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Национальный, рецензируемый журнал посвящен ос‑
новным проблемам науки о пищевой промышленности. 
Основной миссией является: создание, агрегация, под‑
держка и распространение научного контента в обла‑
сти пищевой промышленности, объединение усилий 
исследователей научных центров, университетов, пре‑
одоление разрыва между изданиями регионального, на‑
ционального и федерального уровней. Журнал призван 
освещать актуальные проблемы в пищевой и смежных 
отраслях, продвигать новые перспективные техноло‑
гии в широкую аудиторию научных и практических 
работников, преподавателей, аспирантов, студентов, 
предпринимателей. Научная концепция издания пред‑
полагает публикацию новых знаний в области пищевых 
систем и научных основ ресурсосберегающих техноло‑
гий глубокой переработки сельскохозяйственного сырья, 
прорывных технических решений для производства 
пищевых продуктов общего и специализированного на‑
значения. В журнале публикуются научные и обзорные 
статьи, доклады, сообщения, рецензии, краткие научные 
сообщения (письма в редакцию), информационные 
публикации по направлениям: технология пищевых 
производств; процессы, оборудование и аппараты пи‑
щевых производств; гигиена питания; биотехнология; 
стандартизация, сертификация, качество и безопас‑
ность; экономика; автоматизация и информатизация 
технологических процессов. Подробная информа‑
ция для авторов и читателей представлена на сайте: 
www.fsjour.com.
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main problems of food science. The main mission is to 
create, aggregate, support and distribute the scientific 
content in the field of the food industry, join the efforts 
of researchers from scientific centers and universities, 
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tional and federal levels. The journal serves to highlight 
topical problems in the food and related industries, pro‑
mote new promising technologies among the wide audi‑
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scientific concept of the journal envisages publication 
of new knowledge in the field of food systems and sci‑
entific foundations of the resource saving technologies 
for deep processing of agricultural raw materials, break‑
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views, short scientific communications (letters to the 
editorial office), information materials concerned with 
food technology, processes, equipment and apparatus 
for food production, nutritional hygiene, biotechnology, 
standardization, certification, quality and safety, eco‑
nomics, automation and informatization of technologi‑
cal processes. The detailed information is given on the 
site: www.fsjour.com.

 Minister of Science and Higher Education 
of the Russian Federation

V.M. Gorbatov Federal Research Center for Food
Systems of Russian Academy of Sciences

(Gorbatov Research Center for Food Systems)

FOOD SYSTEMS
www.fsjour.com

Founder, Publisher and Printing Office:
Federal State Budgetary Scientific Institution

“V.M. Gorbatov Federal Research Center
for Food Systems of Russian Academy of Sciences”

Talalikhina str. 26, Moscow, Russia, 109316

EDITORIAL OFFICE:
Federal State Budgetary Scientific Institution

“V.M. Gorbatov Federal Research Center
for Food Systems of Russian Academy of Sciences”

Talalikhina str. 26, Moscow, Russia, 109316
Tel.: +7-495-676-95-11 extension 300

e-mail: a.zakharov@fncps.ru

The Journal is registered in the Federal Service on Supervision
in the sphere of communication industry, information

technologies and public communications.
The certificate of registration is

PI № FS 77 – 71610 of 13.11.2017
EL № FS 77 – 72022 of 26.12.2017

Founded in 2018.
This work is licensed under a

Creative Commons Attribution 4.0 License
Free price.

Frequency — 4 issues a year.
Signed print 27.12.2021.

Released from press 30.12.2021.
Circulation — 300 copies. Order № 387.

© FNCPS, 2021 
© Authors, 2021

EDITORIAL BOARD
EDITOR-IN-CHIEF:
Oxana A. Kuznetsova, Doctor of technical sciences, Director, V. M. Gorbatov 
Federal Research Center for Food Systems of Russian Academy of Sciences, 
Moscow, Russia

DEPUTY EDITOR-IN-CHIEF:
Andrey B. Lisitsyn, Doctor of technical sciences, Professor, Academician of 
RAS, Scientific supervisor, V. M. Gorbatov Federal Research Center for Food 
Systems of Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

DEPUTY EDITOR-IN-CHIEF:
Anastasiya A. Semenova, Doctor of technical sciences, Professor, Deputy 
Director, V. M. Gorbatov Federal Research Center for Food Systems of Russian 
Academy of Sciences, Moscow, Russia

SCIENTIFIC EDITORS:
Ivan F. Gorlov, Doctor of agricultural sciences, Professor, Academician of 
RAS, Scientific supervisor of Povolzhskiy Research Institute of Production and 
Processing of Meat and Dairy Products, Volgograd, Russia
Galia Zamaratskaya, Candidate of technical sciences, Docent, Research Worker, 
Swedish University of Agricultural Sciences, Uppsala, Sweden
Ivan Nastasijevic, Doctor, Associate Director, Institute of Meat Hygiene and 
Technology, Belgrad, Serbia
Takeda Shiro, Associate Professor, Laboratory of Food Science School of 
Veterinary Medicine, Azabu University, Sagamihara, Japan
Aleksandr Yu. Prosekov, Doctor of technical sciences, Professor, Corresponding 
member of RAS, Rector, Kemerovo State University, Kemerovo, Russia
Natalia A. Gorbunova, Candidate of technical sciences, Academic Secretary, 
V. M. Gorbatov Federal Research Center for Food Systems of Russian Academy 
of Sciences, Moscow, Russia

PRODUCTION EDITOR:
Aleksandr N. Zakharov, Candidate of technical sciences, Senior research 
worker, Head of the Department of Editorial and Publishing, V. M. Gorbatov 
Federal Research Center for Food Systems of Russian Academy of Sciences, 
Moscow, Russia

MEMBERS OF THE EDITORIAL BOARD:
Liubov S. Abramova, Doctor of technical sciences, Professor,  Deputy Direc‑
tor of the Department, Russian Federation Research Institute of Fishery and 
Oceanography, Moscow, Russia
Baiana A. Bazhenova, Doctor of technical sciences, Professor, Professor of the 
chair «Meat and canned product technology» of East Siberia State University 
of Technology and Management, Ulan-Ude, Russia
Aram G. Galstyan, Doctor of technical sciences, Academician of RAS, Director, 
All-Russian Dairy Research Institute, Moscow, Russia
Irina M. Donnik, Doctor of biological sciences, Professor, Academician of RAS, 
Vice president of RAS, Moscow, Russia
Ivan A. Evdokimov, Doctor of technical sciences, Professor, Head of the chair 
“Technology of milk and dairy products”, North-Caucasus Federal University, 
Stavropol, Russia
Andrey N. Ivankin, Doctor of Chemical Sciences, Professor,Head of the chair 
of Chemistry, Mytishchi branch of Bauman Moscow State Technical University, 
Mytischi, Moscow region, Russia
Alla A. Kochetkova, Doctor of technical sciences, Professor, Head of the 
«Laboratory of food biotechologies and specialized products», Federal Research 
Centre of nutrition, biotechnology and food safety, Moscow, Russia
Natal’ya G. Mashentseva, Doctor of technical sciences, Professor RAS, Profes‑
sor, Chair of Biotechnology and Technology of Products of Bioorganic Synthesis, 
Moscow State University of Food Production, Moscow, Russia
Sergey A. Miroshhikov, Doctor of biological sciences, Professor, Corresponding 
member of RAS, Rector, Orenburg State University, Orenburg, Russia
Liubov V. Rimareva, Doctor of technical sciences, Professor, Academician 
of RAS, Chief Researcher, All-Russian Scientific Research Institute of Food 
Biotechnology —  branch Federal Research Centre of nutrition, biotechnology 
and food safety, Moscow, Russia
Andrey N. Petrov, Doctor of technical sciences, Professor, Academician of 
RAS, Director, All-Russian Research Institute of Canning Technology —  Branch 
of V. M. Gorbatov Federal Research Center for Food Systems of RAS, Vidnoe, 
Moscow region, Russia
Maxim B. Rebezov, Doctor of agricultural sciences, Professor, Chief Researcher, 
V. M. Gorbatov Federal Research Center for Food Systems of Russian Academy 
of Sciences, Moscow, Russia
Irina M. Chernukha, Doctor of technical sciences, Professor, Academician of 
RAS, Head of the Department, V. M. Gorbatov Federal Research Center for Food 
Systems of Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

ISSN 2618-9771 (Print)
ISSN 2618-7272 (Online)
DOI-prefix: 10.21323/2618-9771



229

ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 4 № 4  |  2021 FOOD SYSTEMS  |  Volume 4 № 4  |  2021

С О Д Е РЖ А Н И Е

Федянина Н. И., Карастоянова О. В., Коровкина Н. В.
МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЦВЕТОВЫХ ХАРАКТЕРИСТИК  
РАСТИТЕЛЬНОГО СЫРЬЯ. ОБЗОР. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .230

Козин А. В., Абрамова Л. С., Гусева Е. С., Дерунец И. В.
УСТАНОВЛЕНИЕ МЕТРОЛОГИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ  
МЕТОДИКИ ИЗМЕРЕНИЙ МАССОВОЙ ДОЛИ БЕЛКА  
МЕТОДОМ КЬЕЛЬДАЛЯ В ПИЩЕВОЙ РЫБНОЙ ПРОДУКЦИИ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .239

Крюченко Е. В., Кузлякина Ю. А., Чернуха И. М., Замула В. С.
ПИЩЕВЫЕ АЛЛЕРГЕНЫ: ПОРОГОВЫЕ ЗНАЧЕНИЯ  
И МЕТОДОЛОГИИ УПРАВЛЕНИЯ РИСКАМИ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .246

Abdalla S. Ammar, Wael A. Bazaraa
JUICE NANOTECHNOLOGY: A MINI REVIEW . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .255

Свириденко Г. М., Захарова М. Б., Иванова Н. В.
ОЦЕНКА МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ РИСКОВ  
В СЛИВКАХ КАК СЫРЬЕ ДЛЯ МАСЛОДЕЛИЯ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .259

Папахин А. А., Бородина З. М.
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПУЛЛУЛАНАЗЫ В КАЧЕСТВЕ  
БИОКАТАЛИЗАТОРА ПРОЦЕССА ГИДРОЛИЗА КРАХМАЛА:  
ЧАСТЬ 1. ИЗУЧЕНИЕ ДЕЙСТВИЯ ПУЛЛУЛАНАЗЫ  
НА АМИЛОПЕКТИНОВЫЙ КУКУРУЗНЫЙ КРАХМАЛ. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .269

Кобелькова И. В., Коростелева М. М., Никитюк Д. Б., Кобелькова М. С.
КОНЕЧНЫЕ ПРОДУКТЫ ГЛИКИРОВАНИЯ И ТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
СНИЖЕНИЯ ИММУНОГЕННОСТИ СПЕЦИАЛИЗИРОВАННЫХ ПИЩЕВЫХ 
ПРОДУКТОВ ДЛЯ ПИТАНИЯ СПОРТСМЕНОВ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .278

Мягконосов Д. С., Смыков И. Т., Абрамов Д. В.,  
Делицкая И. Н., Овчинникова Е. Г.
ВЛИЯНИЕ МОЛОКОСВЕРТЫВАЮЩИХ ФЕРМЕНТОВ  
ЖИВОТНОГО И МИКРОБНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ  
НА КАЧЕСТВО И СРОК ХРАНЕНИЯ МЯГКИХ СЫРОВ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .286

Канина К. А., Жижин Н. А., Каракулова Е.А., Атанасов П. Р.
РЕЗУЛЬТАТЫ КОМПЛЕКСНОЙ ОЦЕНКИ СЫРА ТИПА БРЫНЗЫ  
И ПОБОЧНОГО СЫРЬЯ — МОЛОЧНОЙ СЫВОРОТКИ, С ПРИМЕНЕНИЕМ  
ФЕРМЕНТА МТГ И ЕГО СТЕПЕНИ АКТИВНОСТИ  
В ПРОЦЕССЕ ХРАНЕНИЯ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .294

Рубан А. А., Новикова (Захарова) М. В., Лоскутов С. И., Костин А. А.
ВЛИЯНИЕ ЭМУЛЬСИЙ ЖИРА ЛИЧИНОК ЧЕРНОЙ ЛЬВИНКИ  
(HERMETIA ILLUCENS) НА ВСХОЖЕСТЬ И ЭНЕРГИЮ ПРОРАСТАНИЯ  
СЕМЯН ГОРОХА ПОСЕВНОГО (PISUM SATIVUM L.) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .308



230

ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 4 № 4  |  2021 FOOD SYSTEMS  |  Volume 4 № 4  |  2021

DOI: https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-230-238

https://www.fsjour.com/jour
Обзорная статья

Open access

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЦВЕТОВЫХ 
ХАРАКТЕРИСТИК РАСТИТЕЛЬНОГО СЫРЬЯ. ОБЗОР

Федянина Н. И.*, Карастоянова О. В., Коровкина Н. В.
Всероссийский научно-исследовательский институт технологии консервирования. Видное, Московская область, Россия

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА:  
цвет, способы определения 
цвета, растительное сырье, 
качество, компьютерное зрение

А ННОТА Ц И Я
Качество пищевых продуктов обусловливает совокупность свойств продукции, таких как размер, форма, 
текстура, цвет и другие, и определяет приемлемость данной продукции для потребителя. По цвету можно 
определить дефекты в растительном сырье и классифицировать его по цветовым характеристикам, текстуре, 
размеру, форме, степени зрелости и т. д. В настоящее время ведутся работы по модернизации систем контр‑
оля цвета для быстрого и объективного измерения информации о цвете растительного сырья во время сбора, 
переработки, а также в процессе его хранения. Целью работы является проведение анализа существующих 
способов определения цветовых характеристик растительного сырья —  они описаны в зарубежных и оте‑
чественных работах. Также в данной статье приводятся результаты экспериментальных работ, в  которых 
рассказывается о практическом применении методов определения цвета пищевых продуктов. На сегодняш‑
ний день существуют следующие способы определения цветовых характеристик по принципу сенсорного 
анализа: органолептический, спектрофотометрический, фотометрический. Данные методы отличаются 
некоторыми недостатками, поэтому в качестве автоматизированного способа контроля пищевых продук‑
тов широкое применение нашло компьютерное зрение. Он отличается высокой достоверностью и надеж‑
ностью в процессе определения свежести, безопасности, степени зрелости и других параметров раститель‑
ного  сырья, отличающегося неоднородностью по перечисленным выше показателям. Метод компьютерного 
зрения находит свою реализацию в следующих системах: традиционной, гиперспектральной и многоспек‑
тральной. Каждая последующая система является составной частью предыдущей. Представленные в статье 
материалы позволяют сделать вывод об эффективности систем компьютерного зрения с целью автоматиче‑
ской сортировки и определения качества растительного сырья в пищевой промышленности.
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A BST R ACT
Food product quality defines a complex of food product properties such size, shape, texture, color and others, and 
determines acceptability of these products for consumers. It is possible to detect defects in plant raw materials 
by color and classify them by color characteristics, texture, shape, a degree of maturity and so on. Currently, the 
work on modernization of color control systems has been carried out for rapid and objective measuring informa‑
tion about color of plant raw materials during their harvesting, processing and storage. The aim of the work is 
to analyze existing methods for determining color characteristics of plant raw materials described in foreign and 
domestic studies. Also, this paper presents the results of the experimental studies that describe the practical use 
of methods for measuring food product color. At present, the following methods for determining color charac‑
teristics by the sensor analysis principle are used: sensory, spectrophotometric and photometric. These methods 
have several disadvantages. Therefore, computer vision has found wide application as an automated method for 
food control. It is distinguished by high confidence and reliability in the process of determining freshness, safety, 
a degree of maturity and other parameters of plant raw materials that are heterogeneous in terms of the above-
mentioned indicators. The computer vision method is realized in the following systems: conventional, hyper‑
spectral and multispectral. Each subsequent system is a component of the preceding one. Materials presented 
in the paper allow making a conclusion about the effectiveness of the computer vision systems with the aim of 
automatic sorting and determining quality of plant raw materials in the food industry.
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1. Введение
Качество пищевых продуктов является динамической, 

комплексной характеристикой, которая определяет степень 
приемлемости продуктов для потребителя, и  постепенно 
ухудшается в процессе их хранения. Провести анализ каче‑
ства возможно при изменении одного или нескольких под‑
дающихся количественному определению показателей. На‑
иболее значимым качественным показателем, влияющим 
на выбор потребителя, является внешний вид продукта. Этот 
всеобъемлющий термин включает размер, форму, текстуру, 
массу, блеск, цвет и  другие показатели. Цвет поверхности 
пищевых продуктов является главенствующим параметром 
качества, оцениваемым потребителями и имеет решающее 
значение при выборе продукта. Этот показатель можно со‑
отнести с другими качественными признаками, такими как 
сенсорные, питательные и  визуальные или не визуальные 
дефекты.

Цвет фруктов, овощей и  грибов регулируется химиче‑
скими, биохимическими, микробными и физическими из‑
менениями, которые происходят в  процессе роста, созре‑
вания, обработки и переработки грибов и растений после 
сбора урожая. Цвет проявляется за счет натуральных пиг‑
ментов, придающих окраску растительному сырью: к ним 
относятся жирорастворимые хлорофиллы (зеленый), каро‑
тиноиды (желтый, оранжевый и  красный), водораствори‑
мые антоцианы (красный, синий), флавоноиды (желтый) 
и беталаины (красный) [1]. Цветовые признаки можно ис‑
пользовать для выявления дефектов в пищевых продуктах 
[2–5], классификации продуктов по цвету [6–10], текстуре 
[11–13], размеру [14,15], форме [16–18], степени зрелости 
[6,11,19,22–27].

В  связи с  повышением требований потребителей к  ка‑
честву пищевых продуктов было приложено немало усилий 
для измерения и контроля цвета продукции. Следовательно, 
очень важно разработать эффективные системы контроля 
цвета для быстрого и объективного измерения информации 
о цвете растительного сырья во время операций обработки 
и  периодов хранения. Для современного пищевого произ‑
водства, в связи с увеличением объемов выпускаемой про‑
дукции и ужесточением допусков по качеству, использова‑
ние автоматических методов измерения и  контроля цвета 
необходимо [28].

Цвет —  это показатель субъективного восприятия, кото‑
рый зависит от потребителя и определенных внешних усло‑
вий. Это характеристика света, которая измерима с  точки 
зрения интенсивности и длины волны. Цвет продукта ста‑
новится видимым только тогда, когда свет от источника ос‑
вещает или ударяется о поверхность объекта.

2. Материалы и методы
Форма проведения исследований представляет собой 

выполнение систематического обзора, анализ и обобщение 
современных научно-исследовательских работ, где объекта‑
ми анализа являются существующие способы определения 
характеристик цвета продуктов растительного происхожде‑
ния. Ключевыми критериями включения научно- исследо‑
вательских работ являются:
1. Соответствие литературных источников теме система‑

тического обзора по способам определения цветовых ха‑
рактеристик растительных объектов;

2. Публикации оригинальных исследований в  рецензиру‑
емых журналах, книгах, а также обсуждаемость данных 
исследований на научных конференциях и так далее.
Отбор актуальных научно-исследовательских работ, 

опубликованных в  промежуток времени с  2002 по 2021 г., 
проводили в отечественных и зарубежных электронных ба‑

зах данных: Web of Science, Scopus, Научной электронной 
 библиотеки РФ (elibrary.ru), Российской государственной 
библиотеки.

Подробный анализ каждой отобранной научно-иссле‑
довательской работы осуществляли на основе соответствия 
цели и задач представленного обзора, а также по критериям 
включения. Из каждой публикации были взяты следующие 
сведения: автор(ы), год публикации, страна, цель и  задачи 
исследования, методология проведенного эксперимента 
и его результаты.

3. Результаты и обсуждение
3.1. Визуальные методы измерения

Человеческий глаз различает цвета в соответствии с чув‑
ствительностью различных фоторецепторных клеток —  кол‑
бочек, палочек и  их соотношения. Палочки обеспечивают 
сумеречное зрение (в  темноте), колбочки служат для цве‑
тового восприятия, активируются при достаточно интен‑
сивном освещении с разной длиной волны. Существует три 
типа цветных фоторецепторных клеток (колбочек) для чело‑
века с пиками чувствительности: короткими —  420–440 нм 
(голубоватыми), средними  —  530–540 нм (зеленоватыми) 
и  длинными —  560–580 нм (красноватыми) длинами волн 
[29]. Цвет воспринимается человеческим глазом благодаря 
трем цветовым компонентам. Эти компоненты называются 
трехцветными значениями, представлеными тремя типа‑
ми колбочек в зависимости от степени их стимуляции [28]. 
Качественная визуальная оценка выполняется для многих 
операций в  существующих системах контроля цвета пи‑
щевых продуктов. Процесс осуществляют эксперты дегу‑
стационной комиссии с  помощью эталонных материалов 
(атласов цветов), шкал (измерительной, восприятия, гедо‑
нической), а также нормативной документации на исследу‑
емую продукцию. Качественная визуальная оценка прово‑
дится в условиях, соответствующих требованиям принятых 
стандартов. В результате визуального измерения получает‑
ся конкретное описание цветовых характеристик продукта. 
Данный способ определения цветовых характеристик явля‑
ется субъективным, нестабильным в связи с трудоемкостью 
и  утомительностью процесса, который зависит от многих 
факторов: сенсорной адаптации испытателей, геометриче‑
ских условий освещения и обозрения и др. [28]. Примеры ис‑
следований с  использованием человеческого зрения пред‑
ставлены в работах [30,31].

3.2. Традиционные инструментальные методы измерения
Объективные подходы к измерению и выражению цвета 

с помощью инструментального оснащения помогут миними‑
зировать проблемы недостаточно точного и объективного оп‑
ределения цветовых характеристик [32]. В случае инструмен‑
тального измерения цвет выражается посредством цветовых 
координат c помощью колориметров, спектрофотометров 
и  спектрорадиометров. Такие традиционные инструменты 
широко используются в  пищевой промышленности для из‑
мерения цвета [33]. При заданном освещении эти инструмен‑
ты обеспечивают количественное измерение, моделируя спо‑
соб, которым человеческий глаз видит цвет объекта.

Колориметры, такие как хроматометр Minolta, колори‑
метр Hunter Lab, колориметр Dr. Lange и др., используются 
для измерения цвета первичных источников излучения, 
излучающих световые волны, и вторичных источников из‑
лучения, отражающих или пропускающих внешний свет 
[34,35]. Следовательно, количественное описание измеря‑
емого цвета получается в  трехмерной системе координат 
(например X, Y, Z; L*, a*, b*), полностью определяющей цвет 
любой точки исследуемого объекта. Измерение выполня‑
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ется быстро и просто. Калибровку прибора, в соответствии 
с  руководством по эксплуатации, проводят перед началом 
измерений и осуществляют с помощью черной и белой ка‑
либровочных пластин.

Спектрофотометры используются для определения спек‑
тральной зависимости степени поглощения, пропускания, 
оптической плотности и концентрации исследуемого образ‑
ца за счет воздействия различных видов электромагнитного 
излучения (видимого, ультрафиолетового, инфракрасного). 
Методы спектрометрии предусматривают спектральный 
анализ состава объектов исследования с помощью отражен‑
ного или прошедшего через образцы объектов электромаг‑
нитного излучения в  оптическом диапазоне по их способ‑
ности отражать (поглощать) различные длины волн. С этой 
целью осуществляется сравнение двух фотопотоков оптиче‑
ского излучения: падающего на образец и прошедшего или 
отраженного от образца. Значения X, Y, Z вычисляются в за‑
висимости от источника света и геометрии измерения [35].

Спектрорадиометры применяются для измерения ради‑
ометрических величин, таких как длина волны и амплитуда 
световых колебаний от источника света [36]. Данные при‑
боры различают длину волны в зависимости от положения, 
в котором свет попадает на матрицу детекторов, что позво‑
ляет получить полный спектр за одно определение. С помо‑
щью программного обеспечения представляется возмож‑
ным определение следующих показаний: освещенности, 
яркости, светового потока, цветности, цветовой температу‑
ры, пика и доминирующей длины волны [37–39].

Традиционные инструментальные методы измерения 
имеют некоторые недостатки при определении цветовых 
характеристик растительного сырья. Например, потому, что 
они позволяют определять только небольшую и вместе с тем 
однородную поверхность образца. Место отбора проб и  ко‑
личество измерений для получения точного среднего цвета 
являются наиболее важными моментами для традицион‑
ных инструментальных измерений [33]. В  том случае, если 
поверхность образца имеет неоднородный цвет, измерение 
необходимо повторить так, чтобы охватить всю исследуемую 
поверхность, и даже тогда получить адекватную картину рас‑
пределения цвета достаточно сложно. Однако такое измере‑
ние довольно нерепрезентативно, что затрудняет общий ана‑
лиз поверхности исследуемого объекта. Параметры размера 
и формы исследуемых образцов, в связи со своей неоднород‑
ностью, также можно отнести к проблемам, стоящим на пути 
определения цветовых характеристик. Если размер образца 
слишком мал для заполнения окна образца (предположим, 
это рисовое зерно) или форма измеряемой области не кру‑
глая (например, у  жимолости), цветовые измерения расти‑
тельного сырья могут быть недостаточно точными.

Традиционные инструментальные измерения непри‑
годны для получения подробной характеристики и точной 
оценки качества исследуемых образцов в связи с трудоем‑
костью, изменчивостью, субъективностью, возможным на‑
рушением в последовательности определений. Вместе с тем 
ручной процесс определения цвета очень утомительный, 
дорогостоящий и находится в прямой зависимости от внеш‑
них условий среды. Это, в свою очередь, привело к потреб‑
ности в  разработке автоматического процесса измерения 
цветовых характеристик на основе анализа изображений 
исследуемых объектов. Выполнимость данной задачи обес‑
печивается за счет применения компьютерного зрения.

3.3. Компьютерное зрение
Компьютерное зрение  —  это инженерная технология, 

с помощью которой представляется возможной разработка 
теоретических и  алгоритмических основ для автоматиче‑

ского извлечения и  анализа эффективной информации об 
исследуемом объекте из наблюдаемого изображения, набо‑
ра изображений или последовательности изображений. Этот 
метод соединяет электромагнитное зондирование, механи‑
ку, оптические приборы, цифровые технологии обработки 
видео и изображений [40]. Компьютерное зрение как способ 
проверки и анализа путем электронного восприятия и оцен‑
ки изображения имеет явные преимущества, так как явля‑
ется наиболее быстрым, последовательным, объективным 
и экономичным. В этом случае цвет —  это элементарная ин‑
формация, хранящаяся в пикселях цифрового изображения. 
Компьютерное зрение извлекает количественную информа‑
цию о цвете из цифровых изображений с помощью их обра‑
ботки и анализа, в результате чего осуществляется быстрое 
и  бесконтактное измерение цветовых характеристик [41].

В связи со стремительным развитием информационных 
технологий в последние годы компьютерное зрение приме‑
няется для объективного измерения цвета, распознавания 
и интерпретации внешних признаков пищевых продуктов, 
таких как форма, размер, качество и др. [19,20, 41–61].

Существенная разница между компьютерным зрением 
и традиционными способами оценки цветовых характери‑
стик заключается в количестве предоставляемой простран‑
ственной информации. Высокое пространственное разре‑
шение изображений позволяет системам компьютерного 
зрения анализировать каждый пиксель всей поверхности, 
вычислять среднее и стандартное отклонение цвета, выде‑
лять и  определять внешний вид, измерять неоднородные 
формы и  цвета, выбирать интересующую область, а  также 
анализировать более одного объекта при обеспечении по‑
стоянной записи и сохранения изображений [33,34].

Цифровое изображение получается путем попадания 
света на частично отражающую поверхность в  видимом 
спектре, при этом рассеянные фотоны собираются в объек‑
тиве камеры, преобразуются в электрические сигналы с по‑
мощью вакуумной трубки либо с помощью CCD (устройства 
с  зарядовой связью) и  сохраняются на жестком диске для 
дальнейшего просмотра и анализа изображения. Получение 
изображений и их анализ —  два важных шага в применении 
компьютерного зрения. Первый требует скрупулезного про‑
ектирования системы захвата изображений и  аккуратного 
обращения для получения цифровых изображений высоко‑
го качества, а анализ изображений включает в себя много‑
численные алгоритмы и методы, доступные для классифи‑
кации и измерения.

Самая распространенная система компьютерного зрения 
по внешнему осмотру —  это традиционная, которая основана 
на использовании цветных видеокамер RGB, имитирующих 
зрение человеческих глаз с  помощью захвата изображений 
и использования трех фильтров с центром в красном (R, 700,0 
нм), зеленом (G, 546,1 нм) и  синем (B, 435,8 нм) диапазоне 
длин волн [20–22,61,62]. Внешние качественные характери‑
стики, такие как цвет, текстура, размер, форма и дефекты ра‑
стительных объектов, могут быть измерены или обнаружены 
с помощью данной системы компьютерного зрения. Однако 
некоторые невидимые дефекты достаточно сложно обнару‑
жить с помощью традиционной системы компьютерного зре‑
ния из-за отсутствия спектральной и  многокомпонентной 
информации в  получаемых цветных изображениях. С  этой 
целью были разработаны мультиспектральные и гиперспек‑
тральные системы компьютерного зрения как эффективные 
инструменты контроля качества и  безопасности различных 
сельскохозяйственных продуктов за счет использования ка‑
мер с высоким разрешением, устройств с дисперсией по дли‑
не волны, последних достижений в аппаратном и программ‑
ном обеспечении компьютеров.
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Стандартное спектральное изображение состоит из набо‑
ра монохроматических изображений, соответствующих опре‑
деленным длинам волн. Цифровое монохромное изображе‑
ние —  это двумерная (2-D) функция интенсивности света от 
I (x, y). Интенсивность I, известная как уровень серого, в про‑
странственных координатах (x, y) имеет пропорциональную 
зависимость от лучистой энергии, полученной датчиком или 
детектором в небольшой области вокруг точки (x , y) [28].

Гиперспектральные и многоспектральные системы ком‑
пьютерного зрения имеют значительные преимущества по 
сравнению с традиционным компьютерным зрением. Они 
позволяют извлекать или обнаруживать особенности внеш‑
него вида, которые достаточно сложно определить (к  ним 
относятся ушибы, следы от переохлаждений и  некоторые 
другие неочевидные дефекты) [28,43,63,64].

В отличие от традиционной системы компьютерного зре‑
ния, гиперспектральная система объединяет спектроскопиче‑
ские методы и методы визуализации в одну систему для по‑
лучения набора монохроматических изображений на почти 
непрерывных сотнях тысяч длин волн. Следовательно, интег‑
рированная система может предоставлять пространственную 
информацию, аналогичную обычной системе визуализации, 
наряду со спектральной информацией, такой же, как у спек‑
троскопических устройств для каждого пикселя пространст‑
венного изображения. Структура данных гиперспектрального 
изображения обычно называется гиперкубом или кубом дан‑
ных, и  ее можно рассматривать, например, как последова‑
тельность двумерных изображений с  разной длиной волны. 
Широко используемые методы для получения куба гиперспек‑
трального изображения —  точечное сканирование, линейное 
сканирование и сканирование по площади (Рисунок 1).

Одним из преимуществ гиперспектральной системы 
компьютерного зрения является обширная информация, 
содержащаяся в  получаемых изображениях. Информация 
о спектре обычных изображений формата RGB очень огра‑
ничена в  сравнении с  гиперспектральными изображения‑
ми, которые содержат сотни тысяч монохроматических изо‑
бражений в  спектральной области. Неочевидные символы 
внешнего качества, такие как гниль, ранние синяки и другие 
дефекты, могут быть четкими и легко обнаруживаемыми на 
одном или нескольких монохроматических изображениях.

Вместе с тем с  многочисленностью информации связа‑
ны такие недостатки, как продолжительность получения 
изображений, а  также сложность их обработки и  анализа. 
В   связи с этим гиперспектральная система компьютерного 

зрения в  большинстве случаев используется с  целью полу‑
чения изображений с высоким пространственным и спект‑
ральным разрешением. Это применяется для осуществления 
фундаментальных исследований, таких как выбор наиболее 
эффективных длин волн для разработки мультиспектраль‑
ного компьютерного зрения, и системы контроля качества 
растительных объектов в режиме реального времени.

Многоспектральная система компьютерного зрения 
отличается от гиперспектральной количеством монохро‑
матических изображений в спектральной области. Мульти‑
спектральная система компьютерного зрения —  это форма 
визуализации, которая включает в себя захват двух или бо‑
лее монохроматических изображений с  разными диапазо‑
нами длин волн в спектре с помощью мультиспектральной 
камеры. Традиционная камера RGB может рассматриваться 
как частный случай многоспектральной системы постро‑
ения изображений. Однако, в  отличие от обычной цифро‑
вой камеры, улавливающей свет определенной частоты, 
падающий на детектор, мультиспектральная система ком‑
пьютерного зрения позволяет захватывать два или более 
определенных монохроматических изображения в  одном 
диапазоне с помощью узкополосных фильтров [2,65].

В  большинстве случаев при исследовании качества по‑
верхностных характеристик растительного сырья гипер‑
спектральная система компьютерного зрения используется 
с  целью фундаментальных исследований, а  также выбора 
наиболее эффективных длин волн для обнаружения каче‑
ственных признаков, неочевидных на изображениях RGB. 
 После этого целесообразно использование многоспект‑
ральной системы компьютерного зрения со специальными 
фильтрами, которые регистрируют излучение на эффектив‑
ных длинах волн для выполнения контроля исследуемых 
объектов в  режиме реального времени. Однако данная си‑
стема компьютерного зрения имеет ряд недостатков, кото‑
рые заключаются в  высокой стоимости самих мультиспек‑
тральных камер; дорогостоящей программе обеспечения; 
искажении и  смещении изображений, возникающих из-за 
искажения объектива камеры; необходимости обладания 
навыками работы с камерой и получаемыми данными; мно‑
гократной проверке, калибровке и отлаживании и т. д.

Определение цветовых характеристик с использованием 
систем компьютерного зрения имеет следующие преиму‑
щества [28,43]:

 � Скорость, точность, объективность, эффективность и по‑
следовательность измерения цветовых данных без пред‑
варительной обработки образцов;

 � Возможность обеспечения высокого пространственного 
разрешения, анализа каждого отдельного пикселя по‑
верхности растительного сырья, извлечения большого 
количества цветовых характеристик с  помощью про‑
странственной информации, анализа всей поверхности 
исследуемого объекта (даже в том случае, если он имеет 
небольшую или неправильную форму и  неоднородный 
цвет), а также выбор интересующей области объекта;

 � Автоматизация многочисленных трудоемких опера‑
ций: сокраение рутинного и субъективного визуального 
анализа;

 � Возможность быстрого получения воспроизводимых ре‑
зультатов и  долгосрочного хранения цветовых данных 
для последующего анализа с сохранением изображения.
Однако система компьютерного зрения имеет некото‑

рые недостатки [28,33,43]:
 � Проблемы, связанные со сложностью отделения исследу‑

емого объекта от фона и возникающие из-за перекрыва‑
ния этого объекта другими; трудность заключается также 
в необходимости оценивать объект с нескольких сторон;

Рисунок 1. Режимы сканирования 
для создания гиперспектрального изображения: 

(а) точечное сканирование, (b) линейное сканирование, 
(c) сканирование области [44]
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 � Необходимость тщательной калибровки и настройки ка‑
меры, а также наличие постоянного и достаточно яркого 
освещения (например, фотобокс, в котором контролиру‑
ются интенсивность, спектр и направление света);

 � Возможное изменение интенсивности и спектра источ‑
ника освещения с течением времени.
Примеры использования систем компьютерного зрения 

в пищевой промышленности с целью определения цветовых 
характеристик, степени зрелости, свежести, приемлемости, 
желательности, безопасности, наличия дефектов раститель‑
ных объектов:

В статье [65] описана автоматизированная система сор‑
тировки одно- и  двухцветных яблок, включающая следу‑
ющие этапы: сегментация дефектной области, выделение 
признаков и классификация.

В  работе [20] описан алгоритм автоматического обна‑
ружения томатов путем анализа их цветных изображений, 
который позволяет уменьшить влияние освещения, цве‑
тового сходства, а также подавить эффект наложения объ‑
ектов. В  этом методе используется машина опорных век‑
торов с  гистограммами ориентированных градиентов для 
обнаружения томатов с  последующим анализом цвета для 
удаления ложноположительных результатов, а также метод 
немаксимального подавления для объединения результатов 
обнаружения.

С  целью автоматического выявления и  классификации 
болезней цитрусовых на примере мандаринов сорта Kinnow 
в  работе [52] представлен метод, описывающий алгоритм 
цветового различия для разделения пораженной болезнью 
области, далее цветовая гистограмма и текстурные особен‑
ности использовались для классификации болезней. Дан‑
ный способ отличается точностью 99,9% и аналогичной чув‑
ствительностью.

Исследовано сочетание цветных и  тепловых изобра‑
жений для эффективного обнаружения незрелых зеленых 
цитрусовых в  работе [19]. Был разработан метод совмеще‑
ния цветных и  тепловых изображений и  сопоставления 
представленных на них фруктов, который достиг точности 
на уровне пикселей. Был создан новый алгоритм сочетания 
вероятности цвета и температуры для эффективного объе‑
динения информации из полученных изображений с целью 
классификации потенциальных областей изображения на 
растения с  плодами и  без. Также были разработаны алго‑
ритмы для интеграции регистрации изображений, объеди‑
нения информации, классификации и обнаружения фруктов 
в один этап для обработки в реальном времени с точностью 
определений 95,5%.

В статье [48] описан метод анализа и оптимизации изо‑
бражений лиофилизированных шампиньонов с  использо‑
ванием программного обеспечения Photoshop в  сочетании 
с  генетическим алгоритмом. Выявлены их цветовые ха‑

рактеристики (L*, a *, b *, изменение цвета, оттенка и насы‑
щенности). Разработаны математические модели для оп‑
ределения продолжительности сушки и условий обработки 
продукта до желаемого цвета.

Исследование изменения цветовых характеристик (цве‑
товое различие, индекс потемнения) шампиньонов в  про‑
цессе хранения с  использованием модифицированной ат‑
мосферы (упаковка с высоким содержанием азота, с низким 
содержанием углекислого газа и с низким содержанием кис‑
лорода) с  применением компьютерного зрения освещено 
в работе [46].

Качество гроздей свежих плодов масличной пальмы опре‑
деляли по степени зрелости на основе цвета кожуры плода 
автоматически с  помощью систем машинного зрения  [22]. 
Предлагаемый метод основан на определении цветовых 
и текстурных особенностей с целью классификации призна‑
ков плодов (сырые, спелые, полуспелые). Результаты показа‑
ли эффективность описанного метода с точностью 98,3%.

4. Заключение
Существует несколько способов определения цветовых 

характеристик по принципу сенсорного анализа:
— органолептический;
— спектрофотометрический;
— фотометрический.
Однако эти методы имеют некоторые недостатки. Так, 

например, первый способ является грубым, второй имеет 
ограниченную применимость (исследуемый объект должен 
иметь однородную среду), а  последний  —  ограниченную 
площадь поверхности определения.

В  качестве автоматизированного метода контроля пи‑
щевых продуктов широкое применение нашло компьютер‑
ное зрение. Данный способ является наиболее эффектив‑
ным и  надежным для измерения цвета, формы, размера, 
дефектов, степени зрелости и т. д., с возможностью анализа 
образцов пищевых продуктов с  неоднородными цветом, 
формой и поверхностью. На основе комбинации этих харак‑
теристик компьютерное зрение дает возможность создания 
программ контроля для автоматической сортировки и опре‑
деления качества растительного сырья, а также находит свое 
применение на предприятиях с  высокой производитель‑
ностью и  точностью измерения; наряду с  этим такой ме‑
тод позволит специалистам, работающим на производстве, 
сосредоточиться на более значимых и квалифицированных 
работах, вместо того чтобы выполнять утомительные, тру‑
доемкие задачи.

Тем не менее остается достаточное количество проблем 
для разработки системы компьютерного зрения, которая 
обладает гибкостью и  адаптируемостью для обработки ра‑
стительных объектов, поэтому требуются дальнейшие углу‑
бленные исследования в этой области.
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УСТАНОВЛЕНИЕ МЕТРОЛОГИЧЕСКИХ 
ПАРАМЕТРОВ МЕТОДИКИ ИЗМЕРЕНИЙ 

МАССОВОЙ ДОЛИ БЕЛКА МЕТОДОМ КЬЕЛЬДАЛЯ 
В ПИЩЕВОЙ РЫБНОЙ ПРОДУКЦИИ
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А ННОТА Ц И Я
В лабораторной практике существует множество методов определения количества белка и все они имеют 
свои преимущества и недостатки. Наиболее распространенным и широко используемым методом анализа 
белка в пищевой продукции, в том числе рыбной, является метод Кьельдаля. Однако при определении со‑
держания белка в пищевой рыбной продукции действующие стандарты на методы измерений не предус‑
матривают использование приборов, отвечающих современному уровню технического развития, а также 
не содержат метрологические показатели, гарантирующие достоверность полученных результатов. Целью 
исследования являлось обоснование методики измерений массовой доли белка методом Кьельдаля на ав‑
томатическом анализаторе и установление метрологических параметров. Проведена оценка показателей 
качества методики измерений методом Кьельдаля с  использованием анализатора азота Kjeltec System 
2300 (Foss Analytical AB, Sweden) в виде характеристики погрешности измерений и ее составляющих, что 
позволит получать результаты с заданной точностью.
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ESTABLISHMENT OF METROLOGICAL 
PARAMETERS OF THE METHOD FOR MEASURING 

THE PROTEIN MASS FRACTION IN FISH FOOD 
PRODUCTS BY THE KJELDAHL METHOD
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A BST R ACT
In laboratory practice, there are many protein quantification methods, and all of them have their own advantages 
and disadvantages. The most common and widely used method for the protein analysis in food products, including 
fish, is the Kjeldahl method. However, the current standards for measurement methods for the determination of 
the protein content in fish food products do not provide for the use of devices that meet the modern level of tech‑
nical development, and also do not contain metrological indicators that guarantee the reliability of the results 
obtained. The aim of the study was to substantiate the method for measuring the protein mass fraction in fish 
food products by the Kjeldahl method on an automatic analyzer and to establish metrological parameters. The as‑
sessment of the quality indicators of the Kjeldahl measuring method was carried out using a Kjeltec System 2300 
Nitrogen Analyzer (Foss Analytical AB, Sweden) in the form of a characteristic of the measurement error and its 
components, which will provide results with the required accuracy.
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1. Введение
Белки в  пищевых продуктах являются важным компо‑

нентом, определяющим пищевую ценность и функциональ‑
ное назначение продукции. Количественное определение 

содержания белка в  пищевой продукции необходимо для 
расчета энергетической ценности (калорийности), которая 
в обязательном порядке наносится на маркировку. Инфор‑
мация о содержании белка необходима при составлении ра‑
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циона питания; в процессе оценки соответствия заявленных 
данных спецификации или нормативным требованиям; для 
установления подлинности пищевых продуктов и пищевых 
ингредиентов на основе белка. Надежные количественные 
методы определения содержания этого нутриента в пище‑
вых продуктах и  ингредиентах важно для обеспечения их 
качества, безопасности, а также для цели предотвращения 
фальсификации, которая может нанести существенный вред 
здоровью потребителей. Примером может служить наличие 
меламина в  молочных продуктах. Исследования его ток‑
сичности показали, что длительное потребление меламина 
может привести к образованию камней в почках или даже 
к смерти [1].

В  мировой практике существует множество методов оп‑
ределения белка, и все они имеют свои преимущества и не‑
достатки [2,3]. Для быстрого контроля пищевой продукции, 
в  том числе качества рыбы и  рыбных продуктов, все более 
широкое применение находят экспрессные недеструктивные 
методы, например, инфракрасная спектроскопия [4]. Однако 
из-за большого количества времени и  затрат, необходимых 
для разработки внешних калибровок, а  также ввиду отсут‑
ствия возможности переноса калибровок между приборами, 
применение данного метода очень ограничено [5].

В  случае лабораторного анализа образцов на практике 
чаще всего используют традиционные способы определения 
белка, такие как метод Кьельдаля или метод Дюма. Однако 
установлено, что метод Дюма, по сравнению с методом Кь‑
ельдаля, при анализе пищевой рыбной продукции и кормо‑
вой муки дает завышенные результаты содержания общего 
азота [6–9].

Наиболее адаптированным в  лабораторной практике 
является метод Кьельдаля, основы которого разработаны 
более 135 лет назад датским химиком Йоханом Кьельдалем. 
Он широко используется в  качестве стандартного метода, 
как для градуировки, так и  для проверки альтернативных 
методов определения белка в  пищевой и  сельскохозяйст‑
венной промышленности, в клинической химии, в анализе 
почв, удобрений, поверхностных и  сточных вод [10,11]. За 
годы, прошедшие с момента своего появления, метод Кьель‑
даля существенно усовершенствован в части модификации 
отдельных стадий, таких как минерализация, автоматизи‑
рованное титрование, регистрация результатов [12]. Кроме 
того, постоянное внимание уделяется новым техническим 
решениям, которые связаны с  совершенствованием и  ав‑
томатизацией анализа такими известными фирмами, как 
Buchi (Швейцария), C.  Gerhardt, Behr Labor-Technik GmbH 
и  FoodALYT GmbH (Германия), Foss Tecator (Дания, Шве‑
ция), VELP Scientifica (Италия), J. P. Selecta (Испания), Hanon 
Instruments (Китай), MRC (Израиль), ООО ВПК «Сибагропри‑
бор» и ООО «Вилитек» (Россия) [12].

В соответствии с требованиями технического регламента 
Евразийского экономического союза «О безопасности рыбы 
и рыбной продукции» (ТР ЕАЭС 040/2016) [13], для определе‑
ния содержания белка в пищевой продукции, значения ко‑
торого необходимо наносить на маркировку, предусмотрен 
перечень стандартов, содержащих правила и методы иссле‑
дований (испытаний) и измерений, в том числе правила от‑
бора образцов [14]. Данный перечень содержит следующие 
стандарты:

 � ГОСТ 7636–85 «Рыба, морские млекопитающие, морские 
беспозвоночные и  продукты их переработки. Методы 
анализа» [15];

 � ГОСТ  31795–2012 «Рыба, морепродукты и  продукция 
из них. Метод определения массовой доли белка, жира, 
воды, фосфора, кальция и золы спектроскопией в ближ‑
ней инфракрасной области» [16].

Необходимо отметить, что методы, изложенные 
в  ГОСТ  7636–85 [15], не предусматривают использование 
приборов, отвечающих современному уровню технического 
развития, а  также не содержат метрологические показате‑
ли, гарантирующие достоверность полученных результатов. 
ГОСТ  31795–2012 [16] требует перед определением прово‑
дить градуировку средства измерений, которая заключается 
в выборе набора образцов для градуировки и в выборе на‑
бора образцов для проверки градуировки; а также в анализе 
образцов обоих наборов по ГОСТ 7636–85 [15].

В  соответствии с  требованиями приказа Министерст‑
ва промышленности и  торговли РФ от 15  декабря 2015 г. 
N4091 «Об утверждении Порядка аттестации первичных 
референтных методик (методов) измерений, референтных 
методик (методов) измерений и методик (методов) измере‑
ний и  их применения» [17] и  ГОСТ  Р 8.563–2009 «Государ‑
ственная система обеспечения единства измерений (ГСИ). 
Методики (методы) измерений» [18], аттестацию методик 
(методов) измерений осуществляют путем теоретических 
и (или) экспериментальных исследований и подтверждения 
соответствия аттестуемой методики (метода) измерений 
установленным метрологическим требованиям к  измере‑
ниям. Теоретические и  (или) экспериментальные исследо‑
вания аттестуемой методики (метода) измерений осуществ‑
ляются для установления показателей точности результатов 
измерений, получаемых по аттестуемой методике (методу) 
измерений, и проводятся разработчиком данной методики 
(метода) измерений.

В связи с изложенным целью исследования являлось обо‑
снование методики измерений массовой доли белка мето‑
дом Кьельдаля с использованием автоматических анализа‑
торов, а также установление метрологических параметров.

2. Материалы и методы
При проведении исследований за основу взяты методи‑

ческие подходы, изложенные в  ГОСТ  7636–85 (п.  8.9) [15]. 
Так как метод Кьельдаля предусматривает определение мас‑
совой доли белка в рыбе, морских беспозвоночных, морских 
млекопитающих, а также изготовленной из них продукции, 
предназначенной для пищевых, кормовых и  технических 
целей, из перечисленных объектов при обосновании мето‑
дики и  установлении метрологических параметров были 
выбраны образцы продукции, характеристика которых 
представлена в Таблице 1. Информация о диапазонах содер‑
жания белка в Таблице 1 приведена согласно литературным 
данным [19,20].

Отбор проб проводили в  соответствии с  ГОСТ  31339–
2006 [21], подготовку средней пробы осуществляли по 
ГОСТ 7636–85 [15]. При подготовке образца для обеспече‑
ния однородности использовали механические методы 
обработки, такие как перемешивание, измельчение или 
гомогенизация. Применяемый метод зависел от состава 
и консистенции обрабатываемого образца. Размер частиц 
был не более 1 мм.

В  каждую пробирку для минерализации помещали ис‑
ходную навеску исследуемого образца (с  точностью до 
0,01 г), 1 таблетку катализатора, используемого для сульфат‑
ной минерализации, а  также 12,5  см3 концентрированной 
серной кислоты.

Образцы подвергали минерализации в деминерализато‑
ре Digestor 2020 (Foss Analytical AB, Sweden), после чего охла‑
ждали. Окончание процесса минерализации определяли по 
отсутствию темных включений и изменению цвета жидко‑
сти в пробирке до прозрачного бесцветного (или зеленова‑
то-голубого). Одновременно аналогичным образом прово‑
дили контрольный (холостой) анализ без навески.
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Для определения содержания азота использовали 
анализатор азота Kjeltec System 2300 (Foss Analytical AB, 
Sweden). Пробирку с образцом устанавливали в дистилля‑
ционный блок и  закрывали защитную дверцу. Введение 
щелочи, а также циклы дистилляции и титрования прибор 
контролировал автоматически. Результат содержания азо‑
та в образце выводился на дисплей после завершения ти‑
трования.

3. Результаты и обсуждение
Для обоснования и  утверждения методики измерений 

массовой доли белка методом Кьельдаля и  установления 
метрологических параметров определены показатели каче‑
ства методики: показатели точности, правильности, повто‑
ряемости, воспроизводимости.

На первом этапе исследований проводили проверку пра‑
вильности работы оборудования. Так как все образцы после 
сжигания образуют сульфат аммония, который, как правило, 
рекомендуется в  качестве стандарта для проверки работы 
оборудования.

Навеску 0,15  г сульфата аммония (NH4)2SO4 с  чистотой 
99,5%, взвешенную с точностью 0,01 г, помещали в пробир‑
ку для минерализации. Добавляли 75 см3 дистиллированной 
воды и  проводили дистилляцию. Принцип дистилляции 
заключается в превращении сульфата аммония (NH4) в ам‑
миак (NH3) с помощью щелочи, дальнейшей отгонке паром 
в приемный сосуд, содержащий борную кислоту, и титрова‑
нии стандартным раствором соляной кислоты. Рассчитыва‑
ли процент восстановления, результаты которого приведе‑
ны в  Таблице 2. Процентное содержание азота в  сульфате 
аммония (чистотой 99,5%) составляет 21,09%.

В соответствии с полученными данными сделано заклю‑
чение, что анализатор азота пригоден к эксплуатации (для 
проведения исследований), так как согласно инструкции ре‑
комендуемое значение степени извлечения должно состав‑
лять не менее 99%.

В  образцах продукции, перечень которых приведен 
в  Таблице 1, определяли содержание азота в условиях повто‑
ряемости (параллельные определения) согласно требовани‑
ям программы метрологической аттестации.

С целью подтверждения правильности выбора массы на‑
вески построены зависимости содержания азота от массы 
навески, приведенные на Рисунке 1.

Согласно рекомендациям к  прибору, необходимая мас‑
са образца зависит от содержания азота и от однородности 
анализируемого продукта, и чем меньше масса образца, тем 

быстрее будет завершена минерализация. Ниже приведены 
ориентировочные правила выбора массы образца:

 � однородные образцы (исключая воду) 0,1–1,0 г;
 � неоднородные образцы 1,0–3,0 г или больше.Кроме того, 

существует еще один методический подход, в соответст‑
вии с которым для однородных образцов массу образца 
рассчитывают по формуле:

 М = 1000 / Х,
где М —  минимальная масса образца, мг;
 Х —  ожидаемое примерное процентное содержание азота.

Таблица 2
Результаты определения содержания азота 
в сульфате аммония по методу Кьельдаля 

на автоматическом анализаторе

Наименование 
показателя Значение

Масса навески, г 0,1500

Содержание азота, % 20,93 20,90 20,82 20,90 20,87 20,98 20,97 20,93

Среднее содер жание 
азота, % (n = 8, P = 0,95, 
tст = 2,36)

20,91 ± 0,04

Относительное 
средне квад ра тич ное 
отклонение, sr, %

0,26

Относительная 
 погрешность, % 0,76 0,90 1,30 0,90 1,04 0,52 0,59 0,74

Предел допускаемой 
относительной  
погрешности, %

± 1,5

Степень извлечения, % 99,24 99,10 98,70 99,10 98,96 99,48 99,41 99,26

На основании приведенных данных можно сделать вы‑
вод, что для всех образцов выбранные интервалы массы 
навески укладываются в допустимые пределы отклонений. 
Полученные данные содержания азота в  исследованных 
образцах были использованы для расчета содержания белка, 
значения которых приведены в Таблице 3.

Результаты определения содержания белка в  пищевой 
рыбной продукции использованы для установления метро‑
логических показателей методики.

Оценку точности методики (погрешности) измерения 
содержания белка определяли на основе процедур контроля 
погрешности в  соответствии с  нормативными документа‑
ми: РМГ 61–2010 и РМГ 76–2014 [22,23].

Таблица 1
Характеристика объектов исследований, использованных для метрологической аттестации 

методики измерений массовой доли белка методом Кьельдаля

Анализируемый объект Диапазон содержания 
белка, % Наименование исследуемой продукции Сокращенное 

наименование

Рыба 16–25
Треска атлантическая. Филе без кожи мороженое Филе трески

Сельдь тихоокеанская жирная неразделанная мороженая Сельдь мороженая

Морские млекопитающие 16–26 Мясо нерпы мороженое Мясо нерпы

Морские беспозвоночные 12–25 Королевская креветка варено-мороженая (Категория «А») Креветка

Кормовая рыбная мука 35–70 Кормовая рыбная мука Кормовая мука

Икра 8–39 Икра кеты зернистая соленая Икра соленая

Полуфабрикаты (соленые и др.) 15–35 Сельдь тихоокеанская соленая Сельдь соленая

Кулинарные изделия 1–30 Рыбное кулинарное изделие: Паста с антарктическим 
крилем «Антарктик-криль сливочно-чесночный» Кулинарное изделие

Сублимированный продукт. 
Рыба сушеная, вяленая 12–60 Рыба сушеная Рыба сушеная

Рыбный фарш 12–25 Фарш сурими Фарш сурими

Белковая масса 3–25 Крабовые палочки Крабовые палочки
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Оценка показателя повторяемости выполнена в соответ‑
ствии с РМГ 61–2010 (п. 5.2.1., C. 11–14) [22] и РМГ 76–2014 
(Приложение Б, п. Б.3.2.3., С. 66–67) [23]. Рассчитано среднее 
арифметическое значение содержания белка и выборочная 
дисперсия результатов единичного анализа содержания 
белка в образце, полученного в условиях повторяемости (па‑
раллельные определения), по формулам:

 X 
ml = ( n

Σ
i = 1

Xmli) / n (1)

 S 2ml = ( n

Σ
i = 1

(Xmli – X 
ml)

2) / n – 1 (2)

где m = 1, …, M (число образцов); l = 1, …, L (число контрольных 
измерений); X 

ml — среднее арифметическое значение белка; 
S 2ml — выборочная дисперсия.

На основе полученных значений выборочной дисперсии 
проверяли гипотезу о  равенстве генеральных дисперсий, 
используя критерий Кохрена.

Таблица 3
Значения содержания белка в определяемых образцах (ОО)

№ 
ОО
(m)

Объект 
исследований n Минимальное 

значение, %
Максимальное 

значение, % Размах Медиана
X i ,

среднее 
значение, %

Относительное 
среднеквадратичное 

отклонение, Sr

1 Филе трески 20 15,15 16,21 1,06 15,50 15,52 2,0

2 Мясо нерпы 20 22,87 24,96 2,09 23,82 23,86 2,5

3 Сельдь мороженая 20 15,80 17,09 1,28 16,36 16,40 2,3

4 Кормовая мука 20 71,46 74,03 2,57 72,37 72,71 1,2

5 Креветка 20 19,49 20,43 0,94 19,97 20,02 1,3

6 Икра соленая 10 27,95 28,59 0,64 28,26 28,27 0,8

7 Сельдь соленая 10 14,06 15,20 1,14 14,58 14,64 2,3

8 Кулинарное изделие 10 2,49 2,90 0,41 2,75 2,74 4,7

9 Рыба сушеная 10 34,41 35,90 1,49 35,21 35,21 1,4

10 Фарш сурими 10 17,07 18,00 0,93 17,56 17,52 1,7

11 Крабовые палочки 10 3,20 3,61 0,40 3,36 3,38 3,8

Рисунок 1. Изменение содержания азота в образцах пищевой рыбной продукции в зависимости от массы навески, 
взятой для определения
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Показатель повторяемости результатов анализа содер‑
жания азота в  образцах в  виде среднего квадратичного 
(стандартного) отклонения повторяемости (СКО, σr, n)  рас‑
считывали по формуле:

 σr = Sr = √ 
M

Σ
m = 1

(S 2ml) / M (3)

Предел повторяемости (rn) рассчитывали в соответствии 
с РМГ 61–2010 (п. 5.2.1.5, С. 12) [21] и РМГ 76–2014 (Приложе‑
ние Б, п. Б.3.2.3.6) [22] по формуле:
 rn = Q (P, n) × σr (4)
где Q (P, n) —  коэффициент, зависящий от числа контрольных опре‑

делений и доверительной вероятности Р. При двух параллель‑
ных определениях (n = 2) и Р = 0,95, Q (P, n) = 2,8, т. е. r2 = 2,8 σr; 
σr —  значение СКО повторяемости.

Показатель воспроизводимости в  виде среднего ква‑
дратичного отклонения воспроизводимости (σR) рассчитан 
теоретически, исходя из предположения симметричности 
и  одномодальности (равенства нижней и  верхней границ) 
распределения погрешности результатов анализа и  при 
условии |∆H| = |∆B| = |∆| (РМГ 61–2010, п.  4.8., примечание 2). 
σR = ξ · σr, где ξ —  коэффициент, зависящий от объекта анали‑
за и методики, составляющий 1,4–2,2. В нашем случае рас‑
считан по формуле (5):
 σR = 1,4 × σr (5)

Показатели качества методики анализа в  виде характе‑
ристики погрешности и ее составляющих оценены с приме‑
нением расчетно-экспериментального метода (РМГ 61–2010, 
приложение В) [22].

Погрешность измерения концентраций складывается из 
суммы систематической (δc) и случайной составляющей по‑
грешностей (σR). Показатель точности δ определяли согласно 
РМГ 61–2010 п. 5.4 по формуле (6):

 δ = 1,96 √ σ2
c + σ2

R (6)

Полученные метрологические параметры методики 
приведены в Таблице 4.

За результат анализа принимали среднее арифметиче‑
ское результатов двух параллельных определений, расхо‑
ждение между которыми не должно превышать предела по‑
вторяемости в соответствии с формулой (7):

 
2 × | X1 – X2 | × 100

( X1 – X2 )
 ≤ r (7)

где Х1, Х2 —  результаты параллельных определений,%; r —  значение 
предела повторяемости (Таблица 4), при этом r = 2,8 σr.

Результат анализа при вероятности Р = 0,95 представлен 
в виде:
 (X  ± ∆), % (8)
где  X  —  среднее арифметическое результатов определений, при‑

знанных приемлемыми,%; ∆ — граница абсолютной погрешно‑
сти, %.

 ∆ = δ × X  / 100, % (9)
где δ —  граница относительной погрешности методики (показатель 

точности в  соответствии с  диапазоном концентраций (Таб-
лица 4), %.

На основании проведенных исследований разработана 
и  аттестована методика измерений массовой доли белка 
методом Кьельдаля. Свидетельство об аттестации № 0147/
ROCC RU.0001.310430/2020.

4. Заключение
В результате исследований по измерению массовой доли 

белка в  рыбной продукции методом Кьельдаля на автома‑
тическом анализаторе обоснованы и установлены метроло‑
гические параметры для различных объектов, что позволит 
представлять полученные данные с установленными пока‑
зателями точности и достоверности.

Таблица 4
Метрологические параметры методики измерений массовой доли белка методом Кьельдаля

Анализируемый 
объект

Диапазон 
измерений 
массовой 

доли 
белка, %

Показатель 
точности (грани-
цы относитель-
ной погрешно-

сти, P = 0,95),
± δ, %

Показатель 
повторяемости 
(относительное 
средне-квадра- 

тичное отклоне-
ние повторяемо-

сти), σr, %

Показатель 
воспроизводимо-

сти ( относительное 
средне- квад ра тич-

ное отклонение 
воспроизводимо-

сти), σR, %

Предел 
повторяемости (зна-
чение допустимого 
расхождения между 
двумя результатами 
параллельных опре-

делений), r, %

Предел воспроизводи-
мости (значение допу-
стимого расхождения 
между двумя резуль-
татами измерений, 

полученных в разных 
лабораториях),

R,% (P = 0,95)

Рыбная продукция 1–60 14 4,7 6,5 13 18

Морские 
млекопитающие 8–30 10 2,6 3,6 7 10

Кормовая мука рыбная 45–80 6 1,2 1,6 3 5

Беспозвоночные 1–25 6 1,3 1,8 4 5
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А ННОТА Ц И Я
Пищевая аллергия и управление аллергенами —  важные проблемы здравоохранения и пищевой промыш‑
ленности. Идея определения концентраций аллергенов в  пищевых ингредиентах и  продуктах питания, 
способных вызывать тяжелые аллергические реакции, представляет большой интерес регулирующих ор‑
ганов, а также ассоциаций потребителей и промышленности по всему миру. В связи с этим учеными были 
предложены различные подходы к определению основы для оценки тяжести риска пищевых аллергенов 
для здоровья людей, страдающих пищевой аллергией, наподобие методов оценки риска других опасно‑
стей, связанных с пищевыми продуктами (например, химических, микробиологических). Для оценки риска 
аллергенов было предложено три различных подхода: (i) традиционная оценка риска с  использованием 
уровня отсутствия наблюдаемых побочных эффектов (the no observed adverse effect level (NOAEL)) и факто‑
ров неопределенности; (ii) подход, основанный на контрольной дозе (the Bench Mark Dose (BMD)) и марже 
воздействия (Margin of Exposure (MoE)); и (iii) вероятностные модели. Эти подходы могут использоваться 
в управлении рисками при производстве пищевой продукции, а также при разработке предупредительной 
маркировки о наличии аллергенов. Надежность оценок риска будет зависеть от типа, качества и количества 
данных, используемых для определения как популяционных пороговых значений (или пороговых распре‑
делений), так и воздействия аллергенного продукта/ингредиента на конкретного индивидуума.
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A BST R ACT
Food allergies and allergen management are important problems of the public health and food industry. The idea 
of determining allergen concentrations in food ingredients and food products that are capable of causing severe 
allergic reactions is of great interest for regulatory bodies as well as consumer associations and the industry all 
over the world. In this connection, scientists proposed different approaches to determining the basis for assess‑
ment of severity of risks of food allergens for health of patients suffering from food allergy similar to methods 
of risk assessment for other hazards associated with food products (for example, chemical, microbiological). To 
assess risk of allergens, three different approaches were proposed: i) traditional risk assessment using the no ob‑
served adverse effect level (NOAEL)) and uncertainty factors; (ii) approach based on the benchmark dose (BMD)) 
and margin of exposure (MoE)); and (iii) probability models. These approaches can be used in risk management in 
food production and in the development of warning marking about the presence of allergens. The reliability of risk 
assessment will depend on a type, quality and quantity of data used for determining both population threshold 
levels (or threshold distributions) and an impact of an allergenic product/ingredient on a particular individual.

1. Введение
По данным [1], до 10% взрослых и 8% детей во всем мире 

страдают от диагностированной пищевой аллергии. Мож‑
но предположить, что в действительности их число гораздо 
больше. Поскольку данное заболевание может наносить су‑
щественный вред здоровью и даже угрожать жизни, пище‑
вая аллергия и  борьба с  аллергенами —  важные проблемы 
общественного здравоохранения во всем мире. Лица, стра‑
дающие аллергией на пищевую продукцию, должны придер‑
живаться определенных диет, чтобы предотвратить возник‑
новение аллергических реакций [2] поэтому регулирующие 
органы многих стран, признавших серьезность данной про‑

блемы, приняли ряд законов, постановлений, стандартов, 
включающих требования по нормированию содержания 
аллергенов в пищевой продукции, а также требования к на‑
личию предупредительной маркировки, информирующей 
о  возможном присутствии аллергенов в  пищевой продук‑
ции, с целью защиты уязвимых потребителей [3]. Известно 
14 групп пищевых аллергенов (ПА), попадающих в организм 
человека с  пищевой продукцией, информация о  присут‑
ствии которых должна быть вынесена на этикетку. Однако 
контроль аллергенов при производстве пищевой продукции 
и по всей цепочке поставок ингредиентов является сложной 
задачей для производителей в условиях глобализированной 

 
 
 
 
 

 
 
Наверно этот размер 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ДЛЯ ЦИТИРОВАНИЯ:  Крюченко, Е. В., Кузлякина, Ю. А., Чернуха, И. М., 
Замула, В. С. (2021). Пищевые аллергены: пороговые значения и  методо‑
логии управления рисками. Пищевые системы, 4(4), 246-254. https://doi.
org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-246-254

FOR CITATION: Kryuchenko, E. V., Kuzlyakina, Yu. A., Chernukha, I. M., 
Zamula, V. S. (2021). Food allergens: threshold levels and methodologies for risk 
management. Food systems, 4(4), 246-254. https://doi.org/10.21323/2618-9771-
2021-4-4-246-254

Поступила 12.11.2021
Поступила после рецензирования 03.12.2021
Принята в печать 10.12.2021
© Крюченко Е. В., Кузлякина Ю. А., Чернуха И. М., Замула В. С., 2021

Received 12.11.2021
Accepted in revised 03.12.2021
Accepted for publication 10.12.2021
© Kryuchenko E. V., Kuzlyakina Yu. A., Chernukha I. M., Zamula V. S., 2021

https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-246-254
https://www.fsjour.com/jour 
https://www.fsjour.com/jour 
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-246-254
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-246-254
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-246-254
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-246-254


247

Крюченко Е. В. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 4 № 4  |  2021  |  С. 246–254

экономики [3]. В случае, если сырье и вспомогательные ма‑
териалы закупаются у поставщиков из разных стран мира, 
сложность контроля аллергенов при производстве пище‑
вой продукции возрастает. Это увеличивает вероятность 
непреднамеренного присутствия аллергенов в  готовом 
продукте, в  связи с  чем увеличивается риск потенциаль‑
ного ущерба репутации и  экономическому благополучию 
предприятия. Это подтверждается данными Управления 
по санитарному надзору за качеством пищевых продук‑
тов и  медикаментов США (Food and Drug Administration 
(FDA)), Службы безопасности и контроля пищевых продук‑
тов США (Food Safety and Inspection Service (FSIS)), Агент‑
ства по инспекции продуктов питания Канады (Canadian 
Food Inspection Agency (CFIA)), а также Системы быстрого 
оповещения для пищевых продуктов и  кормов Европей‑
ского союза (Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF)). 
Перечисленные организации располагают информацией 
о возросшем в последнее время числе крупномасштабных 
отзывов продукции из-за непреднамеренного присутствия 
в  ней аллергенов. Подобное явление затронуло большое 
количество компаний из разных отраслей пищевой про‑
мышленности [4]. Развитие нормативного регулирования 
в  области защиты потребителей, страдающих пищевой 
 аллергией, а  также стремление производителей обезопа‑
сить таких потребителей, привело к распространению пре‑
дупредительной маркировки о  возможном содержании 
 аллергенов в пищевых продуктах [5].

Существует несколько путей попадания пищевых ал‑
лергенов в продукт. Это прямой путь —  внесение в качестве 
ингредиента рецептуры, умышленная фальсификация про‑
дукции и  внесение аллергена в  качестве функциональной 
добавки, попадание аллергена в  пищевой продукт при его 
производстве вместе с  продуктами, содержащими этот ал‑
лерген, а также, как указывалось выше, возможно присутст‑
вие аллергена в составе комплексной добавки от ненадеж‑
ного поставщика. В  двух последних случаях содержание 
аллергена будет в  следовых трудно определяемых концен‑
трациях.

У покупателей, страдающих пищевой аллергией, бывают 
разные уровни аллергической чувствительности (так назы‑
ваемая минимальная вызывающая аллергию доза индиви‑
дуума). Поэтому присутствие даже незначительного количе‑
ства аллергенных компонентов, не указанных на этикетках 
продуктов, может представлять угрозу для лиц с  пищевой 
аллергией [6,7]. Как правило, предупредительная маркиров‑
ка о  возможном содержании аллергенов (например, фраза 
«может содержать») используется для информирования 
потребителей о  продуктах с  потенциальным непреднаме‑
ренным присутствием аллергенов. Однако, как показывает 
практика, чрезмерное использование предупредительной 
маркировки приводит к  снижению доверия к данной мар‑
кировке и игнорированию предупреждений [5]. Для опреде‑
ления необходимости нанесения предупредительной мар‑
кировки о наличии аллергенов необходима количественная 
оценка уровня риска содержания аллергенов. После прове‑
дения такой оценки предприятия пищевой промышлен‑
ности смогут разработать стратегии управления рисками, 
которые в достаточной мере защитят здоровье потребите‑
лей, страдающих пищевой аллергией. Предупредительная 
маркировка о  непреднамеренном наличии аллергенов бу‑
дет конечной точкой управления рисками. Использование 
количественной оценки содержания аллергенов позволит 
сделать предупредительную маркировку более легко чита‑
емой и точной, а ее нанесение на этикетку обоснованным, 
что позволит повысить качество жизни лиц, страдающих 
пищевой аллергией.

1. Оценка риска аллергенов и определение 
«пороговых значений» для аллергенных 
продуктов/ингредиентов
Идея определения концентраций аллергенных ингреди‑

ентов в  пищевых продуктах, способных привести к  разви‑
тию тяжелых аллергических реакций у уязвимых потребите‑
лей, привлекла большое внимание регулирующих органов, 
ассоциаций потребителей и промышленности по всей Евро‑
пе. К сожалению, в Российской Федерации в настоящее вре‑
мя данная концепция находится на ранней стадии развития, 
и работы в этой области ведутся недостаточно активно.

В  странах ЕС был проведен ряд исследований с  целью 
определения основы для оценки риска наличия пищевых 
аллергенов. В данных исследованиях за основу были взяты 
методы оценки других опасностей, связанных с  пищевой 
продукцией, например, химический и микробиологический 
риски [8].

Уровень отсутствия наблюдаемых побочных эффектов 
(the no observed adverse effect level (NOAEL)) —  это самая вы‑
сокая доза употребленной аллергенной пищи, которая не вы‑
зывает побочных реакций у аллергиков. Термины наимень‑
ший наблюдаемый уровень побочных эффектов (the lowest 
observed adverse effect level (LOAEL)) и  минимальная вызы‑
вающая доза (minimum eliciting dose (MED)) использовались 
для описания индивидуальных уровней воздействия аллер‑
гена на организм (дозировки ниже определенного уровня 
не нанесут вреда организму человека, страдающего аллер‑
гией. MED, используемый для аллергенных пищевых про‑
дуктов, аналогичен LOAEL, применяемому для химических 
веществ [9]. Истинный (а не проверенный) индивидуальный 
MED для аллергенной пищи, который является индивиду‑
альным (определенным) порогом выявления (the individual 
(elicitation) threshold), находится между NOAEL и MED. Тер‑
мины индивидуальный порог и  MED, которые иногда ис‑
пользуются как синонимы, имеют разные значения.

Анализ выживаемости с интервальной цензурой (Interval- 
censoring survival analysis (ICSA))  —  метод, используемый 
для определения индивидуальных пороговых значений, 
когда точная доза, вызывающая аллергическую реакцию 
в  организме человека, неизвестна, но выявлено, что она 
попадает в определенный интервал. Лица, реагирующие на 
первую дозу в контрольном испытании, подвергаются цен‑
зуре слева: NOAEL устанавливается на ноль, а LOAEL опре‑
деляется как первая доза. Лица, не испытывающие реакции 
после самой большой контрольной дозы, подвергаются 
цензуре справа: NOAEL устанавливается на эту самую боль‑
шую контрольную дозу, а LOAEL —  на бесконечность. Во всех 
остальных случаях интервальная цензура ограничивается 
NOAEL и LOAEL.

Объективная аллергическая реакция (an objective allergic 
reaction) характеризуется по крайней мере одним призна‑
ком, который может различить клинический наблюдатель 
(например, рвота, крапивница, сыпь, ангионевротический 
отек). Субъективная аллергическая реакция (a  subjective 
allergic reaction) определяется как возникновение симпто‑
мов (например, боли в  животе, головные боли, першение 
в горле), которые не заметны для клинического наблюдателя.

Минимальная наблюдаемая вызывающая доза (a  mini‑
mum observed eliciting dose (MOED)) определяется как самый 
низкий уровень воздействия, при котором у  человека воз‑
никла объективная аллергическая реакция и  ниже которо‑
го не ожидается объективного побочного эффекта. Субъек‑
тивные аллергические симптомы, такие как боль в животе, 
головные боли, першение в  горле и  т.  п., могут возникать 
при более низких дозах [10]. Минимальная вызывающая 
доза (a  minimum eliciting dose (MED))  —  это наименьшая 
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 протестированная доза аллергена, вызывающая аллергиче‑
скую реакцию у человека, объективную или субъективную. 
В этом контексте термин «аллергическая реакция» ограни‑
чивается IgE-опосредованными побочными эффектами, 
обычно возникающими в течение двух часов после употре‑
бления вызывающего аллергию пищевого продукта.

Контрольная доза (the Bench Mark Dose (BMD))  —  это 
доза аллергена, которая может вызвать аллергическую ре‑
акцию у определенного процента аллергиков. Нижний пре‑
дел контрольной дозы (BMD lower limit (BMDL)) —  это ниж‑
ний 95% доверительный интервал (ДИ) (Confidence interval 
(CI) контрольной дозы (BMD). Термин вызывающая доза 
(eliciting dose (EDp)) обозначает дозу аллергена, при которой 
процент p от аллергической популяции, вероятно, отреаги‑
рует. ED10 эквивалентен BMD10.

Пороговое значение для популяции (population thresh‑
old) —  это доза аллергена, при получении которой ни у од‑
ного подверженного аллергии человека не возникнет пато‑
логической реакции (например, NOAEL) или при которой 
реакция может возникнуть у определенного процента в по‑
пуляции. BMD и  EDp можно рассматривать как пороговые 
значения для популяции.

При оценке риска химических веществ эталонная доза 
(a reference dose) —  это суточная доза, которая может не вы‑
зывать побочных эффектов, даже если воздействие данного 
аллергена продолжается в  течение всей жизни. При оцен‑
ке риска воздействия аллергена эталонная доза относится 
к количеству аллергена, которое при однократном употре‑
блении или в течение короткого периода времени вряд ли 
вызовет нежелательную реакцию у  большинства аллерги‑
ков, и, таким образом, данный уровень риска является при‑
емлемым. Уровни действия (action levels) обозначают кон‑
центрации (количество аллергенного пищевого продукта/
ингредиента, обычно выражаемое как количество белка на 
количество пищи), информация о которых может быть вы‑
несена на предупредительную маркировку (пороговые кон‑
центрации каждого аллергена в  пищевых продуктах, обес‑
печивающие приемлемый уровень защиты потребителей из 
группы риска). Уровни действий также включают суждение 
об уровне риска, который считается приемлемым.

Определение индивидуальных и популяционных порого‑
вых значений является вопросом научной оценки, который 
становится определяющим в стратегии управления рисками. 
К  ним относятся мероприятия по управлению аллергенами 
при производстве, маркировка пищевой продукции, содержа‑
щей аллергены, а также предупредительная маркировка о не‑
преднамеренно присутствующих в продукции аллергенах.

2. Определение пороговых значений 
для индивидуума
Стандартизированные двойные слепые плацебо-контр‑

олируемые пищевые провокации (double-blind placebo-
controlled food challenges (DBPCFC)) являются стандартом 
для анализа индивидуальных пороговых уровней аллер‑
генной пищи у  пациентов с  пищевой аллергией [11], за 
исключением младенцев и детей. Однако выбор субъектов, 
проверяемые дозы аллергена и  интерпретация результа‑
тов варьируются от исследования к  исследованию. Вариа‑
бельность, в частности, связана с особенностями пациента 
и клинических проявлений аллергических реакций, а также 
их серьезностью для здоровья. Кроме того, медики, как пра‑
вило, исключают из исследований тех пациентов, которые 
могут иметь наиболее тяжелые реакции, исходя из индиви‑
дуального анамнеза [12]. DBPCFC не рассматривают в общей 
популяции пациентов, которые справляются с пищевой ал‑
лергией вне клинических условий.

Дозы аллергенного продукта питания/ингредиента, вы‑
зывающие побочные реакции в контролируемых исследо‑
ваниях, варьируются от микрограммов до миллиграммов, 
а иногда и граммов [13]. Не всегда указывается, относятся 
ли NOAEL или MED к дискретным или кумулятивным до‑
зам, или же указанные дозы относятся к введенному экви‑
валенту аллергенного белка или к аллергенному пищевому 
продукту/ингредиенту. В некоторых исследованиях аллер‑
генная пища не вводится в той форме, в которой ее обычно 
принимают (например, сублимационная сушка, вводимая 
в  виде муки или модифицированная другими способами) 
[14]. Несмотря на то, что такие пищевые продукты необ‑
ходимы для выполнения строгих критериев DBPCFC, они 
могут влиять на LOAEL и  MED, полученных в  результате 
конкретного исследования, для определенной аллергенной 
пищи [15].

На точность определения индивидуальных MED в DBPCFC 
оказывают влияние множество факторов. Среди них вид 
пищи (сырая или обработанная), вид обработки, географи‑
ческие и  генетические параметры, образ жизни пациента 
(например, занятия спортом, употребление алкоголя), хро‑
нические и  острые заболевания (предусматривающие ис‑
пользование медикаментов и снижение иммунитета), спо‑
соб попадания аллергена в организм. Среди медицинского 
сообщества нет единого мнения, какие симптомы считать 
тяжелым проявлением аллергической реакции, а  какие 
средней и меньшей тяжести.

Большинство DBPCFC, проводимых у пациентов с пище‑
вой аллергией, были разработаны для диагностических це‑
лей, а не для установления индивидуальных пороговых зна‑
чений аллергенов [16]. В  некоторых случаях разрыв между 
NOAEL и MED может быть значительным, в зависимости от 
используемых интервалов доз, и эти исследования не обес‑
печивают научной основы для установки NOAEL или для 
рекомендации приемлемых уровней потребления аллер‑
генного пищевого продукта/ингредиента для индивидуума 
[17]. В некоторых других случаях нельзя установить ни MED 
(например, лица, страдающие аллергией, не реагирующие 
на более высокую протестированную дозу), ни NOAEL (на‑
пример, лица, страдающие аллергией, реагирующие на пер‑
вую протестированную дозу).

Для повышения сопоставимости результатов между 
исследованиями разработаны руководства по стандарти‑
зации DBPCFC, а также отчетности DBPCFC для целей оп‑
ределения пороговых значений, которые обычно требуют 
более низких начальных доз аллергена и  более широких 
диапазонов доз [18].

3. Стратегии определения пороговых значений
Было предложено два различных подхода для определе‑

ния пороговых значений для аллергенных продуктов пита‑
ния/ингредиентов на уровне популяции [8]: (i) подход, осно‑
ванный на NOAEL (или LOAEL); и (ii) подход, основанный на 
контрольных дозах (The Bench Mark Dose (BMD)).

3.1. Подход, основанный на уровне отсутствия наблюдаемых 
побочных эффектов (NOAEL) и наименьшем наблюдаемом 
уровне побочных эффектов (LOAEL)
При традиционной оценке токсикологического риска 

для определения NOAEL или LOAEL обычно используются 
экспериментальные исследования различных доз вещества, 
а затем применяются факторы неопределенности (часто от 
100 до 1000) для учета экстраполяции данных с животных на 
человека [15]. Таким образом, NOAEL, а также LOAEL, пред‑
ставляет собой точечную оценку, полученную на основе зна‑
чения наихудшего случая.
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Стоит отметить, что самый высокий уровень воздействия 
аллергенных пищевых продуктов/ингредиентов, которые 
не вызывают побочные аллергические реакции (или самый 
низкий уровень воздействия, при котором наблюдаются ре‑
акции), широко варьируется, что может вызвать трудности 
при установлении данного показателя для аллергической 
популяции в целом [8].

3.2. Подход, основанный на контрольной дозе  
(the Bench Mark Dose (BMD))
Подход BMD использовался в проекте EFSA (Европейское 

агентство по безопасности пищевых продуктов) при оценке 
токсикологической безопасности [19]. По этой методологии 
учитываются все, а не одно-два, все доступные эксперимен‑
тальные данные с  помощью различных математических 
моделей. Затем BMD может быть определена как доза, ко‑
торая вызывает нежелательное явление в данном проценте 
исследуемого образца, например, 10% (BMD10). Доза, исполь‑
зуемая для дальнейших расчетов (отправная точка), обыч‑
но является нижним 95% доверительным интервалом BMD 
или нижним пределом BMD (BMDL). Важно, чтобы BMD на‑
ходилась в пределах (или очень близко) к точкам экспери‑
ментальных данных, чтобы сделать модель менее чувстви‑
тельной к выбору математической модели для соответствия 
данным.

При пищевой аллергии статистическое моделирова‑
ние распределения доз отдельных пороговых значений 
(NOAELs и MED, полученные в DBPCFC) позволяет рассчи‑
тывать BMD, BMDL и вызывающие дозы (обычно ED01, ED05 
или ED10) [8]. Однако многие DBPCFC не позволяют устанав‑
ливать MED или NOAEL для определенных индивидуумов. 
Статистическая методология, анализ выживаемости с  ин‑
тервальной цензурой (the interval censoring survival analysis 
(ICSA)), была применена для определения индивидуальных 
пороговых значений с  учетом этих неопределенностей 
[10]. Если наивысшая контрольная доза  —  это NOAEL, то 
LOAEL устанавливается на бесконечность, и субъекты под‑
вергаются цензуре справа; если самая низкая контроль‑
ная доза (первая испытанная доза) —  это LOAEL, то NOAEL 
устанавливается на ноль, и субъекты подвергаются цензу‑
ре слева. Надежность BMD и  EDp оценки зависят от типа, 
качества и количества используемых данных, в частности, 
для описания нижнего предела порогового распределения 
(например, от количества подвергшихся цензуре лиц сле‑
ва), а также от степени, в которой выборка, использованная 
для получения распределения, является репрезентативной 
для всего населения, страдающего аллергическими заболе‑
ваниями.

Ниже (Таблица 1) систематизированы результаты лите‑
ратурного поиска по значениям EDp для приоритетных ал‑
лергенов.

Ballmer-Weber et al. [23] получили ED01, равный 37,2  мг 
общего аллергенного белка для сои на основе кумулятив‑
ных пороговых доз для 30 детей, которые участвовали 
в  DBPCFC по определению пороговых значений. Исполь‑
зовались два пороговых распределения: одно для объек‑
тивных реакций и одно для субъективных. ED01 по субъек‑
тивным реакциям более чем в  10 раз ниже по сравнению 
с ЭД01 для объективных. Blom et al. [9] рассчитали ED01, ED05, 
и ED10 для коровьего молока, куриного яйца, арахиса, фун‑
дука и  ореха кешью на основе дискретных пороговых доз 
с использованием двух пороговых распределений: одно для 
объективных реакций и одно для любой реакции (объектив‑
ной и субъективной, в зависимости от того, что произойдет 
раньше). Индивидуальные пороговые данные были получе‑
ны из DBPCFCs, проведенных у детей, регулярно тестируе‑

мых для диагностики пищевой аллергии. Имеющиеся дан‑
ные для сои (n = 10) и грецкого ореха (n = 13) были сочтены 
недостаточными для получения пороговых распределений. 
EDp для любой реакции были в  среднем от двух до шести 
раз ниже, чем для объективных реакций.

EDp (выраженные в миллиграммах арахиса, а не в мил‑
лиграммах белка, не включенные в  Таблицу 1)  были рас‑
считаны теми же авторами для арахиса с использованием 
двух разных наборов данных [24,25]. В  первом исследо‑
вании данные были получены от 185 субъектов, участво‑
вавших в  DBPCFCs для диагностических целей, поскольку 
они были включены в испытания иммунотерапии, или для 
целей определения пороговых значений. ED10 были рас‑
считаны на основе кумулятивных пороговых доз с исполь‑
зованием пороговых распределений для любой реакции. 
Наблюдалось недостаточное количество точек данных для 
ED01 или ED05. ED10 17,6  мг (95% доверительный интервал 
(ДИ): 9,19, 33,7  мг), 17,0  мг (95% доверительный интер‑
вал: 8,10, 35,8  мг) и  14,6  мг (95% доверительный интер‑
вал: 5,97–35,5 мг) были оценены с использованием моде‑
ли логарифмически нормального распределения, модели 
логарифмически-логистического распределения, модели 
распределения Вейбулла в соответствии с данными из трех 
типов DBPCFC.

Используя модель логарифмически нормального рас‑
пределения вероятностей, значительно более высокие 
ED10 были оценены на основе испытаний иммунотерапии 
(65,5 мг; 95% ДИ: 18,7–229 мг), чем из диагностических се‑
рий (18,0 мг; 95% ДИ: 5,8–55,8 мг) или пороговых исследо‑
ваний (11,9 мг; 95% ДИ: 4,8–29,8 мг)). Во втором исследова‑
нии [25] использовались данные диагностических DBPCFCs 
серии из 286 лиц с аллергией на арахис, собранные в тече‑
ние 14 лет в тех же клинических условиях. ED05 (7,3 мг, 95% 
ДИ: 5,2–10,4 мг) и ED10 (14,4 мг, 95% ДИ: 10,7–19,6 мг) были 
основаны на кумулятивных пороговых дозах с использова‑
нием пороговых распределений для объективных реакций. 
Когда данные были проанализированы на основе исто‑
рии болезни пациента, порогового распределения и  ED10, 
распределение пациентов с  более тяжелыми реакция‑
ми в  анамнезе существенно не отличалось от пороговых 
распределений пациентов с  менее тяжелыми реакциями 
в анамнезе.

Eller et al. [22] рассчитали ED05 и ED10 для коровьего мо‑
лока, куриного яйца, арахиса и  фундука на основе непре‑
рывных пороговых доз с использованием логарифмически 
нормальных пороговых распределений для объективных 
реакций. Индивидуальные пороговые данные были получе‑
ны из DBPCFCs, проведенных у взрослых и детей (48% субъ‑
ектов в возрасте до четырех лет), обычно тестируемых для 
диагностики пищевой аллергии. Пороговые данные испыту‑
емых, у которых на первую дозу всех четырех аллергенных 
продуктов возникала реакция, были относительно высоки‑
ми по сравнению с другими исследованиями (5 мг яичного 
белка, 1 мг фундука и арахисового белка и 5 мл молока). Бо‑
лее половины пациентов прошли курс OFC вместо DBPCFC 
для повышения комплаентности. Тяжесть реакций (по шка‑
ле от 1 до 5) коррелировала с возрастом пациента (у пожи‑
лых людей были более тяжелые реакции) и типом тестируе‑
мой пищи (у пациентов, которым вводили арахис, реакции 
были значительно более тяжелыми).

Комплексная оценка EDp была проведена в работе [20]. 
В  ней были проанализированы данные всех вышеупомя‑
нутых исследований, за исключением информации, опу‑
бликованной Eller et al. [22]. В  приведенной работе также 
рассматривались данные из других опубликованных и не‑
опубликованных DBPCFC, проведенных у взрослых и детей 
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Таблица 1
Пороговые значения, рассчитанные для приоритетных аллергенов в проанализированных публикациях(a)

Аллерген Количест- 
во пациентов

ED01
(95% CI)

Объективные 
реакции ED05

(95% CI)
ED10

(95% CI)
ED01

(95% CI)
Любые 

реакции ED05
(95% CI)

ED10
(95% CI)

Ссылка на 
источник

Куриное 
яйцо

53
(дети)

0,07
(0,01–0,79)

1,51
(0,3–7,7)

5,82
(1,6–21,4)

0,04
(0,005–0,35)

0,75
(0,2–3,3)

2,75
(0,8–9,2) [9]

206
(в основном дети)

0,0043–0,056 (b)

(NA)
0,21–0,44 (b)

(NA)
1,2–1,6 (b)

(NA) – – – [20]

120
(≤3,5 лет) – – 0,6–1,3

(0,1–4,8) – – – [21]

21 (> 3,5 лет) – – 20,4–27
(4,4–134,5) – – – [21]

155
(в основном дети) – 2,08

(1,1–4,0)
5,36

(3,0–9,6) – – [22]

Коровье 
молоко

93
(дети)

0,05
(0,01–0,30)

1,07
(0,3–3,8)

4,24
(1,6–11,6)

0,04
(0,005–0,35)

0,75
(0,2–3,3)

2,75
(0,8–9,2) [9]

351
(в основном дети)

0,016–0,14 (b)

(NA)
0,57–1,9 (b)

(NA)
2,8–5,1 (b)

(NA) – – – [20]

80
(≤ 3,5 лет) – – 0,1–0,2

(0,02–1,1) – – – [21]

13
(> 3,5 лет) – – 5,3–7,6

(0,1–269,0) – – – [21]

42
(в основном дети) – 59,3

(29,1–109,9)
100,2

(52,7–190,5) – – – [22]

Арахис

135
(дети)

0,15
(0,04–0,51)

1,56
(0,7–3,6)

4,42
(2,3–8,5)

0,007
(0,002–0,03)

0,14
(0,1–0,4)

0,52
(0,2–1,2) [9]

750
(взрослые/дети)

0,015–0,13 (b)

(NA)
0,5–1,5 (b)

(NA)
2,3–4,1 (b)

(NA) – – – [20]

51
(взрослые/дети) – – 2,8–6,6

(0,2–51,7) – – – [21]

149
(в основном дети) – 18,9

(13,0–27,6)
32,9

(23,6–45,9) – – – [22]

41
(дети) – – 87

(31,4-NR) – – – [13]

Лесной орех

28
(дети)

0,01
(0,00–0,56)

0,29
(0,0–4,6)

1,38
(0,2–12,0)

0,001
(0–0,05)

0,05
(0,0–0,6)

0,22
(0,0–1,8) [9]

0,038–0,42 (b)

(NA)
1,2–2,6 (b)

(NA)
5,2–7,9 (b)

(NA) – – – [20]

90
(в основном 

взрослые)
– – 8,5–10,1

(2,1–51,0) – – – [21]

59
(в основном дети) – 8,7

(4,5–16,8)
15,9

(8,9–28,4) – – – [22]

Кешью 31
(дети)

1,30
(0,18–9,57)

7,41
(1,9–28,7)

16,0
(5,4–47,4)

0,02
(0,002–0,25)

0,32
(0,1–1,8)

1,07
(0,3–4,5) [9]

1,4–2,8 (b)

(NA)
8,9–11,5 (b)

(NA)
16,8–22,7 (b)

(NA) – – – [20]

Соя

80
(взрослые/дети)

0,078–3,1 (b)

(NA)
4,7–22,2 (b)

(NA)
28,2–63,4 (b)

(NA) – – – [20]

23
(взрослые/дети)

37,2
(NR) – – 0,21

(NR) – – [23]

Глютен 40
(взрослые/дети)

0,14–1,1 (b)

(NA)
2,0–4,3 (b)

(NA)
6,6–10,2 (b)

(NA) – – – [20]

Горчица 33
(взрослые/дети)

0,022–0,097 (b)

(NA)
0,32–0,46 (b)

(NA)
1,0–1,2 (b)

(NA) – – – [20]

Люпин 24
(взрослые/дети)

0,83–3,7 (b)

(NA)
7,8–19,1 (b)

(NA)
20,8–33 (b)

(NA) – – – [20]

Кунжут 21
(взрослые/дети)

0,10–0,67 (b)

(NA)
2,1–3,8 (b)

(NA)
7,6–10,6 (b)

(NA) – – – [20]

Креветки

48
(взрослые)

3,7–6,1 (b)

(NA)
73,6–1272

(NA)
284–500 (b)

(NA) – – – [20]

28
(в основном 

взрослые)
– – ~2 500

(1 100–6 300) – – – [21]

Рыба 34
(взрослые/ дети) – – 25,8–32,6

(4,8–203,8) – – – [21]

Сельдерей
41

(в основном 
взрослые)

– – 1,6–2,8
(0,2–30,0) – – [21]

(a) —  выражается в миллиграммах общего аллергенного белка, если не указано иное;
(b) —  в зависимости от используемой модели распределения (например, модели логарифмически нормального распределения, модели логарифмиче‑
ски-логистического распределения, модели распределения Вейбулла);
NR —  не сообщается;
NA —  числовые данные отсутствуют, в оригинальной публикации представлены только графические данные;
CI —  доверительный интервал.
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в диагностических и испытательных целях для оценки ин‑
дивидуальных пороговых значений. ED01, ED05 и ED10 были 
оценены для 11 аллергенных продуктов (куриное яйцо, 
коровье молоко, арахис, лесной орех, кешью, соя, пшени‑
ца, горчица, люпин, кунжут и креветки) с использованием 
нормального логарифмического распределения, логариф‑
мически-логистического распределения и  модели рас‑
пределения Вейбулла для объективных реакций (Таблица 
1). Оценки были получены как для дискретных, так и для 
кумулятивных доз. Для сельдерея и рыбы не было обнару‑
жено индивидуальных пороговых данных ниже прогнози‑
руемого ED30, поэтому оценка более низкого EDp путем 
экстраполяции для данных аллергенов была признана не‑
целесообразной.

Был проведен анализ чувствительности, чтобы оценить, 
влияют ли тип аллергена, возраст, пол, популяция паци‑
ентов, географический регион и  тестируемый материал 
(т.  е. пищевая матрица, используемая для пероральных 
проблем) на расчетную EDp. Горчица и яйцо были самыми 
сильнодействующими аллергенными продуктами, за ними 
следовали арахис и молоко, тогда как соя и креветки были 
наименее сильными аллергенами. Только данные по ара‑
хису и фундуку позволили провести анализ чувствительно‑
сти по возрасту (как и ожидалось, данные о коровьем мо‑
локе и яйцах были в основном у детей, поскольку аллергия 
на эти продукты, как правило, чаще встречается в детском 
возрасте и с  годами почти исчезает). ED05 и ED10 были со‑
поставимыми для арахиса у взрослых и детей, но разными 
для фундука (ED05 оценивает 1,2 мг и 4,0 мг белка фундука 
соответственно).

Только данные по арахису и молоку позволяют проводить 
анализ по географическим регионам. Согласно исследова‑
ниям, проведенным в  Великобритании, ЭД05 и  ED10 оценки 
для арахиса в Соединенном Королевстве значительно более 
низкие по сравнению с другими регионами (США, Франция, 
Нидерланды) [20,26]. Неясно, связано ли это различие с раз‑
личиями в отборе пациентов, а не с географическими раз‑
личиями в  реактивности пациентов. Подобный ED05 и  ED10 
были оценены для Италии и  Нидерландов для молока, ко‑
торые были значительно ниже, чем оценки для Австралии, 
где первоначальные пероральные проблемы начинались 
с  более высоких доз молочного белка. Использование из‑
мельченного арахиса по сравнению с арахисовой мукой или 
использование жидкого молока по сравнению с обезжирен‑
ным сухим молоком при пероральных проблемах не повли‑
яло на нижний предел порогового распределения. Однако 
для точной оценки минимальной пороговой дозы, вызыва‑
ющей аллергическую реакцию, для сырых, вареных, жаре‑
ных, запеченных куриных яиц понадобилось больше клини‑
ческих данных [20,26].

Также ED10 были оценены для молока, яйца, арахиса, 
фундука, сельдерея, рыбы и  креветок с  использованием 
данных о  пероральном заражении из проекта EuroPrevall 
с применением стандартизированных низких доз DBPCFC, 
специально разработанных для оценки индивидуальных 
пороговых значений [21]. Распределение кумулятивной 
дозы индивидуальных пороговых значений с учетом либо 
LOAEL, либо метода ICSA было рассчитано при помощи мо‑
дели логарифмически нормального распределения, модели 
логарифмически-логистического распределения, модели 
распределения Вейбулла. Распределение доз моделирова‑
лось с использованием объективных реакций (признаков), 
субъективных реакций (симптомов) или любых реакций 
(в зависимости от того, что наступило раньше). В то время 
как примененная математическая модель не повлияла на 
ED10 значительно, они обычно были ниже при использо‑

вании метода ICSA, чем LOAEL (порог, который вызывает 
реакцию, по сравнению с более низкой дозой, при которой 
наблюдается реакция), и значительно ниже при использо‑
вании субъективных реакций или любых реакций по срав‑
нению только с объективными реакциями. ED10, оцененные 
на основе объективных реакций с использованием метода 
ICSA для вышеупомянутых аллергенов, приведены в  Таб‑
лице 2.

Имитационное исследование было проведено для изуче‑
ния влияния размера выборки, модели распределения (мо‑
дели логарифмически нормального распределения, модели 
логарифмически-логистического распределения, модели 
распределения Вейбулла) и  четырех схем дозирования для 
оценки ED01, ED05, ED10 и ED50 [27]. Для моделирования были 
выбраны арахис, яйца и  соя, поскольку аллергенные белки, 
содержащиеся в  них, обладают разной активностью. Систе‑
матическая ошибка и точность оценки в этих условиях испы‑
таний улучшались с каждым шагом в размере выборки от n = 
20 до n = 60, предполагая, что n = 60 или больше потребуется 
для получения стабильных оценок пороговых распределений 
для вышеупомянутых аллергенных продуктов. По сравнению 
с обычной схемой дозирования EuroPrevall, все другие схемы 
дозирования снижали точность расчета EDp, особенно для 
небольших выборок. Однако для менее сильнодействующих 
аллергенов (например, сои) может потребоваться адаптация 
стандартной схемы дозирования EuroPrevall.

4. Оценка воздействия
Показатель, необходимый для оценки риска аллерге‑

на, представляет собой количество аллергенного пищевого 
продукта/ингредиента, потребляемого субъектами, страда‑
ющими аллергией, на этот аллергенный пищевой продукт/
ингредиент за один прием пищи. Данные исследований об 
употреблении продуктов питания, проведенных среди все‑
го населения или отдельных его подгрупп (например, детей, 
подростков, пожилых людей), доступны в  различных зару‑
бежных источниках. Однако эти исследования проводились, 
как правило, не с целью дальнейшей оценки риска аллерге‑
нов (информация о пищевом аллергическом статусе участ‑
ников обычно отсутствует; данные о  потреблении пищи 
сообщаются за целый день, а  не за каждый прием пищи). 
Кроме того, в информации о составе пищевых продуктов не 
учитываются конкретные аллергены, присутствующие во 
всей употребленной пище [8].

Исследования потребления пищевых продуктов должны 
быть адаптированы для получения данных о моделях потре‑
бления продуктов питания у лиц с пищевой аллергией и для 
изучения того, как компоненты этих продуктов проявляют 
себя в организме здорового человека.

4.1. Подходы к оценке риска для определения  
референтных доз
Для оценки риска аллергенов было предложено три раз‑

личных подхода: (i) традиционная оценка риска с  исполь‑
зованием NOAEL и факторов неопределенности; (ii) подход 
BMD и маржи воздействия (Margin of Exposure (MoE)); и (iii) 
вероятностные модели. Эти подходы могут использоваться 
для принятия различных решений по управлению рисками 
при маркировке аллергенов. Преимущества и  недостатки 
каждого подхода к оценке риска аллергенов подробно рас‑
сматривались в других источниках [8,28].

4.2. Традиционная оценка риска с использованием NOAEL 
и учетом факторов неопределенности
Этот подход допускает низкий уровень риска. Он при‑

меняет NOAEL/LOAEL и учитывает различные факторы нео‑
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пределенности —  например, фактор постоянно меняющихся 
потребностей общества, настроений и желаний потребите‑
ля. При помощи традиционной оценки риска определяется 
степень неблагоприятного воздействия на здоровье чело‑
века в случае возникновения наиболее сильной аллергиче‑
ской реакции. Это нужно для выявления референтных доз 
для определенного аллергенного пищевого продукта/ингре‑
диента. При таком методе оценки риска возможно получе‑
ние значений уровней действия возбудителя (action levels), 
 которые находятся ниже пределов обнаружения некоторых 
аллергенов по имеющимся данным.

4.3. Подход, основанный на контрольной дозе  
и марже воздействия
Маржа воздействия (MoE)  —  это нижний доверитель‑

ный предел эталонной дозы BMDL10 (benchmark dose (lower 
confidence limit)) индивидуального порогового распреде‑
ления для аллергенного пищевого продукта/ингредиента, 
деленная на оценку воздействия такого аллергенного пи‑
щевого продукта/ингредиента. Чем выше MoE, тем ниже 
вероятность аллергической реакции у  аллергиков. MoE 
сильно зависит от оценки воздействия аллергена, выбран‑
ной для данного подхода (например, ожидаемое макси‑
мальное воздействие, 95-й процентиль всего населения, 
95-й процентиль страдающего аллергией населения, 95-й 
процентиль только потребителей и т. д.). Был опубликован 
пример того, как подход BMD и MoE можно использовать 
для определения уровней действия арахиса в  пищевых 
продуктах [28].

EDp можно использовать для получения референтных 
доз путем определения уровня риска, который может быть 
приемлемым (т. е. процент аллергической популяции, ко‑
торая будет защищена). Референтные дозы, основанные 
на оценках EDp, рассчитанные Remington [20], были полу‑
чены для использования в пищевой промышленности для 
добровольной маркировки аллергенов, непреднамерен‑
но присутствующих в  пищевых продуктах [29]. ED01 (для 
арахиса и  молока), комбинация ED01 и  95% более низких 
доверительных интервалов ED05 (для яиц и  фундука) или 
95% более низких доверительных интервалов ED05 (для 
сои, пшеницы, кешью, горчицы, люпина, кунжута и  кре‑
веток) были использованы для определения референсных 
доз. Выбор зависел от того, насколько надежными (на  ос‑
нове количества и качества имеющихся данных) оказались 
оценки низкого EDp для каждого аллергенного продукта 
питания.

Наименьшие референтные дозы были определены 
для горчицы (0,05  мг общего аллергенного белка) и  яиц 
(0,03 мг общего аллергенного белка), затем следовали мо‑
локо и  лесной орех (0,1  мг общего аллергенного белка), 
а также арахис и семена кунжута (0,2 мг общего аллерген‑
ного белка). Более высокие референтные дозы были пред‑
ложены для сои и  пшеницы (1  мг общего аллергенного 
белка), кешью (2 мг общего аллергенного белка) и люпина 
(4 мг общего аллергенного белка), а самые высокие —  для 
креветок (10 мг общего аллергенного белка) [26, 29]. Уров‑
ни действия, рассчитанные на основе референтных доз, 
должны учитывать количество пищевого продукта, потре‑
бляемого за один прием пищи, концентрацию аллергенно‑
го пищевого продукта/ингредиента в  пищевом продукте 
и  совместное потребление с  другими продуктами пита‑
ния, также содержащими аллергенный пищевой продукт/
ингредиент.

5. Вероятностные модели
Был предложен вероятностный подход к  оценке риска 

возникновения пищевой аллергии [28,30]. Этот подход 
оценивает распределение вероятности потребления ал‑
лергенной пищи (например, арахиса) в данной популяции 
(исходя из наличия и  концентрации аллергенной пищи 
в пищевом продукте, вероятности того, что человек, стра‑
дающий аллергией, потребляет эту пищу, и количества по‑
требляемой пищи за один раз) и порогового распределения 
вероятности для этого аллергенного продукта питания (на‑
пример, арахиса) в той же популяции (на основе индивиду‑
альных MED, представленных в DBPCFC или рассчитанных 
на их основе). Путем сравнения распределения пороговых 
значений вероятности с  распределением вероятностей 
потребления аллергенной пищи предсказывается вероят‑
ность возникновения аллергической реакции при контакте 
с аллергенными пищевыми продуктами.

Поскольку входные переменные могут быть измене‑
ны независимо, методика вероятностной оценки риска 
 может использоваться для определения доли аллергиче‑
ского населения, которое может пострадать от реакции 
 организма из-за наличия определенного уровня аллерге‑
на в  пищевом продукте. Также данная методика оценки 
 риска применяется для прогнозирования влияния сни‑
жения концентрации аллергенов в  пищевых продуктах 
или для прогнозирования аналитической чувствитель‑
ности, необходимой для определенного уровня защиты. 
Однако из-за отсутствия фактических данных о  частоте 
возникновения аллергических реакций среди населения 
в условиях, определенных в вероятностных моделях, фор‑
мальная проверка надежности этих моделей в настоящее 
время отсутствует [28].

Был проведен анализ чувствительности, чтобы опреде‑
лить, как изменения входных переменных (как MED, так 
и компонентов воздействия) влияют на выходные данные. 
По результатам исследования был сделан вывод о том, что 
как расположение распределения MED, так и доля населения, 
потребляющего пищу, имеют большое влияние на количест‑
во аллергических реакций [31]. Вероятностная модель была 
эффективно использована для оценки влияния присутствия 
молочных белков в горьком шоколаде после сообщения об 
аллергической реакции у потребителя [32].

6. Заключение
Для оценки риска воздействия аллергенов были пред‑

ложены различные подходы, которые можно использо‑
вать для принятия обоснованных решений по управлению 
рисками при маркировке аллергенов. В  научном мире 
нет единого мнения о  количествах и  тяжести воздейст‑
вия  аллергенов. Различия в  методиках оценки концент‑
рации аллергена, методологиях оценки риска, разбросы 
пороговых значений аллергенов, способных нанести зна‑
чительный вред здоровью потребителя, свидетельствует 
как об активном поиске решений, так и  о  необходимости 
надлежащей идентификации и  управления этим риском. 
Надежность оценок угрозы будет зависеть от типа, каче‑
ства и количества данных, используемых для определения 
как популяционных пороговых значений (или пороговых 
распределений), так и  степени воздействия аллергенного 
пищевого продукта/ингредиента на конкретного индиви‑
дуума. Целью такой оценки является поиск решений по 
управлению рисками непреднамеренного попадания ал‑
лергенов при производстве пищевой продукции.
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A BST R ACT
In the past two decades, nano-science is widely used in different applications and the increased interest in the 
utilization of nanoparticles in food processing is clear. Such applications include processing, packaging, devel‑
opment of functional food, safety, foodborne pathogens detection, and shelf-life extension. In this article, the 
essential facts and the latest uses of nano-science in fruit and vegetable juices were described. The green syn‑
thesis of nanoparticles with antioxidant, antibacterial and antifungal characteristics is of great interest in food 
preservation. These nanoparticles such as metals, oxidized metals and its bioactivity in juice were reviewed. 
The current procedures to prepare nanojuice including nanofiltration and the most recent nanomilling were 
presented. Beside the preparation, special emphasis has also been given to the chemical as well as the biological 
(microbial and enzymatic) quality of the produced nanojuice. The role of nanotechnology in the development 
of the smart and the active food packaging systems for the improvement of food shelf- life and quality was also 
discussed. Since the physical and chemical characteristics of nanoparticles are completely different from those 
of macro-size. Therefore, special and urgent attention by responsible authorities should be given and effective 
policies should be applied for food products to ensure product quality, customer health and safety as well as the 
environmental protection.
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измельчение, нано-фильтрация, 
нано-упаковка, регулирование

А ННОТА Ц И Я
В последние два десятилетия нанонаука широко используется в различных областях и очевиден повышен‑
ный интерес к применению наночастиц при переработке пищевых продуктов. Такие области включают 
переработку, упаковку, разработку функциональных продуктов, безопасность, обнаружение пищевых па‑
тогенов и продление сроков хранения. В данной статье описаны важнейшие факты и современное приме‑
нение нанонауки для фруктовых и овощных соков. Большой интерес вызывает зеленый синтез наночастиц 
с  антиоксидантными, антибактериальными и  противогрибковыми свойствами для увеличения сроков 
хранения пищевых продуктов. Сделан обзор наночастиц, таких как металлы, некоторых видов их оксидов 
и окислов, и их биологическая активность в соке. Приведены современные процедуры для производства 
нано-соков, включая нано-фильтрацию и самое современное нано-измельчение. Помимо производства, 
особый акцент в обзоре сделан на химических, а также биологических (микробиологических и фермен‑
тативных) качественных характеристиках произведенных нано-соков. Также обсуждена роль нано-тех‑
нологии в развитии систем «разумной» и активной упаковки для увеличения сроков хранения и улучше‑
ния качества пищевых продуктов. Показано, что физические и химические характеристики наночастиц 
полностью отличаются от характеристик частиц макроразмера. Сделан вывод о том, что производителям 
пищевой продукции при использовании новых технологий должно уделяться особое внимание обеспече‑
нию ее качества для сохранения доверия потребителей. При этом контролирующими и регулирующими 
организациями должна проводится эффективная политика по обеспечению безопасности пищевой про‑
дукции, сохранности здоровья потребителей и защиты окружающей среды.

1. Introduction
Nanotechnology is a field of science that concerned with 

controlling the material on the scale of atoms and molecules. 
Such small particles ranged from 1 to 100 nm in diameter 
with a high surface-to-volume ratio, which essentially allows 
them to be more active and dispersed than their larger one. 
They provide a lot of food implementations i.  e., processing, 
packing, storing, handling, bioactivity as well as food safety 
[1]. Nanoparticles (NP) are usually produced by crushing mol‑
ecules into nano-scale particles (top-down) or rearranging it 
(bottom-up) to produce nano-sized particles with new proper‑

ties [2]. Low fat, sugar and salt diets could be produced using 
nanotechniques [3].

Any food cultivated, produced, processed or packed using 
nanotechniques as well as with added NP, is called nanofood [4, 
5]. Nanojuice (NJ) aims to increase nutritional value and avoid 
the failure of juice quality. NJ possesses unique characteristics 
such as crossing the body’s natural barriers, entering into cells 
or the bloodstream and even through the cell wall surrounding 
the brain. As a result NJ constituents i. e., antioxidants, antimi‑
crobials, natural pigments, biomolecules and other bioactive 
compounds will be more nutritious and active inside the body. 

 
 
 
 
 

 
 
Наверно этот размер 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FOR CITATION: Ammar, A.S., Bazaraa, W.A. (2021). Juice nanotechnology: 
A mini review. Food systems, 4(4), 255-258. https://doi.org/10.21323/2618-9771-
2021-4-4-255-258

ДЛЯ ЦИТИРОВАНИЯ: Аммар, А. С., Базараа, В. А. (2021). Нанотехно-
логии сока. Мини-обзор. Пищевые системы, 4(4), 255-258. https://doi.
org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-255-258

Received 06.10.2021
Accepted in revised 08.11.2021
Accepted for publication 25.11.2021
© Abdalla S. Ammar, Wael A. Bazaraa, 2021

Поступила 06.10.2021
Поступила после рецензирования 08.11.2021
Принята в печать 25.11.2021
© Аммар А. С., Базараа В. А., 2021

https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-255-258
https://www.fsjour.com/jour 
https://www.fsjour.com/jour 
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-255-258
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-255-258
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-255-258
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-255-258


256

Ammar A.S. et al.  |  FOOD SYSTEMS  |  Volume 4 № 4  |  2021  |  pp. 255–258

NP improved taste, flavor, consistency, stability and texture of 
food products. Also, enhanced bioactivity of nano nutraceuticals 
was achieved [6,7,8]. Phyto-NP showed higher antioxidant activ‑
ity than macromolecules. This may be due to the high surface 
area of NP that resulted in increasing chemical activity [9]. NJ 
minerals (i. e., Fe, Ca, K, Cu, Zn…etc.) could be better absorbed 
by the body to tackle deficiency. Due to the limited knowledge 
concerning NJ, therefore, this article aims to provide the basic 
facts regarding the recent uses of nanotechniques in juice pro‑
cessing and packing as well as safety, health concerns and regu‑
lation.

2. Juice nano-processing
Literature revealed the use of filtration or milling techniques 

to achieve nanoparticles juice (NPJ). Nanofiltration utilizing fil‑
ters with pores of nano-size was used by many authors for clarifi‑
cation, concentration, stabilization, discoloration and pigments 
separation of juices (Table 1). Nanofilteration was successfully 
used in concentrating strawberry juice maintaining of its bioac‑
tive phenolic compounds [10] and in improving the quality of 
pear juices [11]. De-coloration of dark apple and grape juices was 
carried out by physical separation of melanoidins using nanofil‑
tration membranes and the color characteristics of the only ap‑
ple juice became closer to the non-browned juice [12]. Procyani‑
din was separated from grape juice utilizing nanofilters and the 
main advantages were: rapid separation, energy efficient, and 
with no oxidization loss [13]. The Korean dongchimi nanojuice 
(alternative health soft drink) was prepared via fermentation 
followed by nanofiltration instead of using heat treatment and 
the nanofiltered juice used as anti-adipogenic agent [14]. Nano‑
milling was utilized for the first time [15] in the preparation of 
NP orange juice (NPOJ) (Figure 1). The prepared juice exhibited 
high sensory scores, lower pectin methylesterase activity and as 
a result lower juice separation as well as higher microbiological 
quality (Table 2).

Table1
Juice nanofiltration

Juice type Action References

Apple and Pear higher concentration [16]

Apple and Grape melanoidins separation [12]

Pear enhance stability and shelf life [11]

Amla improve color, clarity and
valuable component. [17]

Grape procyanidin separation [13]

Strawberry efficient concentration with
maintenance of phenolic compounds [10]

Apple juice with 30% less sugar [18]

Table 2
pH values, ascorbic acid content, pectin methylesterase 

activity (PME), psychrotrophs and yeast and mold counts 
of fresh OJ, pasteurized OJ and NPOJ with freeze 

dried kiwi (0.3%, w/w) [15]

Parameter Fresh OJ Pasteurized OJ
(70 °C / 5 min) NPOJ

pH 3.67 ± 0.18 3.70 ± 0.07 3.71 ± 0.12

Ascorbic acid
(mg/100g) 44.00 ± 0.80 18.97 ± 0.08 28.50 ± 0.24

PME
(U ml‑1 min-1) 4.49 ± 0.00 0.34 ± 0.30 0.26 ± 0.14

Psychrotrophs
(log10 CFU ml‑1) 3.01 ± 0.04 2.08 ± 0.06 1.63 ± 0.18

Yeasts &Molds
(log10 CFU ml‑1) 2.70 ± 0.02 1.50 ± 0.08 1.61 ± 0.30

3. Green synthesis of NP
Green synthesis of NPs with antioxidant, antibacterial and 

antifungal characteristics is of great interest in food preserva‑
tion [19]. In general, various synthetic methods include physi‑
cal, chemical and biochemical (green) techniques were used 
for the production of nano-sized silver particles (AgNPs). The 
reduction by chemical procedures is widely used since it gener‑
ates AgNPs on large scale under gentle conditions. However, it 
exhibited side toxic compounds which may have adverse impact 
in the medical uses and environment. Therefore, the synthesis 
of AgNPs by green method has many advantages over those 
obtained by physical and chemical means as it is eco-friendly, 
cost effective, and generated under mild conditions [19]. The 
metal such as silver nitrate was used as the silver precursor, 
while the fruit juices were used as reducing and stabilizing 
agents. Green synthesized AgNPs, as an antimicrobial agent, 
were used in lime, lemon, orange and grape juices against 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugi-
nosa and Bacillus subtilis [20]. Zirconium nitrate NPs (ZrNPs) 
were prepared using orange juice and orange peel extract, as 
green reducing agent and stabilizer [19]. They studied the anti‑
microbial, anti-inflammatory and antioxidant activities of the 
synthesized ZrNPs. Recently, nano-sized iron particles (zero 
valent) encapsulated in carbon were synthesized and used for 
destroying patulin in apple juice [21]. More recent, fresh apple 
juice was clarified using nano powders of both silicon dioxide 
(SiO2) and titanium dioxide (TiO2) [22]. Their clarifying abilities 
were higher than that of bentonite clay. Commercially SiO2 and 
TiO2 are widely utilized as food additives in many food prod‑
ucts (E551 and E171, respectively) [23].

5 
 

                                        

 

 

 

 

                                                                                                                              

                                                                                                                                                                                                              

Figure 1. Schematic diagram of the production of NPOJ [15].  
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4. Juice nano-packaging
Good packing substances should be gas and moisture im‑

permeable in addition to accepted mechanical strength and 
biodegradability. Nanotechnology has a great role in the devel‑
opment of the smart (contains specific sensor to indicate about 
the internal condition of the product in form of signals) and 
the active (contains specific system such as antioxidant or an‑
timicrobial agents to modify the environmental conditions for 
extending shelf life and improving food safety) food packaging 
systems. Both types exhibit several benefits over the tradition‑
al packaging methods since they can provide better packaging 
characteristics such as enhanced mechanical strength, barrier 
characteristics, antimicrobial activity, and ability to specific 
pathogenic bacteria detection and alerting consumer’s atten‑
tion to product safety [24]. Incorporating NPs of inorganic met‑
als and metal oxides (i.  e. Ag, Fe, TiO2, ZnO, MgO, SiO2) and 
carbon within packaging materials, a novel packaging mate‑
rial with potent antimicrobial activity could be performed with 
more stability in extreme conditions [25]. Several AgNPs based 
packaging materials with high antimicrobial activities are 
available in markets [26]. Packages containing nanosilver ef‑
fectively increased the quality of fresh orange juice [27]. Nano‑
composite and nanolaminates also give an extra protection 
against extreme thermal and mechanical conditions leading to 
the improvement in food quality [28].

5. Nanojuice safety and regulation
There are several benefits of the applied nanotechniques in 

food processing. However, safety of the NP should be well consid‑
ered since the physical and chemical characteristics in nano-size 
are completely different from those of macro-size. For example 
issues such as: the partitioning of NPs from packaging materi‑

als into food [29], and the bioaccumulation of these small size 
particles within human body [30] should be carefully evaluated. 
Each NP type has its own characteristic and therefore, toxicity 
research should be separately founded [31]. Therefore, respon‑
sible authorities should apply effective guidelines and policies 
for food products to ensure product quality, customer health 
and safety as well as the environmental protection. In the USA, 
the US-FDA is involved in the regulation of nanofoods, while the 
Food Standards Australia and New Zealand (FSANZ), a regula‑
tory body under the Food Standards Code actively participates 
in the regulation of nanofood additives and ingredients in Aus‑
tralia [26]. Risk assessment of nanotechnology in the European 
Union is performed by the Scientific Committee on Emerging 
and Newly Identified Health Risks (SCENIHR). The nanofood or 
food ingredients are completely covered by the European Union 
Novel Foods Regulation (EC258–97) [32]. Japan and China are 
the major nano-size materials producing countries. However, 
they do not have the proper needed legislations [33]. The lack 
of nanojuice and nanofood legislations in many countries is due 
to knowledge gap concerning exposure, availability, and toxicity 
of these materials to human body. Therefore, urgent need of ac‑
cepted international regulatory system for the regulation of the 
use of NPs in food processing [26].

6. Conclusion and future perspectives
Currently, nanotechniques play an important role in food in‑

dustry. It well contributes to the texture, taste, appearance, shelf 
life and the bioavailability of nutrients of the Food. Although the 
advances in nanotechnology are clear, however, the current level 
of research concerning nanojuice is still at research and develop‑
ment stage. Many challenges to improve such technology and to 
assess its safety are needed to establish customer trust.
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А ННОТА Ц И Я
В  статье представлены результаты исследований по изучению влияния различных групп микроорга‑
низмов: БГКП, молочнокислых микроорганизмов, дрожжей, споровых бактерий на качество и  хранимо‑
способность сливок-сырья для маслоделия. В  качестве объектов исследования служили: сливки-сырье 
до и  после пастеризации, а  также сливки пастеризованные, контаминированные тест-культурами раз‑
личных видов микроорганизмов порчи. Хранение образцов осуществляли при температурных режимах  
30 ± 1 °C, 10 ± 1 °C и 4 ± 2 °C. Для оценки качества и хранимоспособности сливок-сырья стандартизованными 
методами определяли их микробиологические и физико-химические показатели: бактериальную обсеме‑
ненность, титруемую кислотность, показатели окислительной порчи жировой фазы. Органолептические 
показатели оценивали по вкусу, консистенции и внешнему виду. Результаты исследований показали, что 
наибольшие микробиологические риски при хранении сырых сливок связаны с лактококками, БГКП и дрож‑
жами. Микробиологические риски, обусловленные обсеменением сливок термофильным стрептококком, 
споровыми бактериями рода Bacillus и споровыми анаэробными микроорганизмами рода Clostridium, менее 
значимы, что связано с отсутствием развития и метаболизма данных групп микроорганизмов при темпера‑
турах хранения 10 ± 1 °C и 4 ± 2 °C. При этом основанием для забраковки сливок, контаминированных данны‑
ми тест-культурами, при температуре хранения 4 ± 2 °C в первую очередь является снижение органолептиче‑
ских показателей, а при температуре 10 ± 1 °C — превышение по бактериальной обсемененности.
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A BST R ACT
The article presents the research results of studying the influence of various groups of microorganisms — coliform 
bacteria, lactic acid microorganisms, yeast, and spore bacteria — on the quality and storage capacity of cream used 
as a raw material for buttermaking. The objects of study were the following: cream as a raw material before and 
after pasteurization, as well as pasteurized cream seeded with testing cultures of various types of spoilage micro‑
organisms. The samples were stored at temperature conditions of 30 ± 1 °C, 10 ± 1 °C, and 4 ± 2 °C. To evaluate the 
quality and storage capacity of cream used as a raw material, its microbiological and physicochemical indicators 
were determined by standardized methods: bacterial number, titratable acidity, indicators of oxidative spoilage 
of the fat phase. Organoleptic characteristics were evaluated in terms of taste, consistency and appearance. Re‑
search results have shown that the greatest microbiological risks during storage of cream used as a raw material 
are associated with lactococci, coliform bacteria and yeast. Microbiological risks caused by seeding of cream with 
thermophilic streptococcus, spore bacteria of the genus Bacillus and spore anaerobic microorganisms of the genus 
Clostridium are less significant, which is associated with the lack of development and metabolism of these groups 
of microorganisms at storage temperatures of 10 ± 1 °C and 4 ± 2 °C. At the same time, the reason for the rejection 
of cream contaminated with these testing cultures, at a storage temperature of 4 ± 2 °C, is primarily a decrease in 
organoleptic indicators, and at a temperature of 10 ± 1 °C — an excess in bacterial number.
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1. Введение
Использование высокотемпературной пастеризации 

сливок при производстве продуктов маслоделия суще‑
ственно снижает уровень микробиологических рисков, 

приводящих к  потере качества и  хранимоспособности 
готового продукта, однако многолетний опыт контроля 
микро биологических показателей масла свидетельствует 
о  том, что  риски  микробиологической порчи, связанные 
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с  микро флорой  первичного обсеменения сливок-сырья, 
остаются значимыми. К числу микроорганизмов, составля‑
ющих бактериальный пейзаж микрофлоры порчи, следу‑
ет отнести молочнокислые микроорганизмы, в  том числе 
лактококки и  термофильный стрептококк, БГКП, дрожжи, 
споровые бактерии рода Bacillus и  споровые анаэробные 
микроорганизмы рода Clostridium, однако до настоящего 
времени уровень рисков, связанный с конкретными видами 
микрофлоры порчи для продуктов маслоделия, системно не 
изучен [1–6].

Отличительная особенность молочнокислых бакте‑
рий  — это способность в  качестве главного продукта бро‑
жения образовывать молочную кислоту, что при хранении 
или созревании сливок-сырья может привести к появлению 
порока «кислый вкус» различной степени выраженности 
[7–9]. «Дикие» штаммы молочнокислых бактерий имеют 
широкий температурный диапазон развития (от  +5 °C для 
лактококков до +55 °C для термофильного стрептококка). 
Общей характеристикой этой группы микроорганизмов яв‑
ляется отсутствие споровых форм, что минимизирует риски 
при производстве продуктов маслоделия, изготавливаемых 
с  применением высокотемпературной пастеризации сли‑
вок-сырья. Однако термофильные микроорганизмы, как 
правило, отличаются устойчивостью к высоким температу‑
рам. Ограничивающим фактором для возможного развития 
термофильных молочнокислых микроорганизмов в сливках 
после высокотемпературной пастеризации являются низко‑
температурные режимы хранения и отсутствие у представи‑
телей данной группы микроорганизмов значительной псих‑
ротрофности [10,11].

Дрожжи, являясь психрофильной микрофлорой пор‑
чи, могут развиваться в молоке и молочных продуктах как 
в аэробных, так и в анаэробных условиях при любых низких 
положительных температурах. Многие виды дрожжей обла‑
дают протеолитической и  липолитической активностью, 
их размножение в сливках, а в последующем в масле может 
приводить к  появлению дрожжевого, горького, мыльного, 
металлического, салистого и прогорклого привкусов. Дрож‑
жи в молоке и сливках при хранении вызывают изменение 
вкуса, связанное с процессом спиртового брожения, а также 
консистенции и  внешнего вида за счет избыточного газо‑
образования. Вегетативные клетки дрожжей погибают уже 
при низкотемпературной пастеризации. Высокотемпера‑
турные режимы пастеризации, принятые для термической 
обработки сливок в  маслоделии, должны обеспечивать 
уничтожение всех жизнеспособных форм дрожжевых кле‑
ток, в том числе и спор, однако при значительной обсеме‑
ненности исходного молока-сырья гарантия полного осво‑
бождения сливок от спорообразующих дрожжей отсутствует 
[12–15].

Вегетативные клетки БГКП, обсеменяющие исходное 
молоко-сырье, полностью уничтожаются при пастеризации 
сливок, в то же время данная микрофлора выявляется в па‑
стеризованных сливках в  процессе хранения. Источником 
вторичного обсеменения сливок БГКП является оборудо‑
вание [16–17]. БГКП в  настоящее время преимущественно 
проявляют выраженную психротрофность и  способны ме‑
таболизировать сливки в  процессе низкотемпературного 
хранения, сбраживая остаточную лактозу с  образованием 
кислоты и газа, а, также гидролизуя белок и жир. Основные 
органолептические пороки, связанные с развитием в слив‑
ках в  процессе хранения БГКП,  — появление посторонних 
запахов, идентифицируемых как «нечистый», «затхлый», 
«тухлый», возможное появление горечи, а также ухудшение 
консистенции, связанное с  излишним газообразованием 
[18,19].

Споровые микроорганизмы, как представители рода 
Bacillus, так и  рода Clostridium, широко распространены 
в  почве, воде, кормах, откуда попадают в  молоко-сырье. 
Данные микроорганизмы имеют ряд особенностей, опре‑
деляющих возможность их развития и  создание рисков 
снижения качества и  хранимоспособности продуктов ма‑
слоделия, являясь спорообразующими бактериями, выдер‑
живающими режимы высокотемпературной пастеризации, 
применяемые в маслоделии [20]. Споровые микроорганиз‑
мы могут расти в  широком температурном диапазоне: от 
3–5 °C до 55 °C, в том числе в анаэробных условиях. Метабо‑
лизм споровых микроорганизмов очень разнообразен, по‑
этому предсказать характер органолептических пороков, 
связанных с их развитием, крайне трудно. Обычно разло‑
жение белка и жира при хранении сливок в результате про‑
цессов липолиза и протеолиза приводит к формированию 
таких пороков, как горький, прогорклый, окисленный, не‑
специфический вкусы [21–24].

Таким образом, комплексная оценка рисков снижения 
качества и  хранимоспособности сливок-сырья, используе‑
мых для производства масла, в  зависимости от уровня об‑
семенения, условий хранения и  видовой принадлежности 
микроорганизмов порчи, имеет как научное, так и практи‑
ческое значение.

2. Материалы и методы
При выполнении исследований объектами служили 

сливки, полученные из молока с использованием молочно‑
го сепаратора ОСБ-1000 в экспериментальном сыродельном 
цехе ВНИИМС.

Сырые сливки пастеризовали при 95 ± 1 °C, охлаждали до 
20–25 °C и мерно разливали по стерильным емкостям. В под‑
готовленные сливки вносили тест-культуры исследуемых 
микроорганизмов для создания концентрации жизнеспо‑
собных клеток на уровне 103–105кл./см3. Как опытные образ‑
цы сливок, инокулированные тест-культурами, так и контр‑
ольные образцы пастеризованных сливок, не обсемененные 
тест-культурами, расфасовали по 900 см3 в стерильную тару 
достаточного объема. Подготовленные образцы сливок хра‑
нили при 4 ± 2 °C, 10 ± 1 °C и 30 ± 1 °C.

В качестве тест-культур для оценки микробиологических 
рисков использовали:

 � смесь штаммов лактококков Lactococcus lactis subsp. lactis, 
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. 
diacetilactis;

 � смесь штаммов термофильных молочнокислых микро‑
организмов Streptococcus thermophilus, дающих вязкий 
и невязкий сгусток;

 � тест-культуру Escherichia coli ВКМВ-125 как типичного 
представителя БГКП;

 � тест-культуру дрожжей Saccharomyces lactis СК 22;
 � тест-культуру споровых аэробных и факультативно-ана‑

эробных микроорганизмов Bacillus subtilis В-3120;
 � смесь тест-культур протеолитических и  сахаролити‑

ческих споровых анаэробных бактерий Clostridium 
sporogenes 532 и Clostridium tyrobutyricum Г1.
Хранение сливок осуществляли до перевода их в  брак 

по комплексу органолептических, микробиологических 
и  физико-химических показателей.

В  исследуемых образцах сливок в  процессе хранения 
при разных температурных режимах стандартизованны‑
ми методами определяли физико-химические показатели: 
титруемую кислотность жировой фазы и молочной плазмы 
по ГОСТ Р 55361 [25]; окисленность жировой фазы по пере‑
кисному числу в соответствии с ГОСТ ISO 3960 [26] и пробе 
с 2-ТБК [27,28]. Микробиологический контроль проводили, 
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определяя в пробах количество жизнеспособных клеток со‑
ответствующих тест-культур в сравнении с контрольными 
пробами, используя стандартизованные методы: количе‑
ство жизнеспособных клеток мезофильных (КМАФАнМ), 
термофильных (КТАФАнМ) и споровых аэробных и факуль‑
тативно-анаэробных микроорганизмов, а  также БГКП  — 
по  ГОСТ 32901 [29], количество жизнеспособных клеток 
дрожжей — по ГОСТ 33566 [30], количество жизнеспособ‑
ных клеток и  спор споровых анаэробных микроорганиз‑
мов — по ГОСТ 32012 [31]. Органолептическую оценку каче‑
ственных показателей сливок (вкус и запах, консистенция, 
внешний вид) проводили по условной шкале в соответст‑
вии с ГОСТ 28283 [32].

3. Результаты и обсуждение
На I этапе проведены исследования изменения бакте‑

риального пейзажа, т.  е. качественного и  количественного 
состава микрофлоры после сепарирования сырого молока 
и пастеризации полученных сливок.

Анализ результатов, представленных на Рисунке 1, пока‑
зывает, что при сепарировании сырого молока количество 
жизнеспособных клеток как мезофильных, так и  термо‑
фильных микроорганизмов, относящихся к  вегетативным 
формам, имеет тенденцию к увеличению. С другой стороны, 
количество дрожжей и споровых микроорганизмов в слив‑
ках уменьшается в сравнении с количеством данных микро‑
организмов в исходном молоке.

Режимы высокотемпературной пастеризации сливок, 
принятые в  маслоделии, эффективно уничтожают вегета‑
тивные клетки бактерий и дрожжей: в 1 см3 сливок после па‑
стеризации данные микроорганизмы не выявляются. Оста‑

точная микрофлора пастеризованных сливок представлена 
исключительно споровыми формами.

В  результате хранения пастеризованных сливок при 
10 ± 1 °C и 4 ± 2 °C происходит видимое развитие микрофло‑
ры, что связано, с  одной стороны, с  реактивацией клеток, 
получивших термошок после пастеризации, но не потеряв‑
ших целостность клеточной оболочки, а с другой стороны — 
с развитием остаточной микрофлоры (Рисунок 2). Возмож‑
ность реактивации и развития микроорганизмов в процессе 
низкотемпературного хранения свидетельствует не только 
о термостойкости клеток, но и о существенной их психро‑
трофности. При микроскопировании колоний, выросших 
в  посевах третьего разведения пастеризованных сливок, 
хранившихся при 4 ± 2 °C 40 суток, выявлены кокки в  ско‑
плениях (А, Б), а  также споровые и  неспоровые палочки 
(В, Г) (Рисунок 3), что свидетельствует о развитии остаточ‑
ной микрофлоры.

Таким образом, показано, что высокотемпературная па‑
стеризация сливок-сырья не гарантирует полную ликвида‑
цию микробиологических рисков сырьевого происхождения 
при производстве масла.

Дальнейшие исследования были посвящены оценке сте‑
пени рисков снижения качества и хранимоспособности сли‑
вок, обсемененных конкретным видом микроорганизмов 
порчи.

На Рисунках 4 и  5 представлены результаты иссле‑
дований возможности развития мезофильных молоч‑
нокислых лактококков и  термофильного стрептококка 
в  сливках, обсемененных соответствующими тест-культу‑
рами, при низкотемпературных режимах хранения, а также 

Рисунок 1. Влияние сепарирования молока-сырья 
и пастеризации сливок на качественный и количественный 

состав микрофлоры

Рисунок 2. Динамика развития микрофлоры 
в пастеризованных сливках в процессе хранения 

при разных температурах

Рисунок 3. Микроскопическая картина господствующих колоний из посевов пастеризованных сливок, 
хранившихся при 4 ± 2 ° C в течение 40 суток

А Б В Г



262

Sviridenko G. M. et al.  |  FOOD SYSTEMS  |  Volume 4 № 4  |  2021  |  pp. 259–268

10 ± 1 °C

4 ± 2 °C

Рисунок 4. Динамика развития лактококков при низкотемпературных режимах хранения и, как результат, 
изменение показателей окисленности жира и органолептических характеристик сливок

10 ± 1 °C

4 ± 2 °C

Рисунок 5. Динамика развития термофильного стрептококка при низкотемпературных режимах хранения и, как результат, 
изменение показателей окисленности жира и органолептических характеристик сливок
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 продемонстрировано влияние их развития на показатели 
окислительной порчи и органолептические характеристи‑
ки сливок.

Полученные экспериментальные данные подтверждают 
существенную психротрофность мезофильных лактококков, 
о  чем свидетельствует увеличение количества жизнеспо‑
собных клеток в сливках при 10 ± 1 °C за 5 суток хранения на 
четыре порядка относительно исходной обсемененности, 
а при 4 ± 2 °C за 15 суток хранения на два порядка. Развитие 
молочнокислых лактококков в сливках приводит к росту ти‑
труемой кислотности сливок и  молочной плазмы, а  также 
к повышению показателей окисленности жира и забраков‑
ке сливок по органолептическим показателям. Закономер‑
но процессы развития лактококков и одновременная порча 
сливок происходят интенсивнее при 10 ± 1 °C, что приводит 
к их забраковке уже на пятые сутки хранения. При темпе‑
ратуре хранения 4 ± 2 °C сливки уходят в брак только через 
29 суток.

В отличие от мезофильных лактококков, термофильный 
стрептококк не обладает психротрофными свойствами и не 
способен развиваться при низкотемпературных режимах 
хранения. Однако при значительной исходной обсеменен‑
ности наблюдаются процессы метаболизма и, как результат, 
происходит порча за счет гидролиза лактозы и разложения 
жира под действием экзоферментов, выделившихся клет‑
ками термофильного стрептококка при внесении тест-куль‑
туры в  сливки. При этом хранимоспособность сливок при 
10 ± 1 °C составляет 16 суток, а  при 4 ± 2 °C, как и  в  случае 
с лактококками, — 29 суток.

На Рисунках 6 и 7 представлены результаты исследова‑
ний динамики развития БГКП на примере тест-культуры 
Escherichia coli и дрожжей в сливках, а также возможное вли‑

яние процессов метаболизма под действием данных групп 
микроорганизмов на качество и  хранимоспособность сли‑
вок при низкотемпературных режимах хранения.

Как бактерии вида Escherichia coli, так и дрожжи проявля‑
ют относительную психротрофность, т.  е. способность раз‑
множаться и  проявлять определенную метаболистическую 
активность при 10 ± 1 °C. При этом при данной температуре 
хранения в  результате обсеменения сливок БГКП сливки 
уходят в  брак по снижению органолептических показате‑
лей качества уже через 5 суток хранения, а при обсеменении 
дрожжами — через 5–8 суток.

Хранимоспособность сливок, обсемененных тест-культу‑
рой Escherichia coli, при температурных режимах хранения 
4 ± 2 °C значительна и составляет более 30 суток, что связано 
с  отсутствием как признаков развития, так и  метаболизма 
клеток при данной температуре. Однако среди представите‑
лей БГКП встречаются «дикие» штаммы, проявляющие вы‑
раженную психротрофность и  способные развиваться при 
температурах ниже 4 ± 2 °C, что неизбежно приведет к сни‑
жению качественных показателей сливок за значительно 
более короткие сроки хранения.

Что касается влияния дрожжей на качество и хранимо‑
способность сливок при 4 ± 2 °C, следует отметить их способ‑
ность к  развитию при данных температурах, аналогичную 
процессам, проходящим при развитии лактококков. При 
этом хранимоспособность сливок значительна, но не пре‑
вышает 23–29 суток.

При анализе влияния споровой микрофлоры на качест‑
во и хранимоспособность сливок при низкотемпературных 
режимах хранения необходимо отметить, что споры дан‑
ных групп бактерий не участвуют в процессах метаболизма 
и их следует рассматривать в качестве  микробиологических 

10 ± 1 °C

4 ± 2 °C

Рисунок 6. Динамика развития Escherichia coli при низкотемпературных режимах хранения и, как результат, 
изменение показателей окисленности жира и органолептических характеристик сливок



264

Sviridenko G. M. et al.  |  FOOD SYSTEMS  |  Volume 4 № 4  |  2021  |  pp. 259–268

рисков, оценивая только возможность их прорастания в ве‑
гетативные формы. Данные исследований возможного 
развития споровых форм при низкотемпературных режи‑
мах хранения сливок, представленные на Рисунках 8 и  9, 
показывают отсутствие видимого роста как тест-культуры 
Bacillus subtilis, так и  смеси культур Clostridium sporogenes 
532 и Clostridium tyrobutyricum Г1 при обоих температурных 
режимах. Однако при температуре 10 ± 1 °C отмечен незна‑
чительный метаболизм, который приводит к снижению хра‑
нимоспособности до 16–23 суток, в то время как при 4 ± 2 °C 
хранимоспособность превышает 40 суток.

Хранение сливок в  провокационных условиях при 
30 ± 1 °C в  течение 1 суток сопровождается развитием всех 
исследованных групп микроорганизмов, повышением ти‑
труемой кислотности выше допустимого уровня (для сливок 
жирностью 32 ± 2% допустимая титруемая кислотность со‑
ставляет от 12 °Т до 16 °Т) (Рисунок 10). Такие условия хране‑
ния предполагают ускоренное снижение органолептических 
показателей и забраковку.

При развитии в  сливках исследованных групп микроор‑
ганизмов в  процессе хранения при разных температурных 
режимах наблюдается постепенное усиление выраженности 
органолептических пороков, характерных для той или иной 
группы. Так, лактококки и  термофильный стрептококк как 
представители мезофильной и термофильной молочнокислой 
микрофлоры дают резко кислый вкус. При развитии дрожжей 
формируется кислый, спиртовой, щиплющий вкус с наличием 
дрожжевого, броженого запаха. Споровые анаэробные бакте‑
рии рода Clostridium приводят к забраковке сливок с такими 
пороками вкуса, как кислый и горький, а споровые бактерии 
рода Bacillus образуют кислый, горький, нечистый, посторон‑
ний вкус; кишечная палочка приводит к  появлению кисло‑
ватого вкуса с нечистым тухловатым привкусом. Забраковка 
образцов сливок в течение 1 суток при температуре хранения 
30 ± 1 °C показывает, что все исследованные группы микроор‑
ганизмов при нарушении температурных условий хранения 
являются микрофлорой порчи и  создают микробиологиче‑
ские риски для качества и хранимоспособности сливок-сырья.

10 ± 1 °C

4 ± 2 °C

Рисунок 7. Динамика развития дрожжей при низкотемпературных режимах хранения и, как результат, 
изменение показателей окисленности жира и органолептических характеристик сливок

Таблица 1
Влияние различных групп микроорганизмов на формирование органолептических пороков и хранимоспособность 

сливок-сырья для производства масла

Микробиологический риск
Максимальная хранимоспособность 

при разных температурах хранения, сут, не более

30 ± 1 °C 10 ± 1 °C 4 ± 2 °C

Остаточная микрофлора пастеризованных сливок

хранимоспособность 
менее суток

10 40–45

Лактококки 5 29

Термофильный стрептококк 16 29

БГКП 5 37

Дрожжи 5–8 23–29

Споровые микроорганизмы рода Bacillus 16 41–48

Споровые анаэробные микроорганизмы рода Clostridium 23 41
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10 ± 1 °C

4 ± 2 °C

Рисунок 8. Динамика развития тест-культуры споровых микроорганизмов Bacillus subtilis В-3120 при низкотемпературных 
режимах хранения и, как результат, изменение показателей окисленности жира и органолептических характеристик сливок

10 ± 1 °C

4 ± 2 °C

Рисунок 9. Динамика развития смеси тест-культур протеолитических и сахаролитических споровых анаэробных бактерий 
Clostridium sporogenes 532 и Clostridium tyrobutyricum Г1 при низкотемпературных режимах хранения и, как результат, 

изменение показателей окисленности жира и органолептических характеристик сливок
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Данные, представленные в  Таблице 1, показывают, что 
хранимоспособность сливок во многом определяется как 
температурными режимами хранения, так и  бактериаль‑
ным пейзажем остаточной микрофлоры.

4. Заключение
В  условиях проведенных исследований были оценены 

микробиологические риски снижения качества и хранимо‑
способности сливок-сырья для маслоделия, связанные с раз‑

личными группами микроорганизмов порчи. Установлено, 
что высокотемпературная пастеризация сливок не гаранти‑
рует полной ликвидации рисков из-за возможного выхода 
клеток из термошока и восстановления их жизнедеятельно‑
сти. Полученные результаты позволяют сделать заключение 
о  том, что наиболее значимые риски снижения качества 
и хранимоспособности сливок обусловлены развитием лак‑
тококков, БГКП и дрожжей, связанным с их относительной 
психротрофностью.

БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЙ СПИСОК
1. Delgado, S., Rachid, C.T.C.C., Fernandez, E., Rychlik, T., Alegria, A., Peix‑

oto, R.S., Mayo, B. (2013). Diversity of thermophilic bacteria in raw, pas‑
teurized and selectively-cultured milk, as assessed by culturing, PCR-DG‑
GE and pyrosequencing. Food Microbiology, 36(1), 103–111. https://doi.
org/10.1016/j.fm.2013.04.015

2. Coorevits, A., Jonghe, V. D., Vandroemme, J., Reekmans, R., Heyrman, J., 
Messens, W., Vos, P.D., Heyndrickx, M. (2008). Comparative analysis of 
the diversity of aerobic spore-forming bacteria in raw milk from organic 
and conventional dairy farms. Systematic and Applied Microbiology, 31(2), 
126–140. https://doi.org/10.1016/j.syapm.2008.03.002

3. Doyle, C. J., Gleeson, D., Jordan, K., Beresford, T. P., Ross, R. P., Fitzgerald, 
G. F., Cotter, P. D. (2015). Anaerobic sporeformers and their significance 
with respect to milk and dairy products. International Journal of Food Mi-
crobiology, 197, 77–87. https://doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2014.12.022

4. Jonghe, V.D., Coorevits, A., Block, J. D., Coillie, E.V., Grijspeerdt, K., Her‑
man, L. et al (2010).Toxinogenic and spoilage potential of aerobic spore-
formers isolated from raw milk. International Journal of Food Microbiology, 
136(3), 318–325. https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.11.007

5. Buehner, K.P., Anand, S., Garcia, A. (2014). Prevalence of thermoduric bac-
teria and spores on 10 Midwest dairy farms. Journal of Dairy Science, 97(11), 
6777–6784. https://doi.org/10.3168/jds.2014–8342

6. Holliday, S.L., Adler, B.B., Beuchat, L.R. (2003). Viability of Salmonella, 
Escherichia coli O157: H7, and Listeria monocytogenes in butter, yel‑
low fat spreads, and margarine as affected by temperature and physi‑
cal abuse. Food Microbiology, 20(2), 159–168. https://doi.org/10.1016/
S0740–0020(02)00127–2

7. Свириденко, Г.М., Захарова, М.Б., Иванова, Н.В., Смирнова, О.И. 
(2021). Влияние молочнокислых бактерий на качество и  хранимо‑
способность сливок-сырья для продуктов маслоделия. Молочная 
промышленность, 1, 50–52. https://doi.org/10.31515/1019–8946–2021–
01–50–52

8. Hou, Q., Xu, H., Zheng, Y., Xi, X., Kwok, L.-Y., Sun, Z. et al. (2015). Evalua‑
tion of bacterial contamination in raw milk, ultra-high temperature milk 
and infant formula using single molecule, real-time sequencing technol‑
ogy. Journal of Dairy Science, 98(12), 8464–8472. https://doi.org/10.3168/
jds.2015–9886

9. Свириденко, Г.М., Шухалова, О.М. (2019). Молочные лактококки как 
основной кислотообразующий компонент. Молочная промышлен-
ность, 4, 30–33. https://doi.org/10.31515/1019–8946–2019–4–30–33

10. Свириденко, Г.М., Шухалова, О.М. (2019). Исследование свойств про‑
изводственных штаммов Streptococcus thermophilus с целью оценки 
возможности их использования в  составе заквасок для сыроделия. 
Молочная промышленность, 6, 28–31. https://doi.org/10.31515/1019–
8946–2019–6–28–31

11. Quigley, L., O’Sullivan, O., Stanton, C., Beresford, T.P., Ross, R.P., Fitzger‑
ald, G.F. et al. The complex microbiota of raw milk. (2013). FEMS Microbio-
lology Reviews, 37(5), 664–698, https://doi.org/10.1111/1574–6976.12030

12. Свириденко, Г.М., Иванова, Н.В., Захарова, М.Б., Смирнова, О.И. 
(2019). Влияние дрожжей на качество и хранимоспособность сли‑
вок-сырья для продуктов маслоделия. Сыроделие и  маслоделие, 3, 
54–56

13. Рябцева, С.А., Анисимов, Г.С., Скрипнюк, А.А. (2013). Дрожжи в мо‑
лочной промышленности: причина порчи, нормирование, опреде‑
ление. Молочная промышленность, 5, 67–68.

14. Deak, T. (1991). Foodborn yeasts. Advances in Applied Microbioljgy, 36, 
179–278. https://doi.org/10.1016/S0065–2164(08)70454–4

15. Блэкберн, К. де В. (ред.). Микробиологическая порча пищевых про‑
дуктов. (2011). СПб: Профессия, 2011.

16. Martin, N., Boor, K., Wiedmann, M. (2017). Effect of post-pasteurization 
contamination on fluid milk quality. Journal of Dairy Science. 101(1), 861–
870. https://doi.org/10.3168/jds.2017–13339.

17. Cherif-Antar, A., Moussa–Boudjemâa, B., Didouh, N., Medjahdi, K., 
Mayo,  B., Florez, A.B. (2016). Diversity and biofilm-forming capabil‑
ity of bacteria recovered from stainless steel pipes of a milk-processing 
dairy plant. Dairy Science Technology, 96, 27–38. https://doi.org/10.1007/
s13594–015–0235–4

18. Мюнх, Г.-Д., Заупе, Х., Шрайтер, М., Вагнер, К., Цикрик, К. (1985). 
 Микробиология продуктов животного происхождения. М.: Агропром-
издат, 1985

19. Свириденко, Г.М., Иванова, Н.В., Захарова, М.Б., Смирнова, О.И. 
(2019). Влияние БГКП на качество и  хранимоспособность сливок-
сырья для продуктов маслоделия. Сыроделие и маслоделие, 2, 46–49. 
https://doi.org/10.31515/2073–4018–2019–2–46–49

20. Taylor, R.N., Dunn, M.L., Ogden, L.V., Jefferies, L.K., Eggett, D.L., Steele, 
F.M. (2013). Conditions associated with Clostridium sporogenes growth 
as a surrogate for Clostridium botulinum in nonthermally processed 
canned butter. Journal of Dairy Science, 96(5), 2754–2764. https://dx.doi.
org/10.3168/jds.2012–6209

а) б)
Рисунок 10. Изменение количества жизнеспособных клеток (а) и титруемой кислотности (б) образцов сливок, 

контаминированных тест-культурами микроорганизмов, в хранении при 30 ± 1 °C

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0740002013000841?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0740002013000841?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0740002013000841?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07400020
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07400020/36/1
https://doi.org/10.1016/j.fm.2013.04.015
https://doi.org/10.1016/j.fm.2013.04.015
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07232020
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07232020/31/2
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.11.007
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00220302
http://dx.doi.org/10.1016/S0740-0020(02)00127-2
http://dx.doi.org/10.1016/S0740-0020(02)00127-2
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2021-01-50-52
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2021-01-50-52
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2021-01-50-52
https://doi.org/10.3168/jds.2015-9886
https://doi.org/10.3168/jds.2015-9886
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-4-30-33
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-4-30-33
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-6-28-31
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-6-28-31
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-6-28-31
https://doi.org/10.1111/1574-6976.12030
https://doi.org/10.1016/S0065-2164(08)70454-4
https://doi.org/10.31515/2073-4018-2019-2-46-49
https://doi.org/10.31515/2073-4018-2019-2-46-49
https://dx.doi.org/10.3168/jds.2012-6209
https://dx.doi.org/10.3168/jds.2012-6209


267

Свириденко Г. М.  и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 4 № 4  |  2021  |  С. 259–268

21. Meer R. R., Baker, J., Bodyfelt, F. W., Griffiths, M. W. Psychrotrophic Bacil-
lus spp. in fluid milk products: a review. (1991). Journal of Food Protection, 
54(12), 969–979. https://doi.org/10.4315/0362–028X-54.12.969

22. Carlin, F. (2011). Origin of bacterial spores contaminating foods. Food Mi-
crobiology, 28(2), 177–182. https://doi.org/10.1016/j.fm.2010.07.008

23. Phillips, J. D., Griffiths, M. W., Muir, D. D. (1981). Growth and associat‑
ed enzymatic activity of spoilage bacteria in pasteurized double cream. 
Journal of the Society of Dairy Technology, 34(3), 113–118. https://doi.
org/10.1111/j.1471–0307.1981.tb02602.x

24. Свириденко, Г.М., Захарова, М.Б., Иванова, Н.В., Смирнова, О.И. 
(2019). Влияние споровых микроорганизмов на качество сырья для 
производства продуктов маслоделия. Сыроделие и маслоделие, 5, 42–45

25. ГОСТ Р 55361–2012 «Жир молочный, масло и  паста масляная из 
коровьего молока. Правила приемки, отбор проб и  методы контр‑
оля». — Москва: Стандартинформ, 2014. — 85 с.

26. ГОСТ ISO 3960–2013 «Жиры и  масла животные и  растительные. 
Определение перекисного числа. Йодометрическое (визуальное) 
определение по конечной точке».  — Москва: Стандартинформ, 
2014. — 10 с.

27. Pokorny, J., Dieffenbacher, A. (1989). Determination of 2-thiobarbitu‑
ric acid value: direct method — results of a collaborative study and the 
standardised method. Pure and Applied Chemistry, 61(6), 1165–1170. 
https://doi.org/10.1351/pac198961061165

28. Guzmán-Chozas, M., Vicario-Romero, I.M., Guillén-Sans, R. (1998). 
2-thiobarbituric acid test for lipid oxidation in food: Synthesis and spec‑
troscopic study of 2-thiobarbituric acid-malonaldehyde adduct. Journal 
of the American Oil Chemists’ Society, 75(12), 1711–1715. https://doi.
org/10.1007/s11746–998–0321–3

29. ГОСТ 32901–2014 «Молоко и молочная продукция. Методы микро‑
биологического анализа». — Москва: Стандартинформ, 2015. — 24 с.

30. ГОСТ 33566–2015 «Молоко и  молочная продукция. Определе‑
ние дрожжей и  плесневых грибов». — Москва: Стандартинформ, 
2016. — 13 с.

31. ГОСТ 32012–2012 «Молоко и молочная продукция. Методы опреде‑
ления содержания спор мезофильных анаэробных микроорганиз‑
мов» — Москва: Стандартинформ, 2013. — 11 с.

32. ГОСТ 28283–2015 «Молоко коровье. Метод органолептической оцен‑
ки вкуса и запаха». — Москва: Стандартинформ, 2015. — 9 с.

REFERENCES
1. Delgado, S., Rachid, C.T.C.C., Fernandez, E., Rychlik, T., Alegria, A., Peix‑

oto, R.S., Mayo, B. (2013). Diversity of thermophilic bacteria in raw, pas‑
teurized and selectively-cultured milk, as assessed by culturing, PCR-DG‑
GE and pyrosequencing. Food Microbiology, 36(1), 103–111. https://doi.
org/10.1016/j.fm.2013.04.015

2. Coorevits, A., Jonghe, V. D., Vandroemme, J., Reekmans, R., Heyrman, J., 
Messens, W., Vos, P.D., Heyndrickx, M. (2008). Comparative analysis of 
the diversity of aerobic spore-forming bacteria in raw milk from organic 
and conventional dairy farms. Systematic and Applied Microbiology, 31(2), 
126–140. https://doi.org/10.1016/j.syapm.2008.03.002

3. Doyle, C. J., Gleeson, D., Jordan, K., Beresford, T. P., Ross, R. P., Fitzgerald, 
G. F., Cotter, P. D. (2015). Anaerobic sporeformers and their significance 
with respect to milk and dairy products. International Journal of Food Mi-
crobiology, 197, 77–87. https://doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2014.12.022

4. Jonghe, V.D., Coorevits, A., Block, J. D., Coillie, E.V., Grijspeerdt, K., Her‑
man, L. et al (2010).Toxinogenic and spoilage potential of aerobic spore-
formers isolated from raw milk. International Journal of Food Microbiology, 
136(3), 318–325. https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.11.007

5. Buehner, K.P., Anand, S., Garcia, A. (2014). Prevalence of thermoduric bac-
teria and spores on 10 Midwest dairy farms. Journal of Dairy Science, 97(11), 
6777–6784. https://doi.org/10.3168/jds.2014–8342

6. Holliday, S.L., Adler, B.B., Beuchat, L.R. (2003). Viability of Salmonella, 
Escherichia coli O157: H7, and Listeria monocytogenes in butter, yel‑
low fat spreads, and margarine as affected by temperature and physi‑
cal abuse. Food Microbiology, 20(2), 159–168. https://doi.org/10.1016/
S0740–0020(02)00127–2

7. Sviridenko, G.M., Zakharova, M.B., Ivanova, N.V., Smirnova, O.I. (2021). 
The influence of lactic acid bacteria on the quality and storage capac‑
ity of raw cream for buttermaking products. Dairy Industry, 1, 50–52. 
https://doi.org/10.31515/1019–8946–2021–01–50–52 (In Russian)

8. Hou, Q., Xu, H., Zheng, Y., Xi, X., Kwok, L.-Y., Sun, Z. et al. (2015). Evalua‑
tion of bacterial contamination in raw milk, ultra-high temperature milk 
and infant formula using single molecule, real-time sequencing technol‑
ogy. Journal of Dairy Science, 98(12), 8464–8472, https://doi.org/10.3168/
jds.2015–9886

9. Sviridenko, G.M., Shukhalova, O.M. (2019). Lactic acid lactococci as a 
main acid forming component. Dairy Industry, 4, 30–33. https://doi.
org/10.31515/1019–8946–2019–4–30–33 (In Russian)

10. Sviridenko, G.M., Shukhalova, O.M. (2019). Study of the production 
strains of the Streptococcus thermophilus properties to evaluate possi‑
bility to apply them in the composition of the starters for cheesemaking. 
Dairy Industry, 6, 28–31, https://doi.org/10.31515/1019–8946–2019–6–
28–31 (In Russian)

11. Quigley, L., O’Sullivan, O., Stanton, C., Beresford, T.P., Ross, R.P., 
Fitzgerald, G.F. et al. The complex microbiota of raw milk. (2013). FEMS 
Microbiolology Reviews, 37(5), 664–698. https://doi.org/10.1111/1574–
6976.12030

12. Sviridenko, G.M., Ivanova, N.V., Zakharova, M.B., Smirnova, O.I. (2019). 
Effects of yeast on the quality and keepability of cream — raw material 
for the products of cheese making. Cheese- and Buttermaking, 3, 54–56 
(In Russian)

13. Ryabtseva, S.A., Anisimov, G.S., Skripnyuk, A.A. (2013). Yeasts in the 
dairy sector this is a review containing data about taxonomy and exist‑
ing methods of yeasts identification. Dairy Industry, 5, 67–68 (In Russian)

14. Deak, T. (1991). Foodborn yeasts. Advances in Applied Microbioljgy, 36, 
179–278. https://doi.org/10.1016/S0065–2164(08)70454–4

15. Blackburn, C. de W. (ed.). Microbiological spoilage of food. (2011). St. Pe‑
tersburg: Profession, 2011. (In Russian)

16. Martin, N., Boor, K., Wiedmann, M. (2017). Effect of post-pasteurization 
contamination on fluid milk quality. Journal of Dairy Science. 101(1), 861–
870. https://doi.org/10.3168/jds.2017–13339

17. Cherif-Antar, A., Moussa–Boudjemâa, B., Didouh, N., Medjahdi, K., Mayo, 
B., Florez, A.B. (2016). Diversity and biofilm-forming capability of bacte‑
ria recovered from stainless steel pipes of a milk-processing dairy plant. 
Dairy Science Technology, 96, 27–38. https://doi.org/10.1007/s13594–
015–0235–4

18. Münch, G.-D., Saupe, H., Schreiter, M., Wagner, K., Zikrick, K. (1985). 
 Microbiology of animal products. Moscow: Agropromizdat, 1985. 
(In  Russian)

19. Sviridenko, G.M., Ivanova, N.V., Zakharova, M.B., Smirnova, O.I. (2019). 
Effects of the coli-bacteria on the quality and keepability of cream-raw 
material for the products of butter making. Cheese- and Buttermaking, 2, 
46–49. https://doi.org/10.31515/2073–4018–2019–2–46–49 (In Russian)

20. Taylor, R.N., Dunn, M.L., Ogden, L.V., Jefferies, L.K., Eggett, D.L., Steele, 
F.M. (2013). Conditions associated with Clostridium sporogenes growth 
as a surrogate for Clostridium botulinum in nonthermally processed 
canned butter. Journal of Dairy Science, 96(5), 2754–2764. https://dx.doi.
org/10.3168/jds.2012–6209

21. Meer R. R., Baker, J., Bodyfelt, F. W., Griffiths, M.W. (1991). Psychrotro‑
phic Bacillus spp. in fluid milk products: a review. Journal of Food Pro-
tection, 54(12), 969–979, https://doi.org/10.4315/0362–028X-54.12.969 
(In Russian)

22. Carlin, F. (2011). Origin of bacterial spores contaminating foods. Food Mi-
crobiology, 28(2), 177–182. https://doi.org/10.1016/j.fm.2010.07.008

23. Phillips, J. D., Griffiths, M. W., Muir, D. D. (1981). Growth and associat‑
ed enzymatic activity of spoilage bacteria in pasteurized double cream. 
Journal of the Society of Dairy Technology, 34(3), 113–118. https://doi.
org/10.1111/j.1471–0307.1981.tb02602.x

24. Sviridenko, G.M., Zakharova, M.B., Ivanova, N.V., Smirnova, O.I. (2019). 
Effects of the spore microorganisms on the quality of raw materials for 
manufacturing of the products of butter making. Cheese- and Buttermak-
ing, 5, 42–45. (In Russian)

25. GOST R55361–2012 “Milk fat, butter and butter paste made from cow 
milk. The rules of tests acceptance, sampling and control methods“. — 
Moscow: Standartinform, 2014. — 85 p. (In Russian)

26. GOST ISO 3960–2013 “Animal and vegetable fats and oils. Determination 
of peroxide value. lodometric (visual) endpoint determination”. — Mos‑
cow: Standartinform, 2014. — 10 p. (In Russian)

27. Pokorny, J., Dieffenbacher, A. (1989). Determination of 2-thiobarbitu‑
ric acid value: direct method — results of a collaborative study and the 
standardised method. Pure and Applied Chemistry, 61(6), 1165–1170. 
https://doi.org/10.1351/pac198961061165

28. Guzmán-Chozas, M., Vicario-Romero, I.M., Guillén-Sans, R. (1998). 
2-thiobarbituric acid test for lipid oxidation in food: Synthesis and spec‑
troscopic study of 2-thiobarbituric acid-malonaldehyde adduct. Journal 
of the American Oil Chemists’ Society, 75(12), 1711–1715. https://doi.
org/10.1007/s11746–998–0321–3

29. GOST 32901–2014 “Milk and milk products. Methods of microbiological 
analysis”. — Moscow: Standartinform, 2015. — 24 p. (In Russian)

30. GOST 33566–2015 “Milk and dairy products. Determination of yeast and 
mould” — Moscow: Standartinform, 2016. — 13 p. (In Russian)

31. GOST 32012–2012 “Milk and milk product. Methods for determination of 
the spores content of mesophilic anaerobic microorganisms” — Moscow: 
Standartinform, 2013. — 11 p. (In Russian)

32. GOST 28283–2015 “Cow’s milk. Method of the organoleptic determination 
of odour and taste”. — Moscow: Standartinform, 2015. — 9 p. (In Russian)

https://doi.org/10.4315/0362-028X-54.12.969
https://doi.org/10.1016/j.fm.2010.07.008
https://doi.org/10.1351/pac198961061165
https://doi.org/10.1007/s11746-998-0321-3
https://doi.org/10.1007/s11746-998-0321-3
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07400020
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07400020/36/1
https://doi.org/10.1016/j.fm.2013.04.015
https://doi.org/10.1016/j.fm.2013.04.015
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07232020
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07232020/31/2
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.11.007
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00220302
http://dx.doi.org/10.1016/S0740-0020(02)00127-2
http://dx.doi.org/10.1016/S0740-0020(02)00127-2
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2021-01-50-52
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2021-01-50-52
https://doi.org/10.3168/jds.2015-9886
https://doi.org/10.3168/jds.2015-9886
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-4-30-33
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-4-30-33
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-4-30-33
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-6-28-31
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-6-28-31
https://doi.org/10.31515/1019-8946-2019-6-28-31
https://doi.org/10.1111/1574-6976.12030
https://doi.org/10.1111/1574-6976.12030
https://doi.org/10.1016/S0065-2164(08)70454-4
https://dx.doi.org/10.3168/jds.2012-6209
https://dx.doi.org/10.3168/jds.2012-6209
https://doi.org/10.4315/0362-028X-54.12.969
https://doi.org/10.1016/j.fm.2010.07.008
https://doi.org/10.1351/pac198961061165
https://doi.org/10.1007/s11746-998-0321-3
https://doi.org/10.1007/s11746-998-0321-3


268

Sviridenko G. M. et al.  |  FOOD SYSTEMS  |  Volume 4 № 4  |  2021  |  pp. 259–268

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ AUTНOR INFORMATION

Принадлежность к организации Affiliation

Свириденко Галина Михайловна — доктор технических наук, главный 
научный сотрудник, руководитель направления микробиологических ис‑
следований молока и молочной продукции, Всероссийский научно-иссле‑
довательский институт маслоделия и сыроделия
152613, Ярославская обл., Углич, Красноармейский бульвар, 19
Тел.: +7–48532–5–48–64
E-mail: sg_microbiology@mail.ru
ORCID: https://orcid.org/0000–0002–9586–3786
* автор для контактов

Galina M. Sviridenko, Doctor of technical sciences, Chief researcher, Head 
of the department of microbiological studies of milk and dairy products, All-
Russian Scientific Research Institute of Butter- and Cheesemaking
19, Krasnoarmeysky Boulevard, 152613, Yaroslavl Region, Uglich, Russia
Tel.: +7–48532–5–48–64
E-mail: sg_microbiology@mail.ru
ORCID: https://orcid.org/0000–0002–9586–3786
* corresponding author

Захарова Марина Борисовна — кандидат технических наук, старший на‑
учный сотрудник, Отдел микробиологии, Всероссийский научно-исследо‑
вательский институт маслоделия и сыроделия
152613, Ярославская обл., Углич, Красноармейский бульвар, 19
Тел.: +7–48532–9–81–18
E-mail: marina-zaharova-2015@yandex.ru
ORCID: https://orcid.org/0000–0002–2537–4522

Marina B. Zakharova, Candidate of technical sciences, Senior researcher, 
Department of microbiology, All-Russian Scientific Research Institute of 
Butter- and Cheesemaking
19, Krasnoarmeysky Boulevard, 152613, Yaroslavl Region, Uglich, Russia
Tel.: +7–48532–9–81–18
E-mail: marina-zaharova-2015@yandex.ru
ORCID: https://orcid.org/0000–0002–2537–4522

Иванова Нина Васильевна — кандидат технических наук, ведущий науч‑
ный сотрудник, руководитель направления исследований по технологии 
продуктов маслоделия, Всероссийский научно-исследовательский инсти‑
тут маслоделия и сыроделия
152613, Ярославская обл., Углич, Красноармейский бульвар, 19
Тел.: +7–48532–9–81–08
E-mail: n. w. i.uglich@mail.ru
ORCID: https://orcid.org/0000–0001–6070–3478

Nina V. Ivanova, Candidate of technical sciences, Leading researcher, Head 
of research on the technology of buttermaking products, All-Russian Scien‑
tific Research Institute of Butter- and Cheesemaking
19, Krasnoarmeysky Boulevard, 152613, Yaroslavl Region, Uglich, Russia
Tel.: +7–48532–9–81–08
E-mail: n. w. i.uglich@mail.ru
ORCID: https://orcid.org/0000–0001–6070–3478

Критерии авторства Contribution

Авторы в равных долях имеют отношение к написанию рукописи 
и одинаково несут ответственность за плагиат

Authors equally relevant to the writing of the manuscript, 
and equally responsible for plagiarism

Конфликт интересов Conflict of interest

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов The authors declare no conflict of interest

https://orcid.org/0000-0002-9586-3786
mailto:sg_microbiology@mail.ru
https://orcid.org/0000-0002-2537-4522
https://orcid.org/0000-0002-2537-4522
https://orcid.org/0000-0001-6070-3478
https://orcid.org/0000-0001-6070-3478


269

ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 4 № 4  |  2021 FOOD SYSTEMS  |  Volume 4 № 4  |  2021

DOI: https://doi.org/10.21323/2618-9771-2021-4-4-269-277

https://www.fsjour.com/jour
Научная статья

Open access

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПУЛЛУЛАНАЗЫ В КАЧЕСТВЕ 
БИОКАТАЛИЗАТОРА ПРОЦЕССА ГИДРОЛИЗА КРАХМАЛА: 

ЧАСТЬ 1. ИЗУЧЕНИЕ ДЕЙСТВИЯ ПУЛЛУЛАНАЗЫ 
НА АМИЛОПЕКТИНОВЫЙ КУКУРУЗНЫЙ КРАХМАЛ
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А ННОТА Ц И Я
Использование деразветвляющих ферментов при гидролизе крахмала является актуальным направлением 
для получения новых видов крахмалопродуктов с контролируемыми свойствами и потенциалом для даль‑
нейшего использования. Целью работы являлось изучение действия пуллуланазы (ЕС 3.2.1.41) на кукурузный 
амилопектиновый крахмал в нативном и клейстеризованном состоянии. Объектами исследований являлись 
амилопектиновый кукурузный крахмал и ферментный препарат Promozyme D6 (Novozymes, Дания). Для оп‑
ределения углеводного состава гидролизатов применяли метод высокоэффективной жидкостной хромато‑
графии (ВЭЖХ), массовую долю редуцирующих веществ (РВ) определяли методом Лейна и Эйнона, для изме‑
рения динамической вязкости продуктов гидролиза крахмала был использован ротационный вискозиметр. 
Выявлено, что в нативном состоянии испытуемый крахмал проявил невысокую ферментативную восприим‑
чивость к действию пуллуланазы с незначительными изменениями вязкости, растворимости и йодсвязующей 
способности образцов. Показано, что наибольшую активность на клейстеризованный крахмал пуллуланаза 
проявляла в первые 8 часов инкубации. Установлено, что максимальная степень гидролиза крахмала пуллула‑
назой через 8 часов при дозе 10 ед/г сухого вещества (СВ) составила 4,7% по СВ, йодсвязующая способность ги‑
дролизата D600–0,343, при этом в контрольном опыте она составила D600–0,154, а вязкость гидролизата снизи‑
лась с 7887 мПас · с до 4,3 мПа · с. Гидролизаты, охлажденные до 8 °C и выдержанные в течение 20 часов наряду 
с неохлажденными, проявили высокую атакуемость глюкоамилазой на 97–98% при 60 °C и 24 часа осахарива‑
ния, что указывало на отсутствие их резистентности к действию глюкоамилазы в условиях опыта. Исполь‑
зование пуллуланазы при декстринизации клейстеризованного и  частично гидролизованного α-амилазой 
(РВ 6,1%) испытуемого крахмала позволяло получать гидролизаты с массовой долей редуцирующих веществ 
в пределах 10–24% по СВ при продолжительности процесса от 2 до 24 часов и дозировке фермента 2–10 ед., 
которые содержали в основном мальтотриозу, мальтогексозу и мальтогептозу с их суммарным количеством 
45–60% по СВ. Результаты свидетельствуют о необходимости продолжения исследований биокаталитического 
действия пуллуланазы для разработки новых способов ферментативной модификации крахмала.
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USE OF PULLULANASE AS A BIOCATALYST FOR STARCH 
HYDROLYSIS: PART 1. STUDY OF THE EFFECT 

OF PULLULANASE ON MAIZE AMYLOPECTIN STARCH
Alexander A. Papakhin*, Zinaida M. Borodina

All-Russian Scientific Research Institute for Starch Products, Moscow region, Kraskovo, Russia

KEY WORDS:  
amylolytic enzymes, amylose, 
amylopectin, structural properties, 
reducing substances, carbohydrate 
composition

A BST R ACT
The use of debranching enzymes in starch hydrolysis is a topical direction for obtaining new types of starch 
products with controlled properties and a potential for the further use. The aim of the work was to study an effect 
of pullulanase (EC3.2.1.41) on maize amylopectin starch in the native and gelatinized state. The objects of the 
research were maize amylopectin starch and enzyme preparation Promozyme D6 (Novozymes, Denmark). High-
performance liquid chromatography (HPLC) was used to determine the carbohydrate composition of hydroly‑
sates. The mass fraction of reducing substances (RS) was determined by the Lane and Eynon method. A rotational 
viscometer was used to measure dynamic viscosity of the starch hydrolysis products. It was found that analyzed 
starch in the native state showed low enzymatic sensitivity to the action of pullulanase with insignificant chang‑
es in viscosity, solubility and iodine binding capacity of the samples. Pullulanase showed the highest effect on 
gelatinized starch during the first eight hours of incubation. After eight hours, the maximum degree of starch 
hydrolysis by pullulanase at a dose of 10 units/g dry matter (DM) was 4.7% on DM basis, iodine binding capacity
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of the  hydrolysate was D600= 0.343 (in the control experiment D600 = 0.154), and the viscosity of the hydrolysate 
decreased from 7887 mPa · s to 4.3 mPa · s. Hydrolysates cooled to 8 °C and held for 20 hours along with hydroly‑
sates that were not cooled showed high susceptibility to attack by glucoamilase (97–98%) at 60 °C and 24 hours of 
saccharification, which suggested the absence of their resistance to the action of glucoamilase in the conditions of 
the experiment. The use of pullulanase in dextrinization of the analyzed starch, which was gelatinized and partly 
hydrolyzed by α-amylase (RS6.1%), enabled obtaining hydrolysates with the mass fraction of reducing substances 
in a range of 10–24% on DM basis with the process duration of 2 to 24 hours and the enzyme dose of 2–10 units, 
which contained mainly maltotriose, maltohexose and maltoheptose with their total amount of 45–60% on DM 
basis. The results indicate a need for further research of the biocatalytic action of pullulanase to develop new 
methods for enzymatic modification of starch.

FUNDING: The article was published as part of the research topic No. 0585–2019–033-С-01 of the state assignment of the V. M. Gorbatov Federal 
Research Center for Food Systems of RAS.

1. Введение
Мировые достижения в  развитии биохимии, микроби‑

ологии и  энзимологии послужили основой для развития 
промышленности ферментных препаратов, эффективно ис‑
пользуемых в различных отраслях пищевой и перерабаты‑
вающей промышленности, и, соответственно, для проведе‑
ния научных исследований [1,2]. В последние годы на рынок 
поступают новые поколения препаратов ферментов, в том 
числе амилолитических, используемых в  качестве катали‑
заторов реакции гидролиза крахмала [3]. Гидролиз, который 
может быть полным или частичным, является одним из ос‑
новных способов изменения физико-химических и функци‑
ональных свойств крахмала с целью получения различных 
сахаристых продуктов и  модифицированных крахмалов. 
Наиболее используемые в производстве крахмалопродуктов 
в качестве сырья крахмалы на 75–85% состоят из амилопек‑
тина —  разветвленного полисахарида, содержащего, наряду 
с α-1,4-глюкозидными связями остатков D-глюкозы, 4–5% 
α-1,6-глюкозидных связей в точках ветвления [4,5].

В качестве биокатализаторов процесса гидролиза крахма‑
ла используют амилолитические ферменты класса гидролаз. 
Наиболее востребованные ферменты, используемые в  про‑
цессе гидролиза крахмала в научных и промышленных мас‑
штабах: альфа-амилаза (бактериальная и грибная), бета-ами‑
лаза (бактериальная и растительная), глюкоамилаза (грибная) 
[3]. Альфа- и  бета-амилазы расщепляют α-1,4-глюкозидные 
связи в крахмале, но не действуют на α-1,6-связи, а глюкоа‑
милаза, помимо α-1,4-связей, расщепляет и α-1,6-связи, но со 
скоростью во много раз меньшей, чем α-1,4. В научном и пра‑
ктическом плане все более возрастающий интерес вызывает 
использование ферментов альфа-1,6-гликозидаз, в  частно‑
сти пуллуланазы (ЕС3.2.1.41-пуллулан-6-глюканогидролаза), 
способной расщеплять α-1,6-глюкозидные связи в молекулах 
пуллулана, крахмала, амилопектина и родственных олигоса‑
харидов [6]. Каталитическое действие пуллуланазы обеспечи‑
вает полное и эффективное преобразование разветвленных 
полисахаридов в олигосахариды с линейной структурой, хо‑
рошо ферментируемые в  процессе дальнейшего осахарива‑
ния, в частности, при получении глюкозы.

Пуллуланаза известна в  литературе как деразветвля‑
ющий фермент прямого действия под наименованиями: 
α-декстрин-6-глюканогидролаза, пуллулан-6-глюканоги‑
дролаза, конечная декстриназа и  амилопектин-6-глюкано‑
гидролаза [7,8]. О  применении пуллуланазы в  крахмалопе‑
рерабатывающей промышленности известно и  в  России, 
и за рубежом. Она играет ключевую роль в полном деразвет‑
влении и гидролизе крахмала, улучшая тем самым качество 
продукции, повышая производительность и  снижая про‑
изводственные затраты при изготовлении резистентного 
крахмала, глюкозного сиропа и пива [9]. Применение фер‑
ментных препаратов данного вида является перспективным 
направлением в  производстве сахаристых крахмалопро‑
дуктов. Было установлено, что использование пуллуланазы 

в процессе осахаривания клейстеризованного и разжижен‑
ного α-амилазой крахмала в  композиции с  осахариваю‑
щими ферментами (глюкоамилазой, бета-амилазой и  др.) 
позволяет повысить скорость процесса, снизить количество 
осахаривающих ферментов, увеличить степень гидролиза 
и,  соответственно, выход готовой продукции, а также уве‑
личить концентрацию сухих веществ (СВ) субстрата, что 
приводит к  снижению затрат на выпаривание [9–11]. Так, 
использование препарата Promozyme  D2 (Novozymes, Да‑
ния) в  композициях с  глюкоамилазами и  мальтогенными 
ферментами позволяет увеличить выходы глюкозы и маль‑
тозы в конечных продуктах от 2,5 до 30% [10]. Двухстадий‑
ный процесс осахаривания с применением пуллуланазы при 
переходной температуре 50 °C на первой стадии, о котором 
сообщается в исследовании [11], резко увеличивал скорость 
гидролиза мальтодекстрина, продуцировал значительно 
больше мальтозы и  меньше побочных продуктов. Данный 
процесс может представлять собой эффективную, экологи‑
чески безопасную стратегию производства мальтозного си‑
ропа в промышленности.

В  последнее время большое внимание исследовате‑
лей уделяется изучению действия пуллуланазы на крахмал 
в  клейстеризованном и  в  нативном состоянии. Этот про‑
цесс может быть использован для получения модифици‑
рованных крахмалов и  крахмалопродуктов с  повышенной 
резистентностью к  действию амилаз желудочно-кишечно‑
го тракта человека и  животных [12–14]. Исследователи со‑
общали о  получении декстринов с  повышенной на 5–10% 
резистентностью путем одновременного деразветвления 
пуллуланазой и кристаллизации восковидного кукурузного 
крахмала при 50 °C с последующим гидролизом серной кис‑
лотой или α-амилазой [12].

За счет использования циклической обработки нагрева‑
нием и охлаждением после стадии деразветвления пуллула‑
назой клейстеризованного пшеничного крахмала получали 
резистентный крахмал типа R3 (ретроградный) с  низким 
гликемическим индексом порядка 34% и низкой усвояемо‑
стью [13]. Последовательная обработка β-амилазой, трансг‑
люкозидазой и пуллуланазой нативного рисового крахмала 
позволяла получить модифицированный крахмал с сильной 
устойчивостью к  ферментному гидролизу и  более низким 
гликемическим индексом, причем наиболее устойчивые 
кристаллы образовывались из линейных цепей со степенью 
полимеризации 9–11 [14].

Установлено, что модификация свойств нативного крах‑
мала пуллуланазой зависит от вида крахмала и условий про‑
ведения процесса, а механизм гидролиза подобен таковому 
для амилаз, гидролизующих α-1,4-глюкозидные связи [15]. 
Кроме того, площадь поверхности, а  также размер частиц 
гранул крахмала оказывают важное влияние на начальную 
скорость, с которой нативный крахмал расщепляется дераз‑
ветвляющим ферментом. Li P. и др. [16] отмечали, что в на‑
тивном состоянии картофельный крахмал показал  более 
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высокую восприимчивость к  пуллуланазе по сравнению 
с кукурузным, у которого наблюдалось незначительное из‑
менение вязкостных и других свойств.

Исследования Hong Y. и др. [17] показали, что набухшие 
крахмалы после обработки пуллуланазой могут образовы‑
вать гели, при этом кристалличность структуры гелей из‑
менялась после гидролиза из А-типа до смеси B- и V-типа. 
Способность образовывать гели связана с полой структурой 
кристаллитов V-типа, что является перспективой для до‑
ставки лекарств и биоматериалов.

Полученные данные в  ходе изучения физико-химиче‑
ских и  структурных свойств крахмалов различных видов, 
обработанных пуллуланазой в  клейстеризованном состо‑
янии, показали значительные изменения в  свойствах ис‑
пытуемых крахмалов [5]. Так, деразветвленные крахмалы 
обладали большей йодсвязующей способностью, чем на‑
тивные, а также более высокой растворимостью, но низкой 
вязкостью клейстеров. Комплексообразующая способность 
(в  случае с  жирными кислотами) зависела от длины отще‑
пленных цепочек глюканов и, следовательно, от вида крах‑
мала. Возможность образования стабильных гелей достига‑
лась при высокой концентрации сухих веществ крахмала. 
Ряд исследователей сообщили о  возможности использова‑
ния деразветвляющих ферментов прямого действия (пуллу‑
ланазы, изоамилазы) на крахмал как в клейстеризованном, 
так и  в  нативном состоянии при получении резистентных 
крахмалов, амилозы, циклодекстринов [18–20].

Путем деразветвления нормального кукурузного крах‑
мала и  автоклавирования в  исследованиях Xu  R. и  др. [18] 
получали образцы, содержащие фракции амилозы со сте‑
пенью полимеризации СП 22–260 и  с  резистентностью до 
17%, увеличивающейся в диапазоне СП 22–75. Совместное 
действие пуллуланазы с  альфа-амилазой на кукурузный 
крахмальный гель при рН 5,5 и температуре 60 °C в течение 
12 часов повышало содержание амилозы в геле на 17–28%, 
и при дальнейшей ретроградации увеличивало выход рези‑
стентного крахмала до 19% с изменением кристалличности 
от типа А до В [19]. При действии пуллуланазы может быть 
деразветвлено более 80% клейстеризованного восковидно‑
го кукурузного крахмала при концентрации суспензии 25% 
с  образованием высококристалличного крахмалопродукта 
типа В с содержанием резистентного крахмала до 70,7% [20]. 
Данный процесс происходит при последующей выдержке 
обработанного клейстеризованного восковидного кукуруз‑
ного крахмала в течение 24 часов при 25 °C.

Таким образом, модифицированные крахмалы, полу‑
чаемые с  использованием пуллуланазы, за счет линейной 
структуры с  различной длиной цепей, высокой степени 
кристалличности, склонности к образованию комплексных 
соединений, имеют хорошую перспективу использования 
для получения резистентных крахмалопродуктов. Кроме 
того, они могут применяться в качестве защитных инкапсу‑
ляторов биологически активных соединений с повышенной 
антиоксидантной активностью, комплексообразователей, 
а также компонентов функциональных продуктов питания 
с низким гликемическим индексом для диетического пита‑
ния и лечения диабета.

Цель работы —  изучение действия пуллуланазы, как ин‑
дивидуального, так и  в  композиции с α-амилазой на ами‑
лопектиновый крахмал в  нативном и  клейстеризованном 
состоянии.

2. Объекты и методы
В  работе использовали кукурузный амилопектиновый 

крахмал стандартного качества по ГОСТ 32159–2013 [21]. 
В  качестве испытуемой пуллуланазы применяли фермент‑

ный препарат нового поколения Promozyme D6, предостав‑
ленный компанией Novozymes (Дания). Испытуемая пул‑
луланаза является ферментом, катализирующим процесс 
гидролиза крахмала в  нативном и  клейстеризованном со‑
стоянии путем разрыва α-1,6-гликозидных связей. По дан‑
ным производителя, пуллуланазная активность препарата 
составляет 4000 ед. Пул/г. Одна единица активности пуллу‑
ланазы определяет количество фермента, который гидро‑
лизует пуллулан в  стандартных условиях (при показателе 
рН 5,0, температуре 40 °C, времени инкубации 20 мин.), 
высвобождая 1 моль редуцирующего углевода в  минуту. 
Оптимальные условия действия пуллуланазы на крахмал: 
температура 60 °C и показатель рН = 5,0–5,5. Наряду с пуллу‑
ланазой использовали препарат термостабильной бактери‑
альной α-амилазы Liquazyme Supra 2.8 компании Novozymes 
(Дания). Амилолитическая активность α-амилазы, опреде‑
ленная методом, изложенным в  ГОСТ 54330–2011 [22], со‑
ставляла 2000 ед. АС/г препарата.

Химический состав и  качественные показатели крах‑
мала определяли по ГОСТ 7698–93 [23]. Содержание общих 
и растворимых сухих веществ (СВ) в крахмале и продуктах 
гидролиза выявляли методом высушивания и  с  использо‑
ванием рефрактометра ИРФ-454Б2М («АналитЛаб», Рос‑
сия); углеводный состав гидролизатов  —  методом ВЭЖХ 
на углеводном анализаторе Bischoff 8120 (Schmidt, Гер‑
мания) с  использованием хроматографической колонки 
Resex RSO Oligosaccharide [24]. Редуцирующие вещества 
(РВ, ГЭ) в  гидролизатах определяли методом Лейна-Эйно‑
на (ГОСТ  Р   50549–93) [25]. Динамическую вязкость гидро‑
лизатов измеряли на ротационном вискозиметре Reotest-2 
(Mettingen, Германия). Морфологию гранул крахмала опреде‑
ляли путем микроскопирования с использованием светового 
микроскопа Leica (Германия) при 500-кратном увеличении. 
Йодопоглощение образцов исходного и обработанного пул‑
луланазой амилопектинового крахмала оценивали согласно 
методике, приведенной в  ГОСТ  ISO   6647–1–2015 [26], с  не‑
которыми изменениями. Анализируемую пробу (100  ±  0,5) 
мг по СВ помещали в мерную колбу на 100 мл, доводили до 
метки водой и тщательно перемешивали. Отбирали пипет‑
кой 5 мл полученного раствора в мерную колбу на 100 мл, со‑
держащую 50 мл воды, затем вносили 1 мл 0,2 М ацетатного 
буфера с рН 5,0, добавляли 2 мл 0,02 н. раствора йода в йоди‑
стом калии, затем доводили до метки водой и перемешива‑
ли. После 10 мин. отстаивания измеряли оптическую плот‑
ность анализируемых растворов при длине волны 600 нм 
в сопоставлении с йодным раствором сравнения, используя 
спектрофотометр СФ-2000 (ОКБ СПЕКТР, Россия). Физико-
химические показатели полученных продуктов определяли 
по принятым в крахмалопаточном производстве методикам 
[27]. Все реактивы, используемые для анализов, были анали‑
тического качества. Математическую обработку результатов 
проводили с использованием пакета анализа Microsoft Office 
Excel 2007 (критерий наименьшей существенной разницы 
НСР при уровне значимости α = 0,05).

Эксперименты по гидролизу нативного крахмала в при‑
сутствии пуллуланазы проводили по схеме, ранее принятой 
для низкотемпературного биокатализа гидролиза кукуруз‑
ного крахмала глюкоамилазой, с  некоторыми изменения‑
ми [28]. Готовили крахмальную суспензию концентрацией 
9–10% по СВ, доводили рН до значения 5,2 ± 0,1, вносили 
расчетную дозу пуллуланазы и инкубировали с перемеши‑
ванием при 130 об/мин и температуре 60 ± 1 °C. Дозировку 
пуллуланазы варьировали в пределах 0–50 ед. Пул/г СВ крах‑
мала, продолжительность процесса составляла от 0 до 48 ча‑
сов с отбором проб через 8, 22, 48 часов. Пробы реакцион‑
ной смеси посредством вакуум-фильтрования разделяли на 
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жидкую фракцию —  фильтрат, и твердую —  осадок крахмала 
с последующей промывкой осадка дистиллированной водой 
при гидромодуле 1:4. Фильтрат смешивали с промывными 
водами и в смеси определяли массовую долю растворимых 
СВ крахмала. Осадок высушивали при температуре 50 °C до 
воздушно-сухого состояния. Результаты процесса гидролиза 
оценивали путем определения степени растворения (СРК) 
и степени гидролиза крахмала (СГК) согласно ранее разра‑
ботанной методике [29].

Оценку индивидуального действия пуллуланазы на 
клейстеризованный крахмал проводили по следующей схе‑
ме: приготовление 10%-ной суспензии крахмала в  0,02 М 
ацетатном буфере со значением рН 5,0; нагревание и  вы‑
держивание при температуре 90–95 °C в  течение 40 мин. 
при постоянном перемешивании; выдерживание клейсте‑
ризованной массы под давлением 0,1 МПа при температу‑
ре 110–115 °C в  течение 10 мин. (для обеспечения полной 
клейстеризации); охлаждение клейстера до температуры 
65 °C, внесение расчетной дозы пуллуланазы и выдержива‑
ние в шейкере-инкубаторе KS4000i (IKA, Германия) при тем‑
пературе 62 ± 1 °C в течение 24 часов при 130 об/мин с пе‑
риодическим отбором проб; подкисление отобранных проб 
до рН = 4,0 и нагревание в кипящей водяной бане в течение 
10 мин. для инактивации пуллуланазы; охлаждение и ана‑
лиз полученных гидролизатов.

Эксперименты по изучению действия пуллуланазы на 
клейстеризованный амилопектиновый крахмал, разжи‑
женный и  частично гидролизованный термостабильной 
α-амилазой, проводили по традиционной схеме получения 
низкоосахаренных продуктов гидролиза крахмала (маль‑
тодекстринов, низкоосахаренной патоки), включающей 
стадии разжижения и  декстринизации (осахаривания): 
приготовление суспензии крахмала с  концентрацией СВ 
10%, доведение рН до 5,4 ± 0,1; нагревание суспензии до 
температуры 60 °C при постоянном перемешивании, вне‑
сение термостабильной α-амилазы в  количестве 0,2  ед. 
АС/г СВ крахмала, нагрев до температуры 93–95 °C и выдер‑
живание в течение 30 мин.; обработка суспензии под дав‑
лением 0,1 МПа при температуре 110 °C в течение 10 мин. 
для полной клейстеризации; охлаждение гидролизата до 
температуры 65 °C, внесение расчетной дозы пуллуланазы 
и инкубация при температуре 62 ± 1 °C в течение 24 часов 
с периодическим отбором проб через 2, 8 и 24 часа; нагрев 
проб, подкисленных до рН = 4,0 в  кипящей водяной бане 
в  течение 10  мин. для инактивации ферментов, а  также 
анализ полученных гидролизатов.

3. Результаты и обсуждение
Ранее авторами было установлено, что амилопектино‑

вый (восковидный) кукурузный крахмал в  нативном со‑
стоянии проявлял высокую восприимчивость к  ферменту 
глюкоамилазе, по сравнению с другими видами крахмалов 
[30]. Амилопектиновый кукурузный крахмал, в  отличие 
от нормального кукурузного крахмала, состоит почти ис‑
ключительно из высокомолекулярных макромолекул ами‑
лопектина, разветвленных за счет внутримолекулярных 
α-1,6-глюкопиранозных связей [31]. С применением дераз‑
ветвляющих ферментов данные α-1,6-связи в амилопекти‑
не могут быть эффективно гидролизованы с высвобождени‑
ем линейных α-1,4-связанных цепей с различной степенью 
полимеризации (СП), обуславливающих изменение струк‑
турных, физико-химических и  функциональных свойств 
крахмала. В  связи с  этим было решено использовать ами‑
лопектиновый крахмал в качестве испытуемого для оценки 
его ферментативной восприимчивости к пуллуланазе в на‑
тивном и клейстеризованном состоянии.

Первый этап исследований посвящен изучению действия 
пуллуланазы на амилопектиновый крахмал в гетерогенной 
водной среде при температурных условиях, не превышаю‑
щих начальную точку клейстеризации. Дозировку пуллула‑
назы варьировали в  пределах 0–50 ед. Пул/г СВ крахмала, 
продолжительность процесса —  от 0 до 48 часов с отбором 
проб через 8, 22, 48 часов. В полученных фильтратах после 
разделения проб определяли массовую долю СВ и, соответ‑
ственно, степень растворения крахмала (СРК,% на СВ). Ре‑
зультаты действия испытуемой пуллуланазы на нативный 
амилопектиновый крахмал представлены в Таблице 1.

Таблица 1
Влияние дозировки пуллуланазы и продолжительности 

гидролиза на степень растворения (СРК) нативного 
кукурузного амилопектинового крахмала

Доза пуллуланазы, 
ед. Пул/г СВ 
крахмала

Продолжительность гидролиза, ч
НСР0,050 8 22 48

0 (ВТО) 0,23 0,23 0,28 0,35 0,06

5 0,23 1,70 1,94 2,12 0,09

10 0,23 2,61 2,97 3,01 0,15

15 0,23 3,11 3,47 3,40 0,07

20 0,23 3,96 4,52 3,89 0,10

25 0,23 4,25 5,00 3,94 0,07

35 0,23 4,24 4,15 3,85 0,09

50 0,23 4,06 4,09 3,67 0,08

При анализе результатов проведенных опытов отмече‑
но, что контрольный опыт (без пуллуланазы) представляет 
собой влаготермическую обработку (ВТО) крахмала в  дан‑
ных условиях. При внесении пуллуланазы в  опытах осу‑
ществляются два процесса: ВТО и  гидролиз крахмала, что 
необходимо учитывать при анализе результатов. В  целом, 
с увеличением дозировки пуллуланазы степень растворения 
образцов крахмала повышалась (Таблица 1), достигнув мак‑
симума 4,5–5,0% при дозировках 20–25 ед. Пул/г СВ крахма‑
ла, свыше которых она начинала снижаться. Отмечено, что 
при дозировках 20–50 ед. Пул/г СВ с увеличением продол‑
жительности инкубации степень растворения амилопекти‑
нового крахмала быстро нарастала к 8 часам инкубации, но 
после 22 часов снижалась на 0,3–1,0% в зависимости от до‑
зировки. Вероятно, это связано с частичной набухаемостью 
гранул амилопектинового крахмала в  ходе продолжитель‑
ной влаготермообработки в течение 48 часов.

В  образцах обработанного пуллуланазой амилопекти‑
нового крахмала установлено незначительное снижение 
динамической вязкости 3%-ных клейстеров полученных 
образцов и  водоудерживающей способности, а  также по‑
вышение степени растворения, обусловленные его струк‑
турными свойствами. Йодсвязующая способность образ‑
цов, определяемая при 600 нм, оставалась практически 
неизменной —  D600–0,200, что можно объяснить небольшой 
длиной отщепленных линейных цепочек, не образующих 
комплексов с  йодом. Морфология гранул испытуемых 
крахмалов, определяемая путем микроскопирования, не 
претерпевала видимых изменений при действии пуллула‑
назы. Некоторое увеличение объемов гранул происходило 
по всей вероятности из-за их набухания в ходе влаготерми‑
ческой обработки при температуре 60 °C. В целом, амило‑
пектиновый крахмал проявил невысокую ферментативную 
восприимчивость к  действию пуллуланазы в  указанных 
условиях низкотемпературного биокатализа, что можно 
объяснить его структурными свойствами и экзо-механиз‑
мом действия пуллуланазы.
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На следующем этапе работы изучалось действие пул‑
луланазы на испытуемый крахмал в  клейстеризованном 
 состоянии.

Дозировка пуллуланазы в  опытах составляла: 0, 2, 6, 
10  ед.  Пул/г СВ крахмала. Действие пуллуланазы на клей‑
стеризованный крахмал оценивали путем определения 
степени гидролиза крахмала и показателей вязкости и йод‑
связующей способности, характеризующих степень дераз‑
ветвления и свойства получаемых гидролизатов.

Визуально отмечено, что гидролизаты амилопектиново‑
го крахмала при охлаждении после инактивации фермента 
до температуры 25 °C, а также хранении при данной темпе‑
ратуре в течение 8 часов, оставались подвижными и доста‑
точно прозрачными, т.  е. доступными к  проведению ана‑
лизов. При хранении гидролизатов в  течение 16–20 часов 
при температуре 25 °C они становились белыми мягкими 
гелями, и для проведения анализов их подвергали нагрева‑
нию до температуры 60–70 °C с  последующим охлаждени‑
ем до температуры 25 °C. Восстановительная способность 
гелей указывала на низкую способность полученных де‑
разветвленных гидролизатов амилопектинового крахмала 
в  заданных условиях к  ретроградации. В  подобных иссле‑
дованиях сообщалось о  повышении резистентности клей‑
стеризованного амилопектинового крахмала в  среднем до 
20% после обработки пуллуланазой [32,33].

С  целью определения степени резистентности гидро‑
лизатов деразветвленного амилопектинового крахмала 
к  действию глюкоамилазы гидролизаты, полученные че‑
рез 24  часа обработки пуллуланазой с  дозировками 2, 6, 
10 ед. Пул/г СВ крахмала, прокипятили в кипящей водяной 
бане в течение 15 мин. для инактивации пуллуланазы. За‑
тем гидролизаты разделили на 2 части: первую охладили до 
температуры 62 °C, довели рН до 4,2, внесли раствор глю‑
коамилазы 3,0 ед. ГлС/г СВ гидролизата и инкубировали на 
термошейкере IKA при температуре 60 °C в течение 24 часов. 
Полученный осахаренный гидролизат взвешивали, филь‑
тровали и  гравиметрически определяли количество филь‑
трата, степень гидролиза и  количество негидролизованно‑
го осадка в процентах по СВ гидролизата и анализировали. 
Вторую часть 24-х часовых гидролизатов после охлаждения 
до температуры 30 °C поместили в холодильник и выдержа‑
ли при температуре 8 °C в течение 20 часов, затем нагрели 
до температуры 60 °C, довели рН до 4,2, внесли раствор глю‑
коамилазы 3,0 ед. ГлС/г СВ и также инкубировали при 60 °C 
в течении 24 часов, затем фильтровали и обрабатывали так 
же, как первую часть.

В фильтратах (глюкозных сиропах) определяли массовую 
долю РВ (ГЭ) и углеводный состав методом ВЭЖХ. Получен‑
ные результаты, представленные в Таблице 2, показали, что 

застывшие гели, полученные при охлаждении гидролиза‑
тов в течение 20 часов при температуре 8 °C, осахаривались 
 глюкоамилазой так же, как и неохлажденные, т. е. повыше‑
ния устойчивости амилопектиновых гидролизатов к дейст‑
вию глюкоамилазы в  условиях опыта не было достигнуто.

Было установлено, что пуллуланаза активно действовала 
на клейстеризованный амилопектиновый крахмал в первые 
часы инкубации при всех испытуемых дозах. С увеличением 
продолжительности процесса вязкость гидролизатов стре‑
мительно падала (Рисунок 1), причем если при дозе пуллу‑
ланазы 2–6 ед. Пул/г СВ крахмала в период от 8 до 24 часов 
происходит заметное увеличение степени гидролиза, то при 
дозах 6–10 ед. Пул/г СВ процесс практически заканчивается 
через 8 часов инкубации при данных условиях опыта.

Это явление также отражалось и на йодсвязующей спо‑
собности (Рисунок 2). Максимальная степень гидролиза 
амилопектинового крахмала пуллуланазой при дозе 10 ед. 
Пул/г СВ составила через 8 часов 4,7% по СВ, йодсвязующая 
способность гидролизата  —  D600–0,343 против D600–0,154 
в контрольном опыте (без пуллуланазы), а вязкость гидро‑
лизата снизилась с 7887 мПас · с до 4,3 мПа · с.

На следующем этапе исследований было изучено дейст‑
вие пуллуланазы на клейстеризованный амилопектиновый 
крахмал, разжиженный и  частично гидролизованный тер‑
мостабильной α-амилазой.

В  проведенных опытах варьировали дозировки пуллу‑
ланазы и  α-амилазы на стадии декстринизации. Контр‑
ольным был опыт 1, в котором на процесс декстринизации 
ферменты не дозировали, а полученные после разжижения 
гидролизаты также инкубировали при температуре 60 °C 
в  течение 24  часов с  отбором проб. В  опыте 2 на стадии 

Таблица 2
Результаты осахаривания пуллуланазных гидролизатов клейстеризованного амилопектинового крахмала 

глюкоамилазой (при температуре 60 °C и продолжительности 24 часа)

Доза, ед. Пул/г 
СВ крахмала

РВ сиропа, % 
по СВ СГК, % по СВ Выход осадка, 

% по СВ

Углеводный состав сиропа, %

Глюкоза Мальтоза Мальтотриоза ВМС

Без охлаждения перед осахариванием

2,0 98,30 96,99 3,01 97,93 0,62 0,0 1,45

6,0 99,73 96,50 3,50 99,37 0,63 0,0 0,0

10,0 99,13 94,60 5,41 98,57 0,75 0,69 0,0

С охлаждением перед осахариванием

2,0 99,20 96,23 3,70 98,73 0,65 0,0 0,61

6,0 99,21 96,60 3,40 98,70 0,65 0,0 0,64

10,0 99,18 96,70 3,30 98,64 0,74 0,62 0,0

НСР0,05 1,95 2,44 0,95 2,57 0,30 0,20 0,34
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Рисунок 1. Зависимость вязкости гидролизатов 
амилопектинового крахмала от продолжительности 

осахаривания при различной дозировке пуллуланазы
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 декстринизации разжиженного крахмала в  качестве ка‑
тализатора использовали только α-амилазу в  количестве 
0,2 ед. АС/г СВ; в опытах 3, 5, 6 вносили только пуллуланазу 
с дозировкой 2, 5 и 10 ед. Пул/г СВ соответственно, а в опыте 
4 к 5,0 ед. Пул/г СВ добавляли 0,2 ед. АС/г СВ α-амилазы. Полу‑
ченные результаты представлены в Таблице 3 и на  Рисунке 3.

Таблица 3
Характеристика гидролизатов, полученных при 

действии пуллуланазы на разжиженный α-амилазой 
амилопектиновый крахмал индивидуально 

и в композиции с α-амилазой

№
 о

п
ы

та

Доза 
ферментов 

на декстрини-
зацию:

В
ре

м
я 

 ос
ах

ар
и

ва
н

и
я,

 ч

Показатели гидролизатов

РВ
, %

 п
о 

С
В

С
ГК

, %
 п

о 
С

В

Й
од

оп
ог

ло
-

щ
ен

и
е 

п
ри

 
60

0 
н

м

В
яз

ко
ст

ь,
 

м
П

а 
· с

Ед
. А

С
/г

 
С

В

Ед
. П

ул
/г

 
С

В

1 – –
0*
2

24

6,12
8,90

12,86

13,86
18,90
27,31

0,081
0,048

0,0

4,23
3,64
2,70

2 0,2 – 2
24

16,86
24,80

35,81
56,20

0,0
0,0

2,82
1,70

3 – 2,0 2
24

10,6
22,47 43,0 0,065

0,007
3,41
1,93

4 0,2 5,0 2
24

17,2
30,68

56,7
57,46

0,053
0,0

2,62
1,57

5 – 5,0 2
24

11,95
23,66

14,3
30,9

0,077
0,009

3,23
1,97

6 – 10,0 2
24

12,8
22,07 43,84 0,079

0,014
3,01
1,72

НСР0,05 0,47 0,62 0,01 0,35
Прим.: 0* —  контрольный образец после разжижения.

При анализе результатов проведенных опытов отмечено, 
что индивидуальное использование пуллуланазы в процессе 
декстринизации клейстеризованного и  частично гидроли‑
зованного α-амилазой (РВ 6,1%) испытуемого амилопекти‑
нового крахмала позволяет получать гидролизаты с массо‑
вой долей редуцирующих веществ (РВ) в  пределах 10–24% 
по СВ. Это возможно при продолжительности процесса от 2 
до 24 часов и дозировке фермента в интервале 2–10 ед. Пул/г 
СВ крахмала (Рисунок 3).

Результаты опытов, в  которых для декстринизации ис‑
пользовали 0,2 ед. АС/г (опыт 2) и композицию 0,2 ед. АС/г 
и 5,0 Пул./г СВ (опыт 4), показали, что накопление РВ в ги‑
дролизатах в  первые 2 часа интенсивнее проходит при 
биокатализе α-амилазой, чем смесью α-амилазы с  пуллу‑
ланазой. В  конечных пробах (через 24 часа) максимальное 
накопление РВ (30,68%) получено в гидролизате амилопек‑
тинового крахмала при использовании смеси ферментов. 
Очевидно, пуллуланаза как экзофермент действует мед‑
леннее, чем α-амилаза, и механизм ее действия на разжи‑
женный крахмал близок к глюкоамилазе. Вязкость гидроли‑
затов была значительно снижена после предварительного 
гидролиза (разжижения) клейстеризованного крахмала аль‑
фа-амилазой до 4,23 мПа · с. При действии пуллуланазы 
вязкость гидролизатов незначительно, но характерно сни‑
жалась с увеличением дозировки и с увеличением продол‑
жительности инкубации на 0,3–1,25 мПа · с (Рисунок 3), что 
указывало на снижение длины и молекулярной массы рас‑
щепленных полисахаридных цепей гидролизата. На про‑
тяжении 24  часов инкубации йодсвязующая способность 
контрольных образцов без пуллуланазы снижалась от 0,081 
до полного исчезновения окрашивания к  исходу 24 часов 
(Таблица 2), что указывает на действие исходной разжижа‑
ющей альфа-амилазы, расщепляющей 1,4-связи, т. к. корот‑
кие расщепленные цепи амилопектина не дают комплексов 
с  йодом. Однако с  внесением пуллуланазы йодсвязующая 
способность сохранялась, снижалась с продолжительностью 
инкубации, но повышалась с увеличением дозы внесенной 
пуллуланазы от 2 до 10 ед. Пул/г СВ крахмала после 24 часов 
инкубации от 0,007 до 0,014. Данное увеличение указывает 
на то, что пуллуланаза, расщепляя α-1,6-гликозидные связи, 
приводит к образованию в гидролизатах большего количе‑
ства линейных цепей, повышающих окрашивание с йодом, 
но не расщепляющихся α-амилазой, активно действующей 
на высокомолекулярные субстраты.

Анализ углеводного состава гидролизатов данных опы‑
тов, проведенный в конечных пробах после истечения 24 ча‑
сов (Таблица 4), показал, что при индивидуальном действии 
пуллуланазы на разжиженный α-амилазой амилопектино‑
вый крахмал в процессе осахаривания в гидролизатах обра‑
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Рисунок 2. Зависимость йодопоглощения образцов гидро-
лизата амилопектинового крахмала от про дол жи тельности 

осахаривания при различной дозировке пуллуланазы
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В проведенных опытах варьировали дозировки пуллуланазы и α-амилазы на стадии 
декстринизации. Контрольным был опыт 1, в котором на процесс декстринизации ферменты 
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Таблица 2. Характеристика гидролизатов, полученных при действии пуллуланазы на 
разжиженный α-амилазой амилопектиновый крахмал индивидуально и в композиции с α-
амилазой  
 

№ 
опыта 

Доза ферментов на 
декстринизацию: Время 

осахарива- 
ния, ч 

Показатели гидролизатов 

РВ, % по 
СВ 

СГК, % 
по СВ 

Йодопогло-
щение при 

600 нм 

Вяз- 
кость, 
мПа∙с 

Ед. АС/г 
СВ 

Ед. Пул/г 
СВ 

1 
 

– – 
 

0* 
2 
24 

6,12 
8,90 
12,86 

13,86 
18,90 
27,31 

0,081 
0,048 
0,0 

4,23 
3,64 
2,70 

2 0,2 – 2 
24 

16,86 
24,80 

35,81 
56,20 

0,0 
0,0 

2,82 
1,70 

3 – 2,0 2 
24 

10,6 
22,47 

 
43,0 

0,065 
0,007 

3,41 
1,93 

4 0,2 5,0 2 
24 

17,2 
30,68 

56,7 
57,46 

0,053 
0,0 

2,62 
1,57 

5 – 5,0 2 
24 

11,95 
23,66 

14,3 
30,9 

0,077 
0,009 

3,23 
1,97 

6 – 10,0 2 
24 

12,8 
22,07 

 
43,84 

0,079 
0,014 

3,01 
1,72 

НСР0,05 0,47 0,62 0,01 0,35 
Прим.: 0* – контрольный образец после разжижения 
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11 

В проведенных опытах варьировали дозировки пуллуланазы и α-амилазы на стадии 
декстринизации. Контрольным был опыт 1, в котором на процесс декстринизации ферменты 
не дозировали, а полученные после разжижения гидролизаты также инкубировали при 
температуре 60 °С в течение 24 часов с отбором проб. В опыте 2 на стадии декстринизации 
разжиженного крахмала в качестве катализатора использовали только α-амилазу в 
количестве 0,2 ед. АС/г СВ; в опытах 3, 5, 6 вносили только пуллуланазу с дозировкой 2, 5 и 
10 ед. Пул/г СВ соответственно, а в опыте 4 к 5,0 ед. Пул/г СВ добавляли 0,2 ед. АС/г СВ α-
амилазы. Полученные результаты представлены в Таблице 3 и на Рисунке 3. 

Таблица 2. Характеристика гидролизатов, полученных при действии пуллуланазы на 
разжиженный α-амилазой амилопектиновый крахмал индивидуально и в композиции с α-
амилазой  
 

№ 
опыта 

Доза ферментов на 
декстринизацию: Время 

осахарива- 
ния, ч 

Показатели гидролизатов 

РВ, % по 
СВ 

СГК, % 
по СВ 

Йодопогло-
щение при 

600 нм 

Вяз- 
кость, 
мПа∙с 

Ед. АС/г 
СВ 

Ед. Пул/г 
СВ 

1 
 

– – 
 

0* 
2 
24 

6,12 
8,90 
12,86 

13,86 
18,90 
27,31 

0,081 
0,048 
0,0 

4,23 
3,64 
2,70 

2 0,2 – 2 
24 

16,86 
24,80 

35,81 
56,20 

0,0 
0,0 

2,82 
1,70 

3 – 2,0 2 
24 

10,6 
22,47 

 
43,0 

0,065 
0,007 

3,41 
1,93 

4 0,2 5,0 2 
24 

17,2 
30,68 

56,7 
57,46 

0,053 
0,0 

2,62 
1,57 

5 – 5,0 2 
24 

11,95 
23,66 

14,3 
30,9 

0,077 
0,009 

3,23 
1,97 

6 – 10,0 2 
24 

12,8 
22,07 

 
43,84 

0,079 
0,014 

3,01 
1,72 

НСР0,05 0,47 0,62 0,01 0,35 
Прим.: 0* – контрольный образец после разжижения 
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Рисунок 3. Влияние дозы пуллуланазы на накопление РВ в гидролизатах и на их вязкость 
после 2 и 24 часов декстринизации разжиженных крахмалов
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зуется в  основном мальтотриоза (Д3), мальтогексоза (Д6) 
и мальтогептоза (Д7), их сумма составляет от 45 до 50% по СВ 
в зависимости от дозировки фермента.

При композиции 0,2 ед. АС/г СВ + 5,0 ед. Пул/г СВ мас‑
совая доля указанных сахаридов значительно увеличилась 
(до 60%). Возросло также содержание мальтозы (DP2), маль‑
топентозы (DP5) и  снизилось содержание олигосахаридов 
DP8, DP9 и  DP10+, что указывает на действие α-амилазы 
и подтверждается углеводным составом опыта 2, где вместо 
пуллуланазы декстринизация производилась α-амилазой 
(0,2 ед. АС/г СВ). Полученные результаты согласуются с ли‑
тературными данными [20,33] об изменении при действии 
пуллуланазы структурных свойств крахмала и  получении 
продуктов, представляющих собой смесь мальтоолигоса‑
харидов с  различной степенью полимеризации и  низким 
содержанием глюкозы, мальтозы и  высокомолекулярных 
декстринов. Мальтоолигосахариды, полученные из амило‑
пектинового кукурузного крахмала, обладают пониженной 
способностью к ретроградации, а следовательно, понижен‑
ной устойчивостью к  действию других гидролитических 
ферментов. Для повышения резистентности обработанно‑
го пуллуланазой амилопектинового крахмала представля‑
ется необходимой дополнительная обработка получаемых 
гидролизатов с  целью увеличения степени ретроградации 
крахмала. В целом, полученные результаты указывают на ак‑
туальность проведенной работы, а также научных исследо‑
ваний в области применения пуллуланазы —  как индивиду‑
ального, так и в композиции с другими амилолитическими 
ферментами при разработке новых способов ферментатив‑
ной модификации крахмалов.)

4. Заключение
Проведены экспериментальные исследования процесса 

ферментативного гидролиза кукурузного амилопектино‑
вого крахмала в нативном и клейстеризованном состоянии 

с  применением в  качестве биокатализатора пуллуланазы 
(ЕС  3.2.1.41). При действии пуллуланазы на крахмал в  на‑
тивном состоянии отмечено незначительное снижение 
вязкости 3%-го клейстера и  водосвязующей способности, 
а  также повышение растворимости полученных образцов. 
Йодсвязующая способность образцов до и после обработки 
пуллуланазой оставалась практически неизменной. Микро‑
скопирование гранул крахмала тоже не показало видимых 
изменений до и после обработки, что указывало на низкую 
ферментативную восприимчивость крахмала в  нативном 
состоянии. При действии на клейстеризованный крахмал 
пик активности пуллуланазы приходился на первые часы 
инкубации с достижением максимальной степени гидроли‑
за в 4,7% по СВ через 8 часов при дозе 10 ед. Пул/г СВ. При 
этом повышалась йодсвязующая способность гидролизатов 
с D600–0,154 в контроле до D600–0,343 в конечном гидролиза‑
те со снижением вязкости с 7887 мПас · с до 4,3 мПа · с. Полу‑
ченные при остывании гидролизатов гели с выдержкой при 
8 °C в течение 20 часов и без нее не проявили резистентно‑
сти к действию глюкоамилазы в условиях опыта, что указы‑
вает на необходимость дополнительной обработки гидро‑
лизатов для повышения степени ретроградации крахмала. 
При действии пуллуланазы индивидуально и в композиции 
с α-амилазой на клейстеризованный и разжиженный до РВ 
6,1% крахмал получали гидролизаты с РВ 10–30% при дози‑
ровке пуллуланазы 2–10 ед. Пул./г СВ и продолжительности 
процесса 2–24 часов. При этом в  гидролизатах основными 
продуктами являлись короткоцепочечные олигосахариды: 
мальтотриоза СП-3 мальтогексоза (СП-6) и  мальтогептоза 
(СП-7) с суммарным количеством 45–60% в зависимости от 
дозировок ферментов при низком содержании глюкозы до 
1,0%. Полученные результаты указывают на целесообраз‑
ность продолжения исследований каталитического дейст‑
вия пуллуланазы на крахмал для разработки новых способов 
его ферментативной модификации.
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А ННОТА Ц И Я
Пищевая аллергия, которой страдают около 8% детей и 5% взрослых в мире, является одной из основных 
проблем мирового здравоохранения, а контроль аллергенов —  важным аспектом безопасности пищевых 
продуктов. Согласно FALCPA (Food Allergen Labeling and Consumer Protection Act of 2004, FDA), более 160 
продуктов питания могут вызывать аллергические реакции, при этом восемь из них ответственны за 90% 
всех случаев пищевой аллергии. К этим продуктам относятся молоко, яйцо, пшеница, арахис, соя, орех, 
ракообразные и рыба, также известные как «Большая восьмерка». Большинство пищевых продуктов, явля‑
ющихся источником облигатных аллергенов, подвергается термической обработке перед употреблением. 
Это может вызывать инициацию реакции Майяра, в ходе которой образуются конечные продукты глика‑
ции. Известно, что симптомы пищевой сенсибилизации значительно влияют на качество жизни, разно‑
образие кишечного микробиома и адаптационный потенциал. В частности у спортсменов это может вы‑
ражаться в снижении эффективности тренировочного процесса, что приводит к ухудшению показателей 
выносливости и  спортивной производительности. В  связи с  этим представляется актуальным изучение 
влияния реакции Майяра и AGEs на иммуногенность белков и анализ возможной связи между этими со‑
единениями и пищевой аллергией, а также разработка мероприятий по профилактике неблагоприятного 
воздействия аллергенов на организм профессионального спортсмена и любого другого потребителя.
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A BST R ACT
Food allergy, which affects about 8% of children and 5% of adults in the world, is one of the major global health 
problems, and allergen control is an important aspect of food safety. According to the FALCPA (Food Allergen La‑
beling and Consumer Protection Act of 2004 FDA), more than 160 foods can cause allergic reactions, with eight of 
them responsible for 90% of all food allergies in the United States, including milk, eggs, wheat, peanuts, soybeans, 
tree nuts, crustaceans and fish, also known as the Big 8. Most foods that are sources of obligate allergens are heat 
treated before consumption, which can trigger the Maillard reaction, which produces glycation end products. 
Symptoms of food sensitization are known to significantly affect the quality of life, gut microbial diversity and 
adaptation potential. In particular, in athletes, this can be expressed in a decrease in the effectiveness of the train‑
ing process, which leads to poor endurance and athletic performance. In this regard, it seems relevant to study the
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effect of the Maillard reaction and AGEs on the immunogenicity of proteins and the possible relationship between 
these compounds and food allergy, as well as to develop measures to prevent the adverse effect of allergens on the 
body of a professional athlete and any other consumer.

FUNDING: The review was prepared as part of the research work carried out on the basis of the Federal State Budgetary Scientific Institution “Federal 
Research Center of Nutrition and Biotechnology”, on topic No. 0529–2019–0059 “Development of a system of anthropometric and physiological-
biochemical methods for assessing the effectiveness of the use of alimentary factors to increase the physical endurance of athletes of various types of 
sports and the choice of morphological markers of alimentary-dependent pathologies”.

1. Введение
Нативные белки пищевых продуктов образуют специ‑

фические компактные 3D-структуры. Они определяются 
первичной (последовательность аминокислот), вторичной 
(образование α-спирали и β-листов) и третичной структура‑
ми. Образование α-спиралей и β-листов обусловлено взаи‑
модействиями между полипептидными цепями, связанны‑
ми гидрофобными и  гидрофильными взаимодействиями, 
электростатическими силами и  дисульфидными связями 
[1]. Этот комплекс химических взаимодействий создает 
уникальную белковую конформацию, которая при термиче‑
ской обработке подвергается реорганизации на всех струк‑
турных уровнях. Изменения α-спиральных и  β-листовых 
структур отмечаются при температуре выше 55 °C, а полная 
потеря вторичной и  третичной структур с  расщеплением 
дисульфидных связей происходит при температурах выше 
70–80  °C [2]. В  то же время межмолекулярные взаимодей‑
ствия из-за денатурации белка могут привести к  агрега‑
ции белка и  реакциям сшивания между аминокислотами 
и  присутствующими сахарами. Эти термоиндуцированные 
конформационные изменения пищевых белков могут до‑
полнительно влиять на переваривание и поглощение белков 
и пептидов эпителием кишечника, а также на их распозна‑
вание иммунными клетками. В частности, под воздействи‑
ем термической обработки в пищевых продуктах иницииру‑
ется реакция Майяра (РМ) [3,4]. РМ вызвана конденсацией 
карбонильной функциональной группы (альдегидной или 
кетоновой), содержащейся в  сахарах, и  α-аминогруппы 
аминокислот (в  лизине и/или аргинине), аминов, пепти‑
дов, белков и других химических соединений. Выделяют три 
стадии РМ: начальную, промежуточную и продвинутую [5]. 
На начальной стадии карбонильные соединения реагируют 
с аминосоединениями с образованием нестабильного осно‑
вания Шиффа, что является обратимым процессом в  РМ. 
Затем формируются относительно стабильные продукты 
перегруппировки Амадори или Хейнса [3]. Промежуточная 
стадия МР включает в себя разложение продуктов перегруп‑
пировки Амадори, в первую очередь дегидратацию и деза‑
минирование сахаров. Эти процессы являются зависимыми 
от рН среды: при рН > 7 восстановленные кетоновые продук‑
ты будут образовываться в результате реакции 2,3-енолиза‑
ции, а при более низких значениях —  по пути 1,2-енолиза‑
ции. В дальнейшем промежуточные продукты подвергаются 
серии реакций, включая циклизацию, дегидратацию, изоме‑
ризацию с образованием высокомолекулярных полимеров, 
например, меланоидинов, которые являются основными 
соединениями, придающими характерный цвет продуктам 
при обжаривании кофе, солода, какао и  выпечке хлебобу‑
лочных изделий. За появление специфических ароматов 
отвечают гидроксиметилфурфурол, мальтол, фурфуриловый 
спирт, фурфураль, 2-ацетилфуран и другие вещества, возни‑
кающие в результате РМ [6].

Целями и задачами являлось изучение влияния реакции 
Майяра и AGEs на иммуногенность белков и анализ возмож‑
ной связи между этими соединениями и степенью выражен‑
ности пищевой аллергии. Целесообразной представляется 
разработка мероприятий по профилактике неблагоприят‑

ного воздействия аллергенов на организм профессиональ‑
ного спортсмена и любого другого потребителя.

2. Материалы и методы
Форма проведения исследований представляет собой 

анализ и  обобщение научных статей, где объектами ана‑
лиза являются антропометрические и  физиолого-биохи‑
мические методы оценки эффективности использования 
алиментарных факторов для повышения физической вы‑
носливости спортсменов различных видов спорта и  вы‑
бор морфологических маркеров алиментарно-зависимых 
патологий. Отбор актуальных научных статей, проводили 
в  российских и  иностранных электронных базах данных: 
Web of Science, Scopus, Научной электронной библиотеки РФ 
(elibrary.ru), Российской государственной библиотеки с глу‑
биной поиска 15 лет. Подробный анализ каждой отобранной 
научно-исследовательской работы осуществляли на основе 
соответствия цели и задач представленного обзора, а также 
по критериям включения. Из каждой публикации были взя‑
ты следующие сведения: автор(ы), год публикации, страна, 
цель и задачи исследования, методология проведенного экс‑
перимента и его результаты.

Критериями включения статей в  обзор были выбраны 
ключевые слова: «реакция Майяра», «конечные продукты 
гликирования», «иммуногенность».

3. Результаты и обсуждение
Исследования показали, что некоторые соединения, 

образующиеся в ходе РМ, могут улучшить антиоксидантные 
свойства продуктов с высоким содержанием жиров, которые 
легко окисляются. Введение этих веществ в  продукты пи‑
тания, по сравнению с  синтетическими антиоксидантами, 
такими как трет-бутилгидрохинон, бутилированный ги‑
дроксианизол, бутилированный гидрокситолуол, является 
более предпочтительным для потребителей. Эти антиокси‑
дантные эффекты обусловлены различными механизмами, 
включая хелатирование ионов металлов, разрушение цепей 
свободных радикалов и перекиси водорода, а также связы‑
вание активных форм кислорода [7].

Исследования показали, что модификация пищевых 
белков с помощью РМ может улучшить их функциональные 
свойства [8,9]. При изучении условий протекания реакции 
гликирования между сывороточным белком и  декстраном 
установлено, что при концентрации белка более 4,2% гли‑
козилированный сывороточный белок имел более высокую 
растворимость и термическую стабильность в широком диа‑
пазоне рН, чем нативный белок [10]. Конъюгат между изоля‑
том сывороточного белка и κ-каррагинаном (1:1), получен‑
ный в ходе РМ при температуре 60 °C в течение 24 ч, обладал 
оптимальными характеристиками эмульгатора и  стабили‑
затора [11]. Гелеобразование является одним из важнейших 
функциональных свойств сывороточного белка. Холодные 
гели, полученные в  процессе РМ между изолятом сыво‑
роточного белка и  мальтодекстрином в  соотношении 1:1, 
отличались повышенной прочностью водородных связей, 
а также улучшенной упругостью и влагоудерживающей спо‑
собностью [12]. РМ улучшает пенообразующую способность 
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молочного белка. Дополнительные способы модификации 
гликирования белков включают сухой нагрев, влажную тер‑
мическую обработку, обработку ультразвуком, импульсно-
электрические поля, электроспиннинг, облучение, методы 
высокого давления, экструзию и другие.

Белки, модифицированные в ходе РМ, могут образовы‑
вать биомембраны с улучшенными гидрофильными и пла‑
стичными характеристиками. Κ-казеин  —  единственный 
гликозилированный казеин молока, который из-за плен‑
кообразующих свойств может быть использован в качестве 
биоразлагаемого упаковочного материала пищевых продук‑
тов. Конгломераты казеина-мальтодекстрина применяются 
в  качестве нанокапсуляционных носителей биологически 
активных веществ в пищевой промышленности [13,14].

С другой стороны, РМ является одной из основных при‑
чин порчи пищевых продуктов. Так, при нагревании сыра 
до температуры 120 °C в течение 5 мин., возникает специ‑
фический запах, предаваемый фуранеолом и  мальтолом, 
образовавшимися в результате гликирования. Образование 
Nε-карбоксиметиллизина и  Nε-карбоксиэтиллизина рас‑
сматривают как основную причину изменения цвета сыр‑
ных продуктов. По мере увеличения их содержания цвет 
сыра постепенно меняется от белого до желтого [15]. РМ 
между лактозой и  лизином в  пищевых продуктах снижа‑
ет усвояемость и  биодоступность этой аминокислоты [16]. 
Кроме того, РМ также влияет на биодоступность некоторых 
микроэлементов (железа, фосфора, магния) [17]. Во время 
обработки и хранения пищевых продуктов РМ могут обра‑
зовываться токсичные вещества, такие как акриламид, ге‑
тероциклические амины, фуран, 5-гидроксиметилфурфурол 
и Nε-карбоксиметиллизин [18]. Доказана их нейро- и гепа‑
тотоксичность, канцерогенность, тератогенное действие. 
Таким образом, они оказывают негативное влияние на со‑
стояние здоровья человека [19].

Начальная фаза аллергической сенсибилизации пред‑
ставляет собой особую иммунную реакцию, приводящую 
к  образованию аллерген-специфических антител Ig  E. Ан‑
титела IgE могут сшивать соседние клеточные молекулы IgE 
на базофилах и тучных клетках при повторном воздействии 
аллергенов, что приводит к дегрануляции и высвобождению 
медиаторов, включая гистамин, простагландины, лейкот‑
риены и тромбоксаны. Эти медиаторы вызывают типичные 
симптомы аллергии IgE-опосредованного типа, включая 
ринит, атопический дерматит, бронхоспазм, анафилаксию 
[20]. Данные симптомы могут значительно снизить эффек‑
тивность тренировочного процесса и привести к снижению 
показателей выносливости и  профессиональной произво‑
дительности спортсменов. Биохимические и  конформаци‑
онные изменения белков, вызванные продуктами РМ, могут 
привести к маскировке существующих эпитопов, связываю‑
щих антитела, а также к созданию новых структур, которые 
являются более иммуногенными и, таким образом, иници‑
ируют IgE-опосредованную аллергию. Потенциальная спо‑
собность гликированного белка оказывать иммунологиче‑
ское действие in vivo зависит от скорости его всасывания 
в  желудочно-кишечном тракте и  поступления в  кровь для 
последующего контакта с иммунной системой [21,22].

Для возникновения иммунного ответа пищевые белки 
должны быть устойчивы к  процессу пищеварения и  нахо‑
диться в  желудочно-кишечном тракте в  течение опреде‑
ленного периода времени, достаточного для сенсибилиза‑
ции [23–25]. Известно, что высокотемпературная обработка 
и  гликирование могут изменять восприимчивость белков 
к  желудочно-кишечному пищеварению. Повышение тем‑
пературы вызывает нарушение пространственной струк‑
туры белка, в  том числе увеличение доступности линей‑

ных эпитопов, и  приводит к  лучшей восприимчивости 
ферментативного протеолиза, что показано на примере 
β-лактоглобулина, подвергнутого воздействию температу‑
ры 90 °C. С другой стороны, гликированные участки, обра‑
зованные в  процессе РМ, могут замедлять переваривание 
белков в желудочно-кишечном тракте in vitro [26–29].

Химическая структура продуктов РМ, образующихся 
на ее конечной стадии, очень разнообразна и  включает 
Nε-карбоксиметил-лизин, Nε-карбоксиэтил-лизин, пирра‑
лин, глиоксаль, метилглиоксаль, акриламид, фуран, про‑
изводные бис(лизил)имидазола, которые в  совокупности 
называются конечными продуктами гликирования (AGEs). 
По происхождению их можно классифицировать на экзо‑
генные и эндогенные. Рацион питания является основным 
источником экзогенных AGEs, тогда как эндогенные обра‑
зуются в процессе физиологического гликирования белков 
в органах, тканях и средах организма. Nε-карбоксиметил-
лизин, пирралин и  пентозидин относятся к  свободным 
формам AGEs; другие соединения представляют собой 
группу гетерогенных пептидно-/белково-связанных струк‑
тур [30–32]. Nε-карбоксиметил-лизин был первым иден‑
тифицированным AGEs, полученным в  результате окис‑
лительного расщепления продуктов перегруппировки 
Амадори. Nε-карбоксиэтил-лизин является его гомологом, 
который образуется в результате реакции метилглиоксаля 
с лизином. Пирралин, являющийся производным пиррола, 
содержащим Nε-аминогруппу лизина, предположительно 
преобладающий AGEs в пищевых продуктах. Альтернатив‑
ным ключевым участком РМ может служить гуанидиновая 
группа аргинина. В  ходе взаимодействия аргинина с  ок‑
соальдегидами, глиоксалем и  3-дезоксиглюкозоном син‑
тезируются гидроимидазолоны и  дигидроксиимидазолин 
[33–35].

Было доказано, что некоторые продукты РМ могут функ‑
ционировать как активаторы дендритных клеток (ДК). ДК 
рассматривают в  качестве важных антиген-представляю‑
щих клеток в иммунной системе. ДК несут на себе несколько 
типов рецепторов, распознающих гликированные структу‑
ры, включая рецепторы для конечных продуктов гликиро‑
вания (AGE-R1/OST-48, AGE-R2/80K-H, AGE-R3), рецепторы-
мусорщики (SR-A и SR-B), рецепторы галектина-3 и CD-36. 
Действуя через эти рецепторы, гликированные структуры 
могут влиять на распознавание, поглощение и  процессинг 
пищевых аллергенов в ДК [36,37]. Рецепторы AGEs (RAGEs) 
широко экспрессируются в клетках и тканях и представляют 
собой трансмембранный белок с мультилигандными связы‑
вающими свойствами, который принадлежит к суперсемей‑
ству иммуноглобулинов. Физиологически RAGE действует 
как рецептор не только для эндогенных лигандов, таких как 
белок группы с высокой подвижностью box 1 (HMGB1), белки 
S100 и β-амилоид, но и для экзогенных гликированных бел‑
ков и пептидов. Связывание этих молекул с RAGE вызывает 
окислительный стресс, воспаление и  адаптивные иммун‑
ные реакции через различные RAGE-зависимые клеточные 
сигналы. Сигнальные пути, опосредованные RAGE, вклю‑
чают митоген-активируемые протеинкиназы, контроли‑
рующие транскрипцию генов, метаболизм, пролиферацию 
и подвижность клеток, апоптоз (MAPK, в том числе киназы 
SAPK/JNK, ERK1/2 и p38 MAP), rho-GTPases, каскад JAK/STAT 
с  участием киназы Януса (JAKs), преобразователя сигнала 
и  активатора белков транскрипции (STATs) и  фосфоинози‑
тид-3-киназы (PI-3K). Взаимодействие AGEs-RAGEs вызыва‑
ет генерацию активных форм кислорода через стимуляцию 
NADPH-оксидазы. Активированные пути приводят к  уси‑
лению транскрипции генов, связанных с воспалительными 
реакциями и  окислительным стрессом. В  случае высокого 
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поступления AGEs с рационом питания, рецепторы AGE-R1 
и  SR связываются с  продуктами РМ путем рецептор-опос‑
редованного эндоцитоза, что приводит к внутриклеточному 
поглощению и  деградации избыточного количества AGEs 
[38–41].

Рецепторы-мусорщики класса А  (SR-A) представляют 
собой трехмерные трансмембранные гликопротеины, кото‑
рые регулируют эндоцитарное поглощение и лизис молекул 
AGEs. Сайты связывания SR-A1 с  AGEs находятся в  конку‑
рентном взаимодействии с  сайтами модифицированного 
липопротеина низкой плотности (ЛПНП), таким образом, 
вовлекая экзогенные AGEs в SR-A1-ассоциируемое развитие 
атеросклероза. С  другой стороны, SR-B1 и  CD-36 являются 
двумя представителями рецепторов-мусорщиков класса B 
(SR-B), отвечающими за распознавание модифицированных 
белков. Например, гликированная форма основного аллер‑
гена яйца  —  овальбумина (OVA)  —  связывается с  классом 
рецепторов-мусорщиков SR-A, что приводит к более выра‑
женному цитокиновому ответу Т-хелперов 2-го типа. Анало‑
гичным образом комплекс AGEs и сывороточного альбумина 
(BSA) стимулировал созревание ДК, увеличивал их способ‑
ность вызывать пролиферацию Т-клеток и усиливать секре‑
цию цитокинов [42–44]. Однако в ряде работ были получены 
данные, показывающие снижение антигенности белка коро‑
вьего молока в  ходе РМ. Taheri-Kafrani et al. [45] показали, 
что степень снижения антигенности β-лактоглобулина была 
пропорциональна длительности РМ. Аналогичные резуль‑
таты получены Bu. G et al. [46], установившими, что комби‑
нация глюкозы и α-лактальбумина может снизить антиген‑
ность последнего.

Heilmann et al. [47] стремились идентифицировать гли‑
кированные структуры, усиливающие иммуногенность 
Т-клеток пищевого аллергена путем модификации OVA 
различными AGEs, таким как пирралин. Для оценки им‑
муногенности гликированных OVA мышиные OVA-специ‑
фические CD4+ Т-клетки культивировали совместно с  ДК, 
полученными из костного мозга. Установлено, что пирра‑
лин-модифицированный OVA наиболее выражено усиливал 
иммуногенность CD4+ Т-клеток, что проявлялось в увеличе‑
нии синтеза IL-2, IFN-γ и IL-17A по сравнению с реакцией на 
другие гликированные формы и необработанный нативный 
OVA. Результаты исследования показали, что некоторые эк‑
зогенные AGEs могут связываться с  рецепторами на анти‑
ген-представляющих клетках и  изменять иммуногенность 
Т-клеток. Когда мембранно-связанный иммуноглобулин на‑
ивных В-клеток вступает в контакт со специфическими пи‑
щевыми антигенами и рецепторами CD40 на активирован‑
ных Th2, В-клетки дифференцируются в  активированные 
плазматические клетки, синтезируя антиген-специфиче‑
ский IgE [47]. Кроме того, продукты РМ влияют на потенциал 
связывания специфического IgE с пищевыми аллергенами. 
Также возможно образование агломератов, несущих боль‑
шое количество эпитопов, вызывающих повышенную де‑
грануляционную способность базофилов или образование 
новых эпитопов —  неоаллергенов, способных взаимодейст‑
вовать с антигенпредставляющими клетками [27,29,32]. Это 
приводит к  презентации антигена и  последующей диффе‑
ренцировке Т-клеток, а также к производству антиген-спе‑
цифического Ig E.

Было доказано, что РМ разнонаправленно влияет на 
IgE-связывающую способность некоторых пищевых аллер‑
генов. На основе функционального теста активации базофи‑
лов Cucu et al. [48] показали, что у двух из шести пациен‑
тов с  аллергией на фундук отмечена усиленная активация 
базофилов после экспозиции к  модифицированному экс‑
тракту фундука. Другое исследование показало, что у  70% 

пациентов, сенсибилизированных к сое, была повышенная 
активация базофилов при их инкубации с  гликированны‑
ми соевыми белками по сравнению с инкубацией с соевы‑
ми белками, модифицированными только нагреванием без 
добавления сахаров. Кроме того, выявлены повышенные 
уровни (в 3–8 раз) специфического IgE по отношению к об‑
работанным пищевым антигенам у 31% пациентов по срав‑
нению с антигенами нативных пищевых продуктов [31,32].

Большинство случаев пищевой аллергии являются 
IgE-опосредованными реакциями, в  ходе которых специ‑
фические антитела IgE распознают короткие фрагменты 
аллергенов, называемые эпитопами, что приводит к реак‑
циям гиперчувствительности немедленного типа. Глики‑
рование изменяет как линейные, так и конформационные 
структуры аллергенных белков, что приводит либо к мас‑
кировке эпитопов, либо к образованию новых аллергенов, 
влияя на степень выраженности сенсибилизации к пище‑
вым аллергенам. В  частности, обжаривание арахиса при‑
водит к  увеличению уровня IgE у  пациентов с  аллергией, 
по сравнению с  действием термически необработанного 
продукта; AGEs-гликированный Ara h 1 (основной аллер‑
генный белок арахиса) показал повышенную способность 
к связыванию с рецепторами AGEs и более высокую устой‑
чивость к перевариванию в ЖКТ, чем интактный аллерген. 
Сообщалось, что соевые бобы, в  которых были накопле‑
ны продукты реакции Майяра, вызывают сильные аллер‑
гические реакции у  сенсибилизированных к  сое людей 
[23,26,29,31–33].

Однако, IgE-связывающие способности парвальбумина 
(основного аллергенного белка рыбы) были снижены после 
протекания РМ. Гликированный тропомиозин (основной 
аллергенный белок креветок) вызывал более тяжелые кли‑
нические симптомы аллергии у мышей по сравнению с нео‑
бработанным [49,50]. Таким образом, реакция Майяра может 
играть важную роль в  иммуногенности Т-клеток пищевых 
аллергенов [51,52].

После нагревания в ходе РМ гликированный Fag t3 (ос‑
новной аллергенный белок гречихи Fagopyrum tataricum) 
ковалентно связывался с  полисахаридами, при этом его 
IgE-связывающие свойства резко снижались, также наблю‑
дались значительные изменения в  электрофоретической 
подвижности, вторичной структуре и растворимости. Влия‑
ние гликирования на связывание IgE с Fag t3 коррелировало 
со значительным изменением структуры и эпитопов белка. 
Эти данные указывают на то, что конъюгация полисахари‑
дов с  Fag t3 заметно снижала реактивность аллергена, что 
может служить эффективным методом снижения его имму‑
ногенности [53].

Эпидемиологические исследования выявили взаимос‑
вязь между моделями пищевого поведения и  пищевой ал‑
лергией. Частота встречаемости пищевой аллергии положи‑
тельно коррелирует с количеством предприятий «быстрого 
питания», предлагающих блюда с  высоким содержанием 
AGEs в Австралии и Соединенных Штатах, а также с потре‑
блением сахара и подсластителей в США. Кроме того, у насе‑
ления городских районов отмечается более высокая распро‑
страненность пищевой сенсибилизации, чем среди жителей 
сельских районов с  пониженным социально-экономиче‑
ским уровнем и структурой питания, в которой преобладают 
менее рафинированные продукты и щадящая термическая 
обработка [54–56].

Инструментальные методы детекции AGEs включают 
высокоэффективную жидкостную хроматографию, осна‑
щенную детектором диодной решетки или флуоресцент‑
ным детектором, газовую хроматографию в  сочетании 
с  масс-спектрометрией, сверхэффективную жидкостную 
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хроматографию в  сочетании с тандемной спектрометрией 
и  жидкостную хроматографию в  сочетании с  тандемной 
масс-спектрометрией; иммуноферментный анализ [57]. 
Ряд исследований был посвящен определению уровней ко‑
нечных продуктов РМ в традиционных пищевых продуктах. 
Максимальное содержание Nε-карбоксиметил-лизина уста‑
новлено в зерновых и снековых продуктах (до 1003,8 мг/кг 
белка) в отличие от мяса (210,1 мг/кг белка), молока (205 мг/кг 
белка), овощей и фруктов (76,7 мг/кг белка). В другой работе 
были определены уровни Nε-карбоксиметил-лизина в  549 
пищевых продуктах. Установлено, что самые высокие кон‑
центрации обнаружены в продуктах животного происхож‑
дения со значительным содержанием жира. Подсчитано, 
что типичный западный рацион содержит от 0,5 до 1,2 г про‑
дуктов Амадори и от 25 до 75 мг AGEs (Nε-карбоксиметил-
лизина и  пирралина), тогда как средиземноморская диета 
содержит значительно меньшее количество этих соедине‑
ний [58–60].

Предполагают, что устойчивые к пищеварительным фер‑
ментам AGEs взаимодействуют с микробиомом кишечника, 
оказывая влияние на его видовое разнообразие и  состоя‑
ние здоровья хозяина [61–64]. В  моделях экспериментов 
на грызунах, получающих рационы с  высоким содержани‑
ем AGEs, наблюдалось увеличение числа Firmicutes на фоне 
сокращения Bacteroidetes. Отмечено сниженное содержа‑
ние Ruminococcaceae и  Alloprevotella, синтезирующих ко‑
роткоцепочечные жирные кислоты, и  увеличение уровней 
Desulfovibrio и Bacteroides, что приводило к усилению синте‑
за аммиака и жирных кислот с разветвленной цепью. Даль‑
нейший метаболомный анализ выявил изменения обмена 
углеводов и белков. Напротив, у крыс, находившихся на вы‑
сокожировом рационе, на фоне введения гликированного 
белка рыб, было отмечено уменьшение популяции родов 
Helicobacter и Lachnospiraceae NK4A136.

В  исследовании состояния здоровья 20 мужчин, потре‑
блявших в течение 2-х недель рацион с пищевыми продук‑
тами, подвергнутыми высокотемпературной обработке, 
сокращение Lactobacillus было связано с поступлением Nε‑
карбоксиметил-лизина в продуктах перегруппировки Ама‑
дори; в то время как количество Bifidobacterium коррелиро‑
вало только с потреблением соединений Амадори [65].

Сокращение количества экзогенных AGEs, поступаю‑
щих с  рационом, представляется эффективным и  неинва‑
зивным подходом к  профилактике их неблагоприятных 
последствий для здоровья. У  пациентов с диабетом 2 типа 
ограничение потребления этих соединений приводило как 
к  снижению эндотелиальной дисфункции и  уменьшению 
экспрессии провоспалительных цитокинов и  маркеров, 
связанных с  окислительным стрессом, так и  к  повышению 
резистентности к  инсулину [66]. Аналогичные результаты 
в  виде нормализации липидного профиля и  уменьшения 
концентрации воспалительных цитокинов у лиц с предди‑
абетическими состояниями получены на фоне соблюдения 
24-недельного потребления рациона с низким содержанием 
AGEs [67,68]. У пациентов с почечной недостаточностью че‑
рез 4 недели такого нутритивного вмешательства снижались 
уровни Nε-карбоксиметил-лизина, метилглиоксаля, ЛПНП 
и  аполипопротеина В  как в  сыворотке, так и  в  диализате 
крови. В  результате 12-недельного исследования, сочетав‑
шего ограничение пищевых AGEs с комплексом физических 
упражнений, у мужчин с избыточным весом отмечено сни‑
жение уровня AGEs в сыворотке крови и количества жиро‑
вой ткани [69,70].

Качественный состав рациона питания разнонаправ‑
ленно влияет на содержание в нем AGEs. Nε-аминогруппа 
лизина и  гуанидиновая группа аргинина являются двумя 

основными активными сайтами протекания РМ. Молочные 
и мясные продукты с высоким содержанием лизина и ар‑
гинина, продукты с определенным количеством свободных 
аминокислот, например, соевый соус, склонны к образова‑
нию AGEs. С другой стороны, при нагревании сахара могут 
разлагаться на дикарбонильные соединения: глиоксаль, 
метилглиоксаль, которые являются высокореакционно‑
способными гликирующими молекулами и  определяются 
как предшественники AGEs. Содержание этих соединений, 
полученных из глюкозы, достаточно высоко в  нектарах, 
соках, безалкогольных напитках и  кондитерских издели‑
ях [69,70]. Перекисное окисление липидов также способ‑
ствует образованию производных дикарбонила; богатые 
жирами продукты имеют более высокое содержание Nε‑
карбоксиметил-лизина по сравнению с их обезжиренными 
аналогами.

Ряд антиоксидантных соединений может заметно вли‑
ять на образование AGEs, блокируя протекание РМ. Зна‑
чительное количество природных биологически активных 
веществ, в первую очередь полифенолов, олиго- и полиса‑
харидов, выступает в качестве ингибиторов AGE в модель‑
ных системах или пищевых продуктах [9,71,72]. Более вы‑
сокий процент ингибирования гликирования в модельных 
системах BSA-фруктозы/глюкозы отмечен для некоторых 
полифенолов по сравнению с аминогуанидином (синтети‑
ческим ингибитором образования AGEs) [73–75]. При этом 
ингибирующая активность полифенолов в  отношении РМ 
во многом зависит от их положения и количества гидрок‑
сигрупп, а у олиго-/полисахаридов она связана с их соста‑
вом, молярным соотношением сахара и  степенью развет‑
вленности.

Для технологических факторов, продолжительность об‑
работки, влажность, pH и  наличие металлов переходных 
валентностей являются одними из наиболее значимых па‑
раметров. Наибольшая скорость реакции достигается, когда 
содержание влаги составляет от 30% до 75%; скорость реак‑
ции увеличивается с  повышением рН (от  3 до 9)  и темпе‑
ратуры. Наибольшей реакционной активностью обладают 
моносахариды и амины, менее активны пентозы и амино‑
кислотные последовательности, наименьшая реактоген‑
ность отмечена у белков и гексоз. Присутствие ионов метал‑
лов (железа, меди и цинка) может ускорить РМ. Начальный 
показатель рН и  буферная способность системы пищевого 
продукта влияют как на скорость, так и на направление РМ: 
показано, что реакция протекает медленнее при низком 
рН, достигая максимума на уровне рН 10 [1,2,76]. В допол‑
нение к параметрам обработки, условия хранения пищевых 
продуктов и  упаковочный материал также влияют на РМ. 
В  последние годы в  пищевой промышленности появились 
технологии нетермической переработки с  использованием 
действия электрических полей, генерируемых реакционно‑
способных форм (активных форм кислорода, образующихся 
при обработке холодной плазмой); в  тоже время влияние 
этих новых методов на генерацию AGEs еще предстоит ис‑
следовать.

4. Заключение
Таким образом, реакция Майяра является неотъемле‑

мой частью ряда традиционных технологических процессов 
в  пищевой промышленности, продукты которой могут об‑
ладать разнонаправленной физиологической активностью: 
с  одной стороны, они могут модифицировать иммуноген‑
ность пищевых антигенов и оказывать прямое токсическое 
действие и  отдаленные канцерогенные, тератогенные эф‑
фекты, а  с  другой —  усиливать антиоксидантные свойства 
продукта.
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Учитывая высокую распространенность явлений пи-
щевой непереносимости и  сенсибилизации среди насе‑
ления в целом и спортсменов в частности, целесообразно 
более глубокое исследование подходов к снижению имму‑
ногенности продуктов —  носителей облигатных пищевых 
аллергенов с  помощью реакции гликирования, что будет 
способствовать оптимизации адаптационного потенци‑
ала к  высоким психоэмоциональным и  физическим на-
грузкам.

Немаловажной представляется потенциальная возмож‑
ность модификации микробиома с помощью конечных про‑
дуктов РМ.

Актуальным представляется более глубокое изуче‑
ние влияния конечных продуктов РМ на функциональные 
свойства пищевой продукции, а  также разработка инстру‑
ментальных методов детекции AGEs и  технологии нетер‑
мической переработки сырья, сокращающей образование 
токсичных соединений.
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А ННОТА Ц И Я
Было проведено сравнительное испытание молокосвертывающих ферментов (МФ) животного происхож‑
дения (Naturen® Extra), микробного происхождения (Marzyme®) и МФ на основе рекомбинантного химо‑
зина верблюда (Chy-max® M) при производстве мягкого сыра «Любительский». К концу срока хранения 
сыров (12 сут при температуре 3 ± 1 °C) были отмечены различия по степени протеолиза (СП) и величине 
комплексного модуля сдвига G*, которые составили для сыров, произведенных с использованием МФ мар‑
ки: Naturen® —  СП = 17,86 ± 0,24%; G* = 4164 ± 587 Па; Marzyme ® —  СП = 17,98 ± 0,49%; G* = 4581 ± 786 Па; 
Chy-max® M —  СП = 9,85 ± 0,63%; G* = 7949 ± 1157 Па.  Сыры, произведенные с  применением МФ Chy-
max® M, обладали более плотной консистенцией, чем сыры, произведенные с использованием МФ Naturen 
или Marzyme, которые не имели существенных отличий в консистенции. В исследованных сырах степень 
выраженности горького вкуса была пропорциональна содержанию водорастворимых пептидов с массой 
0,5–3 кДа. В сырах, произведенных с МФ Marzyme®, отмечалась более интенсивная горечь, чем в сырах, 
произведенных с МФ Naturen®. В сырах, произведенных с использованием Chy-max® M, не отмечалось 
горького вкуса. Были сделаны выводы, что при производстве мягких сыров рекомбинантный химозин вер‑
блюда может быть использован для увеличения срока хранения, а МФ микробного происхождения можно 
рекомендовать для замены более дорогостоящих МФ животного происхождения.
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A BST R ACT
A comparative test was carried out for milk-clotting enzymes (MCE) of animal origin (Naturen® Extra), mi‑
crobial origin (Marzyme®) and MCE based on recombinant camel chymosin (Chy-max® M)  in the produc‑
tion of soft cheese “Lyubitelskiy”. By the end of the shelf life of the cheeses (12 days at a temperature of 3 ± 
1 °C), differences were noted in the degree of proteolysis (DP) and the value of the complex modulus G*, which 
were the following ones for cheeses produced with MCE of the brands: Naturen® —  DP = 17.86 ± 0.24%; G* = 
4164 ± 587 Pa; Marzyme® —  DP = 17.98 ± 0.49%; G* = 4581±786 Pa; Chy-max® M —  DP = 9.85 ± 0.63%; G* = 
7949 ± 1157 Pa. Cheeses made with Chy-max® M MCE had a denser texture than cheeses made with MCE of 
Naturen or Marzyme, which did not differ significantly in consistency. In the studied cheeses, the severity of 
the bitter taste was proportional to the content of water-soluble peptides with a mass of 0.5–3 kDa. Cheeses 
with Marzyme® MCE had a more intense bitterness than cheeses with Naturen® MCE. There was no bitter taste 
in cheeses produced with MCE of Chy-max® M. It was concluded that in the production of soft cheeses, recom‑
binant camel chymosin can be used to increase the shelf life, and MCE of microbial origin can be recommended 
to replace more expensive MCE of animal origin.

FUNDING: The article was published as part of the research topic No. 0585–2019–0012 of the state assignment of the V. M. Gorbatov Federal Research 
Center for Food Systems of RAS.

1. Введение
Мягкие сыры сочетают в  себе свойства как высокока‑

лорийного продукта, так и  продукта здорового питания, 

поэтому они широко представлены в  ассортименте сыров 
в странах развитого сыроделия. Недостатком мягких сыров 
является их короткий срок хранения. В этих сырах с высокой 
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скоростью идет протеолиз, в результате которого они быст‑
ро перезревают, приобретая вязкую, липнущую к ножу кон‑
систенцию, а также порок вкуса —  горечь.

Основным протеолитическим агентом в  мягких сырах 
является молокосвертывающий фермент (МФ). Значитель‑
ная часть МФ (до  30% от массы МФ, внесенной в  молоко) 
удерживается в  сырной массе [1]. Также в  мягких сырах 
имеются условия, оптимальные для активности МФ: высо‑
кое содержание влаги, низкое содержание соли, кислотность 
около рН 5 [2]. Увеличить срок хранения сыров можно сни‑
зив скорость протеолитических процессов, что может быть 
достигнуто в т. ч. за счет использования МФ с низкой проте‑
олитической активностью (ПА) [3,4,5].

Среди всех типов МФ, используемых в сыродельной про‑
мышленности, самым низким уровнем неспецифической 
ПА обладают рекомбинантные химозины [6]. Рекомбинант‑
ный химозин верблюда имеет низкий уровень неспецифи‑
ческой протеолитической активности. Полученные зарубеж‑
ными исследователями результаты показывают отчетливое 
снижение уровня протеолиза и увеличение срока хранения 
сыров при использовании в  производстве сыров рекомби‑
нантных МФ на основе химозина верблюда [5,7,8].

В процессе проведенной работы было исследовано вли‑
яние типа использованного МФ на динамику протеоли‑
за в мягких сырах и изучены связанные с этим изменения 
в структуре и вкусе сыров в процессе их хранения. Резуль‑
таты работы представляют практический интерес в рамках 
совершенствования технологии мягких сыров и увеличения 
их срока хранения.

2. Материалы и методы

2.1. Материалы
В  исследованиях использовали коровье молоко одного 

поставщика-производителя  —  ООО  «АгриВолга» (Ярослав‑
ская область, Угличский район, д. Бурмасово).

При производстве сыров использовали молочнокислую за‑
кваску на основе бактериальных концентратов БК-Углич-№ 4 
и  БК-Углич-№ 5А (ФГБНУ «Экспериментальная биофабри‑
ка», Россия), состоящую из набора культур Lactocococcus lactis 
subsp. lactis, Lactocococcus lactis subsp. cremoris, Lactocococcus 
lactis subsp. diacetylactis, с  предварительной активизацией 
культуры на стерилизованном молоке. Для свертывания мо‑
лока использовали МФ марок:

 � Marzyme® MT 2200 на основе кислой протеазы, выделен‑
ной от Rhizomucor miehei. Номинальная МСА 2200 IMCU/г 
(Danisco SAS, Франция);

 � Naturen® Extra 220 NB, представляющий собой натураль‑
ный сычужный фермент, выделенный из желудков телят 
с  номинальным содержанием химозина не менее 95%, 
пепсина —  не более 5%. Номинальная МСА 220 IMCU/см3 
(Chr Hansen A/S, Дания);

 � Chy-max® M 1000 на основе рекомбинантного химозина 
верблюда. Номинальная МСА 1000 IMCU/см3 (Chr Hansen 
A/S, Дания).

2.2. Методы
2.2.1. Методы исследования свойств молокосвертывающих 

ферментов
Определение общей протеолитической активности про‑

водилось по ГОСТ 34430–2018 1, применительно к слабокис‑
лым протеазам (при рН 5,3).

1 ГОСТ 34430–2018 «Ферментные препараты для пищевой промыш‑
ленности. Метод определения протеолитической активности». Москва: 
Стандартинформ, 2018. — 12 с.

2.2.2. Методы исследования свойств сыров
Активную кислотность сыра определяли в  суспен‑

зии сыра, для приготовления которой 10 г сыра растирали 
в ступке с 10 см3 деионизированной воды. Измерения актив‑
ной кислотности проводили на рН-метре рН-150МИ («Изме‑
рительная техника», Россия).

Определение массовой доли влаги проводили методом 
высушивания при температуре 102 ± 2 °C по российскому 
государственному стандарту ГОСТ 3626–73 2.

Определение массовой доли жира в  сырах  —  кислот‑
ным методом по российскому государственному стандарту 
ГОСТ Р 55063–2012 3.

Степень протеолиза в сырах выражали в процентах аб‑
солютного содержания растворимого азота от абсолютного 
содержания общего азота.

Определение массовой доли общего и растворимого азо‑
та проводили методом Къельдаля по российскому государ‑
ственному стандарту ГОСТ Р 54662–2011 4.

Экстракцию водорастворимого азота  —  по методу 
[9] в  модификации [10]: 20  г натертого сыра смешивали 
с  40  см3 деионизированной воды, гомогенизировали на 
высокоскоростном гомогенизаторе FSH-2A (Jiangsu Jinyi 
Instrument Technology Company Limited, Китай) в течение 
1 мин. Гомогенизированную смесь выдерживали при 40 °C 
в течение 1 ч при непрерывном перемешивании 100 мин‑1 
на орбитальном шейкере SK-O180-E (DLAB Scientific Co., 
Ltd, Китай). Образцы охлаждали до температуры 4 °C и цен‑
трифугировали при 3000 g в течение 30 мин. Верхний жи‑
ровой слой удаляли, а надосадок фильтровали на фильтрах 
из ацетата целлюлозы с размером пор 0,45 мкм (Владипор, 
Россия).

Определение молекулярно-массового распределения 
растворимых белковых веществ осуществляли в  вод‑
ных экстрактах из сыров методом гель-фильтрации вы‑
сокого разрешения с  использованием колонки Superose 
12 10/300  GL (GE  Healthcare, Швеция). Элюент —  водный 
раствор 0,05  М Na2HPO4 + 0,15 М NaCl, скорость пода‑
чи элюента —  0,5 мл/мин; длина волны детектора —  280 
нм. Калибровку колонки проводили по времени выхо‑
да белковых веществ с  известной молекулярной массой: 
IgG (180 кДа), альдолаза (158 кДа), BSA (69 кДа), овоаль‑
бумин (43 кДа), β-Lg (36,0 кДа), α-La (14,4 кДа), цитохром 
С  (12,3 кДа), триптофан (0,204 кДа). Калибровочный гра‑
фик был построен на основе логарифмической регресси‑
онной модели [11].

2.2.3. Процесс производства и хранения сыров
Производили мягкий сыр типа «Любительский» с  со‑

держанием жира в  сухом веществе 50%. Технологический 
регламент производства и  хранения мягкого сыра типа 
«Любительский» приведен в нашей статье, опубликованной 
в предыдущем номере журнала «Пищевые системы» [12].

2.2.4. Методы исследования микроструктуры сыров
Микроструктуру сыров исследовали методом световой 

микроскопии в  проходящем свете, на микросрезах сы‑
ров толщиной 100 ± 10 мкм. Коррекцию фотографий про‑
изводили с  помощью программного пакета Digital Photo 
Professional software v.4.5 (Canon Inc.).

2 ГОСТ 3626–73 «Молоко и молочные продукты. Методы определе‑
ния влаги и сухого вещества». Москва: Стандартинформ, 2009. — 11 с.

3 ГОСТ Р 55063–2012 «Сыры и сыры плавленые. Правила приемки, 
отбор проб и методы контроля». Москва: Стандартинформ, 2013. — 28 с.

4 ГОСТ Р 54662–2011 «Сыры и сыры плавленые. Определение мас‑
совой доли белка методом Кьельдаля». Москва: Стандартинформ, 
2012. — 16 с.
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2.2.5. Методы реологических исследований
Реологические показатели сыров исследовали с  приме‑

нением реогониометра Вайссенберга модели R-19 (Sangamo 
Weston Controls Limited, Великобритания). Режим испыта‑
ний: периодическое сдвиговое деформирование с заданной 
частотой и амплитудой колебаний. В качестве рабочих орга‑
нов использовали сочетание «конус-плоскость» диаметром 
25 мм. Угол при вершине конуса —  2 °. Линейность периоди‑
ческого режима деформирования обеспечивалась при ам‑
плитуде угловых перемещений рабочих органов 1,1 . 10–3 рад 
при частоте 3,16 Гц.

2.2.6. Методы статистического анализа
Математическая обработка данных проводилась с  при‑

менением программных пакетов Microsoft Excel и  Statsoft 
Statistica (v.5.5). Оценку влияния категориального фактора 
«тип МФ» на переменные отклика проводили с  помощью 
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) методом 
множественных сравнений Шеффе [13].

Эксперименты проводили с трехкратной повторностью.

3. Результаты и обсуждение
3.1. Состав и качество сыров, изготовленных  

с МФ разного типа
Изготовленные сыры были заложены на хранение. 

В процессе хранения, через 5, 10 и 12 сут, сыры извлекали 
из упаковки, отбирали пробы, упаковывали под вакуумом 
(давление (0,96 ± 0,01) . 10–5 Па; продолжительность вакуу‑
мирования —  17 с) в пакеты из полимерной пленки Амивак 
CH-B («Атлантис-Пак», Россия). Упакованные сыры хранили 
при температуре 3 ± 1 °C. Оценивали физико-химические 
и органолептические показатели (консистенция и вкус) сы‑
ров. На момент начала хранения отсутствовали отличия по 
составу и органолептическими показателями между образ‑
цами свежих сыров, изготовленных с использованием раз‑
ных типов МФ [12]. Свежие сыры характеризовались грубой, 
ломкой структурой со свободно отделяющейся на срезе сы‑
вороткой. В  процессе хранения сформировались отличия 
в  консистенции и  во вкусе между вариантами сыров, про‑

изведенных с разными типами МФ. Через 12 сут хранения, 
варианты сыров, изготовленные с МФ Naturen, приобретали 
мажущуюся, липнущую к ножу при разрезании консистен‑
цию, что означало завершение срока годности. Сыры, про‑
изведенные с  МФ Marzyme, характеризовались несколько 
более плотной консистенцией и  обладали способностью 
к нарезанию. Сыры, изготовленные с МФ Chy-max® M, обла‑
дали к  12 сут хранения в  меру пластичной консистенцией 
и имели возможность для дальнейшего хранения. Структура 
(внешний вид на срезе) сыров, произведенных с использо‑
ванием МФ разного типа, в конце срока хранения приведена 
на Рисунке 1.

Физико-химические показатели сыров в  конце срока 
хранения приведены в Таблице 1.

Таблица 1
Показатели сыров в конце срока хранения (12 сут)

Показатель состава сыров

Значение показателя для сыров, 
изготовленных с МФ марок

Marzyme 
MT 2200

Naturen 
Extra 220

Chy-max M 
1000

Кислотность, ед. рН 4,97 ± 0,04 а 4,93 ± 0,03 а 4,98 ± 0,02 а

М.д. сухого вещества, % 44,58 ± 0,58 а 44,17 ± 0,45 а 44,97 ± 0,64 а

М.д. жира, % 23,47 ± 0,25 а 23,47 ± 0,44 а 22,73 ± 0,24 а

М.д. общего белка,% 16,14 ± 0,16 а 15,93 ± 0,20 а 16,25 ± 0,06 а

М.д. растворимого белка, % 2,91 ± 0,11 а 2,85 ± 0,06 а 1,60 ± 0,10 b

Степень протеолиза, % 17,98 ± 0,49 а 17,86 ± 0,24 а 9,85 ± 0,63 b

Комплексный модуль  
сдвига G*, Па 4581 ± 786 а 4164 ± 587 а 7949 ± 1157 b

Примечание:
Данные приведены в форме «среднее значение ± стандартное отклоне‑
ние» (n = 3).
Данные внутри одной строки с одинаковыми надстрочными символами 
не имеют статистически достоверных отличий (p < 0,05, множественное 
сравнение с помощью теста Шеффе).

3.2. Обсуждение полученных результатов
3.2.1. Физико-химические показатели сыров

Содержание в сыре влаги, жира, белка и уровень рН ока‑
зывают определяющее влияние на консистенцию сыров [14]. 
При анализе полученных данных (Таблица 1)  при помощи 

Рисунок 1. Структура образцов мягкого сыра «Любительский», изготовленных с МФ марок: 
1 —  Marzyme; 2 —  Naturen Extra; 3 —  Chy-max M
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метода множественных сравнений Шеффе было установ‑
лено, что отсутствовало статистически значимое влияние 
(p < 0,05) типа МФ, использованного при производстве сы‑
ров, на содержание сухого вещества (влаги), жира, белка и на 
уровень рН в сырах в конце срока хранения. Следовательно, 
различия в  консистенции сыров, изготовленных с  исполь‑
зованием разных типов МФ, нельзя объяснить отличием их 
физико-химических показателей.

3.2.2. Степень протеолиза
Анализ приведенных в  Таблице 1 данных с  помощью 

метода множественных сравнений Шеффе показывает, что 
имеется статистически значимое (p  < 0,05) влияние типа 
МФ, использованного при производстве сыров, на степень 
протеолиза в  сырах в  конце срока хранения. В  частности, 
степень протеолиза в  сырах, произведенных с  химозином 
верблюда (МФ  Chy-max M), ниже, чем в  сырах, произве‑
денных с использованием МФ микробного происхождения 
(Marzyme), и, чем в сырах, изготовленных с телячьим сычуж‑
ным ферментом (Naturen).

Это объясняется низким уровнем неспецифической про‑
теолитической активности (ПА) у МФ Chy-max M. Установле‑
но, что уровень неспецифической ПА у препарата Chy-max 
M 1000 в  ~7 раз ниже, чем у  препарата Naturen Extra 220, 
и  в  ~50 раз ниже, чем у  препарата Marzyme MT 2200 [12]. 
При этом отсутствуют статистически достоверные отли‑
чия по степени протеолиза в конце срока хранения между 
сырами, произведенными с  использованием МФ Marzyme 
и  сырами, изготовленными с  применением МФ Naturen 
(p < 0,05, по критерию Шеффе). Это довольно неожиданно, 
учитывая тот факт, что МФ Marzyme имеет в ~7 раз больший 
уровень неспецифической ПА, чем МФ Naturen [12]. Полу‑
ченный результат можно объяснить различиями в  количе‑
стве МФ разного типа, переходящих из молока в  сырную 
массу. Количество МФ, перешедшего в  состав сырной мас‑
сы, оказывает влияние на степень расщепления казеина, 
а через это —  на структуру и вкус сыра [15]. МФ на основе 
химозинов (телячий сычужный фермент, рекомбинантные 
химозины теленка и верблюда) лучше удерживаются в сыр‑
ной массе. Установлено, что 30% и более от массы химози‑
нов, внесенной в молоко, переходит в сыр [1,6,16]. Протеаза 
R. miehei слабо удерживается молочным сгустком. Менее 3% 
от количества МФ микробного происхождения переходит 
в сыр [1,17]. Таким образом, высокая активность протеазы R. 
miehei нивелируется ее низким количеством в сырной мас‑
се, а высокое количество химозина, перешедшего в сырную 
массу, компенсирует низкую протеолитическую активность 
химозина. Результатом этого является установленное в рам‑
ках данного эксперимента отсутствие статистически досто‑
верных отличий (p < 0,05, по критерию Шеффе) по степени 
протеолиза между сырами, произведенными с использова‑
нием телячьего сычужного фермента (МФ Naturen) и сыра‑
ми, произведенными с использованием протеазы R. miehei 
(МФ Marzyme).

Другой причиной, объясняющей различия по степе‑
ни протеолиза между вариантами сыров, изготовленными 
с  разными типами МФ, является разная протеолитическая 
специфичность данных МФ. Сыры, произведенные с МФ ми‑
кробного происхождения Marzyme и сычужным ферментом 
Naturen, которые характеризовались одинаковой степенью 
протеолиза (Таблица 1), имели отличия в качественном со‑
ставе водорастворимых продуктов протеолиза. Графики 
молекулярно-массового распределения водорастворимых 
белковых веществ, выделенных из сыров, которые были из‑
готовлены с использованием разных типов МФ приведены 
на Рисунке 2.

Среди водорастворимых продуктов протеолиза в сырах, 
произведенных с  МФ Marzyme и  Naturen, содержится при‑
мерно равное количество пептидов массой от 5 до 20 кДа, 
но Marzyme образует большее количество пептидов массой 
< 5 кДа, чем Naturen, а Naturen образует большее количество 
пептидов массой > 20 кДа, чем Marzyme.

Протеаза R. miehei способна расщеплять большее коли‑
чество пептидных связей, в  сравнении с  химозином [18], 
и образовывать кроме крупных водорастворимых пептидов 
также малые пептиды и свободные аминокислоты. Свобод‑
ные аминокислоты и пептиды с малой молекулярной массой 
обладают вкусом. Наличие гидрофобных аминокислот в со‑
ставе пептидов служит причиной формирования их горько‑
го вкуса [19]. Пептиды с молекулярной массой свыше 6 кДа, 
даже содержащие в своем составе гидрофобные аминокис‑
лоты, не обладают горьким вкусом [20]. Избыточное нако‑
пление в сырах гидрофобных пептидов с молекулярной мас‑
сой менее 6 кДа является причиной возникновения горького 
вкуса продукта. Наиболее выраженный горький вкус прида‑
ют пептиды с молекулярной массой в диапазоне 0,5–3 кДа 
[21,22]. Гидрофобные пептиды образуются, в частности, при 
гидролизе бета-казеина. Подобные горькие пептиды были 
обнаружены в сырах, произведенных с использованием хи‑
мозина теленка, но отсутствовали в  сырах, изготовленных 
с использованием химозина верблюда [8].

В исследованных сырах степень выраженности горького 
вкуса была пропорциональна содержанию водораствори‑
мых пептидов с  массой 0,5–3 кДа. В  сырах с  МФ Marzyme 
отмечалась более интенсивная горечь («умеренно выражен‑
ный горький вкус»), чем в сырах с МФ Naturen («легкая гор‑
чинка»). В сырах, произведенных с МФ Chy-max M, не отме‑
чалось горького вкуса.

Однако оценка протеолиза по количеству водораствори‑
мых продуктов не отражает степень протеолитического дей‑
ствия фермента на белковую матрицу сыра [23].

Молокосвертывающие ферменты расщепляют казеины 
в основном на крупные фрагменты, часть из которых не яв‑
ляются водорастворимыми. Это подтверждается при иссле‑

Рисунок 2. Молекулярно-массовое распределение 
водорастворимых белковых веществ в образцах сыра 

«Любительский», произведенных с использованием разных 
типов МФ, в конце срока хранения
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довании протеолиза сырной массы методом электрофореза, 
позволяющего выявить наличие в т. ч. нерастворимых про‑
дуктов протеолиза [24,25,26].

Протеолиз, осуществляемый МФ, приводит к  разрывам 
связей белковой матрицы сыра и ослаблению ее прочности, 
но не к появлению большого количества водорастворимых 
пептидов. При высокой интенсивности протеолиза в сырах 
из-за разрыва связей в белковой матрице, образующей си‑
ловой каркас сыра, происходит потеря связности сырной 
массы, что внешне проявляется в  пластификации конси‑
стенции (излишне пластичная, вязкая, мажущаяся конси‑
стенция). Связь между протеолизом и  структурой сырной 
массы подтверждается результатами исследований микро‑
структуры сыров, произведенных с  использованием МФ 
разного типа [1,27,28].

3.2.3. Микроструктура
Фотоснимки, отображающие типичный вид микрострук‑

туры сыров, произведенных с  применением МФ разного 
типа, в  начале и  конце срока хранения, представлены на 
 Рисунке 3.

Свежие сыры, произведенные с применением МФ разно‑
го типа, не имели отличий в микроструктуре. Свежие сыры 
обладали неоднородной структурой, состоящей из отдель‑
ных зерен, разделенных отчетливыми границами, с  нали‑
чием пустот, которые заполнены влагой или пузырьками 
воздуха. На Рисунке 3.1 для примера приведен микропрепа‑
рат, типичный для свежего сыра «Любительский». В течение 
срока хранения сыра под действием протеолиза происхо‑
дит гидратация белков сырной массы. Влага, содержащаяся 
в  граничном слое между зернами, поглощается белковой 

Рисунок 3. Микроструктура образцов сыра «Любительский», произведенных с использованием разных типов МФ: 
1 —  типичный вид для свежих сыров; типичный вид для сыров в конце срока хранения, произведенных с МФ марки: 

2 —  Marzyme®; 3 —  Naturen® Extra; 4 —  Chy-max® M
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 матрицей, В результате чего исчезают границы между зер‑
нами, формируется однородная структура сыра. Чем выше 
степень протеолиза в сыре, тем больше изменяется структу‑
ра сыра с момента начала его созревания и хранения. Сыры 
с  низкой степенью протеолиза характеризуются неодно‑
родной структурой с наличием выраженных границ между 
сырными зернами. Сыры с  высокой степенью протеоли‑
за характеризуются более однородной, мелкодисперсной 
структурой, что связано с  исчезновением крупных зерен 
в результате их гидратации [1,7,29].

В исследованных образцах сыров в конце срока хранения 
отмечается зависимость микроструктуры от степени протео‑
лиза. Сыры, произведенные с использованием МФ Chy-max M, 
которые имели наименьшую степень протеолиза (Таблица 1), 
обладали наиболее неоднородной структурой, имеющей сход‑
ство с микроструктурой свежих сыров (Рисунок 3.4). В имев‑
ших более высокую степень протеолиза сырах, изготовленных 
с применением МФ Marzyme и Naturen, присутствовала более 
мелкодисперсная структура (Рисунки 3.2 и 3.3).

При равной степени протеолиза, сыры, произведенные 
с  использованием МФ Naturen и  МФ Marzyme (Таблица 1), 
имели отличия в  микроструктуре. Образцы сыров, изго‑
товленные с применением МФ Naturen, имели однородную 
структуру, что свидетельствует о высокой степени гидрата‑
ции белков сырной массы, в сравнении с образцами сыров, 
произведенных с применением МФ Marzyme, которые име‑
ли менее однородную структуру со следами границ между 
зернами, что говорит о  меньшей степени гидратации бел‑
ков (Рисунки 3.2 и  3.3). Это можно объяснить спецификой 
расщепления белков телячьим химозином (главным ком‑
понентом МФ Naturen), который расщепляет казеины, в т. ч. 
с образованием нерастворимых продуктов протеолиза. Та‑
кой характер протеолиза не приводит к увеличению пока‑
зателя «степень протеолиза», но сказывается на структуре 
сырной массы. Различия в  микроструктуре привели к  раз‑
личиям в консистенции сыров (см. Рисунок 1).

3.2.4. Реологические показатели
Анализ данных, приведенных в  Таблице 1, с  помощью 

метода множественных сравнений Шеффе, показывает, что 
имеется статистически значимое (p  < 0,05) влияние типа 
МФ, использованного при производстве сыров, на величи‑
ну комплексного модуля сдвига G*. Показатель G* отражает 
суммарную реакцию сырной массы на приложение дефор‑
мации и наиболее тесно коррелирует с органолептической 
оценкой консистенции. Сыры, имеющие твердую, упругую 
консистенцию, характеризуются высоким уровнем G*, в то 
время для сыров с  мягкой, пластичной консистенцией ха‑
рактерны низкие значения G* [30,31].

Отмеченные различия по величине G* между иссле‑
дованными вариантами сыров подтверждают различия 

в  консистенции данных вариантов сыров, установленные 
органолептической оценкой. Сыры, произведенные с  ис‑
пользованием МФ Chy-max M, характеризовались стати‑
стически достоверно более высоким уровнем G*, чем сыры, 
изготовленные с применением МФ Marzyme и Naturen, ко‑
торые не имели статистически достоверных отличий по 
величине G* (p < 0,05, по критерию Шеффе). Консистенция 
сыров, произведенных с применением МФ Marzyme, харак‑
теризовалась как «мажущаяся, пластичная», с МФ Naturen —  
«нежная, мажущаяся, вязкая, липнущая к  ножу при разре‑
зании», с МФ Chy-max M —  «в меру плотная, неоднородная, 
слегка мучнистая».

4. Заключение
На основании полученных данных можно сделать следу‑

ющие выводы:
1) МФ разного типа (животного, микробного происхожде‑

ния или рекомбинантные) обладают разным уровнем 
протеолитической активности и  отличаются по специ‑
фике протеолитического действия, что приводит к полу‑
чению разной степени протеолиза и отличающегося ка‑
чественного состава продуктов протеолиза в конце срока 
хранения в сырах, изготовленных с разными типами МФ.

2) Чем выше уровень неспецифической ПА у МФ, приме‑
няемого в производстве сыров, тем выше степень про‑
теолиза в сыре. Вследствие протеолиза, производимого 
МФ, происходит разрушение связей в белковой матри‑
це, образующей силовой каркас сыра, в результате чего 
консистенция сыров становится менее упругой и более 
пластичной. Среди продуктов протеолиза, образуемых 
МФ на основе микробных протеаз, присутствуют про‑
дукты свободные аминокислоты и  пептиды с  малым 
молекулярным весом (<5 кДа), которые придают вкус 
сыру, в т. ч. и горький привкус. Химозин верблюда, обла‑
дающий уровнем неспецифической ПА в  ~7  раз мень‑
шим, чем у телячьего сычужного фермента, и в ~50 раз 
меньшим, чем у протеазы R. miehei, производит в сырах 
наиболее низкий уровень протеолиза среди исследо‑
ванных МФ.

3) Использование при производстве мягких сыров МФ на 
основе рекомбинантного химозина верблюда позволя‑
ет увеличить срок хранения сыров за счет длительного 
сохранения кондиционной консистенции и  вкуса без 
образования порока горечи. МФ микробного происхож‑
дения на основе протеазы R. miehei, в сравнении с теля‑
чьим сычужным ферментом, производит такой же про‑
теолиз и обеспечивает равную продолжительность срока 
хранения сыров. При производстве мягких сыров МФ 
микробного происхождения могут служить экономиче‑
ски обоснованной заменой дорогостоящему сычужному 
ферменту.
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А ННОТА Ц И Я
В статье рассматривается вопрос применения фермента микробной трансглутаминазы (мТг) для произ‑
водства сыров типа брынзы. Микробная трансглутаминаза относится к семейству ферментов катализиру‑
ющих образование связей между аминогруппами. Одной из проблем при производстве высокобелковых 
продуктов, в частности сыров из козьего молока является дряблость сгустка. Использование мТГ в техно‑
логическом процессе позволило бы укрепить белковый матрикс продукта, тем самым улучшить его то‑
варные характеристики. При проведении гистологических исследований сыров, которые характеризуют 
состояние белкового матрикса, с применением данного вида фермента установлено, что белковая струк‑
тура продукта более сжата, что влияет на консистенцию сыров по сравнению с контрольными образцами 
(без применения мТГ). Консистенция становится резинистой, что плохо отражается на органолептической 
оценке продукта, которая является важной характеристикой при приобретении продукта покупателем. 
С помощью текстурного анализатора фирмы Brookfield показано, что структурно-механические характе‑
ристики с применением мТг улучшились для образцов сыра выработанного из коровьего молока в 1,5 раза, 
тогда как для козьего сыра в 2 раза. Анализ каталитической активности фермента показал, что данный 
фермент сохраняет свою активность в течение всего срока хранения сыра, что несет потенциальную опас‑
ность для здоровья человека. По истечению срока хранения продукта установлено, что изменение актив‑
ности фермента мТГ, составило не более 5% относительно исходных показателей. Активность фермента 
сохраняется не только в сыре, но и в побочном сырье — подсырной сыворотке, что в дальнейшем затруд‑
няет ее переработку.
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Ksenia A. Kanina1*, Nikolay A. Zhizhin2, Ekaterina A. Karakulova, Peter R. Atanasov1

1 Russian State Agrarian University — Moscow Timiryazev Agricultural Academy, Moscow, Russia
2 All-Russian Research Institute of the Dairy Industry, Moscow, Russia

KEY WORDS:  
bryndza cheese, cow and goat 
milk, enzyme activity, microbial 
transglutaminase (mTG), cheese 
whey

A BST R ACT
The paper examines the question of using the enzyme microbial transglutaminase (mTG) for bryndza cheese 
production. Microbial transglutaminase belongs to the enzyme family that catalyzes formation of bonds between 
amino groups. One of the problems in production of high-protein products, in particular, cheeses from goat milk 
is flabbiness of the clot. The use of mTG in the technological process would allow strengthening the product 
protein matrix, thereby improving its commercial characteristics. When performing the histological investigation 
of cheeses with this enzyme type to characterize the state of the protein matrix, the authors established that the 
product protein structure was more condensed compared to the control samples (without mTG), which affected 
cheese consistency. Consistency became more rubbery negatively influencing the product sensory properties, 
which are important traits for a consumer when buying a product. Using a Brookfield texture analyzer, it was 
shown that structural-mechanical characteristics were improved by 1.5 times for cheese samples produced from 
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cow milk and by 2 times for goat cheese when mTG was used. Analysis of the enzyme catalytic activity showed 
that this enzyme retained its activity throughout the whole storage period, which is a potential hazard for hu‑
man health. After shelf-life expiration, a change in the mTG activity was not more than 5% relative to the initial 
levels. The enzyme activity retained not only in cheese but also in the by-product — cheese whey, which made its 
processing more difficult.

1. Введение
Большое значение в  питании человека занимают мо‑

локо и  молочные продукты, они являются источниками 
различных видов питательных веществ, в  том числе не‑
заменимых, которые должны присутствовать в  рационе 
человека. Качество молока-сырья и  молочных продуктов 
зависит от многих факторов, которые стоит учитывать при 
производстве продуктов. Ведется поиск инновационных 
подходов по производству молочных продуктов, с  целью 
минимизировать потерю составных частей молока-сырья, 
при этом сделать процесс экономически выгодным. Так 
известно, что при производстве сыра в сыворотку перехо‑
дит около половины сухих веществ молока [1]. Она также 
обладает высокой биологической ценностью, так как в ней 
содержатся: минеральные вещества, витамины, ферменты, 
гормоны, иммунные тела, фосфолипиды, микроэлементы 
[2]. А  сывороточные белки, на долю которых приходится 
0,8–0,9%, служат дополнительным источником незамени‑
мых аминокислот (цистин, триптофан и  др.) [3]. В  связи 
с этим, дополнительное связывание сывороточных белков, 
уменьшение потерь общего белка при производстве сыра 
позволило бы решить проблему перехода сухих веществ 
в сыворотку, увеличить выход продукта, а также повысить 
его биологическую ценность. Одним из способов решения 
этой задачи является применение ферментных препара‑
тов, позволяющих интенсифицировать технологические 
процессы.

Применение ферментов, которые играют огромную роль 
при производстве молочных продуктов с целью улучшения 
качественных характеристик, является актуальным направ‑
лением.

Мировой рынок ферментных препаратов в  2019  году 
оценивают в  9,9 миллион долларов США. По прогнозам, 
данный сегмент будет и дальше расти на 7,1% с 2020 года по 
2027 год. Российский рынок ферментных препаратов недо‑
статочно развит в данном направлении, так как производи‑
тели отдают свое предпочтение импортным продуктам [4].

Наибольшую популярность получили ферменты, синте‑
зируемые из микроорганизмов: бактерий, грибков и дрож‑
жей. Это связано с тем, они имеют ряд преимуществ перед 
ферментными препаратами растительного и  животного 
происхождения, а именно: экологичность и высокую актив‑
ность, доступную очистку; производство легко контролиро‑
вать; устойчивы при эксретции; разнообразие микроорга‑
низмов способствует производству препаратов с  широким 
диапазоном специфичности; синтез препаратов возможно 
производить ежегодно [4].

Известно, свыше 2000 различных ферментов, из них око‑
ло 125 находится в молоке-сырье. Из секреторных клеток мо‑
лочной железы попадает около 80 ферментов [5]. Ферменты 
присутствуют в  молоке в  различных составных частях, так 
25 ферментов находится в водной фазе, 56 связаны с белком 
и оболочкой жировых шариков [6]. Источниками попадания 
ферментов в молоко является в основном продукты жизне‑
деятельности микроорганизмов, попадающих экзогенным 
путем, так и эндогенным. Кроме того, ферменты попадают 
в молоко из эпителиальных клеток альвеол молочной желе‑
зы. Ферментный спектр секреторных клеток многообразен, 
поэтому отмечаются адаптивные изменение активности 
и  свойств ферментов, зависящие от различных процессов 

жизнедеятельности живого организма, а  также непосред‑
ственно от секреторных свойств получения молока-сырья. 
Продуцируемая ферментативная активность остается неиз‑
менной на протяжении долгого времени, в особенности если 
она получена от бактериальной клетки. Так называемые на‑
тивные ферменты выполняют различную функции в молоке 
сырье: катализируют процессы гликолиза, липолиза, проте‑
олиза и т. д.

Кроме нативных ферментов присутствующих в  молоке 
сырье, существует спектр ферментов, которые важны для 
технологических процессов производства молочных про‑
дуктов. К таким ферментам относятся: как пепсин, химозин, 
липаза и т. д. Ферментные препараты в молочной промыш‑
ленности способствуют расширению ассортимента продук‑
ции, выводя производство на новый уровень за счет — эко‑
номии сырья, ускорения технологии, повышения выхода 
и качества продукции.

Повышение выхода и  качественных характеристик 
продукта возможно добиться за счет введения фермента 
микробной трансглутаминазы (мТГ), относящейся к  под‑
классу аминотрансферераз [7]. Этот фермент катализи‑
рует реакцию переноса между аминогруппой лизинового 
остатка (акцептора ацила) и  амидной группы глутамино‑
вых остатков (донора ацила) с модификацией связей изо‑
пептидной сшивки [7,8,9,10]. Деамидированием можно 
получить высокобелковых продукт с  улучшенными функ‑
циональными свойствами. Известно, что при добавлении 
к  кисломолочным продуктам фермент уменьшает сине‑
резис, тогда как в  производстве высокобелковых продук‑
тов приводит к повышению выхода белка. Кроме того, он 
применяется в  мясной промышленности придавая проч‑
ность в  колбасных изделиях малоценным остаткам мяса 
выполняя связующую функцию. Трансглутаминазу иногда 
называют «природным клеем», так как она участвует в про‑
цессах: свёртываемости крови, синтезе кожи, модифика‑
ции клеточного матрикса и других процессах. В 1989 году 
японскими учеными была получена трансглутаминаза из 
штамма почвенных бактерий Streptoverticillium mobaraense, 
которые в больших количествах синтезируют легко очища‑
емую ТГ [11,12,13,14].

В  ходе изучения проведенных исследований было вы‑
яснено, что на действие фермента оказывают влияние раз‑
личные факторы среды, в которых протекает реакция. К та‑
ким факторам относится: показатель рН в диапазоне от 5–9 
и температура от 2 до 55 °C. Именно в этом диапазоне мТГ 
проявляет наибольшую активность, например, а при темпе‑
ратуре от 72 °C и  выше происходит неполная денатурация 
белка с остатками пептидных связей [15].

Использование трансглутаминазы применительно для 
всех молочных продуктов. На основе информационных 
источников работ зарубежных и  отечественных ученых 
установлено, что использование трансглутаминазы способ‑
ствует лучшему формированию консистенции продукта. 
Связывание казеина, обусловленное взаимодействие моло‑
ка и трансглутаминазы, приводит к  уменьшению устойчи‑
вости мицелл казеина, образованию сгустка с повышенной 
прочностью, вязкостью и  влагоудерживающей способно‑
стью. Это приводит к тому, что с помощью фермента, воз‑
можно уменьшить количество вносимого белка и стабили‑
затора в продукт.
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Основными компонентами молока являются белки. Мо‑
лочные белки отвечают за многие физико-химические свой‑
ства продукта, а  именно: текстура, вязкость, устойчивость 
к термической обработке [8,9]. Белками молока являются — 
казеины (80%) и сывороточные белки (14%). Казеин состоит 
из трех фракций: αs1- (55%), β- (30%) и κ-казеин (15%). Сы‑
вороточные белки состоят из β-лактоглобулина (около 50% 
от СБ и 12% от всех белков молока), α-лактальбумина (20% 
от СБ и 3,5% от общего белка), иммуноглобулины [16].

Можно отметить, что наиболее быстрой связываю‑
щей способностью с  трансглутаминазой обладает казеин, 
имеющий доступную и  гибкую четвертичную структуру 
цепи [17].

В отличие от казеина, в нативной форме у сывороточ‑
ных белков не происходит реакции связывания, так как 
в  их структуре присутствует большое количество дисуль‑
фидных связей, обеспечивающих прочные связи внутри 
молекулы белка. Для решения этой проблемы необходимо 
проведение тепловой обработки молока, в которой проис‑
ходит денатурация белка, т.е разворачивание белка и сни‑
жение количества дисульфидных мостиков. После чего 
становится возможным образование дополнительных ко‑
валентных связей между сывороточными белками посред‑
ством ферментативной реакции, обеспеченной ферментом 
трансглутаминазой.

Еще одним аспектом применения данного фермента 
может быть использование его в  технологии переработки 
молока различных сельскохозяйственных животных, раз‑
личающихся фракционным составом белка. Так в  козьем 
молоке содержание сывороточного белка β-лактоглобулина, 
больше, чем в коровьем, поэтому при выработке сыра из та‑
кого молока, белковый матрикс сырного сгустка имеет более 
дряблую консистенцию. А применение фермента трансглу‑
таминазы в технологии сыров из козьего молока позволит 
получить устойчивый сгусток посредством усиленных свя‑
зей между белковыми молекулами [18].

При этом существует и множество противоречий, связан‑
ных с использованием ТГ в пищевых продуктах. Одним из 
таких является, проявление аллергии и  накопления транс-
жиров. Образуя новые связи, пищеварительные ферменты 
не справляются с расщеплением белков [19].

На территории РФ применение микробных фермент‑
ных препаратов в пищевой промышленности строго регла‑
ментируется в соответствии с ТР ТС 029/ 2012 «Требования 
безопасности пищевых добавок, ароматизаторов и  техно‑
логических вспомогательных средств». Использование мТГ 
решением Таможенного союза 029/2012 «О  безопасности 
пищевых добавок, ароматизаторов и технологических вспо‑
могательных средств» запрещено [20]. Известно, что актив‑
ность ферментов зависит от различных факторов: темпера‑
туры, рН, скорости протекания реакции и  срока хранения 
продукта.

Целью данной работы является оценка применения 
фермента мТГ как способа улучшения качественных по‑
казателей сыра типа брынзы, изготовленного из козьего 
и  коровьего молока. В  том числе анализ экономической 
эффективности применения данного ферментного пре-
парата.

Так же в  связи с  тем, что при применении микробной 
трансглутаминазы ограничено за счет возможной остаточ‑
ной ферментативной активности, будет проведена оценка 
этого показателя на протяжении срока хранения вырабо‑
танного продукта. В том числе необходимо исследовать фер‑
ментативную активность мТГ в  подсырной сыворотке, по‑
лученной в ходе технологического процесса, как источника 
сырья для дальнейшей переработки.

2. Материалы и методы
Исследования проведены на кафедре технологии хране‑

ния и  переработки продуктов животноводства РГАУ-МСХА 
им. К. А. Тимирязева совместно со Всероссийским научно-
исследовательским институтом молочной промышленности 
(ВНИМИ).

В качестве объектов исследования использовали молоко 
от коров черно-пестрой породы, полученное с  Зоостанции 
РГАУ-МСХА им. К. А. Тимирязева и молоко от коз зааненской 
породы, полученное из фермерского хозяйства «Заповедь» 
Коломенского района Московской области.

Работа проведена в  соответствии со следующей схемой 
исследования (Рисунок 1).

Для производства сыра использованы: хлорид кальция, 
сычужный фермент (пепсин) фирмы Hansen и фермент ми‑
кробного происхождения трансглутаминаза, TG-Maxilact» 
тип TG — B100, активностью в 100 единиц, мезофильная за‑
кваска Danisco CHOOZIT MM 101. Молоко подвергалось пас‑
теризации при температуре 72 °C, в течение 20–30 с. Затем 
его охлаждали и вносили компоненты для выработки сыра 
типа брынзы. После внесения в  молоко компонентов, его 
оставляли в  термостате и  наблюдали образование сгустка, 
при этом контролировали температуру и время свертывания 
молока. Сыр типа брынзы контрольных образцов свертыва‑
ние проводили при температуре 33–38 °C. Технологическая 
особенность введения фермента мТГ при производстве сыра 
типа брынзы состоит в том, что фермент вводится непосред‑
ственно перед сычужным свертыванием молока и  остав‑
ляется на 30 минут для образования геля при температуре  
50 °C. Добавление хлористого кальция производили 40 мг на 
литр молока в  контрольные и  опытные образцы. Закваску 
вносили в соответствии с рекомендациями производителя. 
Добавление сычужного фермента производили из расчета 
пробы на крепости сычужного фермента. Посол (сухой) го‑
ловки сыра осуществляли в течение нескольких дней.

В  ходе проведенных исследований изучены следующие 
показатели.

Органолептические свойства молока:
 � органолептические свойства коровьего молока в  соот‑

ветствии с  ГОСТ Р 52054–2003 «Молоко коровье сырое. 
Технические условия» (с Изменениями № 1, 2) [21];

 � органолептические свойства козьего молока в соответст‑
вии с  ГОСТ 32940–2014 «Молоко козье сырое. Техниче‑
ские условия» [22].
Физико-химические показатели молока и  сыра типа 

брынзы:
 � титруемая кислотность, ˚Т  — титриметрический метод 

в соответствии с ГОСТ 3624–92 «Молоко и молочные про‑
дукты. Титриметрические методы определения кислот‑
ности» [23];

 � массовая доля жира,% — с помощью кислотного метода 
в соответствии с ГОСТ 5867–90 «Молоко и молочные про‑
дукты. Методы определения жира» [24];

 � массовая доля влаги,% — определение с помощью при‑
бора Чижовой в  соответствии с  ГОСТ 3626–73 «Молоко 
и молочные продукты. Методы определения влаги и су‑
хого вещества» (c Изменениями N1,2,3) [25];

 � масса сыра, г — путем взвешивания на аналитических ве‑
сах с точностью до третьего знака
Гистологические показатели сыра (микроструктура 

сыра) проводили в соответствии со следующей методикой:
1. Подготовка препарата: из середины сыра вырезали кубик 

1 см3, фиксировали его в 10%-ном формалине в течение 
12–24 часов. Тонкие кусочки фиксированного и промыто‑
го препарата толщиной не более 0,5 см помещали в 12,5% 
раствор желатина на 6 ч, потом в  25% на 12 часов (при 

	Изучить физико-химические и органолептические свойства коровьего и козьего молока;
	Изучить применение фермента трансглутаминазы
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Исследования проведены на кафедре технологии хране‑

ния и  переработки продуктов животноводства РГАУ-МСХА 
им. К. А. Тимирязева совместно со Всероссийским научно-
исследовательским институтом молочной промышленности 
(ВНИМИ).

В качестве объектов исследования использовали молоко 
от коров черно-пестрой породы, полученное с  Зоостанции 
РГАУ-МСХА им. К. А. Тимирязева и молоко от коз зааненской 
породы, полученное из фермерского хозяйства «Заповедь» 
Коломенского района Московской области.

Работа проведена в  соответствии со следующей схемой 
исследования (Рисунок 1).

Для производства сыра использованы: хлорид кальция, 
сычужный фермент (пепсин) фирмы Hansen и фермент ми‑
кробного происхождения трансглутаминаза, TG-Maxilact» 
тип TG — B100, активностью в 100 единиц, мезофильная за‑
кваска Danisco CHOOZIT MM 101. Молоко подвергалось пас‑
теризации при температуре 72 °C, в течение 20–30 с. Затем 
его охлаждали и вносили компоненты для выработки сыра 
типа брынзы. После внесения в  молоко компонентов, его 
оставляли в  термостате и  наблюдали образование сгустка, 
при этом контролировали температуру и время свертывания 
молока. Сыр типа брынзы контрольных образцов свертыва‑
ние проводили при температуре 33–38 °C. Технологическая 
особенность введения фермента мТГ при производстве сыра 
типа брынзы состоит в том, что фермент вводится непосред‑
ственно перед сычужным свертыванием молока и  остав‑
ляется на 30 минут для образования геля при температуре  
50 °C. Добавление хлористого кальция производили 40 мг на 
литр молока в  контрольные и  опытные образцы. Закваску 
вносили в соответствии с рекомендациями производителя. 
Добавление сычужного фермента производили из расчета 
пробы на крепости сычужного фермента. Посол (сухой) го‑
ловки сыра осуществляли в течение нескольких дней.

В  ходе проведенных исследований изучены следующие 
показатели.

Органолептические свойства молока:
 � органолептические свойства коровьего молока в  соот‑

ветствии с  ГОСТ Р 52054–2003 «Молоко коровье сырое. 
Технические условия» (с Изменениями № 1, 2) [21];

 � органолептические свойства козьего молока в соответст‑
вии с  ГОСТ 32940–2014 «Молоко козье сырое. Техниче‑
ские условия» [22].
Физико-химические показатели молока и  сыра типа 

брынзы:
 � титруемая кислотность, ˚Т  — титриметрический метод 

в соответствии с ГОСТ 3624–92 «Молоко и молочные про‑
дукты. Титриметрические методы определения кислот‑
ности» [23];

 � массовая доля жира,% — с помощью кислотного метода 
в соответствии с ГОСТ 5867–90 «Молоко и молочные про‑
дукты. Методы определения жира» [24];

 � массовая доля влаги,% — определение с помощью при‑
бора Чижовой в  соответствии с  ГОСТ 3626–73 «Молоко 
и молочные продукты. Методы определения влаги и су‑
хого вещества» (c Изменениями N1,2,3) [25];

 � масса сыра, г — путем взвешивания на аналитических ве‑
сах с точностью до третьего знака
Гистологические показатели сыра (микроструктура 

сыра) проводили в соответствии со следующей методикой:
1. Подготовка препарата: из середины сыра вырезали кубик 

1 см3, фиксировали его в 10%-ном формалине в течение 
12–24 часов. Тонкие кусочки фиксированного и промыто‑
го препарата толщиной не более 0,5 см помещали в 12,5% 
раствор желатина на 6 ч, потом в  25% на 12 часов (при 

	Изучить физико-химические и органолептические свойства коровьего и козьего молока;
	Изучить применение фермента трансглутаминазы

37 °C). Пропитанные кусочки помещали в часовые стекла, 
заливали желатином и быстро охлаждали на поверхности 
холодной воды в  сосуде. Из застывшего желатина выре‑
зали залитые кусочки и  уплотняли в  20%-ном растворе 
формалина в течение 6 ч. Такие блоки хранили в 10%-ном 
формалине. После 10-минутной промывки уплотненные 
блоки разрезали на замораживающем  микротоме.

2. Окрашивание: раствор гематоксилина-судана III окраши‑
вает ядра клеток, некоторых белковые структуры и отло‑
жения фосфорнокислого кальция в темно-синий и голубой 
цвет. Полученные срезы (толщиной 10–20 мкм) из воды 
переносили на 2 мин в 50% спирт, а затем на 10 мин в на‑
сыщенный раствор судана III. Срезы ополаскивали дистил‑
лированной водой и переносили на 5–10 мин в гематокси‑
лин Майера. Окрашенный срез помещали на предметное 
стекло, заливали каплей расплавленного глицерин-жела‑
тина и накрывали покровным стеклом. После застывания 
желатина препарат готов для исследования [26].
Структурно-механические показатели сыра типа брын‑

зы определяли с помощью прибора фирмы Brookfield.
Для проведения исследования были установлены сле‑

дующие параметры измерений: нагрузка  — 5 г; скорость 
зонда — 2,5 мм/с; глубина погружения — 15 мм. В ходе про‑
ведения анализа измеряется усилие, которое необходимо 
произвести для деформации, вплоть до заданного момента 
окончания исследования. Заданная нагрузка, деформирует 
испытуемый образец, при этом производится измерение 
значения величины этой нагрузки. Измерение проводилось 
в трех точках (погружение зонда) [27].

В сыворотке определяли следующие показатели:
 � массовая доля белка, %  — с  помощью прибора фирмы 

Kjeltec 8100 [28];
 � массовая доля жира, % — с помощью кислотного метода 

в соответствии с ГОСТ 5867–90 «Молоко и молочные про‑
дукты. Методы определения жира» [29].

Определение пептидного состава проводили методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЖЭХ) по 
обращено-фазовому механизму разделения аналитов [30]. 
Для исследования пептидного состава образцов была по‑
добрана хроматографическая колонка, отвечающая постав‑
ленным требованиям. В  этом качестве была использована 
колонка ReproSil-Pur 300 ODS-3.5мкм, 250 × 4,6 мм. С хими‑
чески привитой октодецилсаланольной фазой способной 
удерживать белки за счет гидрофобных связей и размером 
пор 300 Å позволяющим пептидам полноценно связываться 
с неподвижной фазой.

Разделение проводили при помощи хроматографиче‑
ской системы «Маэстро» (Россия) оборудованной двумя на‑
сосами и  динамическим смесителем, которые позволяют 
проводить градиентное элюирование аналитов в програм‑
мируемом составе подвижной фазы. В качестве компонен‑
тов подвижной фазы использованы бидистиллированная 
вода с добавлением в качестве ион-парного реагента триф‑
торуксусной кислоты (ТФУ) в  количестве 0,1% по объему 
и  ацетонитрила, как органического растворителя также 
с добавкой ТФУ 0,1% по объему. Анализ образцов проводи‑
ли при комнатной температуре со скоростью потока под‑
вижной фазы 1мл/мин. Объем вводимой пробы составил 
20 мкл. Долю ацетонитрила в процессе проведения анализа 
увеличивали с 5% до 60% в течение 30 мин. Обнаружение 
проводили при 214 нм с  использованием спектрофото-
метрического детектора.

Объём сыворотки, мл, определяли мерным цилиндром.
Определение каталитической активности фермента 

мТГ проводили с  помощью набора фирмы «Хема», в  сы‑
рах с  помощью иммуноферментативного анализа (ИФА). 
В  данной тест-системе используется принцип двухсайто‑
вого (сэндвич) иммуноферментативного анализа. Методи‑
ка определения мТГ: проводили измельчение образцов до 
образования однородной массы. Экстракция микробной 
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Рисунок 1. Схема исследования 
Для производства сыра использованы: хлорид кальция, сычужный фермент 

(пепсин) фирмы Hansen и фермент микробного происхождения трансглутаминаза, TG-
Maxilact» тип TG – B 100, активностью в 100 единиц, мезофильная закваска Danisco 
CHOOZIT MM 101. Молоко подвергалось пастеризации при температуре 72 °С, в течении 
20-30 с. Затем его охлаждали и вносили компоненты для выработки сыра типа брынзы. 
После внесения в молоко компонентов, его оставляли в термостате и наблюдали 
образование сгустка, при этом контролировали температуру и время свертывания молока. 
Сыр типа брынзы контрольных образцов свертывание проводили при температуре 33- 38 
°С. Технологическая особенность введения фермента мТГ при производстве сыра типа 
брынзы состоит в том, что фермент вводится непосредственно перед сычужным 
свертыванием молока и оставляется на 30 минут для образования геля при температуре  
50 °С.   Добавление хлористого кальция производили 40 мг на литр молока в контрольные 
и опытные образцы. Закваску вносили в соответствии с рекомендациями производителя. 
Добавление сычужного фермента производили из расчета пробы на крепости сычужного 
фермента. Посол (сухой) головки сыра осуществляли в течение нескольких дней.  

В ходе проведенных исследований изучены следующие показатели.  
Органолептические свойства молока: 
- органолептические свойства коровьего молока в соответствии с ГОСТ Р 52054-

2003 «Молоко коровье сырое. Технические условия» (с Изменениями № 1, 2) [21]; 
- органолептические свойства козьего молока в соответствии с ГОСТ 32940-2014 

«Молоко козье сырое. Технические условия» [22]  

Теоретическое обоснование актуальности исследования. Анализ научной и 
патентной литературы.  Систематизация информации в области разработки сыра 

типа брынзы. Постановка цели и задач для ее достижения 

 Применение фермента 
трансглутаминазы в 

технологии сыра типа 
брынзы 

 Изучить физико-химические и органолептические 
свойства коровьего и козьего молока; 

 Изучить применение фермента трансглутаминазы 

Выработка сыра типа 
брынзы  

 Физико-химические и органолептические метолы 
исследования; 

 Структурно-механические методы исследования; 
 Гистологические методы исследования; 
 Исследование каталитической активности фермента 

трансглутаминазы; 
 Хроматографичексие методы исследования 

молочной сыворотки 

Расчет экономической эффективности. 
Анализ результатов. Формулировка выводов. 

Рисунок 1. Схема исследования
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трансглутаминазы из образца проводилась путем смеши‑
вания пробы с  буфером для экстракции в  соотношение 
1:5. Далее проводили инкубирование в  течение 15 мин 
при температуре 20–25 °C при периодическом встряхи‑
вании 400–600  об/мин. Затем проводили центрифугиро‑
вание экстрактов при 10000g в течение 10 мин для удале‑
ния нерастворимых частиц и жира. Отбирали насадочную 
жидкости в  чистую пробирку. Проводили разбавление 
экстракта в 2 раза ИФА-Буфером. Определение проводили 
при оптической плотности на планшетном фотометре для 
имму ноферментного анализа Ledetect 96 при длине волны 
450 нм [31].

Анализ статистических данных проведен в трех провор‑
ностях, с применением пакета программ Excel-2011. Стати‑
стическое оценивание результатов проводили с  помощью 
критерия Стьюдента и метода алгебраического анализа.

В дегустационной оценке образцов принимали участие 
эксперты технологического факультета.

Оценивание образцов проводилось по 5-ти балльной си‑
стеме. Для обработки органолептических показателей при‑
менен алгебраический подход, в ходе которого рассчитаны 
следующие показатели: среднее арифметическое, средние 
геометрическое и нечеткая мера сходства.

3. Результаты и обсуждение
Качество производимого продукта находится в  прямой 

зависимости от показателей молочного сырья, а  именно 
физико-химических, органолептических и технологических 
показателей.

При органолептической оценке козьего и коровьего мо‑
лока вкус и запах свойственны для данного вида животного, 
однако специфичность козьего молока была обусловлена 
содержания в  нем летучих жирных кислот. Консистенция 
молока однородная без слизи не тягучая, хлопьев и осадков.

Проведены исследования физико-химических показате‑
лей козьего и коровьего молока, результаты, которых пред‑
ставлены в Таблице 1.

Таблица 1
Физико-химические показатели 

коровьего и козьего молока

Показатели
Вид молока

Коровье Козье

Массовая доля, %:
 — жира 3,35 ± 0,13 4,2 ± 0,05

 — белка 3,08 ± 0,02 3,04 ± 0,02

 — СОМО 8,1 ± 0,07 8,4 ± 0,03

Кислотность, °Т 16,0 ± 0,5 22,0 ± 0,7

Плотность, кг/м3 1027,5 ± 0,5 1028,4 ± 0,5

Анализ полученных данных свидетельствует о том, что 
козье молоко отличается более высокими показателями 
содержания жира, на 0,85% выше, чем в  коровьем моло‑
ке. Жир — является одним из важных показателей, так как 
он определяет пищевую ценность, консистенцию, струк‑
туру и  вкус. В  исследуемом молоке содержание жира для 
коровьего составило 3,35%, а  для козьего молока — 4,2%; 
жировые частицы представлены более мелкими по разме‑
ру по сравнению с  коровьим молоком (Рисунок 2). Также 
в  нем отмечено, более высокое содержание белка 0,24%. 
Белок является одним из определяющих показателей пи‑
тательной ценности и  технологические свойства продук‑
та. Содержание белка в коровьем молоке составило 3,08% 
и  козьем 3,04%. Это достаточно высокие показатели, что 
характеризует данное сырье качественным и  пригодным 
для производства сыра.

На плотность оказывает влияние содержание компонен‑
тов молока, так при повышении содержания жира плотность 
снижается, а при увеличении лактозы, белка и солей — по‑
вышается [32]. Относительно боvльшая плотность наблюда‑
лась у козьего молока.

После выработке опытных и  контрольных образцов 
сыра, изучены их физико-химические показатели и выход. 
Полученные данные представлены в Таблице 2.

Таблица 2
Физико-химические показатели сыра типа брынзы

Показатели
Сыр — брынза из молока

Контроль 
коровье

Коровье + 
ТГ

Контроль 
козье

Козье + 
ТГ

Масса сыра, г 526,8 ± 19,16 647,2 ± 27,84 507,6 ± 20,07 629,4 ± 25,69

Массовая доля, %:
 — влаги 55,0 ± 1,00 55 ± 2,00 56 ± 1,00 56 ± 0,08

 — жира 21,10 ± 0,25 21,76 ± 0,15 21,98 ± 0,20 21,80 ± 0,30

 — белка 18,70 ± 0,37 19,05 ± 0,29 19,90 ± 0,15 20,10 ± 0,21

Примечание: Здесь и далее разность показателей достоверна: Р ≤ 0,05.

При исследовании физико-химических показателей 
сыра, выработанного из коровьего и  козьего молока, не‑
обходимо отметить, что при применении мТГ изменились 
показатели содержания общего белка, жира и  влаги, что 
является следствием действия фермента мТГ, который при‑
водит к образованию связи между глутамином и ε-аминной 
группой лизина, создавая ковалентные связи, при этом спо‑
собствуя более прочной сшивке белка, что в итоге снижает 
интенсивность синерезиса.

Кроме того, исследована молочная сыворотка, полученная 
в ходе выработки контрольных и опытных образцов сыров; 
изучены ее физико-химические показатели (Таблица 3).

а) б) 

Рисунок 2. Жировые частицы: а) коровьего молока, б) козьего молока (увеличение 600 раз)



299

Канина К. А. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 4 № 4  |  2021  |  С. 294–307

Как видно из таблицы, наибольшие потери белков и жира 
наблюдались у контрольных образцов.

На основе полученных данных можно сделать вывод 
о  том, что изменение молочных сгустков в  сыре под дей‑
ствием фермента трансглутаминазы приводит к снижению 
интенсивности синеризиса, а  также уменьшению потери 
белков и жира в сыворотку.

По внешнему виду сыворотка (Рисунок 3, а, б) с примене‑
нием мТГ имеет ярко-желтый цвет, в ней находится меньше 
белка из-за этого практически отсутствует осадок.

При анализе данных пептидного состава сыворотки (Ри‑
сунки 4,5,6,7), полученные в  ходе выработки сыра-брынзы 
из коровьего молока с применением мТГ, установлено, что 
наблюдается уменьшение количества сывороточных бел‑
ков: на 23% — альбумина, на 11% β-лактоглобулина. В под‑
сырной сыворотке из козьего молока, получены следую‑
щие показатели: содержание альбумина снизилось на 8%, 
а β-лактоглобулина на 4,4%, при этом наблюдалось увели‑
чение выхода сыра: на 18,7% из коровьего и 19,5% козьего 
молока, соответственно.

Одной из важнейшей характеристик сыра является кон‑
систенция, обуславливаемая совокупностью реологических 
(структурно-механических) и адгезионных свойств продук‑
та [32].

Исследование консистенции продукта характеризуют 
структурообразующие свойства продукта. Полученные дан‑
ные отображены в Таблице 4.

В процессе исследования образцов сыра-брынзы по рео‑
логическим характеристикам (СМХ), выработанного из ко‑
ровьего молока установлено, что пенетрационное давление 
и работа разрушения составили, соответственно — 130,5 г/см2 
и 9,48 мДж (для контрольного образца из коровьего молока) 
и 207,5 г/см2 и 12,70 мДж (для опытного образца с примене‑
нием мТГ), т. е показатели улучшились в 1,5 раза;

Аналогичные исследования образца,  выработанного 
из   козьего молока, установили следующие показатели: 
146,5 г/см2 и 18,5 мДж (для контрольного образца из козьего 
молока); 288,0 г/см2 и 18,54 (для опытного образца с примене‑
нием трансглутаминазы, т. е показатели улучшились в 2 раза.

Таким образом, анализ изменения реологических харак‑
теристик контрольного и опытного образцов сыра показал 
зависимость от присутствия мТГ, что говорит об улучшении 
консистенции (повышении прочности) за счет образования 
дополнительных связей.

Микроструктура сыров формируется под влиянием про‑
цессов его изготовления и  созревания, а также определяет 
их качественные характеристики. С  ней тесно связаны его 
вязкость и пластичность.

Таблица 3
Физико-химические показатели подсырной сыворотки

Показатель
Вид сыворотки

Коровье контроль Коровье + ТГ Козье контроль Козье + ТГ

Количество сыворотки, мл 1800 ± 3,02 1650 ± 1,97 1950 ± 4,19 1450 ± 5,29

Массовая доля жира, % 0,55 ± 0,19 0,35 ± 0,14 0,60 ± 0,17 0,40 ± 0,13

Массовая доля белка, % 0,77 ± 0,24 0,35 ± 0,25 0,96 ± 0,23 0,57 ± 0,16

Кислотность, ˚Т 16 ± 1,08 20 ± 2,16 23 ± 2,16 26 ± 3,71

Плотность, кг/м3 1022,5 ± 0,001 1021,5  ± 0,001 1023,5 ± 0,001 1023,0 ± 0,001

Таблица 4
Определение структурно-механических свойств сыра типа брынзы

Показатель Контроль
(коровье молоко) Коровье молоко + ТГ Контроль

(козье молоко) Козье молоко + ТГ

Пенетрационное давление, г 130,5 ± 29 207,5 ± 32 146,5 ± 35 288,0 ± 21

Работа разрушения, мДж 9,48 12,70 8,36 18,54

Рисунок 3. Внешний вид сыворотки: а) без применения мТГ; б) с применением мТГ

А Б
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Основными в  микроструктуре сыра являются макро‑
структурные (макрозерна, прослойки между макрозернами, 
микропустотки) и  микроструктурные (жировые и  липоид‑
ные частички, отслоения солей кальция и  колонии микро‑
организмов) элементы. Чем более развитую поверхность, 
плотность и однородность имеет микроструктура продукта, 
тем более высокими значениями реологических показате‑
лей и лучшей влагоудерживающей способностью она обла‑
дает [33].

Для определения особенностей строения молочно-бел‑
кового сгустка сыра, выработанного с  ферментом транс‑
глутаминаза, проводили сравнительные исследования 
микроструктуры контрольных и  опытных образцов свеже‑
выработанного сыра (Рисунок 8, 9).

В результате проведенного исследования установлено, 
что микроструктура сыра с  применением фермента мТГ, 
более однородная, белковая структура представляет собой 
«каркас», характерный для дисперсных систем и закрытую 
систему равномерно распределенных микропустот меньше‑
го размера. В связи с чем, можно сделать вывод, что изучае‑
мые образцы сыра-брынзы обладают большей прочностью, 
что в свою очередь, обеспечивает лучшие структурно — ме‑
ханические характеристики и  влагоудерживающую спо‑
собность по сравнению с  контролем. Однако, необходимо 
отметить, что жировые глобулы в структуре с применением 
мТГ, менее выражены, сжаты в белковом матриксе сыра, что 

может оказать негативное влияние на органолептическую 
оценку данного продукта.

Таким образом, полученные результаты свидетельству‑
ют, что образуемые дополнительные изопептидные связи, 
катализируемые мТГ, повышают устойчивость белкового 
сгустка к термомеханическим нагрузкам в процессе произ‑
водства продукта и обеспечивают стабильность его в хра‑
нении.

Для определения изменения каталитической активности 
фермента трансглутаминазы в ходе жизненного цикла вы‑
работанных продуктов проведен иммуноферментный ана‑
лиз сыров и сыворотки.

В  процессе проведенного анализа выявлена активная 
форма мТГ как в  сыре, так и  в  сыворотке. Анализируемые 
образцы заложены на хранение в течение 14 дней. По исте‑
чению срока хранения проведен ИФА анализ, в  ходе кото‑
рого установлено, что изменение активности фермента мТГ, 
относительно контрольных образцов, составило не более 5% 
(Таблица 5).

Одними из показателей качества продукта являются 
органолептические показатели. Образцы имели харак‑
терный вкус и  запах, консистенция плотная, немного 
рыхловатая; образцы из козьего молока с  применением 
трансглутаминазы обладали более резинистой консистен‑
цией. Выработанные сыры представлены на Рисунках 10, 
11, 12, 13.

а) б) 

Рисунок 8. Микроструктура сыра-брынзы из коровьего (а) и козьего (б) молока без добавления фермента 
трансглутаминазы (увеличение 600 раз): 1) — глобулы жира (окрашены в желто-оранжевый цвет), 

2) — структура белкового матрикса (окрашены красный цвет)

а) б) 

Рисунок 9. Микроструктура сыра-брынзы из коровьего и козьего молока с применением фермента 
трансглутаминазы (увеличение 600 раз): 1) — глобулы жира (окрашены в желто-оранжевый цвет); 

2) — структура белкового матрикса (окрашены красный цвет)
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Таблица 5
Изменение активности мТГ в процессе хранения продукта

Показатель
Сыр типа брынзы, полученной из сырья (n=3)

Коровьего 
(контроль)

Коровьего  
+мТГ-(опыт)

Коровьего +мТГ  
(14 дней хранения) Козьего-(контроль) Козьего  

+мТГ-(опыт)
Козьего +мТГ  

(14 дней хранения)

Ед. активности ≤0,018 ± 0,001 0,611 ± 0,049 0,586 ± 0,047 ≤0,018 ± 0,001 0,738 ± 0,059 0,728 ± 0,058

Подсырная сыворотка:

Коровьего (контроль) Коровьего  
+ мТГ-(опыт)

Коровьего +мТГ  
(14 дней хранения) Козьего- (контроль) Козьего  

+мТГ-(опыт)
Козьего +мТГ  

(14 дней хранения)

Ед. активности ≤0,010 ± 0.001 0,201 ± 0,016 0,191 ± 0,015 ≤0,010 ± 0,001 0,173 ± 0,014 0,168 ± 0,013

Рисунок 10. Сыр типа брынзы из коровьего молока (вид сбоку): а) с применением мТГ, б) без применения мТГ

А Б

Рисунок 11. Сыр типа брынзы из коровьего молока (вид сверху): а) с применением мТГ, б) без применения мТГ

А Б

Рисунок 12. Сыр типа брынзы из козьего молока (вид сверху): а) с применением мТГ, б) без применения мТГ

А Б

Рисунок 13. Сыр-брынза из козьего молока (вид сбоку): а) с применением мТГ, б) без применения мТГ

А Б
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Результаты оценки органолептических показателей ис‑
следуемых образцов приведены в Таблице 6.

В  результате полученных данных и  их обработки было 
выявлено, что максимальным потребительскими характе‑
ристиками обладает сыр из коровьего молока без примене‑
ния микробной трансглутаминазы, так как показатели сред‑
негеометрической оценки и нечеткой меры сходства имели 
максимальные значения — 4,46 и 0,45 соответственно.

Экономическая эффективность является результатом 
экономической деятельности, которая характеризует эф‑
фективность использования основных элементов производ‑
ственного процесса.

Повышение эффективности производства и ее оценка об‑
уславливается совокупностью показателей (Рисунок 14) [33].

Эффективное использование ресурсного потенциала 
повышают производственно-финансовую устойчивость 
и обеспечивают конкурентные преимущества перед други‑
ми предприятиями. Расчет экономической эффективности 
определяет соотношение полученных экономических пока‑
зателей и затрат по их достижению [34].

Для оценки экономической эффективности производст‑
ва сыра типа брынзы необходимы конкретные показатели, 
отражающие влияние различных факторов на процесс про‑
изводства. Исходным, безусловно, является такой показа‑
тель как выход продукта. Один и тот же выход может быть 
достигнут при различных затратах труда и  средств. Более 
того, при одинаковом выходе может быть различное каче‑
ство продукции, что оказывает влияние на эффективность 
производства.

В  экспериментальной части были получены данные 
о выходе и качестве сыра в зависимости от вносимого фер‑
ментного препарата. Для характеристики и  обоснования 
сделанных выводов по результатам опытов были рассчита‑
ны показатели экономической эффективности производст‑
ва сыра брынзы.

Проектная мощность цеха — 1т в смену. Продолжитель‑
ность одной смены 8 часов. Количество человек в смене 6. 
Рыночная стоимость технологической линии для производ‑
ства брынзы составляет 2 млн рублей.

Результаты расчетов экономической эффективности 
производства брынзы приведены в Таблице 7.

По результатам экономической эффективности произ‑
водства сыра-брынзы видно, что рентабельность всех образ‑
цов находится на достаточном уровне. Рентабельность про‑
изводства брынзы из коровьего молока составила 15,7%, из 
козьего 17,7%, с применением фермента трансглутаминазы 
(мТГ) — 16% и 19,4% соответственно. Эти данные позволяют 
сделать вывод, о том, что выгодно производить брынзу из 
любого вида молока, но максимальная рентабельность по‑
лучена при производстве сыра из козьего молока с приме‑
нением трансглутаминазы (мТГ).

4. Выводы
В результате проведенных исследований отмечены раз‑

личия в  физико-химических и  технологических свойствах 
сыра — брынзы, выработанного на основе цельного козьего 
и коровьего молока, с применением фермента трансглута‑
миназы (мТГ), что отражается на качестве сыра, выработан‑
ного из этих видов молока.

Выход сыра, как из коровьего, так и из козьего молока, 
с применением фермента трансглутаминазы (мТГ), в целом, 
выше, по сравнению с контрольными образцами (без фер‑
мента), за счет связывания влаги и  сывороточных белков 
в пищевом матриксе.

Выход контрольных образцов (без фермента) сыра-
брынзы из коровьего и  козьего молока составил  — 526  г 
и 507 г, а в опытных образцах (с применением фермента) — 
647,2 г и 629,4 г соответственно.

Структура сыра брынзы, выработанного с  применение 
фермента трансглутаминазы (мТГ), из козьего молока была 

Таблица 6
Дегустационная оценка сыров

Образец
Дегустационная оценка образцов Сумма 

баллов
Среднее 

арифметиче-
ское

Среднее
геометриче-

ское
Нечет. мера 

сходстввкус запах цвет консистенция

1 4,3 ± 0,19 4,4 ± 0,0,15 5,0 ± 0,0 4,2 ± 0,26 17,9 4,48 4,46 0,45

2 4,2 ± 0,25 4,2 ± 0,17 5,0 ± 0,0 4,1 ± 0,29 17,5 4,38 4,35 0,37

3 4,0 ± 0,26 4,15 ± 0,20 5,0 ± 0,0 3,93 ± 0,26 17,08 4,27 4,23 0,31

4 3,8 ± 0,23 4,07 ± 0,22 5,0 ± 0,0 3,8 ± 0,28 16,67 4,17 4,12 0,25
1 образец — сыр типа брынзы из коровьего молока; 2 образец – сыр типа брынзы из козьего молока; 3 образец — сыр типа брынзы из коровьего молока 
с применением мТГ; 4 образец – сыр типа брынзы из козьего молока с применением мТГ.
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Рисунок 14.  Показатели экономической эффективности производства 
Для оценки экономической эффективности производства сыра типа брынзы 

необходимы конкретные показатели, отражающие влияние различных факторов на 
процесс производства. Исходным, безусловно, является такой показатель как выход 
продукта. Один и тот же выход может быть достигнут при различных затратах труда и 
средств. Более того, при одинаковом выходе может быть различное качество продукции, 
что оказывает влияние на эффективность производства.  

В экспериментальной части были получены данные о выходе и качестве сыра в 
зависимости от вносимого ферментного препарата. Для характеристики и обоснования 
сделанных выводов по результатам опытов были рассчитаны показатели экономической 
эффективности производства сыра брынзы. 

Проектная мощность цеха – 1т в смену. Продолжительность одной смены 8 часов. 
Количество человек в смене 6. Рыночная стоимость технологической линии для 
производства брынзы составляет 2 млн. рублей. 

Результаты расчетов экономической эффективности производства брынзы 
приведены в Таблице 7. 

Таблица 7   
Расчет экономической эффективности сыра брынзы 

Вид затрат Сумма затрат при производстве 1т 
сыра из молока, руб. в смену 

коровьего  коровьего +ТГ козьего козьего+ТГ 
Затраты на сырье, руб. 192 700 312 700 384 700 504 700 
Вспомогательные материалы, руб. 900 
Зарплата, руб. 3500 
На амортизацию оборудования, руб. 781,3 
Дополнительные затраты на переработку: 
- электроэнергия; 
- вода 

831,5 
155 

Итого: 198 867,8 318867,8 390 867,8  510 867,8  
Цена реализации, руб. 230 370 460 610 
Выручка от реализации, руб. 230 000 370 000 460 000 610 000 
Прибыль, руб. 31 132,2 51 132, 2 69 132,2 99 132,2 
Рентабельность, % 15, 7 16, 0 17,7 19,4 

 

Прибыль от 
реализации 

Экономическая 
эффективность 

Производственные 
затраты 

Выход готовой 
продукции 

Выручка 

Уровень 
рентабельности 

Рисунок 14. Показатели экономической эффективности производства
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более резинистой, по сравнению с  сыром-брынзой из ко‑
ровьего молока, за счет более плотного (сжатого) белкового 
матрикса продукта, о  чем свидетельствуют результаты ги‑
стологических исследований. Что в свою очередь негативно 
сказывается на органолептической оценке выработанного 
продукта. При оценке сенсорных показателей сыра-брынзы 
было установлено, что сыр из коровьего молока имеет более 
привычный для потребителей вкус, чем сыр, выработанный 
из козьего молока или с применением фермента трансглу‑
таминазы (мТГ). Поэтому сыр из коровьего молока оценен 
более высоким баллом 17,9 баллов.

Установлено, что уровень рентабельности производства 
сыра типа брынзы из козьего молока с применением фер‑
мента мТГ составил 19,4%.

В  ходе проведения иммуноферментативного анализа 
в  процессе хранения продукта установлено, что каталити‑
ческая активность фермента остается неизменной. Это сви‑
детельствует о том, что использование мТГ в производстве 
пищевой, и в том числе молочной продукции, может иметь 
потенциальную опасность для здоровья человека. Поэтому, 
применение мТГ фермента, без возможности его инактива‑
ции в готовой молочной продукции, недопустимо.
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Таблица 7
Расчет экономической эффективности сыра брынзы

Вид затрат
Сумма затрат при производстве 1 т сыра из молока, руб. в смену

коровьего коровьего + ТГ козьего козьего + ТГ

Затраты на сырье, руб. 192 700 312 700 384 700 504 700

Вспомогательные материалы, руб. 900

Зарплата, руб. 3500

На амортизацию оборудования, руб. 781,3

Дополнительные затраты на переработку:
— электроэнергия;
— вода

831,5
155

Итого: 198 867,8 318867,8 390 867,8 510 867,8

Цена реализации, руб. 230 370 460 610

Выручка от реализации, руб. 230 000 370 000 460 000 610 000

Прибыль, руб. 31 132,2 51 132, 2 69 132,2 99 132,2

Рентабельность, % 15, 7 16, 0 17,7 19,4
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ВЛИЯНИЕ ЭМУЛЬСИЙ ЖИРА ЛИЧИНОК 
ЧЕРНОЙ ЛЬВИНКИ (HERMETIA ILLUCENS) 

НА ВСХОЖЕСТЬ И ЭНЕРГИЮ ПРОРАСТАНИЯ СЕМЯН 
ГОРОХА ПОСЕВНОГО (PISUM SATIVUM L.)
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А ННОТА Ц И Я
Различные масла, жиры и эмульгаторы в составе препаратов для обогащения почвы или защиты расте‑
ний могут оказывать существенное влияние на всхожесть и развитие семян гороха. Жир личинок Черной 
львинки (Hermetia illucens) может быть использован в качестве носителя для пестицидов, а также с целью 
повышения устойчивости семян к заражению грибком и насекомыми в процессе хранения и прорастания. 
Исходя из этого, целью работы было определение влияния жира насекомых в виде эмульсии на прораста‑
ние семян гороха сорта «Родник», в зависимости от типа эмульгатора или стабилизатора. Было опреде‑
лено, что использование 0,3 масс.% ксантановой камеди в качестве стабилизатора эмульсии жира личи‑
нок Черной львинки (Hermetia illucens) значительно увеличивает количество взошедших семян и энергию 
прорастания всходов. Использование 1–5 масс.% Tween 20 в качестве эмульгатора жира личинок Черной 
львинки (Hermetia illucens) привело к ингибированию роста семян. Лецитин, казеинат натрия и микроцел‑
люлоза с добавкой жира личинок Черной львинки (Hermetia illucens) также снизили всхожесть и прораста‑
ние семян гороха (Pisum sativum L.)
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A BST R ACT
Various oils, fats and emulsifiers in the composition of preparations for soil enrichment or plant protection can have 
a significant effect on the germination capacity and energy of sprouting of pea seeds. Fat of black soldier fly (Herme-
tia illucens) larvae can be used as a pesticide carrier as well as for increasing seed resistance to contamination with 
fungi and insects during storage and sprouting. Therefore, the aim of the study was to determine an effect of insect 
fat in a form of an emulsion on sprouting of pea seeds of the variety “Rodnik” depending on a type of an emulsifier or 
stabilizer. It was found that the use of 0.3 weight% of xanthan gum as a stabilizer for fat emulsion of black soldier fly 
(Hermetia illucens) larvae significantly increased the number of germinated seeds and the energy of seed sprouting. 
The use of 1–5 weight% of Tween 20 as an emulsifier for fat of black soldier fly (Hermetia illucens) larvae led to inhibi‑
tion of seed growth. Lecithin, sodium caseinate and microcellulose with addition of fat of black soldier fly (Hermetia 
illucens) larvae also decreased the germination capacity and sprouting of pea seeds (Pisum sativum L.).
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1. Введение
Объем сборов гороха в  России, по данным экспертно-

аналитического центра агробизнеса «АБ-центр», в 2019 году 
составил 2369,5 тыс. тонн и продолжает расти в среднем на 
3–5% в год [1]. Более того, Россия является вторым по объ‑

ему мировым экспортером гороха, занимая долю 10,4% от 
всех мировых поставок. Горох (Pisum sativum L.) выращивают 
не только как овощную, кормовую и зерновую культуру, но 
и используют в качестве сидерата, который улучшает струк‑
туру и состав почвы, тем самым подготавливая ее к посеву 
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и  посадке других сельскохозяйственных культур. Тем не 
менее урожайность гороха нестабильна и может сильно по‑
нижаться в зависимости от условий окружающей среды, по 
сравнению с другими сельскохозяйственными культурами, 
особенно зерновыми [2].

Одним из важнейших процессов, влияющих на количе‑
ство и  качество урожая, является прорастание семян, ко‑
торое связано со многими метаболическими, клеточными 
и молекулярными процессами, координируемыми сложной 
регуляционной сетью. Исследование прорастания in vitro яв‑
ляется полезным биотехнологическим инструментом для 
фундаментальных исследований, сохранения растений, со‑
здания модельных систем, необходимых для определения 
стратегии улучшения роста и развития культур. Модельные 
системы способны быть предиктором развития растений in 
vivo, так как на прорастание в этих системах оказывают вли‑
яние те же факторы.

Семена гороха (Pisum sativum L.) могут подвергаться раз‑
личным негативным воздействиям, влияющим на их про‑
растание, например, заболеваемости грибками, атаке на‑
секомых в процессе хранения, а также влиянию различных 
веществ, находящихся в  почве, например, удобрений или 
пестицидов [3]. Для защиты семян во время прорастания мо‑
гут быть использованы вещества, имеющие антимикробную 
и антигрибковую активность. Большинство химических пе‑
стицидов способны накапливаться в почве и органах расте‑
ний, что приводит к возникновению негативных эффектов 
для окружающей среды, а  из-за превышения допустимой 
концентрации веществ требуется ужесточение контроля 
за их использованием [4]. В  качестве альтернативы хими‑
ческим пестицидам может быть предложено применение 
природных антимикробных агентов, одним из которых яв‑
ляется жир личинок Черной львинки (Hermetia illucens). Его 
основным компонентом является лауриновая кислота, кото‑
рая обладает антимикробной активностью против большо‑
го количества бактерий и грибов [5]. По составу и качеству 
жир личинок Черной львинки имеет сходства с кокосовым 
и  пальмовым маслами, а  за счет антибактериального дей‑
ствия этого жира семя в процессе прорастания может быть 
защищено от негативного воздействия грибов, когда высо‑
кая влажность среды приводит к  увеличению активности 
микроорганизмов [6,7].

Жиры и  масла обладают более низкой плотностью по 
сравнению с водой, что может привести к образованию ма‑
сляной пленки на поверхности жидкости. Более равномер‑
ного распределения жира в воде можно достичь с помощью 
приготовления эмульсий, которые являются термодинами‑
чески нестабильными системами и  требуют применения 
эмульгатора или загустителя для повышения их стабиль‑
ности. В  качестве эмульгаторов могут использоваться раз‑
личные химические и природные агенты, такие как лаурил‑
сульфат натрия, полисорбат-20 (Tween 20), полисорбат-80 
(Tween  80), лецитин, белки и  полисахариды. Эмульгаторы 
могут приводить как к стимулированию, так и к ингибирова‑
нию роста растений в зависимости от концентрации и вида 
эмульгатора. Поверхностно-активные вещества (ПАВ) мо‑
гут увеличивать адсорбцию воды семенами и иметь неспе‑
цифичные мембранные характеристики [8]. Из литературы 
известно, что анионные ПАВ (лаурилсульфат натрия) более 
токсичны, чем неионогенные (Tween 20) [9]. Использование 
Tween 20 или Tween 80 концентрацией до 0,4 масс.% при‑
вело к стимулированию роста семян [10]. Лецитин в неболь‑
шой концентрации 0,75–2 г/л может защищать растения 
как фунгицид [11]. Биополимеры, кроме своей способности 
к  эмульгированию или стабилизации эмульсий, изменяют 
состав и  плотность среды для проращивания, что может 

привести к более эффективному захвату воды растениями, 
а также увеличить уровень всхожести и ускорить рост расте‑
ний [12].

Анализ литературы показал, что большинство исследо‑
ваний посвящены нанесению масла на семена и  опреде‑
лению влияния такого покрытия на хранение, всхожесть 
и  развитие растений. Масла горчицы, нима, абрикоса или 
оливок снизили заболеваемость растений грибком в  про‑
цессе прорастания [13]. Известно, что обработка различ‑
ными растительными маслами защитила семена гороха от 
порчи насекомыми в процессе хранения [14]. Тем не менее 
такая обработка снизила всхожесть семян в среднем на 2%. 
Снижение всхожести на 4–6% так же наблюдалось при ис‑
пользовании кокосового, пальмового и  арахисового масла, 
по сравнению с контрольной группой, где обработка маслом 
не проводилась. Обработка семян пшеницы может снизить 
всхожесть на 20–50%, по сравнению с  семенами бобовых 
[15]. Это может быть связано с  различием в  строении зер‑
на: семена пшеницы имеют зародыш снаружи семени, по‑
этому обработка маслом может влиять на зародышевый 
центр, снижая количество проросших семян. Ранее не было 
установлено, что масло проникает через оболочку семян бо‑
бовых [16]. В тоже время масла не влияют на паропроница‑
емость семян и не снижают поглощение ими влаги. Распы‑
ление рыбьего жира 1–2% на проросшие в течение недели 
месяца стебли манго привело к ускорению роста растений, 
по сравнению с контрольным образцом [17]. С другой сто‑
роны, рыбий жир повышает секрецию цитокинина — фер‑
мента, стимулирующего деление клеток и  отвечающего за 
иммунитет растений, тем самым увеличивая сопротивляе‑
мость растения к заражению грибками [18].

С целью снижения негативного влияния масла, а также 
предотвращения образования масляной пленки на поверх‑
ности семени возможно приготовление прямой эмульсии 
масла для использования в  качестве среды для проращи‑
вания. Исходя из этого, целью работы было определение 
влияния эмульсий жира личинок Черной львинки (Hermetia 
illucens) на всхожесть и энергию прорастания семян.

2. Материалы и методы
Для приготовления эмульсий использовали: жир личинок 

Черной львинки (Hermetia illucens) производства ООО «ЭКО‑
БЕЛОК» (Россия), лецитин производства ООО «ВИТАПРОМ» 
(Россия), Tween 20 производства Sigma-Aldrich (США), казе‑
инат натрия производства ООО «Бригантина» (Россия), ми‑
кроцеллюлоза производства CHEMAPOL (Чехия), ксантано‑
вая камедь производства «Кевико Интернешнл Лтд» (Китай), 
рыбий жир производства ООО «Тульская фармацевтическая 
фабрика» (Россия), фульвовая кислота, предоставленная 
ФГБНУ «Институт озероведения» РАН, семена гороха (Pisum 
sativum L.) сорта «Родник», предоставленные ФГБНУ «Феде‑
ральный научный центр зернобобовых и крупяных культур».

Составы растворов/эмульсий для обработки семян пред‑
ставлены в Таблице 1. В качестве растворителя/дисперсион‑
ной среды использовалась дистиллированная вода. Эмуль‑
сии TWBSFL1÷5, CNaBSFL, LBSFL, MBSFL готовили путем 
растворения эмульгатора или биополимера в  дистиллиро‑
ванной воде при 60 °C в течение 10 минут, с последующим 
введением предварительно расплавленного жира личинок 
Черной львинки (Hermetia illucens). Далее смесь подвергали 
механической диспергации со скоростью 20 000 об/мин в те‑
чение 10 минут с помощью гомогенизатора DG-360, Stegler 
(Китай).

Растворы XG и  XGBSFL были приготовлены растворе‑
нием ксантановой камеди в  дистиллированной воде при 
80 °C. В раствор XG вводили жир личинок Черной львинки 
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(Hermetia illucens) и диспергировали при 20000 об/мин в те‑
чение 10 минут.

Растворы FA, FF и TW1÷4 готовили смешением активного 
компонента с дистиллированной водой при комнатной тем‑
пературе.

Таблица 1
Обозначение растворов/эмульсий 
для обработки семян и их состав

Название 
эмульсии Состав

H2O Дистиллированная вода

FA Фульвовая кислота, 1 масс. %

TW1 Tween 20, 1 масс. %

TW5 Tween 20, 5 масс. %

TWBSFL1
Жир личинок Черной львинки (Hermetia illucens), 1 масс. %

Tween 20, 1 масс. %

TWBSFL2
Жир личинок Черной львинки (Hermetia illucens), 2 масс. %

Tween 20, 2 масс. %

TWBSFL3
Жир личинок Черной львинки (Hermetia illucens), 3 масс. %

Tween 20, 3 масс. %

TWBSFL4
Жир личинок Черной львинки (Hermetia illucens), 4 масс. %

Tween 20, 4 масс. %

TWBSFL5
Жир личинок Черной львинки (Hermetia illucens), 5 масс. %

Tween 20, 5 масс. %

FF Рыбий жир, 1 масс. %

TWFF1
Рыбий жир, 1 масс. %

Tween 20, 1 масс. %

CNaBSFL
Казеинат Na, 1 масс. %

Жир личинок Черной львинки (Hermetia illucens), 1 масс. %

LBSFL
Лецитин, 1 масс. %

Жир личинок Черной львинки (Hermetia illucens), 1 масс. %

XG Ксантановая камедь, 0,3 масс. %

XGBSFL
Ксантановая камедь, 0,3 масс. %

Жир личинок Черной львинки (Hermetia illucens), 1 масс. %

MBSFL
Микроцеллюлоза, 1 масс. %

Жир личинок Черной львинки (Hermetia illucens), 1 масс. %

Семена в количестве 15 шт. выкладывали на подложку из 
фильтровальной бумаги в стерильной чашке Петри и зали‑
вали 9 мл одного из растворов, указанных в Таблице 1. Се‑
мена закрывали крышкой от чашки Петри и оставляли про‑
растать в течение 9 дней при комнатной температуре. Для 
каждого состава были выполнены три повторности.

Всхожесть семян определяли через 120 ч согласно урав‑
нению:
 X = 

nпроросших

nобщее

 · 100%, (1)

где nпроросших — количество проросших семян, nобщее — общее количест‑
во семян.

Для определения энергии прорастания измеряли сред‑
нюю длину суммы проросших стеблей и корешков, которые 
сравнивали с образцами, обработанными Н2О через каждые 
72 часа:

 lср = 
l1 + l2 + ln

n
 (2)

 X = 
lср

lср / вода

 · 100%, (3),

где ln — длина проросшего стебля и корешка, n — общее количест‑
во проросших стеблей и корешков, lср / lср / вода — средняя длина 
проросших стеблей и корешков для исследуемых и контрольных 
образцов соответственно.
Энергию прорастания семян, обработанных исследуемы‑

ми составами, определяли относительно энергии прораста‑
ния контрольных образцов, обработанных дистиллирован‑
ной водой.

В  качестве образцов сравнения кроме дистиллирован‑
ной воды были приготовлены растворы и эмульсии состава 
FA, TW1, TW5, FF, TWFF1, XG.

3. Результаты и обсуждение
На Рисунке 1 представлена всхожесть семян, рассчитан‑

ная по уравнению (1), в  зависимости от состава раствора/
эмульсии.

Семена, обработанные дистиллированной водой (H2O), 
были использованы в качестве контроля. Составы FF, TW1, 
TW5, CNaBSFL, TWBSFL1, TWBSFL2, TWBSFL3, TWBSFL4, 
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(Pisum sativum L.), поэтому эти данные не представлены на Рисунках 1–4. Подавление 

роста может быть связано с высокой концентрацией (5 масс.%) Tween 20, который 

обладает токсичностью по отношению к развивающимся клеткам живых организмов, 

стимулируя апоптоз (разрушение) клеток [19]. Более того, всхожесть семян, обработанных 

эмульсией жира личинок Черной львинки (Hermetia illucens) (TWBSFL5), была ниже, чем 

у семян, обработанных только раствором Tween 20 (TW5). Высокая концентрация жира 

насекомых (5 масс.%), а также наличие олеиновой и линолевой кислот в его составе, 

могут подавлять активность гормона гиббереллина, влияющего на рост и развитие 

растений [16]. С другой стороны, небольшая добавка (1–2 масс.%) жира личинок Черной 
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LBSFL, MBSFL, XGBSFL ингибировали прорастание семян, 
значительно снижая их всхожесть по сравнению с контроль‑
ным образцом. Более того, применение составов TWBSFL5 
и TWFF1 привело к полному подавлению прорастания семян 
гороха (Pisum sativum L.), поэтому эти данные не представ‑
лены на Рисунках 1–4. Подавление роста может быть связа‑
но с высокой концентрацией (5 масс.%) Tween 20, который 
обладает токсичностью по отношению к  развивающимся 
клеткам живых организмов, стимулируя апоптоз (разруше‑
ние) клеток [19]. Более того, всхожесть семян, обработанных 
эмульсией жира личинок Черной львинки (Hermetia illucens) 
(TWBSFL5), была ниже, чем у  семян, обработанных только 
раствором Tween 20 (TW5). Высокая концентрация жира на‑
секомых (5 масс.%), а также наличие олеиновой и линолевой 
кислот в  его составе, могут подавлять активность гормона 
гиббереллина, влияющего на рост и развитие растений [16]. 
С другой стороны, небольшая добавка (1–2 масс.%) жира ли‑
чинок Черной львинки (Hermetia illucens) снизила негатив‑
ное воздействие Tween 20 на прорастание семян.

Наиболее высокой способностью к прорастанию облада‑
ли семена, обработанные составами XG и FA. По результатам 
эксперимента, всхожесть семян, обработанных данными 
составами, была на 22% выше, чем у контрольного образца. 
Обработка семян составом XGBSFL привела к  увеличению 
всхожести на 12%, по сравнению с  контрольным образ‑
цом. Фульвовая кислота в  небольших концентрациях (0,3–
0,9  масс.%) может оказывать стимулирующее воздействие 
на всхожесть и рост растений за счет увеличения активности 
фермента амилазы, содержащейся в семенах растений [20]. 
Амилаза оказывает влияние на дыхание растений, что при‑
водит к ускорению метаболизма растений.

Стимулирующий эффект ксантановой камеди, вероят‑
но, связан с влагоудерживающими свойствами ее растворов 
[21]. Снижение испарения влаги приводит к  более эффек‑
тивному обеспечению семян водой в процессе прорастания. 
Тем не менее добавление жира личинок Черной львинки 
(Hermetia illucens) привело к снижению всхожести семян на 
10%, по сравнению с раствором ксантановой камеди без до‑
бавления жира насекомых.

Все составы показали снижение энергии прорастания на 
третьи сутки, по сравнению с контрольным образцом (дан‑
ные не представлены).

На Рисунке 2 изображена гистограмма энергии прора‑
стания семян на шестые сутки эксперимента, рассчитанная 
согласно уравнениям (2 и 3), в зависимости от состава рас‑
твора/эмульсии.

На шестой день эксперимента энергия прорастания се‑
мян, обработанных XGBSFL и XG, превысила энергию про‑
растания семян контрольного образца на 26–30%. Ксантано‑
вая камедь, входящая в состав этих растворов, способствует 
более эффективному поглощению питательных веществ ра‑
стениями и увеличивает биомассу растений [22,23]. Фульво‑
вая кислота (FF) усилила энергию прорастания на 14%, по 
сравнению с контрольным образцом. Энергия прорастания 
семян, обработанных MBSFL, имела такой же показатель, 
что и у контрольного образца.

Все остальные составы показали ингибирование роста по 
сравнению с контрольным образцом.

На Рисунке 3 представлена гистограмма энергии прора‑
стания семян на девятые сутки эксперимента, которая была 
рассчитана согласно уравнениям (2 и  3), в  зависимости от 
состава раствора/эмульсии.

Обработка семян раствором, содержащим в  своем соста‑
ве ксантановую камедь, привела к увеличению энергии про‑
растания на 70%. Энергия прорастания семян, обработанных 
MBSFL, была выше контрольного образца на 10%. В работе [24] 
использование микроцеллюлозы в качестве связующего био‑
полимера для гранулирования семян проса не оказало нега‑
тивного влияния на всхожесть и энергию прорастания семян.

Все семена, обработанные растворами или эмульсиями, 
содержащими Tween 20, показали практически полное ин‑
гибирование роста. При этом выраженность эффекта зави‑
села от концентрации Tween 20: энергия прорастания сни‑
жалась при увеличении его содержания в растворе/эмульсии 
для обработки семян.

Фульвовая кислота влияет на ключевые метаболические 
механизмы растений, увеличивая проницаемость клеток 
и поглощение ими питательных веществ [25]. В то же время 
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фульвовая кислота содержит функциональные группы –OH 
и  –COOH, которые могут разрушать клеточную мембрану 
микроорганизмов [26]. В  случае с  семенами гороха (Pisum 
sativum L.) обработка 1 масс.% раствором фульвовой кисло‑
ты привела к увеличению энергии прорастания на 25%, по 
сравнению с контрольным образцом.

Эмульсии жира личинок Черной львинки и рыбьего жира 
с добавлением Tween 20 проявили ингибирующие свойства 
на всхожесть и  развитие семян, снизив энергию прораста‑
ния до 0–18%. Выраженный ингибирующий эффект вероят‑
нее всего связан с высокой концентрацией Tween 20 в соста‑
ве эмульсии, который способен разрушать клеточную стенку 
семени, проявляя детергирующие свойства [19].

4. Заключение
В работе было определено влияние различных растворов 

и эмульсий на всхожесть и энергию прорастания семян го‑

роха (Pisum sativum L.). Было установлено, что использова‑
ние ксантановой камеди для проращивания семян приводит 
к  увеличению всхожести и  энергии прорастания семян на 
25% и  70% соответственно. Добавка жира личинок Черной 
львинки (Hermetia illucens) несколько снижала стимулиру‑
ющий эффект ксантановой камеди. Влияние ксантановой 
камеди на всхожесть и  развитие семян было значительно 
выше по сравнению с фульвовой кислотой, которая является 
известным стимулятором роста растений.

С другой стороны, использование Tween 20 концентра‑
цией 1–5 масс.% в качестве эмульгатора для жира личинок 
Черной львинки (Hermetia illucens) привело к  полному по‑
давлению развития семян. Лецитин, казеинат натрия и ми‑
кроцеллюлоза, использованные как эмульгаторы и стабили‑
заторы эмульсий жира личинок Черной львинки (Hermetia 
illucens), также привели к  снижению всхожести и  энергии 
прорастания.
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