РЕФЕРАТ РОБОТИ
Назва організації, що висуває працю на премію: Селекційно-генетичний інститут – Національний центр    насіннєзнавства та сортовивчення.
Назва роботи: « Генетичні та селекційні критерії ефективності трансформації крохмалю в біоетанол у сортів та гібридів зернових культур».
Претенденти на премію:
1.Червоніс Михайло Володимирович, кандидат сільськогосподарських наук, провідний науковий співробітник відділу генетичних основ селекції Селекційно-генетичного інституту – Національний центру    насіннєзнавства та сортовивчення.

2. Сурженко Ірина Олександрівна, аспірант відділу генетичних основ селекції Селекційно-генетичного інституту – Національний центру    насіннєзнавства та сортовивчення.

Мета роботи.
Робота спрямована на розробку нового напрямку  селекції на створення сортів зернових культур технічного використання для виробництва біоетанолу. Цей напрямок передбачає залучення спеціального генетичного матеріалу, використання спеціальних методів оцінки зерна, об’єктивних критеріїв добору та оцінки селекційного матеріалу на високу ферментабільність. Визначення серед зернових   культур найбільш ефективних джерел сировини для біоетанолу по його виходу та ефективності трансформації крохмалю в спирт. Створення нових генотипів зернових культур, адаптованих для виробництва біоетанолу. 
Наукова новизна.
1. Визначення критеріїв добору селекційного матеріалу зернових культур на високу ферментабільність. Дослідження впливу біохімічних  властивостей крохмалю: амілазного  комплексу, гранулометричного складу, співвідношення полісахаридів - амілоза/амілопектин на ефективність трансформації крохмалю в спирт.
2. Розробка нової ефективної системи методів оцінки вихідного матеріалу в процесі селекції спирто-дистилятного напрямку.

3. Дослідження сучасних комерційних сортів та гібридів зернових культур за розробленою системою на предмет використання для виробництва біоетанолу та визначення  ефективності трансформації крохмалю в спирт в залежності від сорту та генотипу зернових культур.

4. Створення генетичного матеріалу із залученням нових генів та генетичних систем, які раніше в селекції не використовувалися.
5. Виділення та рекомендації в виробництво перспективних ліній селекційного матеріалу зернових культур з максимальною ефективністю трансформації крохмалю в спирт.
6. Визначення  параметрів якості сортів та гібридів зернових культур для спирто-дистилятного напрямку.

Практичне значення.
Незважаючи на прогресивний розвиток світової селекції, селекція основних польових культур в Україні та СНД таких як пшениця та кукурудза зосереджена головним чином на створенні сортів та гібридів традиційного використання. Така ситуація пояснюється кількома причинами, серед яких основними є: а\ відсутність належного фахового рівня оцінки сучасного стану та перспектив розвитку селекції і технологій переробки зерна, б\ відсутність в селекційних програмах нового генетичного матеріалу з докорінно іншими біохімічними та технологічними параметрами, в\ консерватизм, застаріла технічна, законодавчо-нормативна база та надто глибока політизація в зернопереробній, і особливо, хлібопекарській галузі, г\ відсутність належної фахової взаємодії між селекцією та зернопереробними галузями. 
В той же час умови конкурентного ринку примушують зернопереробну галузь пристосовуватися до потреб ринку, розробляти нові види продуктів з зерна. Сучасний світовий ринок енергоресурсів вимагає поруч з традиційними видами енергії використання нових біологічних видів палива. Використання біоетанолу в  Україні дасть можливість суттєво скоротити імпорт нафтопродуктів, підвищити енергетичну незалежність країни,  підвищити екологічну безпеку навколишнього середовища. Широке використання біологічних видів палива  в Україні в відповідності з принципами екологічно раціонального ведення сільського господарства, що становить основу загальноєвропейської аграрної політики, відкриває нові можливості для стійкого розвитку сільських районів в межах ринково орієнтованої аграрної політики. Розвиток багатофункціональності сільського виробництва і процвітання сільських районів, в свою чергу призведе до створення спільного ринку нових сільськогосподарських продуктів та вступу в ЕС. Розвиток в сфері виробництва біоетанолу також призведе до створення нових робочих місць в сільській місцевості та підвищенню рівня агропромислового комплексу в цілому. Оскільки зернове виробництво в Україні є стабільним і має перспективи нарощування, то в якості сировини для виробництва етанолу використовується зерно пшениці, тритікале, кукурудзи. Проте, сорти зернових культур досить суттєво відрізняються між собою за ефективністю переробки одної тони збіжжя в етанол. Не випадково, в провідних селекційних центрах розвинутих країн ведеться селекція сортів (гібридів) зернових культур, спеціально призначених для виробництва біоетанолу. В реальному індустріальному виробництві біоетанолу фігурують три продукти переробки зерна, які мають комерційну цінність:  біоетанол, як основний продукт, сухий зброжений залишок та  вуглекислий газ, як побічні продукти. Звичайно ж, ключовим комерційним  продуктом являється біоетанол, хоча й зброжений залишок після ферментації зерна та дистиляції має неабияку кормову цінність для тварин, оскільки містить щонайменше 30-35% цінного добре перетравлюваного білка. Вуглекислий газ в цьому технологічному ланцюгу має органічне походження від переробки натурального продукту, не містить шкідливих синтетичних домішок, і має великий попит в галузі газування харчових напоїв.

Враховуючи перераховані вище обставини було розгорнуто новий напрямок селекції з залученням  оригінального генетичного матеріалу зернових культур зі специфічними властивостями крохмалю. 

Всього претендентами було опубліковано 37 статей у фахових виданнях, за проведеними дослідженнями та розробками   за даною тематикою 4 наукові статті.
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Перш ніж повести мову про створення нових сортів зернових культур спеціального призначення, ми зробили оцінку вже існуючих  комерційних сортів та гібридів селекції нашого інституту на предмет можливого їх використання для виробництва біоетанолу.

Крохмаль зерна – основний продукт, який під дією гідролітичних ферментів трансформується в етанол. За вмістом крохмалю вивчені сорти зернових культур мали показники, наведені в таблиці 1.

З таблиці можна бачити, що в середньому найвищий вміст крохмалю в зерні мають сорти соризу та гібриди кукурудзи. Сорти озимої пшениці займають проміжне положення, а сорти озимого тритікале поступаються за цим показником сортам інших культур.

                                                                                                                                                                     Таблиця 1.
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Хоча, звичайно ж, інтервал коливання між сортами за вмістом крохмалю досить значний, впритул до перекриття мінімальних та максимальних показників між окремими культурами.
                                                                                       Таблиця 2.
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Як і очікувалося, у сортів соризу та гібридів кукурудзи зафіксовано найвищі показники виходу біоетанолу на одну тону сухого збіжжя. Але, знову ж таки, деякі сорти озимої пшениці мали вихід етанолу вищий, ніж деякі гібриди кукурудзи. В той час як деякі сорти пшениці поступалися за виходом біоетанолу кільком сортам тритікале.


Ця картина наглядно показана в таблиці 2. Як видно, гібриди кукурудзи переважають інші культури за показником виходу біоетанолу з 1 тони завантаженого в реактор-ферментатор збіжжя, особливо пшеницю та тритікале. Різниця між крайніми варіантами перевищує 70 літрів етанолу з однієї тони переробленого збіжжя на користь кукурудзи. Наші дані знаходяться у повній відповідності з висновками інших відомих нам досліджень у цьому напрямі.


Переваги пшениці над іншими культурами стають більш очевидними, якщо врахувати показник ефективності трансформації крохмалю зерна пшениці в біоетанол, а саме, вихід біоетанолу на 1000 кг крохмалю (див. рис. 4). Можна бачити, що за цим показником, який може використовуватися як важливий критерій в селекції, сорти пшениці значно, а деякі генетичні лінії і суттєво, переважають всі інші культури, в т.ч. і кращі гібриди кукурудзи.
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Рис. 1. Вихід біоетанолу (Л/1000 кг крохмалю) у восьми довільно взятих сортів пшениці, тритікале, соризу та гібридів кукурудзи.


Таким чином, проведені нами дослідження свідчать про те, що сорти пшениці, тритікале, соризу та гібриди кукурудзи суттєво відрізняються між собою за показниками виходу біоетанолу з одиниці збіжжя, ефективності трансформації крохмалю в біоетанол та іншими показниками якості продуктів спирто-дистилятного виробництва.


Тому, при плануванні максимально економічно ефективного виробництва біоетанолу слід враховувати сортові розбіжності не лише за вмістом крохмалю, а й за показниками ефективності трансформації збіжжя в біоетанол.

Були проведені дослідження біохімічних  властивостей крохмалю: амілазного  комплексу, гранулометричного складу, співвідношення полісахаридів - амілоза/амілопектин. Крохмаль різних зернових культур досить суттєво відрізняється за розмірами та формою крохмальних гранул (рис.2).
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Рис. 2. Крохмальні гранули пшениці (А), ячменю (Б), кукурудзи (В), трітікале (Г), проса (Д).
Фізико-хімічні властивості крохмалю зернових культур залежать від багатьох факторів. Один з найголовніших є, звичайно, розмір та форма крохмальних гранул. 

Таблиця 3
Розмір крохмальних гранул зернових культур
	Культура
	Середній розмір гранул, мкм
	Мінімальне та максимальне значення 

	Пшениця
	27
	20 - 35

	Ячмінь
	23
	20 - 25

	Кукурудза
	13
	10 - 15

	Трітікале
	24
	20 - 28

	Просо
	9
	3 - 14

	НСР 0,05                                                                                               3,8

НСР 0,01                                                                                               5,9


У пшениці, ячменю й тритикале крохмальні гранули дуже схожі як  розміром так і формою. Їхній середній розмір - від 24 до 27 мкм. Гранули крохмалю проса схожі з гранулами крохмалю кукурудзи, за виключенням того, що гранули крохмалю проса менші – в середньому близько 9 мкм в діаметрі  (табл. 3).

Очевидно, що дрібні гранули крохмалю у порівнянні з великими характеризуються більшою площею поверхні на одиницю маси. Такий тип гранул легше піддається механічному руйнуванню під час розмелу, що, в свою чергу, збільшує атакованість ферментами на шляху перетворення крохмалю в біоетанол. 

Іншим не менш важливим фактором, від якого залежать фізико-хімічні властивості крохмалю зернових культур, є співвідношення його двох складових: амілози та амілопектину (табл.4). 
Таблиця 4
Вміст амілози в крохмалі зернових культур
	Культура
	Вміст амілози в крохмалі, 

%
	Мінімальне та максимальне значення 

	Пшениця
	21,6
	18,2 – 25,0

	Ячмінь
	23,2
	18,3 – 28,0

	Кукурудза
	24,4
	23,7 – 25,0

	Трітікале
	24,4
	22,8 – 26,0

	Просо
	18,7
	17,0 – 20,4

	НСР 0,05                                                                                               2,2

НСР 0,01                                                                                               3,3


Співвідношення амілоза / амілопектин у крохмалі певною мірою визначає технологічні властивості крохмалю. Під час помелу зерна з низьким вмістом амілози відсоток зруйнованих крохмальних гранул значно вищий, ніж у зерна з високим вмістом амілози що  збільшує атакованість ферментами на шляху перетворення крохмалю в біоетанол. За коротший проміжок часу амілази активно гідролізують крохмаль до низькомолекулярних сахаридів, створюючи таким чином сприятливі умови для високої активності ферментів. . 

Для виробництва спирту добре підходить пшениця ваксі з нульовим вмістом амілози. Крохмаль такої пшениці на сто відсотків складається з амілопектину і характеризується специфічними біохімічними та фізичними властивостями. Лінії пшениці ваксі в порівнянні із звичайними сортами пшениці забезпечують значно вищий вихід спирту. Тому було вивчено та залучено  в селекційний процес гени з фенотипом ваксі, що кодують біосинтез ключового ферменту крохмальних гранул зерна пшениці, який приймає участь у каталізі реакцій синтезу крохмалю зерна. Цей фермент має назву granule-bound starch syntase, або скорочено GBSS. Пшениця ваксі має унікальні властивості крохмалю завдяки повному генетичному блокуванню біосинтезу амілози – одного з двох складових полімерів залишків молекул глюкопіранози. Крохмаль пшениці ваксі складається на 100% з амілопектину, тоді як у звичайної пшениці амілопектин і амілоза складають відповідно 75% та 25%. Як свідчить світовий досвід пшениця ваксі має великі перспективи в плані використання зерна для виробництва харчового спирту та технічного біоетанолу.

За розробленою нами системою оцінки якості з урахуванням розроблених критеріїв було проведено добір серед оригінального селекційного матеріалу, який включає в себе пшеницю зі специфічними біохімічними та фізичними властивостями крохмалю – пшеницю ваксі (waxy).
Селекція пшениці ваксі була розпочата зі схрещувань озимого сорту Куяльник з серією з 12 ліній ярої пшениці «ваксі». Більше половини комбінацій схрещування вже в другому поколінні розщеплення були вибракуванні як селекційно непридатні через надто примітивний тип рослин.. Було ізольовано кілька ліній «ваксі» з озимим типом розвитку для попереднього вивчення впливу крохмалю ваксі  стосовно спирто-дистилятного напрямку. 

Починаючи з F5/6  поколінь, були розпочаті спершу польові добори селекційних форм.   В поточному році нами було відібрано, ідентифіковано 16 перспективних ліній Ваксі для більш повного та детального лабораторного аналізу.  
Таблиця 5
Технологічна характеристика досліджуваних ліній Ваксі
	Лаб. №


	Вміст крохмалю, %
	Вихід спирту із 1 т, л

	
	До ферментації
	Після
ферментації
	сухого шроту
	крохмалю

	1
	7
	8
	9
	10

	Альбатрос од.
	69,5
	4,6
	438,2
	540,7

	8419
	67,0
	2,4
	429,5
	569,3

	8421
	66,5
	2,8
	443,4
	598,8

	8423
	68,0
	2,8
	459,9
	596,5

	8426
	67,1
	2,8
	442,6
	585,1

	8428
	67,7
	1,9
	431,0
	563,4

	8425
	71,1
	2,2
	443,3
	546,8

	8429
	68,6
	2,4
	434,3
	561,5

	8430
	67,4
	2,0
	381,1
	502,7

	8431
	68,0
	3,0
	440,9
	576,5

	8433
	67,4
	2,5
	439,7
	585,2

	8435
	68,9
	4,2
	428,9
	550,9

	8436
	69,2
	4,0
	440,8
	559,2

	8437
	70,1
	3,6
	438,9
	553,5

	8438
	68,5
	3,6
	424,6
	548,6

	8439
	70,0
	3,6
	436,3
	552,9

	8440
	70,4
	4,7
	422,6
	531,3

	сер
	68,7
	3,1
	434,3
	559,5



За результатами досліджень за вмістом крохмалю до дистиляції досліджувані зразки не відрізнялись від сорту стандарту. А після дистиляції вміст крохмалю значно варіював. Так, у всіх без винятку ліній пшениці Waxy вміст крохмалю був нижчим ніж у стандартного зразка, що свідчить про те, що крохмаль пшениці Waxy значно ефективніше трансформується в процесі ферментації, а тому лінії пшениці ваксі в порівнянні із звичайними сортами пшениці забезпечували значно вищий вихід спирту з однієї тони крохмалю. Так, в результаті технологічного аналізу селекційного матеріалу пшениці Waxy були виділені три лінії, в яких вихід спирту з однієї тони крохмалю перевищував сорт стандарт від 44,4  до 58,1 л.  Лінії пшениці ваксі в порівнянні із звичайними сортами пшениці забезпечують значно вищий вихід спирту з однієї тони крохмалю. 

Також селекційна програма спирто-дистилятного напрямку включає в себе залучення  спеціального гена На, інтрогресованого в пшеницю від егілопса тауші. Цей ген приводить до формування специфічної консистенції ендосперму зерна пшениці – екстра м’якозерності. 

За результатами Державного  сортовипробовування  в 2006 році в Україні районовано перший сорт (і перший національний стандарт) бісквітної пшениці «Оксана». Цей сорт створено саме на базі використання гена На.
 Сорт «Оксана» - це перший в Україні червонозерний (SRW типу за міжнародною класифікацією) сорт серед категорії сортів спеціального використання. Він призначений для виробництва кондитерських виробів та представляє великий інтерес для розвитку селекції спирто-дистилятного напрямку. 

В поточному році було проведено технологічні  дослідження 31 лінії мякозерної пшениці, в порівнянні з сортом стандартом озимої пшениці.
За результатами досліджень було виділено 4 найкращі лінії мякозерної пшениці спирто-дистилятного напрямку. Вихід спирту яких з однієї тони крохмалю перевищував сорт стандарт від 33,4 до 36,2 л. Слід відмітити, що м’якозерність цих ліній перевищувала сорт Оксана, що підтверджує значимість консистенції ендосперму в селекції спирто-дистилятного напрямку.                                                                                                

Таблиця 6
Технологічна характеристика досліджуваних ліній м’якозерної пшениці
	Лаб.№

 
	Вміст крохмалю, %
	Вихід спирту із 1 т, л

	
	До ферментації
	Після
ферментації
	сухого шроту
	крохмалю

	Альбатрос Од.
	69,5
	4,6
	438,2
	540,7

	8151
	67,1
	2,7
	443,3
	576,8

	8152
	68,0
	3,4
	429,8
	555,6

	8153
	68,3
	3,8
	436,7
	564,0

	8154
	71,1
	3,6
	443,1
	549,6

	8155
	68,7
	2,8
	451,8
	574,1

	8156
	70,5
	4,0
	434,0
	543,5

	8161
	68,0
	2,4
	431,0
	552,6

	8162
	66,0
	3,1
	424,9
	563,9

	8163
	67,0
	3,0
	419,6
	549,9

	8165
	68,0
	2,9
	423,1
	544,4

	8166
	69,6
	2,8
	430,3
	542,8

	8168
	68,5
	2,3
	432,8
	554,2

	8169
	67,4
	3,4
	444,9
	576,9

	8171
	66,8
	2,2
	435,9
	573,7

	8173
	69,0
	2,9
	435,0
	573,7

	8174
	67,6
	3,2
	432,9
	552,8

	8175
	67,7
	3,2
	431,9
	561,5

	8176
	68,1
	2,4
	430,9
	560,7

	8177
	71,5
	3,5
	448,7
	576,5

	8178
	69,9
	3,4
	440,3
	541,3

	8179
	70,5
	2,8
	431,3
	535,9

	8180
	70,0
	3,0
	442,8
	555,4

	8181
	68,2
	3,2
	438,7
	564,8

	8182
	68,2
	2,6
	438,3
	567,4

	8196
	64,1
	3,9
	406,3
	560,4

	8197
	66,7
	3,8
	418,8
	555,0

	8198
	66,4
	2,9
	417,1
	552,1

	8200
	66,2
	3,4
	422,0
	562,2

	8201
	66,3
	3,1
	416,3
	555,7

	8222
	67,0
	3,7
	418,2
	549,9

	8224
	69,1
	2,9
	442,3
	562,7


Економічна ефективність при впровадженні у виробництво нових сортів спирто-дистилятного напрямку у порівнянні з сортом-стандартом (Альбатрос од.)

Таблиця 7
	
	Лінія


	Вихід спирту з 1 тони крохмалю, 

л
	+ до стандарту
	Додатковий прибуток з 1т крохмалю, грн.*

	
	
	
	
	

	2
	3
	4
	5

	Альбатрос од.
	540.7
	-
	-
	

	8419
	569.3
	28.6
	246.87

	8421
	598.8
	58.1
	501.52

	8423
	596.5
	55.8
	481.67

	8426
	585.1
	44.4
	383.26

	8428
	563.4
	22.7
	195.94

	8429
	561.5
	20.8
	179.54

	8431
	576.5
	35.8
	309.03

	8433
	585.2
	44.5
	384.12

	8436
	559.2
	18.5
	159.69

	В середньому
	36.6
	315.93


* - із розрахунку вартості 1 тони спирту 8632 гривень
За розробленою системою проводиться  оцінка генетично збалансованого вихідного матеріалу Селекційно-генетичного інституту.  Виділені найкращі лінії пшениці за розробленими критеріями оцінки, та проводяться їх конкурсні та контрольні випробування для  передачі сорту спирто-дистилятного напрямку в систему Державного сортовипробування.  
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Середній вміст крохмалю в зерні

(% суху речовину)



		Культура		Середній вміст крохмалю
%		Коливання за вмістом крохмалю
%

		Пшениця		65,8		58,5-70,4

		Тритікале		64,3		60,1-68,8

		Сориз		71,4		68,7-75,5

		Кукурудза		70,6		67,3-76,3
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Середній вихід біоетанолу

(Л/1000 кг сухого зерна)

		Культура		Вихід біоетанолу
Л/1000кг		Коливання за виходом біоетанолу
Л/1000кг

		Пшениця		445		420-474

		Тритікале		428		421-459

		Сориз		464		458-475

		Кукурудза		471		453-498






























