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	Работа проводилась в научно-исследовательской лаборатории кафедры биотехнологии, биохимии и биофизики ФГБОУ ВПО «Кубанский ГАУ», целью которой являлся подбор наиболее продуктивного вида гриба рода Trichoderma и оптимальной
питательной среды на основе отходов переработки сои для получения белково-ферментной кормовой добавки. Для подбора гриба рода Trichoderma
использовали 3 вида: Trichoderma viride, Trichoderma lignorum и Trichoderma harsianum. В качестве носителя для микромицета использовали 3 вида питательных сред, в основу которых входила соевая окара и дополнительные источники
переработки растительного сырья – лузга
подсолнечника, лузга пшеницы (отруби) и лузга риса. В результате проведенных исследований установлено, что гриб Trichoderma lignorum на
питательной среде, основу которой составляет
соевая окара и лузга подсолнечника показывает наилучшие результаты
	The research work was conducted at the Research Laboratory of Biotechnology, Biochemistry, Biophysics Department of Kuban State Agrarian University. The main purpose of this study was to select the most productive type of fungus of a genus of Trichoderma and optimal nutrient medium on basis of a waste of reprocessing of soy for acquire of protein enzyme feed supplement. For selection of a fungus of a genus Trichoderma used 3 types: Trichoderma viride, Trichoderma lignorum, and Trichoderma harsianum. We used 3 types of nutrient media as a carrier for micromycete, which were based on soy okara and the additional sources of reprocessing of raw plant material – husk of a sunflower, husk of wheat (bran) and husk of rice. The results demonstrated the benefits of using the nutrient medium based on soy okara forms and husk of a sunflower fungus to enhance Trichoderma lignorum production
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Согласно программе «Развитие птицеводства в Российской Федерации», объем производства мяса птицы к 2020 г. должен быть увеличен до 9,5 млн т. Этого предполагается достичь не только за счет увеличения ассортимента птицеводческой продукции, но и расширения кормовой базы нетрадиционными и при этом дешевыми кормовыми средствами. В качестве таких средств выделяют препараты и добавки ферментативной направленности, повышающие пищевую полноценность кормов [1; 6; 9; 10; 13; 15; 16; 17; 20; 23; 25; 28; 33; 38; 39; 40; 44; 47; 52; 55].

Ферментные препараты способны повышать доступность клетчатки, белка и жира для воздействия ферментов пищеварительного тракта за счет разрушения стенки растительных клеток; улучшают переваримость питательных веществ и их всасывание в тонком отделе кишечника; поддерживают микробиоциноз кишечника благодаря снижению вязкости и повышению уровня простых углеводов; снижают затраты корма на прирост продукции; компенсируют дефицит пищеварительных ферментов на ранних стадиях развития молодняка птицы и при стрессе, когда выработка собственных энзимов лимитирована [2; 3; 4; 5; 26; 29; 30; 31; 35; 36; 37; 41; 42; 43; 53; 54; 58].

В последнее время большой интерес представляют ферментные кормовые добавки на основе гриба рода Trichoderma, так как он быстро растет, продуцирует разнообразные ферменты (целлюлазы, лигнин-дегидрогеназы, ксиланазы и др.), что позволяет использовать экономически выгодные компоненты, не жертвуя при этом питательной ценностью рациона. В связи с тем, что гриб рода Trichoderma способен разрастаться практически на любом субстрате, на сегодняшний день актуальным является использование отходов переработки сои, в качестве основного носителя для твердофазной ферментации гриба с целью получения кормовых ферментных добавок [8; 11; 18; 19; 22; 27; 34; 45; 50; 56].

В 2003 г. Министерством сельского хозяйства России была принята отраслевая программа Российского соевого союза «Развитие производства и переработки сои в Российской федерации на 2014–2020 годы», что подтверждает актуальность использования отходов переработки сои. Реализация программы привела к увеличению данной культуры в стране уже до 740 тыс. тонн в год, а 2020 г. планируется довести до 12 млн. тонн. По литературным данным, в рамках этой программы, 95 % отходов производства сои направленно на переработку их на кормовые цели. Отходы производства сои, в частности соевая окара содержит много клетчатки, белка, макро-, микроэлементов и витаминов. Пищевая ценность окары определяется белковой составляющей, комплексом полиненасыщенных жирных кислот и олигосахаридами. Научные исследования показали наличие в соевых олигосахаридах бифидогенных свойств, что положительно влияет на микрофлору кишечного тракта [12; 21; 48; 51].

Решение данных вопросов согласуется с «Концепцией государственной политики в области здорового питания населения в РФ», предъявляющей высокие требования к сбалансированности комбикормов и рационов, обуславливающих качество пищевой продукции, а, следовательно, и здоровье нации. В этой связи коллегией Министерства сельского хозяйства РФ 29 ноября 2011 г. принято решение (№ 15) об организации внедрения инновационных технологий кормления сельскохозяйственных животных и птицы [7; 14; 24; 32; 46; 49; 57].

Таким образом, использование отходов переработки сои в качестве субстрата для твердофазной ферментации гриба рода Trichoderma с целью получения белково-ферментных кормовых добавок является перспективным и актуальным направлением.

Материалы и методы. Работа проводилась в научно-исследовательской лаборатории кафедры биотехнологии, биохимии и биофизики ФГБОУ ВПО «Кубанский ГАУ», целью которой являлся подбор наиболее продуктивного вида гриба рода Trichoderma и оптимальной питательной среды на основе отходов переработки сои для получения белково-ферментной кормовой добавки. Для подбора гриба рода Trichoderma использовали 3 вида: Trichoderma viride, Trichoderma lignorum и Trichoderma harsianum. В качестве носителя для микромицета использовали 3 вида питательных сред, в основу которых входила соевая окара и дополнительные источники переработки растительного сырья – лузга подсолнечника, лузга пшеницы (отруби) и лузга риса. В качестве показателей, характеризующих эффективность применения микромицета и субстрата проводили определение целлюлозолитической активности (ГОСТ Р 53046(2008), содержание протеина (ГОСТ 13496.4(93), лигнина (ГОСТ 26177(84), клетчатки (ГОСТ 13496.2(91) и редуцирующих сахаров (ГОСТ 32167(2013) в полученной смеси.

Методика определения целлюлозолитической активности: в три пробирки вносили 1 см3 препарата, закрывали их пробками и термостатировали при температуре 50 °С 5 минут. В 2 опытные пробирки вносили раствор ферментного препарата. Все три пробирки выдерживали при температуре 50 °С 10 минут. После проведения гидролиза в 2 опытные пробирки вносили 3 см3 реактива ДНС. Смеси помещали на кипящую баню на 5 минут. Измеряли оптическую плотность на ФЭК при длине волны 540 нм. Для построения градуировочного графика вносили по 2 см3 стандартного раствора глюкозы и 6 см3 гексацианоферата калия. Пробирки помещали на кипящую баню на 10 мин. Измеряли оптическую плотность при длине волны 440 нм. Строили график: по оси абсцисс ( молярные концентрации глюкозы, по оси ординат – оптические плотности. Целлюлозолитическую активность измеряли в Ед/г.
Методика определения сырого протеина: в пробирку взвешивали 1 г добавки с погрешностью 0,001 г. Вставляли пробирку в колбу Кьельдаля до ее дна, высыпали навеску. Далее осуществляли минерализацию. Минерализатор переносили в отгонную колбу. Общий объем раствора в отгонной колбе 200 см3. Далее производили отгонку аммиака в борную кислоту. Отгонную колбу присоединяли к аппарату для отгонки аммиака и через капельную воронку приливали в колбу с минерализатом раствор гидроокиси натрия. Отгонку проводили водяным паром, в котором серная кислота подкислена до фиолетовой окраски при помощи индикатора. В начале отгонки раствор зеленый. Конец отгонки устанавливается лакмусовой бумажкой. Массовую долю сырого протеина в испытуемой пробе измеряли в процентах.
Методика определения лигнина: навеску 1 г с погрешностью не более 0,001 г помещали в коническую колбу 300 см3. Приливали 100 см3 2 % раствора соляной кислоты. Колбу закрывали резиновой пробкой со вставленной в нее стеклянной трубкой и кипятили 2 ч. Колбу снимали с плитки и фильтровали через воронку с бумажным фильтром. Остаток на фильтре промывали водой до исчезновения кислой реакции, а затем ацетоном. Промытый остаток гидролизовали 72 %-ым раствором серной кислоты: остаток с фильтра смывали ацетоном в ту же коническую колбу, где проводили гидролиз 2 % раствора соляной кислоты. Ацетон испаряли на водяной бане при 60(70 °. В колбу приливали 7 см3 72 %-го раствора серной кислоты. Смесь выдерживали при температуре 23 °С 2,5 ч. Затем приливали 93 см3 воды, закрывали резиновой пробкой со вставленной в нее стеклянной трубкой и кипятили 1 ч. Раствор фильтровали через беззольный фильтр, помещенный на воронку Бюхнера. Остаток на фильтре тщательно отмывали горячей водой от кислоты. Фильтр с осадком переносим в бюксу, сушим 4 ч при температуре 105 °С, охлаждали и взвешивали. Затем фильтр с осадком помещали в фарфоровый тигель, наколенный в муфельной печи (525 °С) до достижения постоянной массы. Тигель с золой охлаждали и взвешивали. Массовую долю лигнина измеряли в процентах.
Методика определения клетчатки: навеску 1 г заливали 100 см3 4 % раствора серной кислоты. Кипятили 10 мин, а затем отсасывали раствор насосом Комовского, для этого использовали воронку Джандиери с бумажным фильтром. Воронку осторожно вводили в стакан до соприкосновения с жидкостью и отсасывали раствор в колбу Бунзена. Далее в стакан наливали 28 см3 раствора гидроокиси калия и вновь кипятили 10 мин. Осадок переносили на воронку Бюхнера с бумажным фильтром, предварительно высушенным и взвешенного вместе с бюксой на весах. Остаток в бюксе высушивали в сушильном шкафу, затем охлаждали в эксикаторе и взвешивали. Массовую долю клетчатки измеряли в процентах.
Методика определения редуцирующих сахаров: навеску 10 г переносили в колбу 200 мл с помощью дистиллированной воды. В колбу опускали термометр и помещали на водяную баню, нагревали 15 мин при температуре 80 °С. В колбу добавляли 7 мл 30 % раствора ацетата синца, затем 0,5 мл, затем по каплям. Быстрое отслаивание над осадком прозрачной жидкости свидетельствует, что ацетата свинца достаточно. Затем вносили фосфат натрия небольшими порциями. В колбу до метки добавляли дистиллированную воду и фильтровали через складчатый фильтр. Фильтрат (раствор А) наливали в бюретку. В 2 малых конические колбы вносили пипеткой по 10 мл 1 % раствора феррицианида калия и цилиндром по 2,5 мл 2,5 н раствора KOH. Первую колбу доводили до кипения, добавляли 3 капли 1 % раствора метиленовой сини. Не прекращая кипения, титровали из бюретки раствором А до исчезновения синей окраски. Титрование во второй колбе: добавляли на 1 мл меньше раствора А, чем на первое титрование, затем кипятили 1 мин и добавляли 1 каплю метиленовой сини и титровали раствором А до исчезновения синей окраски. Содержание редуцирующих сахаров измеряли в процентах. 
Обсуждение результатов. В первой серии опытам нами изучались первостепенные показатели, характеризующие эффективность использования гриба и питательной среды: целлюлозолитическая активность и содержание протеина.

Результаты твердофазной ферментации гриба Trichoderma viride на различных питательных средах представлены в таблице 1.

ТАБЛИЦА 1 ‒ КУЛЬТИВИРОВАНИЕ ГРИБА TRICHODERMA VIRIDE НА РАЗЛИЧНЫХ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ

	Показатель
	Соевая окара +
лузга подсолнечника
	Соевая окара +
отруби
	Соевая окара +
лузга риса

	Целлюлозолитическая активность, Ед/г
	11,3
	13,2
	9,7

	Сырой белок, %
	32,7
	36,6
	30,4


Из таблицы 1 видно, что при культивировании гриба Trichoderma viride на разных питательных средах нами была зафиксирована наиболее высокая ферментативная активность (13,2 Ед/г) и количество сырого белка (36,6 %) на среде, содержащая соевую окару и пшеничные отруби.

Результаты твердофазной ферментации гриба Trichoderma lignorum на различных питательных средах представлены в таблице 2.

ТАБЛИЦА 2 ‒ ВЫРАЩИВАНИЕ ГРИБА TRICHODERMA LIGNORUM НА РАЗЛИЧНЫХ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ

	Показатель
	Соевая окара +
лузга подсолнечника
	Соевая окара +
отруби
	Соевая окара +
лузга риса

	Целлюлозолитическая активность, Ед/г
	31,6
	27,3
	23,4

	Сырой белок, %
	42,8
	37,2
	35,8


Данные таблицы 2 показывают, что при твердофазной ферментации гриба Trichoderma lignorum наиболее высокая ферментативная активность (31,6 Ед/г) и количество сырого белка (42,8 %) проявилось на среде, содержащая соевую окару и лузгу подсолнечника.

Результаты культивирования гриба Trichoderma harsianum на различных питательных средах представлены в таблице 3.

ТАБЛИЦА 3 ‒ ВЫРАЩИВАНИЕ ГРИБА TRICHODERMA HARSIANUM НА РАЗЛИЧНЫХ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ

	Показатель
	Соевая окара +
лузга подсолнечника
	Соевая окара +
отруби
	Соевая окара +
лузга риса

	Целлюлозолитическая активность, Ед/г
	14,3
	10,2
	10,7

	Сырой белок, %
	32,1
	31,7
	30,3


Из таблицы 3 видно, что при твердофазной ферментации гриба Trichoderma harsianum наиболее высокая целлюлозолитическая активность (14,3 Ед/г) и содержание сырого протеина (32,1 %) было выявлено на среде, содержащая соевую окару и лузгу подсолнечника.

По изучаемым показателям было сделано заключение о том, что наиболее продуктивным видом микромицета является Trichoderma lignorum, выращенный на питательной среде, содержащей соевую окару и лузгу подсолнечника.
Во второй серии опытов по изучению эффективности подбора вида гриба рода Trichoderma и питательной среды, нами изучалось содержание лигнина, клетчатки и редуцирующих сахаров. Результаты проведенных исследований представлены в таблице 4.

ТАБЛИЦА 4 ( КОЛИЧЕСТВО ИЗУЧАЕМЫХ ВЕЩЕСТВ, ПРИ ВЫРАЩИВАНИИ МИКРОМИЦЕТОВ
	Носитель
	Показатель

	
	Лигнин, %
	Клетчатка, %
	Редуцир. сахара, %

	Trichoderma viride

	Окара+лузга
подсолнечники
	33,1
	29,3
	15,1

	Окара+отруби
	31,2
	25,8
	17,2

	Окара+лузга риса
	35,4
	31,9
	14,2

	Trichoderma lignorum

	Окара+лузга
подсолнечники
	20,6
	19,8
	25,1

	Окара+отруби
	23,5
	22,8
	21,3

	Окара+лузга риса
	25,6
	24,4
	19,6

	Trichoderma harsianum

	Окара+лузга
подсолнечники
	32,1
	27,5
	16,7

	Окара+отруби
	34,5
	29,0
	15,1

	Окара+лузга риса
	29,6
	26,2
	18,2


В результате проведенных исследований было выявлено, что наилучшие результаты были получены, аналогично первой серии опытом, при культивировании Trichoderma lignorum, выращенного на питательной среде, содержащая соевую окару и лузгу подсолнечника, так как количество лигнина и клетчатки в данной смеси было ниже, чем в других вариантах, а количество редуцирующих сахаров выше, что говорит о более высоких ферментативных свойствах, способствующих разрушению сложных углеводов на более простые мономеры.

Вывод. Гриб Trichoderma lignorum на питательной среде, основу которой составляет соевая окара и лузга подсолнечника показывает наилучшие результаты. Полученная смесь может быть использована в птицеводстве в качестве белково-ферментной кормовой добавки для повышения переваримости комбикорма, а также сохранности и продуктивности птицепоголовья.
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