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	Данная статья посвящена разработке новой  кормовой добавки для животных на основе молочной сыворотки, обогащенной пророщенным зерном пшеницы, ячменя, кукурузы и молочнокислыми бактериями. Исследуется возможность объединения пребиотической способности молочной сыворотки и проросших зерен с пробиотическими свойствами микроорганизмов для оздоровления пищеварительной системы животных и улучшения усвояемости кормов. Были проанализированы двенадцать вариантов опыта с помощью микробиологических и физико-химических подходов. Все исследуемые образцы показали высокий титр микроорганизмов и высокое содержание редуцирующих сахаров. Результаты исследования показали высокое качество отобранной кормовой добавки, которая содержит полезные органические кислоты (молочную, уксусную и пропионовую), а также 2,1×109 КОЕ пробиотических микроорганизмов, сохраняющих свою рабочую концентрацию в течение 4 месяцев. В разработанном функциональном кормовом продукте не обнаружено дрожжей, плесеней, БГКП и Staphylococcus aureus. Что поспособствует нормализации кишечной микрофлоры животного, подавлению развития условно патогенной и патогенной микрофлоры. Разработанный кормовой компонент поможет обеспечить комбикормовые предприятия доступным качественным сырьем
	The new feed additives for animals based on milk whey, enriched with sprouting wheat, barley, maize grains and lactic-acid bacterium have been presented in this article. This study explores the possibility of combining the prebiotics ability of milk whey and sprouting grains with feed probiotic attributes of microbe to enhance gut health of animals and digestibility of the feed. Twelve variants of products were tested in the study using the microbial and physical-chemical approaches. All the assays showed high count of microorganism and high content of reducing sugar. The results of investigation indicate that selected feed additive show high quality. An additional point is that it contains useful organic acids (lactic, acetic and propionic acids) and 2,1×109 colony-forming unit of probiotics microorganism that hold the concentration for 4 months. There are not yeast, must, coliform bacteria and Staphylococcus aureus in the developed functional feed product. It contributes to the normalization of the microflora of the gastrointestinal tract of animal, suppression of conditionally pathogenic and putrefactive microflora. The elaborated feed component will help to provide combined feed companies with accessible high-quality raw material
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На современном уровне развития промышленности, в производстве комбикормов огромное значение придается экономии материальных ресурсов, снижению их себестоимости, и выпуску комбикормов высокого качества [25; 28; 33; 38; 39; 40; 44; 47; 52; 55]. В России при производстве комбикормов существует проблема обеспечения комбикормовых предприятий в достаточном количестве качественным сырьем, позволяющим производить разнообразные комбикорма, сбалансированные по питательным веществам в соответствии с физиологическими потребностями сельскохозяйственных животных и птиц [1; 6; 9; 10; 13; 15; 16; 17; 20; 23]. Многие отрасли пищевой промышленности, перерабатывая сельскохозяйственное сырье, образуют отходы, большинство из которых являются вторичными сырьевыми ресурсами [2; 3; 4; 5; 7; 14; 24; 26; 29; 30; 32; 46; 49; 57]. К таким отходам пищевых предприятий относится молочная сыворотка, образуемая на конечном этапе переработки молока на творог, сыр, казеин. При этом, в среднем, образование молочной сыворотки составляет 79 % от исходного количества молока [31; 35; 36; 37; 41; 42; 43; 53; 54; 58]. Большая часть молочной сыворотки не используется в промышленной переработке, а возвращается поставщикам молока для использования в животноводстве и птицеводстве, что не эффективно из-за низкого содержания сухих веществ и большого количества воды [8; 11; 12; 18; 19; 21; 22; 27; 34; 45; 48; 50; 51; 56]. Таким образом, создание функциональных кормовых добавок на основе молочной сыворотки с использованием сухих кормовых средств является актуальной задачей для эффективного использования вторичных сырьевых ресурсов, эффективных методов утилизации на основе передовых ресурсосберегающих технологий.
Материалы и методы. Работа проводилась в научно-исследовательской лаборатории кафедры биотехнологии, биохимии и биофизики ФГБОУ ВПО «Кубанский ГАУ», целью которой являлось разработка функциональной добавки, обладающей про- и пребиотическими свойствами на основе молочнокислых микроорганизмов, выращенных на молочной сыворотке с использованием пророщенного зерна для применения в качестве кормового средства в животноводстве и птицеводстве.

Для достижения цели были поставлены следующие задачи:

· подбор оптимальной питательной среды для культивирования микроорганизмов;

· изучение органолептических показателей кормовой добавки;

· изучение физико-химических показателей кормовой добавки;

· изучение микробиологических показателей кормовой добавки;
· изучение сроков хранения кормовой добавки.
Методы исследований кормовой добавки осуществлялись согласно нормативной документации (таблица 1).
ТАБЛИЦА 1 ‒ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ КОРМОВОЙ ДОБАВКИ
	Показатель
	Метод
	Нормативный документ

	Органолептические показатели

	Внешний вид, цвет и запах
	Метод определения внешнего вида, цвета и запаха
	ГОСТ Р 52052-2003

	Физико-химические показатели

	Активная кислотность
	Метод определения активной 
кислотности

(потенциометрический)
	ГОСТ Р 51656

	Органические кислоты
	Метод капиллярного электрофореза для определения органических кислот
	ГОСТ Р 52841-2007

	Редуцирующие сахара
	Метод определения редуцирующих сахаров
	ГОСТ 266176-91

	Микробиологические показатели

	Количество жизнеспособных микроорганизмов
	Метод микробиологического анализа (приготовление разведения для посева)
	ГОСТ 9225-84
(пункт 3.4.3)

	
	Методы определения молочнокислых микроорганизмов
	ГОСТ 10444.11-89
(пункт 4.2.2)

	
	Метод микробиологического анализа (подсчет количества клеток)
	ГОСТ 9225-84
(пункт 4.5.3)

	Количество дрожжей и плесеней
	Метод определения дрожжей и 
плесневых грибов
	ГОСТ 10444.12-88

	Определение БГКП
	Метод определения бактерий группы кишечных палочек
	ГОСТ 9225-84
(пункт 4.6)

	Определение S. аureus
	Методы определения S. aureus
(без предварительного обогащения)
	ГОСТ 30347-97


Определение внешнего вида, цвета и запаха проводили визуально при дневном рассеянном свете, при освещении лампами накаливания или люминесцентными лампами.
Активная кислотность характеризуется концентрацией свободных ионов водорода в растворе. Концентрацию водородных ионов определяли по потенциалу (потенциометрический метод), который возникает на границе различных электродов, помещенных в исследуемый раствор. При погружении электрода в раствор на границе электрод – раствор возникает электрический потенциал, так как ионы электрода переходят в раствор. При этом электрод (металл) заряжается положительно, а пограничный слой раствора – отрицательно. При помощи рН-метра измеряли разность потенциалов между двумя электродами, помещенными в раствор.

Определение органических кислот в анализируемом образце проводили методом капиллярного электрофореза на приборе «Капель-105» с регистрацией в диапазоне длин волн 370–375 нм, используя в качестве ведущего электролита бензойный буферный раствор. Метод капиллярного электрофореза для определения массовой концентрации органических кислот основан на их разделении в кварцевом капилляре под действием электрического поля вследствие их различной электрофоретической подвижности. Для определения органических кислот образец добавки отбирали автоматическим дозатором в количестве 1,0 см3 в пробирку Эппендорфа, центрифугировали 5 минут при 6000 об-1. После центрифугирования проба помещалась на коллектор прибора, ввод пробы осуществлялся под давлением 30 мбар в течение 5 секунд в капилляр, предварительно заполненный подходящим буфером ‒ электролитом. Анализ осуществлялся в автоматическом режиме, в течении 10 мин. Результаты анализа в виде электрофореграмм выводились на дисплей компьютера через специальную программу «МультиХром».

Метод определения редуцирующих сахаров основан на восстанавливающей способности моноформ сахаров – глюкозы и фруктозы. Из пробы брали 10 мл раствора и вносили в колбу на 200 мл, доводя дистиллированной водой. Затем проводили выщелачивание сахаров в раствор. В колбу помещали термометр, помещали ее на водяную баню, нагревали 15–20 минут, часто взбалтывая, при температуре 80 °С. Затем колбу охлаждали водопроводной водой до комнатной температуры. Далее осветляли пробу, т. е. удаляли из нее белковые и другие вещества. Осаждение этих веществ проводили насыщенным раствором ацетата свинца. Для этого в колбу добавляли сначала 7 мл 30 % раствора, затем 0,5 мл реактива, затем по каплям. После добавления каждой порции образуется «облачко» белого осадка. Содержимое колбы взбалтывали, давали отстояться. В мутных и окрашенных вытяжках ацетат свинца прибавляли по стенке колбы, при этом выпадал осадок. Быстрое отслаивание свидетельствует о том, что ацетата свинца добавлено достаточно и осветление закончено. Затем удаляли избыток ацетата свинца, осаждая его 20-ти % раствором фосфата натрия – 20 мл небольшими порциями. Затем в колбу до метки добавляли дистиллированную воду, взбалтывали и фильтровали через фильтр. В фильтрате раствора определяли редуцирующие сахара. Раствор наливали в бюретку. В две конические колбы вносили пипеткой по 10 мл 1 %-ного раствора феррицианида калия и цилиндром по 2,5 мл 2,5 н. раствора КОН или NaОН. Содержимое первой колбы доводили до кипения, добавляли 3–4 капли 1 %-ного раствора метиленовой сини. Не прекращая кипения, титровали из бюретки исследуемым раствором до исчезновения синей окраски. После охлаждения раствор становился фиолетовым, но это не принимали во внимание. Затем проводили титрование во второй колбе. В нее добавляли на 1 мл меньше раствора, чем пошло на первое титрование, затем нагревали до кипения, давали кипеть ровно 1 минуту, добавляли 1 каплю метиленовой сини и титровали до исчезновения синей окраски. Содержание редуцирующих сахаров Х в % рассчитывали по формуле:

Х = Т×(10,06+0,017а)×b / а×н×10,

где: А – количество раствора, пошедшего на титрование, мл; Т – поправка к титру; н – раствор добавки, мл; b – объем раствора до фильтрования, мл.

Для определения полезной микрофлоры кормовую добавку в количестве 1,0 мл помещали в колбу объемом 100 см3 и заливали 99,0 мл стерильным физиологическим растворов, оставляли на 1 ч. При этом получали разведение 1:100. После этого готовили ряд последовательных десятикратных разведений до 10-9. Для каждого разведения применяли отдельные стерильные наконечники. Посев в чашки Петри проводили согласно (ГОСТ 10444.11-89 (пункт 4.2.2) на агаризованную среду с гидролизованным молоком из разведений 10-6, 10-7, 10-8, 10-9, при посеве которых вырастало от 15 до 150 колоний. Из разведений 10-6, 10-7, 10-8, 10-9 стерильным наконечником автоматического дозатора по 1 мл суспензии переносли в 4 чашки Петри, в которые заливают стерильную, расплавленную питательную среду, охлажденную до 38–40 °С. Круговым движением чашек Петри в них перемешивали среду и оставляют до застывания агара. Чашки с засеянными средами помещали в термостат и выдерживали при (34±1) °С в течении 72 ч. По количеству выросших колоний согласно (ГОСТ 9225-84 (пункт 4.5.3) определяли общий титр микроорганизмов. Число жизнеспособных клеток в 1 мл кормовой добавки (Х), вычисляют по формуле: 
Х = N × Р,

где: N – среднеарифметическое значение числа колоний в чашках Петри; Р – порядковый номер десятикратного разведения, в котором отмечается рост бактерий.

Метод определения дрожжей и плесневых грибов основан на высеве продукта в питательные среды, определении принадлежности выделенных микроорганизмов к плесневым грибам и дрожжам по характерному росту на питательных средах и по морфологии клеток. Для дифференцирования дрожжей и плесени от полезных микроорганизмов в кормовой добавки использовали питательную среду на основе сывороточного агара БФ в комплекте с антибиотиком левомицетином. Для этого 1 мл кормовой добавки добавляли в чашку Петри и заливали расплавленной питательной средой, охлажденная до 45 °С. Круговым движением чашек Петри в них перемешивали среду и оставляют до застывания. Чашки с засеянными средами помещали в термостат и выдерживали при (24±1) °С в течении 5 суток. Рост дрожжей на средах сопровождается образованием крупных, выпуклых, блестящих, серовато-белых колоний с гладкой поверхностью и ровными краями. Развитие плесневых грибов на питательных средах сопровождается появлением мицелия различной окраски. Для количественного подсчета отбирают чашки, на которых выросло от 15 до 150 колоний дрожжей и (или) от 5 до 50 колоний плесневых грибов. Результаты обрабатывали и пересчитывали отдельно для дрожжей и плесневых грибов согласно требований ГОСТ 10444.12-88 (пункт 5.4).
Метод определения бактерий группы кишечных палочек основан на способности их сбраживать в питательной среде лактозу с образованием кислоты и газа при (37±1) °С в течение 24 ч. Для этого 0,1 мл кормовой добавки засевали в пробирки с 5 мл среды Кесслера. Пробирки помещали в термостат при (37±1) °С на 24 часа. Через сутки анализировали результат по наличию или отсутствию газообразования.
Метод определения S. аureus без предварительного обогащения посевом на агаризованные селективные среды основан на высеве продукта или его на поверхности плотной среды, инкубировании, подсчете типичных колоний. Для этого 1 мл кормовой добавки в разведении 1:1 с физиологическим раствором наносили на поверхность молочно-солевого агара в 3 чашки Петри, тщательно растирали шпателем. Посевы инкубировали при (37±1) °С в течение 24‒48 ч. Чашки инкубировали дном вверх. После термостатирования подсчитывали количество характерных колоний на каждой чашке согласно ГОСТ 30347-97 (пункт 5.2.3).

Обсуждение результатов. Как указано в разделе «Материалы и методы» для получения функциональной кормовой добавки использовали лабораторную культуру молочнокислых микроорганизмов, которую выращивали на питательной среде, состоящую из молочной сыворотки, обогащённая пророщенным зерном.

Сыворотку из цельного молока получали следующим образом: пастеризованное молоко нагревали до температуры свертывания (32 °С) в термостате, затем вносили 40 %-й раствор хлористого кальция, далее молоко подвергали свертыванию за счет использования сычужного фермента в течении 30‒35 мин. Полученный сгусток нормальной прочности с помощью режущих ножей и вымешивающих приспособлений, резали и дробили до сырного зерна (размером 2‒3 см). Затем сыворотку отфильтровывали в мешках из лавсановой ткани под собственным весом в течении 2 часов в предварительно простерилизованную ёмкость. Полученная молочная сыворотка служила основой питательной среды для выращивания микроорганизмов.

Для получения пророщенного зерна использовали пшеницу, ячмень и кукурузу. Проращивали в воде 3 суток, затем измельчали. В определенной пропорции проводили смешивание компонентов питательной среды. Стерилизацию питательной среды (сыворотка и пророщенное зерно) осуществляли в автоклаве дробной пастеризацией при температуре 94 С в течении 40 мин в 4 повторностях через каждые 12 ч.

Для получения маточной (засевной) культуры микроорганизмов 5 % лабораторной закваски данной микрофлоры, в стерильном боксе, вносили в питательную среду объёмом 1 л на основе молочной сыворотки. Культивирование осуществляли в течении 18 ч при температуре 34 °С в термостате.

Далее маточную культуру в количестве 10 % к объему 3-х литрового баллона переносили в предварительно простерилизованную емкость, содержащую молочную сыворотку и измельченное пророщенное зерно и культивировали течении 24 ч, при температуре 34 °С, в термостате.

Для оценки оптимального варианта питательной среды с целью наращивания биомассы микрофлоры провели опыты по ее культивированию на молочной сыворотке с различными зерновыми культурами. При этом оценивали титр микроорганизмов, а также содержание редуцирующих сахаров. В качестве контроля использовали питательную среду на основе молочной сыворотке. Данные представлены в таблицах 2(4.

ТАБЛИЦА 2 – СОСТАВ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД И ТИТР КЛЕТОК ПОСЛЕ
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ
	Показатель
	Вариант питательной среды

	
	контроль
	1
	2
	3
	4

	Компоненты питательной среды, %

	Молочная 
сыворотка
	100
	95
	90
	85
	80

	Зерно пшеницы
	‒
	5
	10
	15
	20

	Количество микроорганизмов

	Титр, КОЕ/мл
	6,7×107
	9,3×107
	4,1×108
	7,9×108
	2,1×109

	Редуцирующие сахара 

	Редуцирующие
сахара, %
	0,9
	1,6
	2,2
	2,9
	3,6


Как видно из таблицы 2 оптимальной питательной средой для культивирования является вариант № 4, который содержит молочную сыворотку, обогащенную пророщенным зерном пшеницы 20 % от общего объема среды, так как в варианте № 1, где использовали только молочную сыворотку и № 2 и 3 – с меньшим содержанием зерна пшеницы титр микроорганизмов и содержание редуцирующих сахаров ниже.

ТАБЛИЦА 3 – СОСТАВ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД И ТИТР КЛЕТОК ПОСЛЕ
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ
	Показатель
	Вариант питательной среды

	
	контроль
	1
	2
	3
	4

	Компоненты питательной среды, %

	Молочная 
сыворотка
	100
	95
	90
	85
	80

	Зерно ячменя
	‒
	5
	10
	15
	20

	Количество микроорганизмов

	Титр, КОЕ/мл
	6,7×107
	2,0×107
	4,3×107
	3,3×108
	5,5×108

	Редуцирующие сахара

	Редуцирующие
сахара, %
	0,9
	0,3
	0,7
	1,2
	2,2


Как видно из данных таблицы 3 оптимальной питательной средой для культивирования является вариант № 4, который содержит молочную сыворотку, обогащенную пророщенным зерном ячменя 20 % от общего объема среды, так как в варианте № 1, где использовали только молочную сыворотку и № 2 и 3 – с меньшим содержанием зерна ячменя титр микроорганизмов и содержание редуцирующих сахаров ниже.

ТАБЛИЦА 4 – СОСТАВ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД И ТИТР КЛЕТОК ПОСЛЕ
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ
	Показатель
	Вариант питательной среды

	
	контроль
	1
	2
	3
	4

	Компоненты питательной среды, %

	Молочная 
сыворотка
	100
	95
	90
	85
	80

	Зерно кукурузы
	‒
	5
	10
	15
	20

	Количество микроорганизмов

	Титр, КОЕ/мл
	6,7×107
	8,2×107
	3,8×108
	6,8×108
	1,9×109

	Редуцирующие сахара

	Редуцирующие
сахара, %
	0,9
	1,3
	1,9
	2,5
	2,9


Так же как и в предыдущих опытах видно, что оптимальной питательной средой для культивирования является вариант № 4, который содержит молочную сыворотку, обогащенную пророщенным зерном кукурузы 20 % от общего объема среды, так как в варианте № 1, где использовали только молочную сыворотку и № 2 и 3 – с меньшим содержанием зерна кукурузы титр микроорганизмов и содержание редуцирующих сахаров ниже.

Обобщая результаты исследований можно сделать заключение, что наилучшей питательной средой для культивирования микроорганизмов является вариант использования молочной сыворотки, обогащенной пророщенным зерном пшеницы, так как по сравнению с вариантом, где использовалась кукуруза это экономически выгоднее, что обусловлено ценовой характеристикой зерновых культур.
Результаты изучения показателей качества и сроков хранения полученной функциональной комовой добавки представлены в таблице 5.

ТАБЛИЦА 5 ‒ ПОКАЗАТЕЛИ КАЧЕСТВА И СРОКОВ ХРАНЕНИЯ ПОЛУЧЕННОЙ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ КОРМОВОЙ ДОБАВКИ
	Показатель
	Характеристика и значение

	Органолептические показатели

	Внешний вид
	Жидкий продукт с частицами пророщенного зерна

	Цвет
	Светло-зеленый

	Запах
	Молочный

	Физико-химические показатели

	pH
	6,4

	Органические кислоты, мл/л

Молочная

Уксусная

Пропионоваая
	2543,96

804,32

1207,94

	Редуцирующие сахара
	3,6

	Микробиологические показатели

	Количество жизнеспособных микроорганизмов, КОЕ/мл
	2,1×109

	Количество дрожжей и плесеней, КОЕ/мл
	Не обнаружено

	Бактерии группы кишечных палочек
	Не обнаружено

	Staphylococcus aureus
	Не обнаружено

	Сроки хранения

	Редуцирующие сахара, %:
· при выпуске

в течение срока годности:

· через 2 нед.

· через 1 мес.

· через 6 нед.

· через 2 мес.

· через 10 нед.

· через 3 мес

· через 14 нед

· через 4 мес
	3,6

3,0

2,8

2,5

2,3

2,0

1,7

1,3

0,9

	Титр полезной микрофлоры, КОЕ/г

· при выпуске

в течение срока годности:

· через 2 нед.

· через 1 мес.

· через 6 нед.

· через 2 мес.

· через 10 нед.

· через 3 мес

· через 14 нед

· через 4 мес
	2,1×109

1,4×109

8,1×108
6,3×108
3,4×108
1,1×108
7,1×107
2,8×107
9,1×106


Функциональная добавка, выращенная на молочной сыворотки, обогащенная пророщенным зерном пшеницы в стерильном флаконе представляет собой жидкий продукт с частицами пророщенного зерна.

Цвет кормовой добавки не влияет на качество продукта и зависит, непосредственно, от состава питательной среды. Цвет добавки светло-зеленый, свойственный молочной сыворотке.

Запах функциональной кормовой добавки молочный, свойственный натуральному молоку.

Для изучения микробиологической чистоты функциональной кормовой добавки молочнокислые микроорганизмы дифференцировали от дрожжей и плесени на питательной среде, основу которой составляет сывороточный агар БФ в комплекте с антибиотиком левомицетином. При этом на питательной среде после культивирования не было выявлено роста колоний и появления мицелия, характеризующие дрожжи и плесневые грибы.

Для изучения наличия в кормовой добавки группы кишечных палочек использовали питательную среду с лактозой, которую данные микроорганизмы используют в качестве источника питания с образованием продуктов метаболизма ‒ кислоты и газа. Через сутки после культивирования в термостате, в изучаемых пробирках, куду делали посев, не было выявлено газообразования, что свидетельствует об отсутствии бактерий группы кишечных палочек.

Для изучения наличия в добавке Staphylococcus aureus использовали плотную питательную среду на основе молочно-солевого агара. Посевы инкубировали при (37±1) °С в течение 24‒48 ч. После термостатирования на чашках Петри не было выявлено роста колоний, характеризующие золотистого стафилококка.

Содержание сахаров в кормах непрерывно уменьшается при хранении, поскольку они являются основным субстратом для дыхания, и высвобождающаяся в результате их биологического окисления энергия используется для поддержания структуры клеток и ряда биохимических процессов, связанных с потреблением энергии. Однако порча кормов и кормовых добавок при хранении наступает задолго до истощения содержащихся в них запасов сахаров. На четвертый месяц значение редуцирующих сахаров снизилось с 3,6 % до 0,9 %. Так же наблюдается снижение количества микроорганизмов, что подтверждают данные исследования титра кормовой добавки в течение срока годности продукта (таблица 5). Так, титр культуры на четвертом месяце хранения с 2,1×109 уменьшился до 9,1×106 КОЕ/г, что говорит о снижении ценности продукта к моменту окончания срока годности.
Следовательно, наиболее оптимальный срок хранения кормовой добавки составляет 4 месяца.

Вывод. Разработанная функциональная добавка с добавлением молочнокислой микрофлоры, выращенная на питательной среде, основу которой составляет сыворотка, обогащенная пророщенным зерном пшеницы в количестве 20 % от общего объема, соответствует требованиям, предъявляемым к данному продукту и может быть использована в качестве кормового средства для животноводства и птицеводства с целью повышения сохранности и продуктивности поголовья.
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