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Повышение эффективности животноводства требует организации полноценного кормления [2, 5, 9-12, 65-67]. Это возможно с применением функциональных кормовых добавок. К настоящему разработаны технологии их получения [31-52, 71] и схемы эффективного применения в животноводстве [15-17, 53, 54, 56].
В процессе консервирования и хранения кормов в первую очередь происходят большие потери витаминов и других биологически активных веществ [75-80]. Наиболее чувствительны к их недостатку цыплята-бройлеры: происходит уменьшение продуктивности, увеличение затрат кормов, снижение иммунитета [8, 18, 20-28, 30, 57]. Это требует введения в комбикорма гарантированных витаминных добавок. Решить проблему можно, опираясь на натуральные источники витаминов с использованием энергосберегающих технологий влажного фракционирования зеленой массы трав [4, 13, 14, 34].
К настоящему времени накоплен богатый опыт выделения и фракционирования белковых компонентов из различных растительных источников. Большое число методов отделения белков от сопутствующих веществ обусловлено особенностями их физико-химических свойств и основано на различной растворимости, зависящей от температуры, концентрации ионов водорода, диэлектрических свойств растворителей и ионной силы раствора [19, 58, 59-64, 70].
Термическая коагуляция широко используется в промышленных установках для получения протеинового зеленого концентрата (ПЗК) растений. Помимо термических существуют другие способы физико-химического воздействия на компоненты сока. Так, известно, что большинство белков из листьев теряет растворимость при рН в интервале 3,0-5,0. Изоэлектрическая точка для цитоплазматических белков при этом лежит в интервале 3,3-3,6, а для хлоропластной фракции – 4,8-5,5 [68]. Принцип изоэлектрического осаждения белков находит место при микробиологической ферментации сока. В качестве коагулирующего агента используются культуры микроорганизмов, в частности, молочнокислые бактерии, которые в процессе роста в анаэробных условиях, используя сахара и другие вещества сока, выделяет в культуральную жидкость органические кислоты и, в первую очередь, молочную кислоту [29, 55, 73, 74].
Рядом авторов предложен способ использования органических растворителей для обесцвечивания суммарной фракции белков клеточного сока. Этот метод применяют для получения пищевых продуктов, а также для экстракции каротиноидов. Экстракция растворителями имеет два положительных момента: происходит увеличение содержание белка в конечном продукте и снижение содержания липидов. Извлечение части липидов благоприятно сказывается на хранении продукта. В настоящее время проводятся исследования по изучению коагуляции белков клеточного сока растений высокомолекулярными полимерами – флокуллянтами (коагулянтами) – при комнатной температуре. Действие данных соединений основано на адсорбции макромолекул на различных частицах, в результате чего образуются хлопьевидные агрегаты, легко удаляемые отстаиванием или фильтрованием. Ряд авторов предлагают использовать для выделения и очистки хлоропластной фракции белков избирательно проницаемые мембраны [6, 7].
Существующие в настоящее время технологии получения растительного протеиново-витаминного концентрата энергоемки и многоэтапны поэтому разработка энергосберегающих технологий с применением микроорганизмов и химически безопасных осадителей является актуальным.

Целью наших исследований было установление наиболее рационального способа осаждения биологически активных веществ и консервирования концентрата из сока люцерны.

В опыте использовали сок, полученный из люцерны посевной (Medicaga sativa) поздних стадий вегетации. Зеленую массу после скашивания измельчали до 20-50 мм. Промежуток времени от скашивания зеленой массы до начала её переработки не превышал в среднем полутора часов. После этого измельчителем молоткового типа разрушали клеточную структуру и стебли преимущественно вдоль волокон. Затем масса подвергалась отжиму на прессе с удельным давлением 2,5-4,0 МПа, при этом доля сока составила 20-25% влаги, содержащейся в зеленой массе.
Термическую коагуляцию сока проводили в химических стаканах на водяной бане (10 мин) при необходимой температуре, затем выдерживали при комнатной температуре. При химической коагуляции сока в качестве закислителя использовали концентрированные кислоты и конденсат низкомолекулярных кислот (КНМК), доводя ими рН до заданного значения. Микробное сбраживание растительного сока проводили с помощью силосной закваски, полученных в ФГУ «Краснодарский биоцентр». В качестве источника углеводов использовали мелассу. 

Консервирование сока осуществляли химическими консервантами: КНМК и бензойной кислотой в различных концентрациях. Количество молочной, уксусной и масляной кислот, образующихся в процессе хранения, определяли методом их отгонки и последующего титрования конденсата. Содержание сухих веществ во фракциях определяли весовым методов. 

Электрофокусирование водорастворимых белков сока осуществляли в полиакриламидном плоском геле в диапазоне рН 3,5-10,0. Аминокислотный анализ проводили на аминокислотном анализаторе «Милихром АО2». Микроэлементный состав определяли атомно-адсорбционной спектроскопией.

В образцах сока люцерны: первоначальную и гигроскопическую влагу, азот (по Кьельдалю), жир (по Сокслету), золу (сжиганием в муфельной печи), клетчатку (по Геннебергу и Штоману), кальций (комплексометрически с метилиндикатором флуоресконом), фосфор (ваннадо-молибдатным методом), каротин (по Цирелю) согласно общепринятым методикам.
Сок, выделенный нами с помощью промышленного пресса, имел темно-зеленый цвет с характерным запахом и составлял 30-50% веса свежей листо-стебельной биомассы люцерны. Биохимический состав сока представлен в табл.

Таблица 1 – Биохимический состав сока люцерны (на 1 кг)

	Показатель
	Содержание
	Показатель
	Содержание

	Влага, %
	80,54
	Каротин, мг
	381,6

	Протеин, г
	39,11
	Витамин В2, мг
	3,7

	Жир, г
	1,65
	Витамин В5, мг
	72,1

	Клетчатка, г
	0,12
	Железо, мг
	990

	Зола, г
	19,54
	Цинк, мг
	490

	Кальций, г 
	7,69
	Марганец, мг
	48

	Фосфор, г
	2,89
	Медь, мг
	466


Он имел стабильную пену. Вместе с пеной вверх поднималась часть хлоропластов и клеточных органелл, оставшаяся – опускалась на дно емкости. Поэтому даже свежий сок быстро делится на три фракции: придонную, среднюю и верхнюю. Предполагая, что воздействие физическими и химическими факторами на сок приведет к перераспределению сухого вещества (СВ), все исследования по фракционированию проводили, деля сок на части.

При нагреве сока значительно увеличивался объем верхней фракции за счет коагулирующих компонентов водорастворимых белков. Кроме температуры, на термокоагуляцию белков влияло время, прошедшее с момента ее достижения до разделения сока на фракции. Поэтому нами было изучено перераспределение сухого вещества в трех фракциях сока в зависимости от продолжительности его отстаивания после воздействия температурой от 55 до 80(С. При температуре 50-75(С бόльшая часть сухого вещества концентрировалась в верхней и средней фракциях. При нагреве сока до 80(С происходило увеличение доли СВ в нижней за счет перехода их части из средней. Изучение временнóй зависимости (15-360 мин) распределения СВ по фракциям показало, что доля сухих веществ в нижней фракции растет пропорционально температуре нагрева, в то время как в средней падает, но даже при 80(С количество сухого вещества в средней фракции достаточно высоко.

Так как большинство цитоплазматических белков являются кислыми, поэтому снижение рН сока путем добавления кислоты приводит к уменьшению заряда кислых белков, что, по-видимому, улучшает их коагуляционные свойства. Для проверки этого определили изоточки водорастворимых белков свежего сока. Сок центрифугированием делили на две части: осадок органелл и жидкую часть сока, содержащую белки межклеточной жидкости и цитоплазмы. После этого к осадку добавляли дистиллированную воду. В результате осмотического шока органеллы лопались, и водорастворимые белки переходили в воду. Результаты изоэлектрофокусирования показаны на рис. 1. 
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В жидкой фракции сока обнаружена одна белковая полоса с рI 5,2, в то время как после осмотического шока – целая серия белковых полос с изоточками в диапазоне 3,0-5,2. Большая часть белков имеет изоточки 4,0-5,2. Таким образом, основная часть водорастворимых белков люцерны могут быть осаждены в диапазоне от рН от 3,0 до 4,0. 

Большинство цитоплазматических белков по результатам проведенного изоэлектрофокусирования оказались кислыми, поэтому снижение рН сока улучшало их коагуляцию. 1 N раствором HCl снижали рН сока до значений 3,3, 3,6, 3,9, а затем нагревали. В первые 30 мин соотношение между тремя фракциями не менялось, но затем при рН 3,3 и 3,6 резко возрастала доля СВ в нижней фракции и уменьшалась в верхней. Кислота дестабилизировала пену, и компоненты сока, входившие в ее состав, при этом опускались на дно. Поэтому при комбинированой (тепловой и кислотной) обработке сока люцерны происходило иное перераспределение сухого вещества между его фракциями по сравнению с термической обработкой. 

Осаждение, основанное на свойстве белков в изоэлектрической точке терять растворимость, может быть перспективным для химического осаждения белков, поэтому изучили основные параметры этого процесса при закислении сока соляной, молочной и уксусной кислотами и КНМК.

При кислотном осаждении верхняя фракция сока исчезала. На рис. 2 представлена зависимость распределения сухого вещества от кислотности сока спустя 60 минут после доведения рН до необходимого значения. Наиболее эффективное распределение компонентов сока по двум фракциям происходило в диапазоне рН 3,3-3,6.

Для всех типов использованных кислот получены близкие результаты, поэтому предпочтение в промышленном производстве следует отдать кислоте, сочетающей оптимальную стоимость с безвредностью для окружающей среды и животных. Установлено, что оптимальным режимом коагуляции белков являются рН 3,6 и время осаждения 60 минут.

[image: image4.wmf]4

8

12

16

20

3,3

3,6

3,9

4,5

5

рН

СВ,%

1

2


Рисунок 2 – Зависимость содержания сухого вещества сока люцерны от рН во фракциях (1 – осадок; 2 – надосадочная жидкость)

В качестве агентов, способных вызвать коагуляцию белков, могут выступать молочнокислые бактерии, образующие органические кислоты. При ферментации сока эндогенной микрофлорой снижение рН прекращалось через сутки и начиналось его повышение. Следовательно, малое количество молочнокислых бактерий не позволяет им доминировать в микробном сообществе, т.к. количества углеводов, содержащихся в соке, недостаточно для их развития. После введения культуры молочнокислых бактерий рН снижался интенсивней. Добавление же в сок до 2% мелассы ускоряло его закисление: к 6 часам рН составлял 5,0, а через 48 часов опускался до 4,2. Этого было достаточно для осаждения как хлоропластных, так и цитоплазматических белков сока. Таким образом, используя закваску молочнокислых бактерий на фоне экзогенного сахара, можно достичь значений рН, необходимых для осаждения компонентов сока.

Проблема сохранности влажных продуктов фракционирования далека от окончательного решения. Поэтому нами была поставлена задача подбора оптимального способа консервирования продукта из сока люцерны. Так как зачастую для консервирования растительного витаминного сырья используют бензойную кислоту, мы изучили возможность ее применения в наших условиях.

Без добавки бензойной кислоты сок быстро теряет свои товарные качества из-за развития бактерий, разрушающих белок, и рН в ходе хранения сока повышается с первого дня (рис. 3, кривая 1). При концентрациях бензойной кислоты до 0,4%, начиная с 10-х суток, величина рН по сравнению с начальной также возрастает, чего нет при ее концентрации 0,5% (кривая 2). При начальном значении рН сока, доведенном соляной кислотой до 4,0 и концентрации бензойной кислоты 0,2%, начиная с пятых суток, зависимость рН от времени хранения такая же, как и для 0,5%-ой кислоты при рН 4,5 (кривая 4). 

Нами обнаружено, что при спонтанном заквашивании сока люцерны снижения рН не происходит. По-видимому, количество эпифитных молочнокислых бактерий, находящихся на поверхности зеленой массы люцерны настолько мало, что не может повлиять на процесс ферментации. Кроме того, на самозаквашивание могут влиять эколого-географические, погодные и другие условия.
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Рисунок 3 – Динамика изменения рН сока люцерны в процессе хранения 1 – без консерванта; 2 – бензойная кислота 0,5%; 3 – молочнокислые бактерии, 2% мелассы, бензойная кислота 0,3%; 4 – соляная и бензойная кислоты 0,3%

Для увеличения количества молочнокислых бактерий на начальном этапе ферментации нами вносились промышленные культуры микроорганизмов, относящиеся к роду Lactobacillus. Эти бактерии способны вызывать закисление сока за счет накопления органических кислот, обладающих и антимикробными свойствами.
Из рисунка 3 (кривая 2) следует, что в результате развития молочнокислых бактерий вначале происходило некоторое снижение рН. Однако к 5-м суткам все доступные углеводы были ассимилированы молочнокислыми бактериями. Начиная с 7-х суток, рН возрастал и к концу эксперимента достигал значения 5,6. При этом после семи суток хранения появлялся характерный запах разлагающегося белка.

Следовательно, находящихся в соке углеводов недостаточно для эффективного снижения рН молочнокислыми бактериями. При добавлении нами в сок мелассы в течение первых семи суток происходило постепенное снижение рН, но после непродолжительного периода стабилизации кислотность начинала падать. К концу опыта рН составил 4,2, чего недостаточно для полного ингибирования развития гнилостных бактерий. Чтобы ограничить их рост, совместно с мелассой в качестве дополнительного консерванта вводили 0,3% бензойной кислоты. В этом случае также минимум рН достигался на седьмые сутки ферментации, но затем до конца опыта не изменялся и составил 4,0. По-видимому, бензойная кислота обеспечивала селективное ингибирование роста протеолитических бактерий. Полученные данные полностью согласуются с работами других ученых [31, 34, 68]. Так, считает, что бензойная кислота не оказывает влияния на развитие молочнокислых бактерий, в то время как рост гнилостных ингибирует. Она, вероятно, выступает своеобразным регулятором данного микробного ценоза, помогая на начальных этапах, когда концентрация молочнокислых бактерий еще низка, избежать интенсивного развития протеолитических бактерий, и обеспечивает доминирование молочнокислых. Далее происходит закисление среды слабыми органическими кислотами, в первую очередь молочной.

Динамика изменения значений рН является информативным показателем, по которому можно судить о процессах, происходящих в соке во время его хранения. Однако о качестве целевого продукта судят по комплексу показателей, в том числе и по содержанию биологически активных веществ, одним из которых является каротин. Поэтому для оценки влияния использованного способа консервирования на качество целевого продукта в конце срока хранения определяли содержание каротина, молочной, уксусной и масляной кислот в соке. Результаты представлены в таблице 2.

При консервировании сока люцерны бензойной кислотой в концентрациях 0,3 и 0,4% значения рН составили 6,25 и 5,3 соответственно. Количество каротина в образцах имело близкие значения, но при увеличении доли консерванта оно уменьшалось, оставаясь, однако, при этом на достаточно высоком уровне. 

Таблица 2 – Содержание каротина, накопление молочной, уксусной и масляной кислот в процессе хранения сока люцерны с использованием различных консервантов в конце опыта

	Консервант
	рН
	Каротин, мг/кг СВ
	Органические кислоты, %

	
	
	
	молочная
	уксусная
	масляная

	Бензойная кислота 0,3%
	6,25
	344,8
	0,63
	1,52
	1,5

	Бензойная кислота 0,4%
	5,3
	312,2
	0,73
	1,44
	1,6

	HCl до 4,0, бензойная кислота 0,3%
	3,6
	214,4
	2,45
	0,58
	0

	HCl до 5,0, бензойная кислота 0,3%
	3,9
	265,2
	1,24
	1,82
	0,14

	Культура молочнокислых бактерии, меласса 2%
	4,25
	237,6
	4,52
	0,78
	0

	Культура молочнокислых бактерии, меласса 2%, бензойная кислота 0,3%
	4
	221,6
	4,46
	1,1
	0


Анализируя содержание органических кислот в этих условиях, следует отметить, что концентрация уксусной и масляной кислот почти в два раза выше молочной. Это связано с тем, что в процессе хранения происходило доминирование протеолитических процессов над гликолитическими, а также спецификой метаболизма бактерий, которыми обсеменены продукты фракционирования сока. 

Для оценки влияния способов консервирования на качество целевого продукта в конце срока хранения определяли в соке количество каротина, молочной, уксусной и масляной кислот. Обнаружено, что увеличение концентрации бензойной кислоты влечет за собой уменьшение содержания каротина, но во всех вариантах химической консервации концентрация уксусной и масляной кислот почти в два раза выше молочной.
Таким образом, наиболее эффективным консервантом люцернового сока является композиция, включающая 2% маточной культуры молочнокислых бактерий, 2% мелассы и 0,3% бензойной кислоты, при которой через 50 дней хранения сока соотношение молочной кислоты к уксусной составляет 4 : 1, а масляная отсутствует.
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Рисунок 1 – Изоэлектрофореграммы водорастворимых белков сока люцерны после центрифугирования при 10000g в течение 10 мин:


1 – белки супернатанта;


2 – белки осадка после осмотического шока;


р – место введения препарата.
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		Рис. 5. Зависимость  распределения сухого вещества сока люцерны от рН по двум фракциям  при времени экспозиции 60 минут

		1 -- осадок;

		2 -- надосадочная жидкость.
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