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Резюме: В целях создания ресурсосберегающих биотехнологий глубокой переработки зернового 
сырья актуальным является поиск эффективного способа получения концентрированного зерно-
вого сусла для спиртового производства. Чтобы обеспечить качественные показатели биохими-
ческого состава и реологических свойств концентрированного сусла, необходим подбор опти-
мальных ферментных систем и условий глубокой конверсии высокомолекулярных полимеров зерна. 
Проведенными ранее исследованиями доказана эффективность применения карбогидраз для обра-
ботки зернового сырья. Однако практически отсутствуют данные, касающиеся изучения ката-
литического действия фитазы, в том числе в комплексе с другими гидролитическими фермента-
ми, на степень гидролиза полимеров зернового сырья при приготовлении концентрированного 
сусла. В настоящей работе показано влияние протеаз и фитаз в составе мультиэнзимной компо-
зиции, а также условий ферментативной обработки сырья, на реологические и биохимические по-
казатели концентрированного зернового сусла. В качестве объектов исследования были пшеница, 
рожь и кукуруза Установлено, что синергизм совместного действия исследованных гидролаз, в 
том числе фитолитических и протеолитических ферментов, способствовал повышению степени 
конверсии полимеров данного зернового сырья и увеличению концентрации растворимых сухих 
веществ сусла в 1,5 раза. Использование в составе мультиэнзимного комплекса протеаз и фитаз 
позволило увеличить в сусле концентрацию: глюкозы – в 1,2–1,3 раза; аминного азота – в 1,5–2,2 
раза; ионов фосфора – в 1,4–4,3 раза. При этом в опытных вариантах сусла содержание аминокис-
лот в свободной форме увеличилось более чем в 4 раза. Показано, что подготовка зернового сы-
рья при температуре 80–90 ºС в течение 6 ч и продолжительности осахаривания в течение 1–2 ч 
с использованием полного комплекса ферментов, содержащего α-амилазу, глюкоамилазу, ксилана-
зу, протеазу и фитазу, позволяет получить концентрированное зерновое сусло с содержанием 
сухих веществ более 30%. При этом отмечено существенное снижение вязкости (особенно ржа-
ного сусла – в 1,3–1,9 раза). Результаты исследований подтвердили важную роль ферментов, 
проявляющих субстратную специфичность по отношению к белковым и фитиновым полимерам 
зернового сырья.  
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Abstract: Development of sustainable biotechnologies for deep processing of grain raw materials requires 
effective mechanisms of obtaining strong wort for alcohol production. To provide qualitative characteristics of 
biochemical composition and rheological properties of strong wort, it is necessary to select optimal enzyme 
systems and conditions for deep conversion of high-molecular weight polymers of the grain. Previous re-
search has proven the efficiency of carbohydrases for processing grain raw materials. However, there is little 
evidence on the catalytic effect of phytase, including in combination with other hydrolytic enzymes, on the 
degree of hydrolysis of polymers in grain raw materials when preparing strong wort. This paper demonstrates 
the effect of proteases and phytases in a multi-enzyme composition, as well as the conditions of enzymatic 
processing of raw materials, on the rheological and biochemical parameters of strong wort. Wheat, rye and 
corn were investigated. The synergism of the combined effect of studied hydrolases, including phytolytic and 
proteolytic enzymes, contributed to an increase in polymer conversion in this grain raw material and the con-
centration of soluble dry substances of the wort by 1.5 times. Using the proteases and phytases in the multi-
enzyme composition allowed the concentration of the following components in the wort to be increased: glu-
cose – by 1.2–1.3 times; amine nitrogen – by 1.5–2.2 times; phosphorus ions – by 1.4–4.3 times. Additional-
ly, in the wort samples, the content of amino acids in the free form increased by over 4 times. It is shown that 
the pretreatment of grain raw materials at a temperature of 80–90ºС for 6 hours and saccharification for 1–2 hours 
using a complete complex of enzymes containing α-amylase, glucoamylase, xylanase, protease and 
phytase, allows a strong wort with a dry matter content of over 30% to be obtained. Moreover, a significant 
decrease in viscosity was noted (particularly for rye wort – by 1.3–1.9 times). Our results confirm the essen-
tial role of enzymes exhibiting substrate specificity to protein and phytic polymers in grain raw materials.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Создание ресурсосберегающих биотехнологий 

производства спирта предусматривает прежде 
всего разработку эффективных способов подго-
товки зернового сырья для получения концентри-
рованного сусла [1–4].  

В настоящее время для получения этилового 
спирта по традиционной технологии используют 
зерновые среды, содержащие 18–22% раствори-
мых сухих веществ. В результате их сбраживания 
образуется большое количество отхода производ-
ства – зерновой барды, которое более чем в 10 раз 
превышает объем целевого продукта – этанола. С 
целью снижения образования отходов необходимо 
повысить концентрацию перерабатываемого зер-
нового сусла [1, 5, 6]. Проблема при этом заключа-
ется в том, что для приготовления качественного 
концентрированного сусла необходимо подобрать 
мультэнзимную композицию и разработать усло-
вия ее биокаталитического действия, обеспечива-
ющие глубокий гидролиз всех полимеров зерново-
го сырья до ассимилируемых дрожжами углеводов 
и аминокислот. В работах ряда исследователей 
показана возможность повышения концентрации 
сухих веществ зернового сусла с использованием 
комплекса ферментов, катализирующих гидролиз 
крахмала, некрахмальных полисахаридов и белка. 
Однако при достижении концентрации сухих ве-
ществ сусла боьше 25–28% существенно повыша-
лась вязкость и снижались его качественные пока-
затели, что негативно сказывалось на процессе 

спиртового брожения [1, 5–9]. По-видимому, авто-
ры не учитывали содержащиеся в зерне фитино-
вую кислоту или ее соли, являющиеся основным 
источником фосфора, которые представляют со-
бой хелатные металлоорганические соединения, 
связывающие не только ионы минеральных ве-
ществ, но и образующие устойчивые углеводные и 
протеин-фитатные комплексы, что может негатив-
но сказываться на обеспеченности дрожжей мине-
ральным питанием [10–13]. По данным исследова-
телей, применение фитолитических ферментов 
способствует распаду фитиновых соединений, вы-
свобождению фосфора и других микроэлементов, 
что должно приводить к повышению качества зер-
нового сусла, активизации жизнедеятельности 
спиртовых дрожжей [14–18]. Однако практически 
отсутствуют данные, касающиеся исследований 
каталитического действия фитазы, в том числе в 
комплексе с другими гидролитическими фермен-
тами, на полимеры зернового сырья при приготов-
лении концентрированного сусла. Недостаточно 
изучено влияние условий ферментативной обра-
ботки зерна на биохимический состав и реологиче-
ские свойства концентрированного сусла, содер-
жащего более 30% сухих веществ. 

Цель настоящих исследований состояла в 
подборе мультиэнзимной композиции, содержа-
щей ферменты фитолитического действия, а также 
условий ферментативной обработки сырья на ка-
чество концентрированного зернового сусла.  
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объектов для исследовательской 

работы были выбраны пшеница, рожь и кукуруза 
как наиболее широко применяемые в спиртовом 
производстве зерновые культуры. В целях декс-
тринизации и осахаривания крахмала были рас-
смотрены ферментные препараты (ФП) – источни-
ки α-амилазы и глюкоамилазы; для гидролиза кси-
ланов и гемицеллюлозы – ксиланазы; для конвер-
сии белковых веществ – протеазы; для деструкции 
фитиновых веществ – фитазы [1, 5, 6]. 

Переработку зернового сырья осуществляли 
по ферментативно-гидролитической схеме при 
температуре 60–90 ºС и гидромодуле 1:1,8 [1, 6–8]. 
В зависимости от поставленных задач и стадии 
приготовления сусла варьировали составом фер-
ментов. В контрольных вариантах сусла мультиэн-
зимная композиция включала следующие фер-
ментные препараты: ФП-1 – как источник бактери-
альной термостабильной α-амилазы; ФП-2 – ис-
точник ксиланазы; ФП-3 – грибной α-амилазы;  
ФП-4 – глюкоамилазы. В опытных вариантах наря-
ду с ферментами амилолитического, глюкоами-
лазного и ксиланазного действия для протеолиза 
белков дополнительно вводили препарат ФП-5 как 
источник кислой протеазы, а для гидролиза фити-
новых веществ – ФП-6, содержащий фитазу.  

Ферментативную активность ФП определяли 
стандартными методами:  

– амилолитическую (АС) и глюкоамилазную 
(ГлС) – по ГОСТ Р 54430-2011;  

– протеолитическую (ПС) – по ГОСТ Р 53974-
2010;  

– ксиланолитическую (КС) – по ГОСТ Р 55302-
2012;  

– фитолитическую (ФС) – по ГОСТ 31487-2012.  
Состав основных полимеров зерна, содержа-

ние растворимых сухих (РСВ) и редуцирующих 
(РВ) веществ зернового сусла определяли в со-
ответствии с инструкцией технохимического кон-
троля спиртового производства

1
; концентрацию 

аминного азота (NH2
+
) – медным способом

2
; со-

держание глюкозы и мальтозы – методом ВЭЖХ 
на хроматографе Shimadzu LC-20 (Япония) [19]; 

концентрацию ионов фосфора – методом капил-
лярного электрофореза с применением системы 
серии PrinCE-560 (Нидерланды), оснащенной 
кондуктометрическим детектором [20].  Динами-
ческую вязкость зернового сусла определяли на 
синусоидальном вибрационном вискозиметре 
SV-10 (A&D Company Limited, Япония) с про-
граммным обеспечением Win-CT Viscosity мето-
дом вибрационной вискозиметрии [21]. Концен-
трацию аминокислот в зерновом сусле исследо-
вали на аминокислотном анализаторе Knauer 
Eurochrom 2000 с последующим детектировани-
ем компонентов спектрофотометрическим детек-
тором Smartline UV Detector 2500 (Германия) [5]. 

Статистическую обработку полученных экс-
периментальных данных не менее чем в 3-х по-
вторностях осуществляли методом однофактор-
ного дисперсионного анализа с апостриорным 
критерием Тьюки при р<0,05 с использованием 
программы Statistica 6.0. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Проведены сравнительные исследования со-

става основных полимеров, содержащихся в ис-
ходном пшеничном, кукурузном и ржаном сырье, 
используемом для приготовления сусла (табл. 1). 
Результаты исследований подтвердили полу-
ченные ранее данные, что рожь отличалась 
наиболее высоким содержанием гемицеллюлоз, 
кукуруза – крахмала и фитатов, количество кото-
рых практически в 2 раза превосходило показа-
тели пшеничного и ржаного зерна [15, 16, 22].  

Исследовано влияние мультиэнзимных ком-
позиций, содержащих ферменты с различной 
субстратной специфичностью, и длительности 
процесса на степень гидролиза полисахаридов, 
белковых и фитиновых веществ и образование в 
концентрированном сусле растворимых углево-
дов (РВ), в том числе мальтозы и глюкозы, 
аминного азота и фосфатов. Алгоритм получе-
ния концентрированного зернового сусла с ис-
пользованием исследуемых ФП представлен  
на рис. 1. 

 
 

Таблица 1. Состав основных полимеров зернового сырья 
 

Table 1. Composition of the main polymers of grain raw materials 
 

Зерновое сырье 
Состав полимеров, % 

Крахмал Гемицеллюлозы Белки Фитаты 

   Пшеница 59,5±2,9 4,3±0,2 12,5±0,5 1,2±0,03 
   Кукуруза 65,4±3,2 3,0±0,1 10,3±0,4 2,2±0,09 
   Рожь 57,1+2,8 10,8±0,4 11,9+0,5 1,1+0,05 

Значения представлены в виде средних ± стандартное отклонение. 
   

1
Фирсов Н.Н. Микробиология: словарь терминов. М.: Дрофа, 2006. 256 с. 

2
Гребенщикова А.В. Подбор условий культивирования для бактерий рода Bacillus // Труды молодых 

ученых Алтайского государственного университета: материалы VII региональной молодежной кон-
ференции «Мой выбор – наука», XLVII научной конференции студентов, магистрантов, аспирантов и 
учащихся лицейных классов. Вып. 17. Барнаул: Изд-во Алтайского университета, 2020. С. 3–5. 



Серба Е.М., Римарева Л.В., Оверченко М.Б. и др. Подбор мультиэнзимной композиции … 
Serba E.M., Rimareva L.V., Overchenko M.B. et al. Selecting multi-enzyme composition … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
387 

  
 

 

 
 

Рис. 1. Алгоритм ферментативно-гидролитического приготовления концентрированного зернового сусла (30% РСВ) 
 

Fig. 1. Algorithm of enzymatic-hydrolytic preparation of concentrated grain wort (30% RSV) 

 
Расход ФП осуществляли в соответствии с по-

добранными ранее дозировками [5, 7, 18]. Во всех 
вариантах приготовления сусла I-ая и II-ая стадии 
ферментативно-гидролитической обработки зерно-
вого сырья не различались (см. рис. 1). На I-й ста-
дии с целью получения водно-мучного замеса (гид-
ромодуль 1:1,8) вводили ФП-1 для разжижения и 
декстринизации крахмала в дозировке 0,9 ед. АС/г 
крахмала, и ФП-2 – в дозировке 0,3–0,7 ед. КС/г сы-
рья (табл. 2). При дозировании ФП-2 учитывали, что 
наиболее высокое содержание некрахмальных поли-
сахаридов отмечено в ржаном сырье (см. табл. 1).  

Остальные ферментные препараты (ФП-3 – 
грибная α-амилаза, ФП-4 – глюкоамилаза, ФП-5 
– протеаза, ФП-6 – фитаза) использовали на IV-й 
стадии (см. рис. 1, табл. 2). В контрольных вари-
антах в составе мультиэнзимных комплексов от-
сутствовали ферменты протеолитического и фи-
толитического действия. III-ая и IV-ая стадии 
приготовления сусла различались продолжи-
тельностью инкубации (табл. 3).  

По окончании IV-й стадии получены образцы 
опытных и контрольных вариантов зернового 
сусла, содержащего 29,8–32,8% растворимых 
сухих веществ, что в 1,5 раза превышало кон-

центрацию сусла, приготовленного по классиче-
ской технологии и содержащего 18–22% РСВ 
[2, 3]. Образцы сусла различались степенью кон-
версии полимеров в зависимости от длительно-
сти III-й и IV-й стадий ферментативно-гидроли-
тической обработки сырья, а также от состава 
использованных ферментов (см. рис. 1, табл. 3). 

Установлено, что длительная температурно-
гидролитическая подготовка зернового замеса в 
течение 4-х ч (III-я стадия) и использование муль-
тиэнзимной композиции, содержащей в своем со-
ставе наряду с амилазами и ксиланазами фермен-
ты, катализирующие гидролиз белковых и фитино-
вых веществ, способствовало повышению содер-
жания в сусле не только растворимых сухих и ре-
дуцирующих веществ, аминного азота, но и асси-
милируемых дрожжами глюкозы и мальтозы, ами-
нокислот в свободной форме и фосфатов (рис. 2, 
см. табл. 3). При увеличении длительности фер-
ментативно-гидролитической обработки зернового 
замеса наблюдалось заметное снижение вязкости, 
особенно в ржаном сусле – в 1,4 раза (см. табл. 3), 
что, по-видимому, связано с более высоким со-
держанием в сырье гемицеллюлоз [17].  

 

Таблица 2. Характеристика и расход ферментных препаратов  

для биокаталитической конверсии полимеров пшеничного, кукурузного и ржаного сусла 
 

Table 2. Characteristics and consumption of enzymes  

for biocatalytic conversion of wheat, corn and rye wort polymers 
 

Шифр ферментного препарата,  
основной фермент 

*Активность 
фермента, 

ед./см3 

Расход  
фермента 

Пшеница Кукуруза Рожь 

Дозировка фермента 

ФП-1 (Amylex, «Genencor», США),  
термостабильная α-амилаза 

1980+70 
ед. АС/г  

крахмала 
0,9 0,9 0,9 

ФП-2 (Tegazyme, «Genencor», США), 
ксиланаза 

3600+150 ед. КС/г сырья 0,5 0,3 0,7 

ФП-3 (Амилоризин, ВНИИПБТ, РФ), 
грибная α-амилаза 

2500+100 
ед. АС/г  

крахмала 
0,9 0,9 0,9 

ФП-4 (Diazyme X5, «Genencor», США), 
глюкоамилаза 

8000+350 
ед. ГлС/г  
крахмала 

15,0 15,0 15,0 

ФП-5 (Протооризин, ВНИИПБТ, РФ), 
протеаза 

640+30 ед. ПС/г сырья 0,4 0,4 0,4 

ФП-6 (Phytaflow, Novozymes, Дания), 
фитаза 

30000+1100 ед. ФС/г сырья 2,0 2,0 2,0 

*Значения представлены в виде средних ± стандартное отклонение. 

III стадия  (разваривание) – 88-90°С, 60 мин. и 240 мин. 

IV стадия (осахаривание) – 56-60°С, 60 и 120 мин. 

ФП-2 ФП-3 

ФП-5 ФП-6 

ФП-4 

II стадия (разжижение и декстринизация) – 80-83°С, 120 мин. 

I стадия (замес) –  60°С, 30 мин. ФП-2 ФП-1 
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Таблица 3. Физико-химическая характеристика пшеничного, кукурузного и ржаного сусла 
 

Table 3. Physical and chemical characteristics of wheat, corn and rye wort 
 

Вариант 
Длительность 

стадии, ч 
Вязкость, 

мПа·с 
РСВ, % 

Содержание углеводов, % Аминный 
азот, мг% 

Ионы 
фосфора, 

мг/дм3 III ст. IV ст. РВ глюкоза мальтоза 

Пшеница 

Опыт 

1 1 31,2+1,5 29,8+1,4 24,3+1,2 14,0+0,7 9,4+0,5 78,4+3,9 1739,0+87,0 

1 2 29,0+1,4 30,5+1,5 25,1+1,3 15,1+0,8 9,0+0,4 84,7+4,1 2262,1+113,1 

4 1 30,0+1,5 31,5+1,6 26,2+1,3 16,9+0,7 8,4+0,3 86,4+4,3 2395,5+119,8 

4 2 28,5+1,4 32,3+1,7 28,1+1,4 18,9+0,9 8,0+0,3 92,5+4,5 2840,0+142,0 

Контроль 4 2 35,4+1,8 31,4+1,5 25,0+1,2 15,7+0,6 8,1+0,3 41,8+4,0 987,2+49,4 

Кукуруза 

Опыт 

1 1 38,4+1,9 30,4+1,5 25,8+1,3 15,0+0,7 8,4+0,3 57,2+2,8 964,2+48,2 

1 2 35,0+1,8 31,0+1,5 26,9+1,4 16,3+0,8 7,8+0,4 64,7+3,1 1230,2+61,5 

4 1 34,0+1,7 31,9+1,7 27,8+1,3 16,9+0,8 7,7+0,3 69,6+3,8 1389,4+69,5 

4 2 30,0+1,5 32,8+1,6 30,1+1,5 19,7+0,9 7,4+0,2 72,4+4,2 1401,7+70,2 

Контроль 4 2 40,4+2,0 31,2+1,4 27,0+1,4 16,4+0,8 8,2+0,4 38,2+1,9 324,2+16,2 

Рожь 

Опыт 

1 1 233,5+11,7 30,0+1,5 23,0+1,1 7,3+0,4 13,8+0,7 80,6+4,0 1497,0+74,9 

1 2 183,0+9,4 30,4+1,5 23,9+1,2 8,5+0,5 13,4+0,6 86,2+4,3 1581,6+79,1 

4 1 220,1+11,2 30,6+1,5 23,2+1,0 9,7+0,5 12,4+0,6 88,1+4,4 1590,1+79,2 

4 2 168,0+8,6 30,9+1,5 25,1+1,4 11,5+0,6 12,0+0,5 95,9+4,9 1653,0+76,3 

Контроль 4 2 310,9+15,2 30,2+1,4 23,8+1,2 9,1+0,5 12,3+0,6 43,2+4,1 1084,7+55,1 

Значения представлены в виде средних ± стандартное отклонение. 

 

 
 

Рис. 2. Влияние механико-ферментативной обработки 
пшеничного, кукурузного и ржаного сусла на образование 
свободных аминокислот 
 

Fig. 2. Effect of mechanical-enzymatic treatment of wheat, 
corn and rye wort on free amino acids formation 

 
Более существенно на физико-химические ха-

рактеристики концентрированного сусла влиял со-
став ферментного комплекса. Использование в 
составе мультиэнзимной композиции протеаз и 
фитаз позволило увеличить концентрацию глюко-
зы в 1,2–1,3 раза, аминного азота – в 1,5–2,2 раза, 
а ионов фосфора – в 1,4–4,3 раза. Полученное 
концентрированное сусло имело хорошие реоло-
гические свойства: вязкость пшеничного и кукуруз-
ного сусла снизилась в 1,2–1,3 раза, а ржаного – в 
1,9 раза по сравнению с контрольными вариантами.  

В опытных вариантах сусла отмечена также и 
более высокая степень гидролиза белка с обра-
зованием свободных аминокислот, ассимилиру-
емых дрожжами, концентрация которых увели-
чилась более чем в 4 раза по сравнению с кон-
тролем (см. рис. 2).  

Таким образом, подготовка зернового сырья при 
температуре 80–90 ºС в течение 6 ч. (II-ая + III-я 
стадии) и продолжительности осахаривания в тече-

ние 1–2-х ч с использованием полного комплекса 
ферментов, содержащего ферменты амилолитиче-
ского, ксиланолитического, протеолитического и 
фитазного действия, позволяет получить концен-
трированное зерновое сусло (более 30% РСВ) с 
наиболее низкой вязкостью и высоким содержанием 
растворимых углеводов, свободных аминокислот и 
ионов фосфора. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведенных исследований по-

казано, что подобранный мультиэнзимный ком-
плекс обеспечивает глубокий гидролиз высоко-
молекулярных полимеров зернового сырья: по-
лисахаридов – с образованием моно- и ди-
сахаров; белков – с накоплением аминного азота 
и свободных аминокислот; фитиновых веществ – 
с высвобождением фосфатов в биодоступной 
форме, и позволяет получить концентрирован-
ное сусло с содержанием РСВ более 30%, что в 
1,5 раза превышало концентрацию сусла, приго-
товленного по классической технологии и содер-
жащего 18–22% РСВ [2, 3, 17].  

Установлено, что совместное действие ис-
следованных гидролаз способствовало не только 
повышению степени конверсии полимеров зер-
нового сырья, но и улучшению реологических 
свойств концентрированного сусла. Известно, что 
содержащиеся в зерне гемицеллюлозы оказывают 
негативное влияние на реологические свойства 
зернового сусла, что затрудняет атакуемость 
крахмала амилолитическими ферментами, приво-
дит к снижению качественных показателей сусла и 
замедлению процесса брожения [5]. В проведен-
ных ранее исследованиях была доказана воз-
можность существенного снижения вязкости сус-
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ла в результате биокаталитической конверсии 
ксиланов [4, 5, 17]. Итоги данных исследований 
показали, что при подготовке концентрированно-
го сусла дополнительное включение в состав 
комплекса фитазы и протеазы способствовало 
еще большему снижению вязкости пшеничного и 
кукурузного сусла – в 1,2–1,3 раза, ржаного – в 
1,9 раза, что, по-видимому, связано с синергиз-
мом действия ферментов [17]. 

Показано, что выбранные параметры фер-
ментативно-гидролитической подготовки сырья и 
длительность процесса (температуре 80–90 ºС в 
течение 6 ч и продолжительность осахаривания 
в течение 1–2-х ч с использованием полного 

комплекса ферментов) позволили максимально 
повысить концентрацию растворимых сухих ве-
ществ и степень гидролиза полисахаридов, бел-
ков и фитина в концентрированном зерновом 
сусле.  

Таким образом, подобран состав мультиэн-
зимной композиции и условия ферментативно-
гидролитической обработки зернового сырья, 
обеспечивающие получение качественного кон-
центрированного сусла с хорошими реологиче-
скими свойствами и высоким содержанием рас-
творимых сухих веществ, углеводов, свободных 
аминокислот и ионов фосфора.  
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