масляные и другие), а также измельченные ткани различных органов, соки, эфирные масла [111]. Применение антимикробных веществ растительного происхождения  значительно дешевле и в то же время позволяют наряду со снижением микробиологической обсемененности зерна улучшить некоторые показатели его качества. На основании анализа имеющихся литературных данных исследования антимикробных свойств высших растений можно заключить, что большинство активных веществ задерживают рост грамположительных кокковых микроорганизмов, реже – грибов, дрожжей, грамположительных спорообразующих микроорганизмов, редко грамотрицательных. 

Большое количество активных антибиотических веществ выделено из широко известных лекарственных растений: из чеснока (аллицин), шишек хмеля (гумулон и лупулон), из семян редиски (рафанин), из листьев томата (томанин), из листьев шалфея (сельвин), из плодов барбариса (берберин), из листьев зверобоя (иманин) и т.д. [112, 113, 114, 115]. Данные многих исследований не дают представления о степени активности испытанных видов растений. Разные авторы используют в своих исследованиях различные виды бактерий и грибов, часто не используемые другими исследователями. 

В настоящее время перспективным является применение в технологии зернового хлеба растительного сырья, обладающего антисептическим действием. Консервирующие добавки растительного происхождения имеют большую перспективу, так как позволяют добиться такого же антимикробного эффекта, как и консерванты синтетического происхождения, но на организм человека действуют мягче.

2. ВЫБОР И ОБОСНОВАНИЕ ОПТИМАЛЬНОГО ВАРИАНТА НАПРАВЛЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЙ
Центральная часть России относится к регионам с комплексным радиационно-техногенным загрязнением. Преобладание рафинированных продуктов в рационе населения экологически неблагополучных районов приводит к неблагоприятным биохимическим нарушениям и заболеваниям, связанным с этими нарушениями. Для проведения лечебно-профилактических  мероприятий необходима разработка качественно новых пищевых продуктов, обогащенных витаминами, минеральными веществами, пищевыми волокнами. 

Природным источником всех этих незаменимых факторов питания является зерно злаковых культур. Употребление в пищу продуктов из целых зерен снижает уровень холестерина в крови, повышает перистальтику кишечника, улучшает процесс обмена веществ. 
В настоящее время все большее применение в пищевых технологиях находят биотехнологические решения, среди которых особое место занимает применение ферментных препаратов микробиологического происхождения. Применение ферментных препаратов позволяет использовать нешелушенное зерно в производстве продуктов на его основе, что обеспечит ресурсосбережение сельскохозяйственного сырья, улучшение качественных характеристик получаемых продуктов питания.
Взамен шелушения для размягчения периферических частей зерна целесообразно применение ферментных препаратов целлюлолитического действия. Целлюлолитические ферменты катализируют гидролиз целлюлозы, гемицеллюлоз, β-глюкана, входящих в состав матрикса клеточных стенок. Гидролиз некрахмальных полисахаридов клеточных стенок зерна может быть осуществлен только в результате согласованного действия полиферментной системы, представленной целлюлазой, β-глюканазой и ксиланазой.

Интенсивная хозяйственная деятельность человека постоянно создает антропогенные провинции, характеризующиеся нарушением балансированности биохимических циклов многих элементов. В результате усиления техногенных потоков происходит избыточная аккумуляция загрязнителей. Наряду с применением агрохимических мероприятий по снижению уровня накопления элементов загрязнителей в растительной продукции весьма актуальна разработка способов повышения безопасности сырья, загрязненного тяжелыми металлами в концентрациях выше 0,5 ПДК.

Действие препаратов целлюлолитического действия направлено на мягкий гидролиз некрахмальных полисахаридов матрикса клеточных стенок, лежащего в основе структуры плодовых и семенных оболочек зерновки. Локализация тяжелых металлов в периферических частях зерна злаковых культур указывает на возможность их связи с полисахаридами и белками, входящими в состав матрикса клеточных стенок. Модификация нативной структуры оболочек под действием ферментных препаратов может привести к высвобождению некоторого количества тяжелых металлов и в определенных условиях к миграции за пределы зерновки, обеспечив тем самым снижение их концентрации в зерне и повышение безопасности продуктов его переработки. 

При производстве зерновых продуктов питания одной из важных стадий технологии является замачивание зернового сырья. Применение ферментных препаратов целлюлолитического действия обеспечивает повышение качества и безопасности продуктов, существенное сокращение продолжительности технологических процессов при производстве продуктов питания различного назначения на основе целого зерна. 

Замачивание зерна осуществляется в условиях благоприятных для развития эпифитной микрофлоры. Поэтому одной из проблем в технологии зернового хлеба является снижение микробиологической обсемененности сырья. Существующие методы предусматривают использование синтетических химических соединений, которые часто оказывают отрицательное влияние на технологические свойства зерна. Применение растительного сырья, обладающего антисептическим действием, в технологии зерновых продуктов открывает возможности получения качественных и безопасных продуктов питания.

Планируемые исследования направлены на создание экологически безопасных ресурсосберегающих технологий переработки зерна злаковых культур и зерновых продуктов (хлебобулочных, макаронных и мучных кондитерских изделий), обеспечивающих повышение выхода изделий, сокращение продолжительности технологического процесса, выполнение решений государственных задач в области здорового питания. Основными элементами этих задач являются снижение дефицита пищевых волокон, минеральных веществ, витаминов, незаменимых аминокислот, полиненасыщенных жирных кислот и повышение безопасности сырья и продуктов питания. 
При выполнении НИР необходимо исследовать:
· Возможность применения ферментных препаратов на основе целлюлаз в технологии переработки зерна злаковых культур и зерновых продуктов.

· Влияние ферментных препаратов на основе целлюлаз на некоторые биохимические показатели (белково-протеиназный, углеводно-амилазный, липидный состав) и характер изменения микроструктуры  зерна злаковых культур в процессе замачивания.

· Химический состав зерновки, распределение минеральных элементов по морфологическим частям зерна и динамику изменения содержания показателей безопасности (тяжелых металлов и радионуклидов) в процессе замачивания зерна злаковых культур.

· Изменение состава микрофлоры зерна пшеницы, ржи и тритикале в процессе замачивания и влияние растительного сырья, обладающего антимикробными свойствами (водные экстракты шишек хмеля, плодов рябины обыкновенной, луковицы чеснока, измельченных цедры апельсина и корня хрена) на жизнедеятельность типовых штаммов микроорганизмов (Bacillus subtilis ВКМ-B-501, Micrococcus luteus ВКМ-As-2230, Aspergillus candidas ВКМ-F-3908, Aspergillus flavus ВКМ-F-1024, Penicillium expansion ВКМ-F-275, Penicillium crustosum ВКМ-F-4080, Mucor mucedo ВКМ-F-1257, Mucor racemosus var. Sphaerosporus ВКМ-F-541, Rhizopus stolonifer ВКМ- F-200), развивающихся при замачивании зерна и при хранении.
На основании проведенных исследований будут:

· разработаны способы повышения безопасности зернового сырья и зерновых продуктов питания;

· обосновано создание безотходной технологии зерновых продуктов путем применения ферментных препаратов на основе целлюлаз;
· разработаны технологии зерновых хлебобулочных, макаронных и мучных кондитерских изделий из целого зерна пшеницы, ржи, тритикале, ячменя, овса и их смеси; 
· определены показатели качества и пищевой ценности разработанных изделий. 

· разработана техническая документация на новые виды зерновых хлебобулочных, мучных кондитерских и макаронных изделий;

· рассчитана экономическая эффективность разработанных изделий;

· проведена промышленная апробация разработанных изделий на предприятиях отрасли.

Предполагаемые методы исследования включают общепринятые:
· ГОСТ 13586.3-83 Зерно. Правила приемки и методы отбора проб; 
· ГОСТ 30483-97 Зерно. Методы определения общего и фракционного содержания сорной и зерновой примесей; содержания мелких зерен и крупности; содержания зерен пшеницы, поврежденных клопом-черепашкой, содержания металломагнитной примеси; 
· ГОСТ 10967-90 Зерно. Методы определения запаха и цвета; 
· ГОСТ 13586.1-68 Зерно. Методы определения количества и качества клейковины в пшенице; 
· ГОСТ 13586.5-93 Зерно. Метод определения влажности;  
· ГОСТ 10845-98 Зерно и продукты его переработки. Метод определения крахмала; 
· содержание клетчатки – методом Кюршнера и Ганека; 
· содержание редуцирующих веществ – методом Фелинга [116]; 
· определение состояния углеводно-амилазного комплекса – на приборе «Амилотест»; 
· содержание свободных и связанных в белке аминокислот – на аминокислотном анализаторе Chromaspek; 
· определение группового состава липидов – методом тонкослойной хроматографии на пластинках «Silufol» с закрепленным слоем силикагеля на приборе «Хромоскан 200»; 
· определение состава жирных кислот – на газовом хроматографе Carlo Erba Stramentazione, HRGC 5300 Mega Series, интеграторе C-R6A Chromatopac фирмы Shimadzu; 
· исследование полипептидного состава белка – методом SDS-Na-ПААГ электрофореза в присутствии редуцирующего агента на приборе фирмы Helicon;  
· белковые спектры - с помощью ультрафиолетового детектора, встроенного в прибор Милихром – 5; 
· определение концентрации сахаров в образцах зерна – хроматографическим методом анализа с использованием электрохимического детектирования на жидкостном хроматографе Agilent 1100 с электрохимическим детектором ESA Coulochem III; 
· содержание пентозанов – весовым методом;  
· определение количества глютатиона в зерне – йодометрическим методом; 
· целлюлолитическую активность зерна – используя метод определения восстанавливающих сахаров по Шомоди-Нельсону; 
· общий азот – методом Несслера [117]; 
· определение микроэлементов – методом атомно-абсорбционной спектрофотометрии в воздушно-ацетиленовом пламени на приборе фирмы Hitachi, с дейтериевым корректором фона; 
· анализ распределения тяжелых металлов по анатомическим частям зерновки и относительного содержания тяжелых металлов в промывных водах – с помощью рентгеноспектрального ЭДС детектора miniCup в системе электронного сканирующего микроскопа JEOL JSM 6390; 
· измерение удельной активности радионуклидов Sr90 и  Cs – с использованием многоканального у γ-анализатора Compugamma 1282              LKB-Wallac; 
· ГОСТ 10444.15-94 Продукты пищевые. Методы определения количества мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов; 
· ГОСТ Р 52816-2007 - Продукты пищевые. Методы выявления и определения количества бактерий группы кишечных палочек (колиформных бактерий); 
· определение количества мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов (КМАФАнМ) – по ГОСТ 10444.15-94; 
· определение количества плесневых грибов и дрожжей – по              ГОСТ 10444.12-88; 
· количество спорообразующих бактерий – по общепринятой методике; 
· определение содержания водорастворимых экстрактивных веществ в экстрактах – по ГОСТ 28551-90; 
· определение качественного состава экстрактов – методом ВЭЖХ на приборе Милихром УФ-5, снабженном компьютерной системой обработки «Мультихром»; 
· содержание горьких веществ – по количеству изогумулона спектрофотометрическим методом при длине волны 275 нм; 
· количество флавоноидов – на КФК-3 при длине волны 338нм в кювете толщиной слоя 10мм. 
· МУ РД 52.18.286-91 Методика выполнения измерений массовой доли водорастворимых форм металлов (меди, свинца, цинка, никеля, кадмия, кобальта, хрома, марганца) в пробах атомно-абсорбционным анализом; 
· ГОСТ 26934 -86 Сырье и продукты пищевые. Метод определения цинка; 
· ГОСТ 26930 -86 Сырье и продукты пищевые. Метод определения мышьяка; 
· ГОСТ Р 52462-2005 изделия хлебобулочные из пшеничной муки. Общие технические условия; 
· ГОСТ 2077-84. Хлеб ржаной, ржано-пшеничный и пшенично-ржаной. Технические условия; 
· ГОСТ Р 51865-2002 Изделия макаронные. Общие технические условия; 
· ГОСТ 14032-68 Галеты. Технические условия; 
· ГОСТ 14621-78 Рулеты бисквитные. Технические условия; 
· ГОСТ 15052-69 Кексы. Технические условия; 
· ГОСТ 24901-89 Печенье. Общие технические условия; 
· количество дрожжевых клеток в тесте – счетным методом в камере Горяева-Тома; 
· титруемую кислотность теста – по ГОСТ 5670-96; 
· влажность теста - по ГОСТ 21095-75; 
· газообразующую способность теста - валюметрическим методом на приборе Яго-Островского;  
· структурно-механические свойства – по определению предельного напряжения сдвига на автоматизированном пенетрометре АП-4/2 по методике, прилагаемой к прибору;
· Контроль сырья, полуфабрикатов и готовых хлебобулочных [118]; 
· Сборник технологических инструкций для производства хлебобулочных изделий [119]; 
· Технологические инструкции по производству мучных кондитерских изделий [120].; 
· Сборник технологических инструкций по производству макаронных изделий [121].  
Анализ готового хлеба по следующим показателям: 
· органолептические показатели - по ГОСТ 5667-65; 
· влажность - по ГОСТ 21094-75; 
· титруемая кислотность - по ГОСТ 5670-96; 
· пористость - по ГОСТ 5669-96; 
· структурно-механические свойства мякиша (значения общей пластической и упругой деформации) - на структурометре СТ-1М по методике, прилагаемой к прибору. 
Статистическую обработку результатов – с помощью пакетов программ MathCAD, MS Excel, Statistica for Windows.
Используемое при выполнении НИР оборудование: 
· центрифуга лабораторная ЦЛМ 1-12; 
· шкаф сушильный; 
· весы технические; 
· весы аналитические; 
· весы электрические ARA 520; 
· рефрактометр ИРФ-454; 
· микроскоп для морфологических исследований МИКМЕД-1; 
· микроскоп стереоскопический МБС-9; 
· фотоколориметр КФК-3; 
· анализатор «Экотест 2000»; 
· структурометр СТ-1М; 
· хроматограф «Милихром 5-3С ЭВМ»; 
· ПИВИ-1- устройство для определения влажности пищевого сырья и продуктов; 
· поляриметр портативный П-161 М; 
· шкаф сушильный электрический СЭШ-3М; 
· эксикатор; 
· электропечь; 
· белизномер лабораторный «Блик-Р3»; 
· аквадистиллятор ДЭ-10; 
· реотест; 
· муфельная печь;
· вытяжной шкаф; 
· тестомесилка лабораторная У1-ЕТВ; 
· тестомесилка лабораторная У1-ЕТК; 
· прибор Чижовой; 
· амилотест – прибор для определения числа падения; 
· шкафы расстойные; 
· печь хлебопекарная GARBIN 43UX; 
· пенетрометр АП-4/2; 
· миксеры; 
· пресс макаронный; 
· сушилка шкафная трехдверная; 
· лабораторная зерновая мельница ЛЗМ -1М; 
· миниэлектропечь МПЛ-6; 
· мясорубка электрическая Braun G 1500; 
· виброрассев;
· стерилизатор; 
· термостат ТС-80М-2; 
· термостат жидкостный типа ТЖ модификации ТС-01; 
· вискозиметр; 
· измеритель деформации клейковины лабораторный ИДК-1 (ИДК-1М); 
· рН-метр – милливольметр типа РН-150; 
· пурка литровая рабочая с падающим грузом модели ПХ-1; 
· магнитная мешалка ПЭ-6100; 
· фотометр фотоэлектрический КФК-3; 
· датчик-реле температуры электронный Т419-2М; 
· анализатор А-20; 
· термокамера универсальная ТК-400-1; 
· спектрофотометр СФ-46.
Ожидаемые научные результаты в ходе выполнения НИР: 
· Научное обоснование необходимости разработки экологически безопасных ресурсосберегающих технологий переработки зерна злаковых культур и зерновых продуктов и применения ферментных препаратов.

· Целлюлолитические ферментные препараты, дозировки, режимы их действия (влажность, температура, рН, продолжительность действия, гидромодуль), продукты их гидролиза и период сокращения процесса замачивания зерна злаковых культур. 

· Банк данных содержания и соотношения белковых фракций, полипептидного состава белка, активность протеиназ, количество дисульфидных связей, состав и структура полисахаридов клеточных стенок (гемицеллюлозы, целлюлоза, пентозаны) соотношение целлюлозы и гемицеллюлоз, содержание и свойства крахмала, температура клейстеризации крахмала, вязкость и прочность крахмального геля, моносахаридный состав продуктов гидролиза некрахмальных полисахаридов, автолитическая активность, фракционный состав липидов и содержание жирных кислот. 

· Микроструктура нативного и замоченного зерна, характеризующаяся уменьшением толщины тяжей целлюлозных фибрилл и других компонентов полисахаридного матрикса и обоснование обеспечения повышения степени дисперсности зерновой массы при её диспергировании.

· Банк данных содержания тяжёлых металлов, радионуклидов и биогенных элементов по морфологическим частям зерновки в процессе замачивания и проращивания зерна

· Видовой состав микрофлоры зерна до и после замачивания (КМАФАнМ, спорообразующие бактерии, плесневые грибы и дрожжи). Количество колониеобразующих единиц и оценка степени микробиологической обсеменённости зерновых продуктов.

· Виды природного лекарственно-технического сырья обладающего антимикробным действием и степень их влияния на уровень понижения микробиологической обсеменённости зернового сырья в процессе его переработки. Ускоренные безопасные технологии хлебобулочных, макаронных и мучных кондитерских изделий функционального назначения из цельного и биоактивированного зерна (проросшего и обработанного светодиодами) различных видов зерновых культур. 

· Показатели качества хлебобулочных, макаронных и мучных кондитерских изделий, в том числе сохраняемость, показатели безопасности, пищевая ценность: содержание белков, их аминокислотный состав, углеводный состав, содержание витаминов, минеральных элементов, калорийность, перевариваемость, содержание ароматических веществ.

· Таблица соответствия удовлетворения суточной потребности организма человека.

· Технические условия на производство новых видов хлебобулочных, макаронных и мучных кондитерских изделий, позволяющих решить проблему продовольственной безопасности региона и страны в целом. 

· Методика расчета экономической эффективности от внедрения разработанных технологий зерновых продуктов питания.

· Рекомендации по разработке научно-образовательных магистерских программ.

3. ПЛАН ПРОВЕДЕНИЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ
План проведения экспериментальных исследований включает проведение поисковых научно-исследовательских работ по направлению «Экологически безопасные ресурсосберегающие производства и переработки сельскохозяйственного сырья и продуктов питания», «Металлургические технологии» в рамках мероприятия 1.2.1 Программы. Направлением исследования является «Экологически безопасные ресурсосберегающие производства и переработки сельскохозяйственного сырья и продуктов питания». 
План проведения исследований включает 6 этапов, в которых представлены следующие мероприятия:
1 Обоснование и сравнительный анализ применения ферментных препаратов целлюлитического действия в технологиях переработки зерна злаковых культур и зерновых продуктов.
2 Изучение влияния ферментных препаратов на основе целлюлаз на белково-протеиназный, углеводно-амилазный и липидный комплексы зерна злаковых культур в процессе замачивания.
3 Изучение характера изменения микроструктуры зерна злаковых культур и идентификация продуктов деструкций структурных полисахаридов в процессе ферментативного гидролиза.
4 Изучение динамики содержания тяжёлых металлов и радионуклидов в процессе подготовки (замачивания и проращивания) зерна злаковых культур.
5 Определение степени микробиологической обсеменённости и видового состава микрофлоры зерна в процессе производства зерновых продуктов питания.
6 Обоснование применения антисептиков природного происхождения для повышения микробиологической безопасности зерна и зерновых продуктов питания. Разработка способов повышения безопасности зернового сырья и зерновых продуктов питания путём применения ферментных препаратов целлюлолитического действия и определение степени понижения содержания токсических элементов и радионуклидов.

7 Обоснование создания безотходной технологии зерновых продуктов питания путём применения биокатализаторов на основе целлюлаз для повышения степени дисперсности зернового сырья и повышения качества готовых изделий.

8 Разработка технологий зерновых хлебобулочных, макаронных и мучных кондитерских изделий из целого зерна пшеницы, ржи, тритикале, ячменя, овса и их смеси, в том числе биоактивированного зерна пшеницы.
9. Определение показателей качества и пищевой ценности зерновых продуктов питания.

10 Разработка технической документации на новые виды хлебобулочных, макаронных и мучных кондитерских изделий и проведение медико-клинических испытаний этих продуктов.
11 Расчет экономической эффективности от внедрения разработанных продуктов питания.
12 Промышленная апробация разработанных технологий хлебобулочных, макаронных и мучных кондитерских изделий
13 Публикация основных результатов НИР в зарубежных журналах и журналах ВАК.
14 Математическая обработка результатов и разработка рекомендаций по использованию результатов проекта при составлении научно-образовательных  магистерских программ.
Сроки проведения работ – 14.05.2010 г. – 19.11.2012 г.
Форма представления результатов научно-исследовательских работ: статьи в реферируемых журналах, монографии, доклады, патенты, пакеты технической документации на разработанные виды зерновых хлебобулочных, мучных кондитерских и макаронных изделий, акты промышленных испытаний на предприятиях отрасли, акты проведения медико-биологических испытаний разработанных зерновых пищевых продуктов.
Планируемый научный результат I (отчетного) этапа выполнения НИР: метод биохимической обработки зерна злаковых культур с использованием ферментных препаратов целлюлолитического действия. 
4. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
4.1. Объекты исследования
В качестве объектов исследования использовали: 
а) зерно пшеницы урожая 2008-2009 годов 3 класса по ГОСТ Р 52554, зерно ржи группы А по ГОСТ Р 53049-2008, зерно тритикале по                              ГОСТ Р 52325-2005; 
б) биокатализаторы на основе целлюлаз (ферментные препараты): 

- Целловиридин Г20х, продуцент Trichoderma reesei, оптимум действия: рН 4,5-5,5, температура 50°С; состав: целлобиогидролаза (активность –             3522 ед/г), β-глюканаза (активность – 3084 ед/г), ксиланаза (активность –             728 ед/г),  ТУ 9291–008–05800805–93;
- комплексный ферментный препарат на основе фитазы F 4.2B (P-215) FD-UF (ИБФМ РАН г. Пущино) продуцент Penicillium canescens, оптимум действия: рН 4,5-5,5, температура 50 °С; состав: целлобиогидролаза (активность - 469 ед/г), β-глюканаза (активность – 803 ед/г), ксиланаза (активность – 5719 ед/г), фитаза (активность - 12008 ед/г);

- лабораторные препараты на основе фитазы продуцент Penicillium canescens (лаборатория физико-химической трасформации полимеров, химический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова): фитаза F 17.2, состав: фитаза (активность – 20000 ед/г), ксиланаза (активность – 1000 ед/г), Eg P6 (1108), состав: β-глюканаза (активность – 5000 ед/г), фитаза (активность –          2400 ед/г); Xyl 23 (740), состав: ксиланаза (активность – 9084 ед/г). 

- препараты фирмы Novozymes: Pentopan 500 BG: продуцент Humicola insolens, содержит β-глюканазу и ксиланазу, ксиланазная активность –              2700 ед/г, оптимум действия: рН 4,5-6,0,  температура 40-50 °С. Fungamyl Super AX: продуцент Aspergillus oryzae, содержит β-глюканазу, ксиланазу и                   α- амилазу, ксиланазная активность – 2500 ед/г, оптимум действия: рН 4,5-6,0, температура 40-50 °С.

- препарат фирмы Quest -  Biobake 721: содержит β-глюканазу и ксиланазу, ксиланазная активность – 721 ед/г, оптимум действия: рН 4,0-5,0, температура 40-50 °С.
4.2. Подбор оптимальных доз ферментных препаратов целлюлолитического действия при производстве зерновых хлебобулочных изделий
Подбор рациональных доз ферментных  препаратов осуществляли при проведении пробных лабораторных выпечек зернового хлеба. Возможность оптимизации процесса оценивали по физико-химическим показателям качества зернового хлеба. Исследовали влияние различных доз препаратов, вносимых на стадии замачивании зерна пшеницы, на физико-химические показатели качества зернового хлеба при  температуре замачивания зерна 20, 40 и 50 °С и продолжительности процесса 6, 12, 18 часов. Ферментные препараты  вносили при замачивании зерна пшеницы в дозах: Целловиридин Г20х - 0,05-0,10 % от массы сухих веществ зерна (1,76-3,52 ед/г целлюлазной активности), на основе фитазы – 0,06-0,10 % от массы зерна (7,2-12,0 ед/г фитазной активности), Biobake 721- 0,06-0,10 % от массы сухих веществ зерна (0,43-0,72 ед/г ксиланазной активности) с шагом 0,01 %, Pentopan 500 BG - 0,002-0,006 % от массы сухих веществ зерна (0,05-0,16 ед/г ксиланазной активности), Fungamil Super AX - 0,008-0,012 % от массы сухих веществ зерна (0,2-0,3 ед/г ксиланазной активности) с шагом 0,001 %, растворяя указанные дозы в водопроводной воде, соотношение зерно:вода принимали 1:1. С целью поддержания оптимального значения рН 4-5 для действия ферментных препаратов использовали цитратный буфер с рН 4,5. Дозы ферментных препаратов соответствовали рекомендуемым при производстве хлеба. После замачивания зерно измельчали на диспергаторе Homogenizer 1094 фирмы «Текатор». Затем готовили тесто безопарным способом по следующей рецептуре (в кг):

· зерно пшеницы – 100;

· дрожжи прессованные хлебопекарные – 4;

· соль поваренная пищевая – 1,5;

· сахар песок – 1,5.

Замес теста, брожение, разделку, расстойку теста и выпечку хлеба осуществляли общепринятым способом. 

Экспериментальные данные физико-химических показателей качества, полученные в результате проведенных лабораторных выпечек зерновых хлебобулочных изделий, представлены в таблицах 1 – 10.

В результате действия ферментных препаратов улучшились качественные показатели хлеба из целого зерна пшеницы. Органолептическая оценка опытных образцов хлеба с внесением ферментных препаратов выявила их отличие от контрольного образца более развитой пористостью, большим удельным объёмом и эластичностью мякиша. Анализ готового хлеба  проводили по следующим показателям: органолептические показатели, пористость и удельный объем хлеба.
Проведенные исследования физико-химических показателей качества хлебобулочных изделий из целого нешелушенного зерна пшеницы показали, что наилучшие результаты удельного объема и пористости мякиша хлеба получены при следующих параметрах замачивания зерна пшеницы: температура – 50 °С, продолжительность замачивания – 12 часов не зависимо от вносимых доз ферментных препаратов.
Таблица 1 - Влияние доз препарата Целловиридин Г20х, вносимого при различной продолжительности замачивания зерна пшеницы в условиях действия разных температур, на показатель пористости зернового хлеба  

	Доза ферментного препарата, %
	Пористость зернового хлеба при продолжительности замачивания зерна при разной температуре, %

	
	6 ч
	12 ч
	18 ч

	
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°

	Контроль без препарата 
	36,6
	36,9
	37,0
	36,8
	37,0
	37,0
	36,7
	36,9
	36,9

	0,050
	36,6
	36,9
	37,2
	37,0
	37,9
	38,0
	37,0
	37.4
	38,0

	0,060
	36,8
	37,0
	37,3
	37,2
	38,2
	38,2
	37,6
	38,4
	38,9

	0,070
	36,9
	37,1
	37,5
	37,3
	38,3
	38,4
	37,4
	38,1
	38,6

	0,080
	37,2
	37,4
	37,8
	37,7
	38,7
	39,5
	37,1
	37, 9
	38,2

	0,090
	36,9
	36,9
	37,3
	37,2
	38,4
	38,6
	37,0
	37,6
	38,0

	0,100
	36,9
	36,9
	37,2
	37,3
	38,5
	38,5
	36,7
	37,3
	37,5


Таблица 2 - Влияние доз препарата Целловиридин Г20х, вносимого при различной продолжительности замачивания зерна пшеницы в условиях действия разных температур, на показатель удельного объёма зернового хлеба  

	Доза ферментного препарата, %
	Показатель удельного объёма зернового хлеба 

при продолжительности замачивания зерна 

при разной температуре, см3/г

	
	6 ч
	12 ч
	18 ч

	
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°

	Контроль без препарата 
	1,35
	1,52
	1,63
	1,48
	1,66
	1,68
	1,60
	1,64
	1,66

	0,050
	1,44
	1,58
	1,65
	1,54
	1,68
	1,73
	1,68
	1,73
	1,76

	0,060
	1,48
	1,62
	1,68
	1,58
	1,70
	1,76
	1,74
	1,78
	1,80

	0,070
	1,60
	1,64
	1,70
	1,63
	1,72
	1,79
	1,72
	1,75
	1,77

	0,080
	1,65
	1,67
	1,74
	1,69
	1,78
	1,83
	1,70
	1,72
	1,75

	0,090
	1,60
	1,65
	1,72
	1,66
	1,72
	1,76
	1,68
	1,70
	1,74

	0,100
	1,60
	1,64
	1,72
	1,67
	1,73
	1,77
	1,66
	1,68
	1,72


Таблица 3 - Влияние доз препарата Biobake 721, вносимого при различной продолжительности замачивания зерна пшеницы в условиях действия разных температур, на показатель пористости зернового хлеба        

	Доза ферментного препарата, %
	Показатель пористости зернового хлеба при продолжительности замачивания зерна при разной температуре, %

	
	6 ч
	12 ч
	18 ч

	
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°

	Контроль без препарата 
	36,6
	36,9
	37,0
	36,8
	37,0
	37,0
	36,7
	36,9
	36,9

	0,060
	36,8
	37,0
	37,2
	36,9
	37,5
	37,6
	36,9
	37,2
	37,7

	0,070
	36,8
	37,0
	37,3
	37,0
	37,6
	37,8
	37,0
	37,4
	37,9

	0,080
	36,9
	37,0
	37,4
	37,2
	37,8
	38,0
	37,5
	38, 2
	38,3

	0,090
	37,0
	37,2
	37,6
	37,4
	38,4
	38,8
	37,2
	38,0
	38,2

	0,100
	36,7
	36,8
	37,2
	37,3
	38,0
	38,1
	37,1
	37,9
	38,0


Таблица 4 - Влияние доз препарата Biobake 721, вносимого при различной продолжительности замачивания зерна пшеницы в условиях действия разных температур, на показатель удельного объёма зернового хлеба      

	Доза ферментного препарата, %
	Показатель удельного объёма зернового хлеба 

при продолжительности замачивания зерна 

при разной температуре, см3/г

	
	6 ч
	12 ч
	18 ч

	
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°

	Контроль без препарата 
	1,35
	1,52
	1,63
	1,48
	1,66
	1,68
	1,60
	1,64
	1,66

	0,060
	1,45
	1,62
	1,67
	1,52
	1,68
	1,70
	1,62
	1,67
	1,68

	0,070
	1,52
	1,63
	1,68
	1,54
	1,68
	1,72
	1,63
	1,68
	1,69

	0,080
	1,58
	1,64
	1,69
	1,56
	1,70
	1,76
	1,72
	1,74
	1,74

	0,090
	1,60
	1,65
	1,71
	1,62
	1,72
	1,80
	1,68
	1,69
	1,70

	0,100
	1,57
	1,63
	1,68
	1,58
	1,70
	1,73
	1,66
	1,68
	1,69


Таблица 5 - Влияние доз препарата Pentopan 500 BG, вносимого при различной продолжительности замачивания зерна пшеницы в условиях действия разных температур, на показатель пористости зернового хлеба    

	Доза ферментного препарата, %
	Показатель пористости зернового хлеба при продолжительности замачивания зерна при разной температуре, %

	
	6 ч
	12 ч
	18 ч

	
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°

	Контроль без препарата 
	36,6
	36,9
	37,0
	36,8
	37,0
	37,0
	36,7
	36,9
	36,9

	0,002
	36,7
	37,0
	37,1
	36,9
	37,3
	37,5
	36,8
	37,0
	37,0

	0,003
	36,7
	37,0
	37,2
	36,9
	37,5
	37,6
	36,9
	37,3
	37,2

	0,004
	36,9
	37,2
	37,4
	37,2
	38,0
	38,4
	37,3
	38, 2
	38,2

	0,005
	36,8
	37,0
	37,2
	37,0
	37,4
	37,8
	37,2
	37,9
	38,0

	0,006
	36,6
	36,9
	37,1
	36,9
	37,2
	37,5
	37,1
	37,7
	37,7


Таблица 6 - Влияние доз препарата Pentopan 500 BG, вносимого при различной продолжительности замачивания зерна пшеницы в условиях действия разных температур, на показатель удельного объёма зернового хлеба
	Доза ферментного препарата, %
	Показатель удельного объёма зернового хлеба 

при продолжительности замачивания зерна 

при разной температуре, см3/г

	
	6 ч
	12 ч
	18 ч

	
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°

	Контроль без препарата 
	1,35
	1,52
	1,63
	1,48
	1,66
	1,68
	1,60
	1,64
	1,66

	0,002
	1,45
	1,61
	1,66
	1,52
	1,67
	1,70
	1,62
	1,67
	1,67

	0,003
	1,57
	1,64
	1,68
	1,58
	1,68
	1,74
	1,63
	1,69
	1,69

	0,004
	1,59
	1,66
	1,70
	1,62
	1,71
	1,80
	1,68
	1,70
	1,75

	0,005
	1,56
	1,64
	1,68
	1,60
	1,70
	1,75
	1,66
	1,68
	1,71

	0,006
	1,55
	1,63
	1,68
	1,58
	1,68
	1,73
	1,66
	1,68
	1,69


Таблица 7 - Влияние доз препарата Fungamil Super AX, вносимого при различной продолжительности замачивания зерна пшеницы в условиях действия разных температур, на показатель пористости зернового хлеба        

	Доза ферментного препарата, %
	Показатель пористости зернового хлеба при продолжительности замачивания зерна при разной температуре, %

	
	6 ч
	12 ч
	18 ч

	
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°

	Контроль без препарата 
	36,6
	36,9
	37,0
	36,8
	37,0
	37,0
	36,7
	36,9
	36,9

	0,008
	36,7
	37,0
	37,1
	36,9
	37,2
	37,4
	36,8
	37,0
	37,0

	0,009
	36,7
	37,0
	37,2
	36,9
	37,3
	37,5
	36,9
	37,2
	37,2

	0,010
	36,8
	37,1
	37,3
	37,2
	37,9
	38,0
	37,0
	38, 0
	38,1

	0,011
	36,7
	37,0
	37,2
	36,9
	37,5
	37,6
	36,9
	37,9
	37,8

	0,012
	36,6
	36,9
	37,1
	36,8
	37,3
	37,5
	36,8
	37,8
	37,5


Таблица 8 - Влияние доз препарата Fungamil Super AX, вносимого при различной продолжительности замачивания зерна пшеницы в условиях действия разных температур, на показатель удельного объёма зернового хлеба        

	Доза ферментного препарата, %
	Показатель удельного объёма зернового хлеба 

при продолжительности замачивания зерна 

при разной температуре, см3/г

	
	6 ч
	12 ч
	18 ч

	
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°

	Контроль без препарата 
	1,35
	1,52
	1,63
	1,48
	1,66
	1,68
	1,60
	1,64
	1,66

	0,008
	1,43
	1,60
	1,65
	1,50
	1,67
	1,70
	1,62
	1,66
	1,67

	0,009
	1,55
	1,62
	1,66
	1,56
	1,68
	1,72
	1,63
	1,68
	1,68

	0,010
	1,57
	1,64
	1,70
	1,60
	1,70
	1,78
	1,66
	1,70
	1,72

	0,011
	1,56
	1,62
	1,68
	1,58
	1,68
	1,74
	1,64
	1,67
	1,70

	0,012
	1,53
	1,62
	1,66
	1,58
	1,68
	1,73
	1,63
	1,65
	1,66


Таблица 9 - Влияние доз препарата на основе фитазы, вносимого при различной продолжительности замачивания зерна пшеницы в условиях действия разных температур, на показатель пористости зернового хлеба        

	Доза ферментного препарата, %
	Показатель пористости зернового хлеба при продолжительности замачивания зерна при разной температуре, %

	
	6 ч
	12 ч
	18 ч

	
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°

	Контроль без препарата 
	36,6
	36,9
	37,0
	36,8
	37,0
	37,0
	36,7
	36,9
	36,9

	0,060
	36,8
	36,9
	37,0
	36,8
	37,6
	37,8
	36,8
	37,4
	37,8

	0,070
	36,8
	36,9
	37,2
	36,9
	37,7
	38,0
	36,8
	37,5
	38,0

	0,080
	36,9
	37,0
	37,4
	37,0
	37,9
	38,6
	37,6
	38, 5
	38,5

	0,090
	37,0
	37,3
	37,8
	37,5
	38,6
	38,9
	37,4
	38,3
	38,3

	0,100
	36,8
	36,9
	37,1
	37,2
	38,2
	38,4
	37,2
	38,2
	38,3


Таблица 10 - Влияние доз препарата на основе фитазы, вносимого при различной продолжительности замачивания зерна пшеницы в условиях действия разных температур, на показатель удельного объема зернового хлеба        

	Доза ферментного препарата, %
	Показатель удельного объёма зернового хлеба 

при продолжительности замачивания зерна 

при разной температуре, см3/г

	
	6 ч
	12 ч
	18 ч

	
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°
	20°
	40°
	50°

	Контроль без препарата 
	1,35
	1,52
	1,63
	1,48
	1,66
	1,68
	1,60
	1,64
	1,66

	0,060
	1,45
	1,60
	1,66
	1,52
	1,68
	1,72
	1,62
	1,67
	1,68

	0,070
	1,50
	1,64
	1,69
	1,56
	1,70
	1,73
	1,65
	1,68
	1,69

	0,080
	1,56
	1,65
	1,70
	1,58
	1,72
	1,78
	1,72
	1,74
	1,75

	0,090
	1,58
	1,67
	1,72
	1,64
	1,74
	1,82
	1,70
	1,72
	1,73

	0,100
	1,56
	1,62
	1,69
	1,60
	1,71
	1,78
	1,68
	1,69
	1,72


Для получения регрессионных зависимостей показателей качества зернового хлеба с полями дозы ферментных препаратов и продолжительность замачивания зерновой массы проведено изучение изменения показателей удельного объема хлеба и пористости мякиша. Статистическая обработка экспериментальных данных проводилась с использованием пакета программы MathCAD. Математическая зависимость физико-химических показателей качества (удельного объема и пористости мякиша) хлеба из целого зерна пшеницы от доз ферментных препаратов целлюлолитического действия и продолжительности замачивания зерна представлена с помощью уравнений регрессии в таблице 11.

При обработке результатов экспериментальных данных с применением уравнений регрессии получили графики поверхностей. Показатели пористости и удельного объема зернового хлеба коррелировали с величиной доз ферментных препаратов. Наибольшие коэффициенты корреляции получены при применении препарата на основе фитазы.

При обработке результатов экспериментальных данных с применением уравнений регрессии получили графики поверхностей. Показатели пористости и удельного объема зернового хлеба коррелировали с величиной доз ферментных препаратов. Наибольшие коэффициенты корреляции получены при применении препарата на основе фитазы.

При обработке результатов экспериментальных данных с применением уравнений регрессии получили графики поверхностей. Показатели пористости и удельного объема зернового хлеба коррелировали с величиной доз ферментных препаратов. Наибольшие коэффициенты корреляции получены при применении препарата на основе фитазы.
Таблица 11 – Математическая зависимость физико-химических показателей пшеничного зернового хлеба от доз ферментных препаратов и продолжительности замачивания зерна

	Применяемый ферментный препарат
	Уравнения регрессии и коэффициенты корреляции

	
	Для удельного объема зернового хлеба
	Для пористости мякиша

зернового хлеба

	Целловиридин Г20х
	Z= 1,4303+2,7952x+0,0353y-14,3659x2-0,0373xy-0,0012y2

R=0,88
	Z = 34,3755+30,2621x+0,4617y-249,1979x2+0,3732xy-0,0179y2

R=0,84

	Biobake 721
	Z= 1,4691+1,0118x+0,0336y-1,4952x2-0,0167xy-0,0013y2

R=0,84
	Z= 35,926+3,2358x+0,2116y-19,7111x2+

0,7632xy-0,009y2

R=0,90

	Pentopan 500 BG
	Z= 1,4577+32,2857x+0,0354y-3690,4762x2-0,0238xy-0,0014y2

R=0,88
	Z= 36,1063+155,2381x+0,181y-34920,6349x2+14,0476xy-0,0083y2

R=0,82

	Fungamil Super AX
	Z= 1,4479+7,5719x+0,0377y-168,2922x2-0,1399xy-0,0015y2

R=0,84
	Z=36,434+19,1595x+0,1275y+105,1826x2+

4,7024xy- 0,006y2
R=0,76

	На основе фитазы
	Z=1,4345+0,5091x+0,041y+4,8299x2-0,0031xy-0,0016y2

R=0,91
	Z= 35,2724+1,8433x+0,3369y-5,1978x2+0,9254xy-0,0141y2
R=0,92


Прогнозирование показателей качества хлеба на основании модели процесса замачивания зерновой массы позволяет произвести оптимизацию. Процесс оптимизации по полученным уравнениям регрессии позволил установить, что оптимальной дозировкой ферментного препарата Целловиридин Г20х при выпечке пшеничного зернового хлеба является 0,08% от массы сухих веществ зерна (2,8 ед/г целлюлазной активности), оптимальной продолжительностью замачивания - 12 часов.
Оптимальной дозировкой ферментного препарата Biobake 721 при выпечке пшеничного зернового хлеба является 0,09 % от массы сухих веществ зерна (0,6 ед/г ксиланазной активности), ферментного препарата                      Pentopan 500 BG при выпечке пшеничного зернового хлеба составляет 0,004 % от массы сухих веществ зерна (0,11 ед/г ксиланазной активности), ферментного препарата Fungamil Super AX при выпечке пшеничного зернового хлеба составила 0,01 % от массы сухих веществ зерна (0,25 ед/г ксиланазной активности), ферментного препарата на основе фитазы при  выпечке зернового хлеба составила 0,09 % от массы сухих веществ зерна (10,8 ед/г фитазной активности) при продолжительности замачивания 12 часов.
Статистическая обработка данных по влиянию на величины удельного объема и пористости мякиша пшеничного зернового хлеба концентраций ферментных препаратов целлюлолитического действия и продолжительности процесса замачивания зерна (таблица 12) показала, что применение биокатализаторов при оптимальной температуре для действия ферментативного комплекса (50 °С) дает заметный эффект.
Таблица 12 – Некоторые показатели дисперсионного анализа

	Применяемый ферментный препарат
	Пористость мякиша хлеба
	Удельный объем хлеба

	
	Критерий Фишера
	Вероятность ошибки 1-го рода
	Критерий Фишера
	Вероятность ошибки 1-го рода

	Целловиридин Г20х
	7,108
	0,00136
	9,974
	0,00025

	Biobake 721
	10,189
	0,00054
	5,718
	0,00632

	Pentopan 500 BG
	5,022
	0,0103
	8,035
	0,00156

	Fungamil Super AX
	3,302
	0,0417
	5,666
	0,00655

	На основе фитазы
	12,928
	0,00017
	11,109
	0,00036


Физико-химические показатели качества пшеничного зернового хлеба при применении оптимальных доз ферментных препаратов целлюлолитического действия в процессе замачивания зерна представлены на рисунке 2.

Наибольшее увеличение удельного объёма хлеба и пористости мякиша наблюдалось при внесении ферментного препарата Целловиридин Г20х в количестве 0,08 % от массы сухих веществ зерна при продолжительности замачивания 12 часов.
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1 – контроль, 2 – Целловиридин Г20х, 3 - Biobake 721,
4 - Pentopan 500 BG, 5 - Fungamil Super AX , 6 – препарат на основе фитазы
Рисунок 2 – Удельный объем (а) и пористость мякиша (б) зернового пшеничного хлеба при внесении оптимальных доз ферментных препаратов целлюлолитического действия и продолжительности замачивания зерна 12 часов 

На рисунке 3 представлены графики поверхностей зависимости пористости мякиша пшеничного зернового хлеба при применении для замачивания зерна пшеницы ферментных препаратов целлюлолитического действия. На рисунке 4 – графики поверхностей зависимости удельного объема пшеничного зернового хлеба при замачивании зерна с ферментными препаратами целлюлаз.
Хлебобулочные изделия, вырабатываемые с использованием продуктов переработки зерна  ржи, являются важным элементом питания значительной части населения России. Пшенично-ржаной хлеб имеет пониженные энергетическую ценность и содержание крахмала, улучшенный минеральный состав, высокое содержание пищевых волокон.  
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1 – препарат Целловиридин Г20х, 2 – препарат Biobake 721,
3 – препарат Pentopan 500 BG, 4 – препарат Fungamil Super AX,

5-препарат на основе фитазы
Рисунок 3 - Влияние концентрации ферментных препаратов и продолжительности замачивания на пористость мякиша пшеничного зернового хлеба 
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1 – препарат Целловиридин Г20х, 2 – препарат Biobake 721, 3 – препарат Pentopan 500 BG,
4 – препарат Fungamil Super AX, 5-препарат на основе фитазы
Рисунок 4 - Влияние концентрации ферментных препаратов и продолжительности замачивания на удельный объем пшеничного зернового хлеба
Технологии приготовления теста с использованием продуктов переработки зерна ржи имеют ряд особенностей, обусловленных состоянием углеводно-амилазного и белково-протеиназного комплексов зерна ржи.

В зерне ржи в активном состоянии находятся ферменты  ά- и  β-амилазы. В связи с этим, при замачивании зерна ржи  крахмал подвергается более интенсивному воздействию амилолитических ферментов, образуется большее количество декстринов, придающих мякишу хлеба липкость, заминаемость и другие дефекты. В зерне ржи отмечается относительно высокое содержание высокомолекулярных пентозанов, обладающих повышенной гидрофильностью, что также влияет на структурно-механические свойства зерновой массы ржаного теста, в частности на его расплываемость. Белковые вещества зерновой массы  в тесте в значительной степени пептизируются, неограниченно набухают, переходя в вязкий коллоидный раствор, что влияет на вязкость теста. Все перечисленные особенности ржаной зерновой массы обусловливают технологии приготовления ржаного теста, обеспечивающие высокое кислотонакопление. При приготовлении хлеба с использованием  целого зерна ржи для того, чтобы получить продукт удовлетворительного качества,  целесообразно его применение в смеси с преобладанием зерна пшеницы.  

Различия в строении оболочек зерна пшеницы и ржи обусловливают раздельное замачивание и подбор дозировок ферментных препаратов.

При  определении рациональных дозировок ферментных препаратов для производства пшенично-ржаного зернового хлеба также проводили лабораторные выпечки хлеба. Замачивание зерна пшеницы и ржи осуществляли раздельно при температуре 50 °С, продолжительность замачивания составляла 12, 16 и 20 часов. При замачивании зерна пшеницы использовали оптимальные дозировки, установленные в условиях технологии пшеничного зернового хлеба. Для замачивания зерна ржи применяли ферментные препараты целлюлолитического действия в дозах: Целловиридин Г20х – 0,060-0,180 %  (2,1-6,3 единиц целлюлазной активности) от массы сухих веществ зерна,  препарат на основе фитазы и  Biobake 721 – 0,080-0,180 % от массы сухих веществ зерна (9,6-21,6 единиц фитазной активности),  Pentopan 500 BG – 0,004-0,008 % от массы сухих веществ зерна (0,1-0,2 единиц ксиланазной активности),  Fungamil Super AX – 0,010-0,020 % от массы сухих веществ зерна (0,25-0,50 единиц ксиланазной активности) с шагом 0,01 %. 

После раздельного замачивания зерно пшеницы и ржи брали в соотношении 4:1, измельчали на диспергаторе Homogenizer 1094 фирмы «Текатор». Затем готовили тесто двухфазным способом на густой закваске (в количестве 50 % от общей массы зерна) из увлажненного диспергированного зерна ржи. 

В результате действия целлюлолитических ферментных препаратов  улучшились качественные показатели хлеба из смеси целых зерен пшеницы и ржи. Органолептическая оценка опытных образцов хлеба  с внесением ферментных препаратов выявила их отличие от контрольного образца более развитой пористостью, большим удельным объёмом и эластичностью мякиша. 

Математическая зависимость физико-химических показателей качества (удельного объема и пористости мякиша) хлеба из смеси целых зерен пшеницы и ржи от доз ферментных препаратов целлюлолитического действия, применяемых для обработки зерна ржи и продолжительности замачивания зерна ржи, представлена с помощью уравнений регрессии в таблице 13.

При обработке результатов экспериментальных данных с применением уравнений регрессии получили графики поверхностей. Математическая обработка результатов исследования показала, что физико-химические показатели качества зернового хлеба коррелируют с величиной доз применяемых при замачивании биокатализаторов на основе целлюлаз, об этом свидетельствуют высокие коэффициенты корреляции R.
Таблица 13 – Математическая зависимость физико-химических показателей ржано-пшеничного зернового хлеба от доз ферментных препаратов и продолжительности замачивания зерна

	Применяемый ферментный препарат
	Уравнения регрессии и коэффициенты корреляции

	
	Для удельного объема зернового хлеба
	Для пористости мякиша

зернового хлеба

	Целловиридин Г20х
	Z= 1,3956+0,8994x-0,0373y-1,8691x2+0,078xy+0,0021y2
R=0,93
	Z = 48,9876+26,9289x-2,3051y-131,8949x2+3,4048xy-0,01193y2

R=0,89

	Biobake 721
	Z= 1,5181+0,3805x+0,0583y-0,5198x2+0,0567xy+0,0029y2

R=0,87
	Z= 41,9614-13,4229x-0,5018y+29,3322x2+

2,6958xy+0,0279y2

R=0,93

	Pentopan 500 BG
	Z= 1,1724+5,1247x+0,0248y-9,0974x2-0,1895xy-0,9476y2
R=93
	Z= 48,1873+27,3324x-2,0589y-143,4559x2+3,9546xy-0,1051y2

R=0,89

	Fungamil Super AX
	Z=1,2824+2,1739x+0,0091y+8,053x2-0,1101xy+0,0005y2

R=0,97
	Z=43,4157+11,4046x+0,6961y+
82,8933x2+5,1144xy- 0,0298y2
R=0,89

	На основе фитазы
	Z=1,1633+1,4232x+0,0148y-3,204x2+0,0792xy-0,0003y2

R=0,96
	Z= 46,7031+37,7025x-1,716y-196,2161x2+3,9274xy+0,0894y2

R=0,91


Полученные результаты пробных выпечек зернового хлеба показали, что наибольшее увеличение удельного объема и пористости мякиша хлеба наблюдалось при внесении препарата Целловиридин Г20х  в количестве 0,08 % от массы  сухих веществ зерна пшеницы и 0,16 % от массы сухих веществ зерна ржи; при применении ферментного препарата Pentopan 500 BG в количестве 0,004 % от массы сухих веществ зерна пшеницы и 0,007 % от массы сухих веществ зерна ржи;  при внесении ферментного препарата Fungamil Super AX при соотношении доз 0,01/0,018 % от массы сухих веществ зерна для зерна пшеницы и ржи;  при использовании препаратов Biobake 721 и на основе фитазы - в дозировках 0,09 % от массы сухих веществ зерна пшеницы и 0,18 % к массе сухих веществ зерна ржи. Установлено, что оптимальная продолжительность замачивания для зерна ржи составила 16 часов.

Физико-химические показатели качества пшеничного зернового хлеба при применении рациональных доз ферментных препаратов целлюлолитического действия в процессе замачивания зерна представлены на рисунке 5.
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1 – контроль, 2 – Целловиридин Г20х, 3 - Biobake 721, 4 - Pentopan 500 BG, 
5 - Fungamil Super AX , 6 – препарат на основе фитазы
Рисунок 5 – Удельный объем и пористость мякиша зернового пшенично-ржаного хлеба при внесении оптимальных доз ферментных препаратов целлюлолитического действия и продолжительности замачивания зерна 16 часов

При проведении лабораторных выпечек зерновых хлебобулочных изделий из целого диспергированного зерна пшеницы и смеси зерен пшеницы и ржи установлено, что ферментный препарат Целловиридин Г20х имел наибольшую эффективность. При внесении препарата на стадии замачивания целого зерна злаковых культур, хлеб, получаемый из этого зерна, отличался лучшими органолептическими и физико-химическими показателями качества. Поэтому в технологии зернового хлеба из целого зерна тритикале использовали препарат Целловиридин Г20х.

Определение оптимальной дозы препарата осуществляли при проведении лабораторных выпечек хлеба. На стадии замачивания зерна тритикале вносили ферментный препарат Целловиридин Г20х в дозах 0,06-0,12% от массы сухих веществ зерна (2,1-4,2 еЦа), продолжительность замачивания составила 6, 12, 18 часов. 

После замачивания зерно тритикале измельчали на диспергаторе Homogenizer 1094 фирмы «Текатор». Затем готовили тесто безопарным способом по рецептуре, аналогичной приготовлению хлеба из целого диспергированного зерна пшеницы.

Полученные экспериментальные данные были обработаны математически с использованием пакета программы MathCAD.  

Математическая зависимость физико-химических показателей качества (удельного объема и пористости мякиша) хлеба из целого зерна тритикале от доз ферментных препаратов целлюлолитического действия и продолжительности замачивания зерна представлена с помощью плоскостей  поверхностей и уравнений регрессии (рисунок 6).

Установлено, что оптимальная дозировка препарата Целловиридин Г20х при замачивании зерна тритикале составила 0,10 % от массы сухих веществ зерна при продолжительности замачивания 12 часов. При внесении оптимальной дозы биокатализатора удельный объем зернового хлеба увеличивается на 11 %, а пористость мякиша -  на 1,8 %. 

Таким образом, проведенные исследования показали, что применение биокатализаторов  на основе целлюлаз приводит к улучшению показателей качества зерновых хлебобулочных изделий: улучшается структура мякиша, увеличивается объем. Проведение лабораторных выпечек зернового хлеба позволило определить рациональные дозировки ферментных препаратов целлюлолитического действия. С помощью пакетов программы MathCAD была установлена математическая зависимость физико-химических показателей качества (удельного объема и пористости мякиша) хлеба из целого зерна пшеницы и тритикале от доз ферментных препаратов целлюлолитического действия и математически обоснованы оптимальные концентрации биокатализаторов, используемые при замачивании зерна злаковых культур.
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Рисунок 6 – Влияние концентрации Целловиридина Г20х и продолжительности замачивания на показатель удельного объема (а) и пористости мякиша (б) хлеба из зерна тритикале (t = 50 °С, pH 4,5)

Экспериментальные данные, полученные с помощью  лабораторных выпечек зерновых хлебобулочных изделий, показали, что при производстве зерновых хлебобулочных изделий наибольшей эффективностью обладает препарат Целловиридин Г20х.

4.3 Влияние ферментных препаратов целлюлолитического действия на динамику изменения влажности зерна в процессе замачивания

При помещении зерна в воду начинается процесс поглощения влаги. Содержание воды в зерне – важнейший показатель, влияющий на степень диспергирования.

Подготовку зерна проводили в течение 20 часов. Начальная влажность сухого зерна пшеницы составляла 12,4 %, ржи – 11,4 %. Влажность зерна в динамике при замачивании определяли через каждые 2 часа воздушно-тепловым методом с предварительным подсушиванием по ГОСТ 13586.5-93. 

На рисунках 7 и 8 показано изменение влажности зерна пшеницы и ржи в процессе его замачивания в цитратном буфере  при  температуре 50°С в зависимости от гидромодуля. Исследования изменения влажности зерна проводили в условиях гидромодуля 1:1; 1:1,5; 1:2. 

Влажность зерна в условиях гидромодуля 1:2 возрастает по сравнению с гидромодулем 1:1,5 незначительно. Следовательно, целесообразно использовать при замачивании зерна злаковых культур гидромодуль 1:1,5.

[image: image18.emf]0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

0 5 10 15 20 25

Продолжительность замачивания, ч

Влажность, %

1:01 01:01,5 1:02 1:1 1:1,5 1:2

 

Рисунок 7 - Динамика  влажности зерна пшеницы, замоченного в цитратном буфере рН 4,5, при температуре  50 °С в зависимости от гидромодуля.
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Рисунок  8 - Динамика  влажности зерна ржи, замоченного в цитратном буфере рН 4,5, при температуре  50° С в зависимости от гидромодуля 
На рисунках 9, 10 и 11 представлена динамика влажности зерна пшеницы, ржи и тритикале в зависимости от продолжительности замачивания при использовании цитратного буфера рН 4,5 и ферментных препаратов целлюлолитического действия в условиях температуры, оптимальной для ферментных комплексов, на рисунке 14 – динамика влажности зерна тритикале в зависимости от продолжительности замачивания при применении ферментного препарата Целловиридин Г20х.

Низкие показатели качества зернового хлеба из целых зерен пшеницы, обработанных ферментными препаратами целлюлолитического действия в течение шести часов на стадии замачивания обусловлены тем, что влажность зерна за указанный  промежуток времени не достигает значений, достаточных для проведения диспергирования. 

Для получения зерновой массы, способной подвергаться диспергированию, влажность зерна должна составлять 40-45 %. Оптимального значения влажности зерно пшеницы, ржи и тритикале достигает за разное время. Процесс замачивания характеризуется взаимодействием зерна с избыточным количеством воды. Оболочки зерна имеют пониженную гигроскопичность. При контакте зерна с водой они быстро поглощают ее, но удерживают непрочно, вода перемещается в алейроновый слой и зародыш. 

Зерно более чем на 90 % состоит из гидрофильных биополимеров, большая часть веществ, входящих в состав зерна (крахмал, белки, клетчатка) способна к ограниченному набуханию в воде. Поглощение воды биополимерами зерна обусловлено наличием в их макромолекулах активных групп атомов, обладающих запасом свободной энергии. К таким группам относятся –OH, -NH, -NH2, -COOH и другие. Эти группы выступают в роли активных центров сорбции воды и могут удерживать одну, две или более молекул воды. Не набухают и не растворяются в воде гидрофобные вещества – липиды. Часть веществ зерна растворяется в воде (сахара, свободные аминокислоты, фосфаты и другие).

Влагоперенос в зерне направлен от оболочек (богатых клетчаткой) к алейроновому слою (с высоким содержанием белка) и затем к эндосперму. В первые часы замачивания (0-6 ч) происходит резкое увеличение влажности сухого зерна с 12,4 до 29,9,1-32,3 %, что связано с интенсивным поглощением влаги через зародыш и бороздку. Этот период характеризуется скачкообразным возрастанием влажности зерна.
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Рисунок 9 - Динамика влажности зерна пшеницы в зависимости от продолжительности замачивания и вида применяемого ферментного препарата.

Первоначально вода насыщает плодовые оболочки, полная влагоемкость которых обеспечивает увеличение влажности зерна приблизительно на 4 %, накапливается в пустотелых омертвевших клетках и в области деградированного слоя трубчатых клеток. Захваченная оболочками влага связана слабо. Этот период протекает первые 30 минут. Результатом является набухание оболочек, общее увеличение объема зерна. Прочное удержание воды в зерне и предотвращение ее потерь обеспечивается благодаря высокой гидрофильности тканей семенной оболочки, алейронового слоя и зародыша. Вода быстро перемещается в эти анатомические части и прочно связывается. Здесь вода задерживается на период, протяженность которого определяется временем, необходимым для активации ферментных систем.
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Рисунок 10 – Динамика влажности зерна ржи в зависимости от продолжительности замачивания и вида применяемого ферментного препарата

На второй стадии замачивания (6-16 ч) скорость поглощения влаги  зерном снижается. При этом нарастание влажности зерна, замоченного без ферментных препаратов, происходит значительно медленнее, чем при их использовании. Это связано с тем, что некоторые вещества, входящие в состав клеточных стенок зерна, набухают и заклинивают микрокапиляры, что затрудняет перемещение влаги в зерне. Вносимые при замачивании зерна ферментные препараты целлюлолитического действия воздействуют на компоненты перифирических слоев зерновки, осуществляют мягкий  гидролиз целлюлозы и гемицеллюлоз и способствуют более быстрому движению влаги. Происходит диффузный перенос воды из алейронового слоя и зародыша внутрь эндосперма. Разрыхляется эндосперм, образуются в нем микротрещины.
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Рисунок 11 – Динамика влажности зерна тритикале в зависимости от продолжительности замачивания.

На третьей стадии (16-24 ч) происходит постепенное распределение влаги по анатомическим частям зерна в равновесном соотношении в соответствии с их структурными особенностями и термодинамическими характеристиками влагопереноса. Нарастание влажности замедляется. 

Замачивание зерна приводит к начальной стадии прорастания – набуханию. Вследствие поглощения воды коллоиды набухают и объем зерна увеличивается на 45 %. Возможен перенос биологически активных соединений (витаминов, минеральных веществ, свободных аминокислот и других) из одной части зерновки в другую.

С увеличением влажности растет и масса зерна. При погружении зерна в воду создается разность концентраций воды внутри и снаружи зерновки, вследствие чего вода начинает проникать через оболочку. При замачивании зерна пшеницы, ржи и тритикале влажность образцов с использованием ферментных препаратов целлюлолитического действия выше, чем в контрольном варианте. При использовании ферментных препаратов зерно  пшеницы набирает влажность более 41 % за 12 часов, а контрольный образец - за 13 часов. При замачивании зерна ржи с использованием ферментных препаратов целлюлолитического действия набирает влажность более 42 % за 16 часов, тогда как влажность зерна ржи, замоченного в цитратном буфере рН 4,5 за 16 часов достигает значения 40,4 %. При замачивании зерна тритикале в растворе ферментного препарата Целловиридин Г20х зерно достигает влажности 45 % за 9 часов. Была установлена рациональная продолжительность замачивания зерна пшеницы при температуре 50 °С, рН 4,5 в течение 12 часов, зерна ржи – в течение 16 часов. Замачивание зерна в течение данного времени позволяет обеспечить достижение влажности зерновой массы, достаточной для проведения операции диспергирования.

С помощью метода электронной сканирующей микроскопии были изучены поперечные срезы нативного зерна пшеницы и ржи после замачивания в воде  и в растворах ферментных препаратов Целловиридин Г20х, Biobake 721, Pentopan 500 BG, Fungamil Super AX и на основе фитазы (замачивание осуществляли при оптимальных условиях: рН 4,5, температура 50 °С, гидромодуль 1:1,5, продолжительность 12 часов). Препараты  срезов зерна  пшеницы рассматривали с увеличением х27.  На рисунке 12 представлен общий вид среза нативного зерна пшеницы влажностью 12,4 %. Зерновка представляет собой компактную структуру, оболочки плотно прижаты к другим анатомическим частям зерна. При рассмотрении зерна пшеницы после замачивания в буферном растворе в течение 12 часов можно заметить, что в отдельных местах зерновки плодовая оболочка отделилась от семени. 
Трубчатый слой плодовой оболочки представляет собой отдельные группы клеток. Поэтому плодовая оболочка непрочно соединена с семенной. Она отделяется, если зерно было увлажнено. В области щитка под действием воды произошло образование углублений.
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Рисунок 12 – Поперечные срезы зерна пшеницы х27
Внутренние части зерна из-за насыщения водой имеют более рыхлую консистенцию.

Подкисление влияет на клеточную стенку непосредственно. В результате подкисления происходит размягчение клеточной стенки. Однако окончательного ответа на вопрос  о причинах этого явления до сих пор не получено.

На этот счет существует две гипотезы. Согласно одной из них, при подкислении происходит ослабление поперечных связей между полимерами клеточной стенки, что позволяет им скользить относительно друг друга во время растяжения клетки. Вторая гипотеза утверждает, что при подкислении разрываются водородные связи между полимерами, главным образом те, которые связывают микрофибриллы целлюлозы и прилегающие к ним гемицеллюлозы. Однако  при рН 4,5 не происходит значительного ослабления водородных связей между полисахаридами. При тестировании in vitro растяжимости клеточных стенок в кислотных буферах, установлено, что в процессе участвуют белки, но не гидролазы полисахаридов, после денатурации белков процесс прекращается.

Для всех образцов зерна пшеницы, обработанных  ферментными препаратами целлюлолитического действия, характерно более выраженное отслоение плодовых оболочек от зерновки по сравнению с зерном, замоченным в цитратном буфере рН 4,5. Различия, обнаруживаемые на поперечных срезах зерновки после воздействия  ферментных препаратов, обусловлены составом ферментных комплексов препаратов и их активностью.

Поперечные срезы зерна, обработанного ферментными препаратами целлюлолитического действия, внесенными в оптимальных дозировках на стадии замачивания, показывают, что наиболее мягкое действие оказывает ферментный препарат Целловиридин Г20х. В результате действия этого препарата периферические слои плодовой оболочки зерна незначительно отходят от зерновки. В целом зерно приобретает несколько искаженные очертания, оболочки размягчаются. В области щитка углубления увеличиваются в диаметре.

Под действием ферментных препаратов Biobake 721, Fungamil Super AX, Pentopan 500 BG, плодовая оболочка равномерно отделяется от семенной части и приобретает более жесткую структуру.  Вероятно набор ферментов, входящих в комплекс препаратов импортного производства, в преобладающем количестве включает экзогликаназы. Экзогликаназы – это ферменты  (рН оптимум 4-5), которые отщепляют по моносахариду от нередуцирующего  конца основных или боковых цепей полисахаридов. В основном это ферменты «дебранчинга», которые предположительно ужесточают, а не размягчают клеточные стенки. При воздействии препарата Fungamil Super AX плодовая оболочка приобретает  вид плотного кожуха, имеет разломы, трещины на поверхности. Аналогичные изменения плодовых оболочек зерна характерны для действия препарата Pentopan 500 BG. Разнообразный вид зерновки после воздействия ферментных препаратов обусловлен их ферментным составом и активностью.

При обработке зерна препаратом на основе фитазы наблюдается равномерное отслоение оболочки, как в случае с Целловиридином Г20х она выглядит более размягченной.

Также были приготовлены поперечные срезы нативного зерна ржи и зерна после замачивания в буферном растворе рН 4,5 и растворах ферментных препаратов Целловиридин Г20х, Biobake 721, Pentopan 500 BG, Fungamil Super AX и на основе фитазы (замачивание осуществляли при оптимальных условиях: рН 4,5, температура 50 °С, гидромодуль 1:1,5, продолжительность         16 часов). Препараты рассматривали с помощью электронного сканирующего микроскопа при увеличении в х30-40. В целом, при замачивании зерна ржи в воде и ферментных препаратах произошли изменения, аналогичные изменениям зерна пшеницы.

На рисунке 13 представлен срез нативного зерна ржи, влажность которого 11,4 %. Как и в случае зерна пшеницы, можно наблюдать компактную структуру, оболочки  плотно прилегают к внутренней части зерновки. 

После замачивания в воде в течение 16 часов поперечный срез зерна ржи претерпел незначительные изменения. Плодовая оболочка в некоторых местах немного отошла от семенной, в области щитка появилась более глубокая полость. Ферментный препарат Целловиридин Г20х при замачивании в его растворе зерна ржи проявил себя в качестве препарата, осуществляющего достаточно мягкий гидролиз периферических частей зерновки. Плодовые оболочки отслоились от сменных практически по всей поверхности зерна. Аналогичная картина наблюдается для зерна ржи, замоченного в растворе ферментного препарата  на основе фитазы. В целом срез зерновки имеет обычный характерный для нее вид.

Действие препаратов Pentopan 500 BG и Fungamil Super AX приводит к разрушению зерновки. Жесткая структура плодовых оболочек приобретает разломы и трещины, зерно в области щитка имеет полости больших размеров. Вероятно, зерно ржи при выбранных условиях обработки  в большей степени прорастает, чем под действием других изучаемых ферментных препаратов. Ферментный препарат Biobake 721 также способствует отслоению плодовой оболочки, которая приобретает  разломы различной формы. Однако под действием этого препарата зерновка не подвергается столь глубоким изменениям, как под действием препаратов Pentopan 500 BG и Fungamil Super AX. 

На рисунке 14 представлены микрофотографии поперечных срезов зерна тритикале, выполненные с увеличением х30. Срез нативного зерна влажностью 12,4 % , как и в случае зерна других зерновых культур, представляет собой достаточно компактную структуру.
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Рисунок 13 – Поперечный срез зерна ржи х30-40
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Рисунок 14 - Поперечный срез зерна тритикале х30

После замачивания в воде и растворах ферментных препаратов в течение 12 часов  плодовая оболочка отделяется от семени. Произошли существенные изменения микроструктуры зерна в области щитка: появились значительные углубления неправильной формы. 

Более эффективное гидролизующее действие препарата Целловиридин Г20х при замачивании зерна тритикале, вероятно, связано с его биохимическими особенностями, отличающими тритикале от родительских форм зерновых культур. 

4.4. Влияние ферментных препаратов на динамику накопления редуцирующих сахаров в зерне злаковых культур

В ходе ферментативного гидролиза изменяются физико-химические параметры субстратов. Изменение реакционной способности субстратов целлюлолитических ферментов определяется различными целлюлазными комплексами и их компонентами. Одним из критериев реакционной способности целлюлозосодержащего сырья является выход восстанавливающих сахаров в процессе гидролиза.

Концентирация восстанавливающих сахаров в зерне пшеницы за 12 часов гидролиза составляет 0,92-1,47 %, ржи – 1,11-1,57 %. Однако увеличение количества восстанавливающих сахаров в зерновой массе происходит как вследствие действия ферментных препаратов целлюлолитического действия, так и собственных амилолитических ферментов алейронового слоя и зародыша. С увеличением продолжительности замачивания возрастает содержание восстанавливающих сахаров. 

Динамика образования восстанавливающих сахаров (в пересчете на глюкозу) в процессе замачивания зерна пшеницы и ржи с ферментными препаратами целлюлолитического действия представлена на рисунках 15 и 16. Отбор проб проводили через каждые 4 часа.

При замачивании зерна пшеницы в воде при оптимальных условиях для действия ферментных комплексов используемых препаратов (рН 4,5; температура 50 °С) за 12 часов замачивания количество восстанавливающих сахаров в пересчете на глюкозу увеличилось на 35,3 %. Наиболее интенсивно возрастает содержание восстанавливающих сахаров в системе при продолжительности замачивания зерна 12-16 часов. Внесение ферментных препаратов целлюлолитического действия способствует росту количества восстанавливающих сахаров. За 12 часов замачивания зерна пшеницы содержание восстанавливающих сахаров увеличилось при применении препарата Целловиридин Г20х в 2 раза, при применении  препаратов Biobake 721, Pentopan 500 BG и на основе фитазы – в 1,8, 1,7 и 1,9 раз соответственно. Использование для гидролиза некрахмальных полисахаридов периферийных частей зерна пшеницы препарата Fungamil Super AX привело к увеличению содержания восстанавливающих сахаров в зерновой массе в 2,2 раза. Это связано с ферментным составом препарата Fungamil Super AX, в котором присутствует ά-амилаза. Рост содержания восстанавливающих сахаров в присутствии указанного ферментного препарата объясняется тем, что наряду с гидролизом некрахмальных полисахаридов происходит гидролитический распад крахмала.
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Рисунок 15 - Динамика образования восстанавливающих сахаров в процессе замачивания зерна пшеницы с ферментными препаратами целлюлолитического действия

Динамика образования восстанавливающих сахаров в зерновой массе ржи в процессе замачивания в воде и в растворах ферментных препаратов целлюлолитического действия аналогична.
При замачивании зерна в воде в течение 12 часов процесс происходит более интенсивно и количество восстанавливающих сахаров возрастает на           46 %. При использовании препарата Целловиридин Г20х  содержание восстанавливающих сахаров в зерновой массе увеличивается в 2 раза,  препаратов Biobake 721, Pentopan 500 BG, на основе фитазы – в 1,8 раз. Применение ферментного препарата Fungamil Super AX приводит к увеличению содержания восстанавливающих сахаров в 2,1 раза.
Динамика образования восстанавливающих сахаров (в пересчете на глюкозу) в процессе замачивания зерна тритикале с ферментным препаратом Целловиридин Г20х представлена на рисунке 16. Отбор проб проводили через каждый час.
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Рисунок 16 - Динамика образования восстанавливающих сахаров в процессе замачивания зерна ржи с ферментными препаратами целлюлолитического действия

Нативное зерно тритикале отличалось от зерна пшеницы и ржи несколько повышенным содержанием восстанавливающих сахаров (рисунок 17). При замачивании зерна тритикале в воде количество восстанавливающих сахаров за 12 часов возросло в 5,5 раз, а при применении ферментного препарата Целловиридин для замачивания зерна при оптимальных условиях для действия ферментного комплекса препарата (рН 4,5; температура 50 °С) за 12 часов замачивания количество восстанавливающих сахаров в пересчете на глюкозу увеличилось в 5,9 раз.
Резкое нарастание количества восстанавливающих сахаров в зерне тритикале в процессе замачивания объясняется особенностями углеводно-амилазного комплекса этой культуры: активность амилолитических ферментов зерна тритикале вероятно увеличивается за период замачивания в несколько раз.

Таким образом, проведенные исследования показали, что количество восстанавливающих сахаров в зерновой массе пшеницы и ржи при замачивании зависит  от продолжительности процесса и  вида применяемого ферментного препарата целлюлолитического действия. В то же время в варианте опыта без использования ферментных препаратов количество восстанавливающих сахаров также возрастает. Наблюдаемая динамика роста количества восстанавливающих сахаров при замачивании зерна в водной среде,  представляет собой вклад собственных ферментов амилолитического действия, активизация которых происходит постепенно с увеличением времени контакта с водой морфологических частей зерновки. Количество восстанавливающих сахаров в зерне тритикале при замачивании в воде и в растворе препарата Целловиридин Г20х возрастает более интенсивно. Это связано с особенностью зерна тритикале, заключающейся в наличии очень активных амилолитических ферментов.

Через определенное время поглощенная влага поступает в алейроновый слой и зародыш. Происходит активация ферментов алейронового слоя и зародыша и вода начинает перемещаться внутрь  крахмалистой части эндосперма, где присутствуют необходимые для гидролиза  запасные вещества. Перенос влаги носит диффузный характер, путем перескока с одного активного центра на другой, обладающий более высокой энергией, поэтому утверждение о переносе минеральных веществ или витаминов не имеет под собой теоретического обоснования. 
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Рисунок 17 - Динамика образования восстанавливающих сахаров в процессе замачивания зерна тритикале с ферментным препаратом Целловиридин Г20х

Интенсивность диффузионного процесса влагопереноса невысока и поэтому механически напряженное состояние зерна сохраняется на протяжении 4-8 часов. При этом эндосперм не выдерживает напряжения, в нем образуется сеть микротрещин, его плотная стекловидная структура разрушается. Под действием ферментов происходит частичный гидролиз углеводов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные на I (отчетном) этапе экспериментальные исследования позволили:

· установить, что применение ферментных препаратов при замачивании зерна злаковых культур способствует повышению качества зернового хлеба; 

· определить оптимальные дозировки биокатализаторов на основе целлюлаз для применения в технологии хлеба из целого диспергированного зерна пшеницы, смеси зерен пшеницы и ржи и зерна тритикале;

· выявить, что наиболее эффективным ферментным препаратом на основе целлюлаз при производстве зернового хлеба является отечественный препарат Целловиридин Г20х. Немного уступает ему по эффективности лабораторный образец препарата, полученный на основе штамма грибной культуры Penicillium canescens F 4.2B.

· установить, что присутствие ксиланазы в ферментных препаратах ускоряет процесс гидролиза фитина и что доступность фитина для фитазы, вносимой в составе препарата и собственной, расположенной в алейроновом слое зерна, связана со степенью деструкции гемицеллюлоз.

· определить оптимальную продолжительность замачивания зерна злаковых культур и гидромодуль при применении в производстве зерновых хлебобулочных изделий биокатализаторов на основе целюлаз.

Таким образом, проведено научное обоснование необходимости разработки экологически безопасных ресурсосберегающих технологий переработки зерна злаковых культур и зерновых продуктов и применения ферментных препаратов целлюлолитического действия, приведены результаты экспериментальных исследований по определению доз и обоснованию режимов замачивания зерна, а также по оценке интенсивности процесса гидролиза некрахмальных полисахаридов под действием различных ферментных препаратов на основе целлюлаз.
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