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Национальный, рецензируемый журнал посвящен основным 
проблемам науки о пищевой промышленности. Основной 
миссией является: создание, агрегация, поддержка и распро‑
странение научного контента в области пищевой промышлен‑
ности, объединение усилий исследователей научных центров, 
университетов, преодоление разрыва между изданиями реги‑
онального, национального и федерального уровней. Журнал 
призван освещать актуальные проблемы в пищевой и смеж‑
ных отраслях, продвигать новые перспективные технологии 
в широкую аудиторию научных и практических работников, 
преподавателей, аспирантов, студентов, предпринимателей. 
Научная концепция издания предполагает публикацию новых 
знаний в области пищевых систем и научных основ ресур‑
сосберегающих технологий глубокой переработки сельско‑
хозяйственного сырья, прорывных технических решений для 
производства пищевых продуктов общего и специализирован‑
ного назначения. В журнале публикуются научные и обзорные 
статьи, доклады, сообщения, рецензии, краткие научные 
сообщения (письма в редакцию), информационные публи‑
кации по направлениям: технология пищевых производств; 
процессы, оборудование и аппараты пищевых производств; 
гигиена питания; биотехнология; стандартизация, сертифи‑
кация, качество и безопасность; экономика; автоматизация 
и информатизация технологических процессов. Подробная 
информация для авторов и читателей представлена на сайте: 
www.fsjour.com.
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The national peer reviewed journal is dedicated to the main 
problems of food science. The main mission is to create, aggre‑
gate, support and distribute the scientific content in the field of 
the food industry, join the efforts of researchers from scientific 
centers and universities, bridge the gap between publications at 
the regional, national and federal levels. The journal serves to 
highlight topical problems in the food and related industries, 
promote new promising technologies among the wide audi‑
ence of scientific and practical professionals, lecturers, students, 
postgraduate students and entrepreneurs. The scientific con‑
cept of the journal envisages publication of new knowledge in 
the field of food systems and scientific foundations of the re‑
source saving technologies for deep processing of agricultural 
raw materials, breakthrough technical solutions for producing 
food of general and specialized purpose. The journal publishes 
scientific and review papers, reports, communications, critical 
reviews, short scientific communications (letters to the editorial 
office), information materials concerned with food technology, 
processes, equipment and apparatus for food production, nu‑
tritional hygiene, biotechnology, standardization, certification, 
quality and safety, economics, automation and informatization 
of technological processes. The detailed information is given on 
the site: www.fsjour.com.
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А ННОТА Ц И Я
Белковые гидролизаты являются перспективным активным компонентом в специализированных продуктах питания. 
Благодаря наличию в их составе биоактивных пептидов с ингибирующей ферменты активностью, белковые гидроли‑
заты проявляют различные физиологические эффекты. Целью исследований является установление потенциальной 
гипогликемической активности белкового гидролизата желудков цыплят-бройлеров в молочной сыворотке, а также 
разработка на его основе напитка для больных сахарным диабетом. Методом УВЭЖХ в сочетании с масс-спектроме‑
трией была проведена оценка белковых гидролизатов, полученных из микробной ферментации мышечных желудков 
цыплят-бройлеров в молочной сыворотке. При помощи базы данных BioPep определялось молекулярно-массовое рас‑
пределение пептидов в гидролизатах, а также были выявлены биоактивные пептиды, проявляющие ингибирующую 
активность в отношении ферментов дипептидилпептидазы-4 и амилазы. На основе полученных гидролизатов в про‑
грамме Excel были смоделированы рецептуры напитков для пациентов с сахарным диабетом с учетом рекомендаций 
по питанию для данной группы населения. По полученным рецептурам в лабораторных условиях были изготовлены 
напитки и оценен их вкус. Исследовано влияние напитка на снижение глюкозы в крови у лабораторных животных при 
однократном введении дозировки 1,3 мл перорально перед основным приемом пищи. Результаты исследований пеп‑
тидного состава белковых гидролизатов показали наличие в них биоактивных пептидов с подтвержденной по базе 
BioPep ингибирующей ферменты дипептидилпептидазу-4 и альфаглюкозидазу активностью — SY, VW, SW. В белковом 
гидролизате, полученном ферментацией сырья пропионовокислыми бактериями, суммарно оказалось наибольшее 
количество указанных биоактивных пептидов — 37,1 мг/100 г гидролизата. Напиток, изготовленный на основе белко‑
вого гидролизата и лимонного сока, оказался по вкусу более приемлемым для потребителей, чем напиток со вкусом 
какао. Результаты испытаний in vivo показали, что напиток на основе белкового гидролизата эффективен для сниже‑
ния сахара в крови как здоровых, так и больных сахарным диабетом крыс. Уровень сахара в крови у здоровых живот‑
ных в группе Г1 (без использования напитка) повышался на 151% относительно начальных значений, что является 
более высоким показателем по сравнению с группой Г2 (с использованием напитка), где повышение составило 87%. 
У больных животных в группе Г3 (без использования напитка) также наблюдался более значительный рост уровня са‑
хара в крови — 61% относительно начальных значений, в то время как в группе Г4 (с использованием напитка) это по‑
вышение составило 46%. Таким образом, результаты исследований показали перспективность применения белковых 
гидролизатов из желудков цыплят-бройлеров в сыворотке в качестве активного гипергликемического компонента 
в напитках для людей, больных сахарным диабетом, однако необходимо проведение более глубоких исследований, 
в том числе на репрезентативной группе пациентов.
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A BST R ACT
Protein hydrolysates are a promising active component in specialized food products. Due to the presence of bioactive peptides 
with enzyme inhibiting activity in their composition, protein hydrolysates exert different physiological effects. The aim of 
the research was to establish the potential hypoglycemic activity of the protein hydrolysate of broiler chicken stomachs in 
whey and to develop a beverage on its basis for patients with diabetes mellitus. Protein hydrolysates obtained from microbial 
fermentation of muscular stomachs of broiler chickens in whey were assessed by UHPLC coupled to mass-spectrometry. Using 
the BioPEp database, the molecular weight distribution of peptides in the hydrolysates was determined. In addition, bioactive 
peptides showing the inhibitory activity toward enzymes dipeptidyl peptidase-4 and amylase were revealed. Based on the ob‑
tained hydrolysates, recipes of beverages for patients with diabetes mellitus were modeled in the Excel software program with 
regard to the recommendations for nutrition of this population group. According to the obtained recipes, beverages were pro‑
duced in the laboratory conditions and their taste was assessed. An effect of the beverage on glucose reduction in the blood of 
laboratory animals was assessed upon single peroral administration with a dose of 1.3 ml before the main meal. The results of 
the investigation of the peptide composition of protein hydrolysates showed the presence of bioactive peptides (SY, VW, SW) 

ДЛЯ ЦИТИРОВАНИЯ: Зинина, О. В., Николина, А. Д., Хвостов,  Д.  В., 
Ребезов, М. Б., Завьялов, С. Н., Ахмедзянов  Р.  В. (2023). Исследование 
свойств белковых гидролизатов как потенциальной основы биоактив‑
ных пленочных покрытий. Пищевые системы, 6(4), 440-448. https://doi.
org/10.21323/2618-9771-2023-6-4-440-448

FOR CITATION: Zinina, O. V., Nikolina, A. D., Khvostov, D. V., Rebezov, M. B., 
Zavyalov, S. N., Akhmedzyanov, R. V. (2023). Protein hydrolysate as a source 
of bioactive peptides in diabetic food products. Food Systems, 6(4), 440-448. 
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2023-6-4-440-448

Поступила 12.05.2023
Поступила после рецензирования 27.10.2023
Принята в печать 01.11.2023
© Зинина О. В., Николина А. Д., Хвостов Д. В., Ребезов М. Б., Завьялов С. Н., Ахмедзянов Р. В., 2023

Received 12.05.2023
Accepted in revised 27.10.2023
Accepted for publication 01.11.2023
© Zinina O. V., Nikolina A. D., Khvostov D. V., Rebezov M. B., Zavyalov S. N., Akhmedzyanov R. V., 2023

https://doi.org/10.21323/2618-9771-2023-6-4-440-448
https://www.fsjour.com/jour 
https://www.fsjour.com/jour 
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2023-6-4-440-448
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2023-6-4-440-448
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2023-6-4-440-448


441

Зинина О. В. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 6 № 4  |  2023  |  С. 440–448

in them with the inhibitory activity toward enzymes dipeptidyl peptidase-4 and amylase confirmed by the BioPep database. 
The highest amount of the above indicated bioactive peptides (37.1 mg/100 g hydrolysate) was in the protein hydrolysate 
produced by fermentation of raw materials with propionic acid bacteria. The beverage produced on the basis of the protein 
hydrolysate and lemon juice was more acceptable for consumers in terms of taste than the beverage with the taste of cacao. 
The results of the in vivo trials showed that the beverage based on the protein hydrolysate was effective in reducing sugar 
in blood of both healthy rats and rats with diabetes mellitus. The blood sugar level in the healthy animals of the G1 group 
(without using the beverage) increased by 151% relative to the initial values, which was a higher value compared to the 
G2 group (with the use of the beverage), where an increase was 87%. A more significant growth in the blood sugar level 
(61% relative to the initial values) was also observed in the ill animals in the G3 group (without using the beverage), while 
this increase was 46% in the G4 group (with the use of the beverage). Thus, the results of the study show the prospects of 
using the protein hydrolysates from broiler chicken stomachs in whey as an active hypoglycemic component in beverages 
for patients with diabetes mellitus. However, more profound research is necessary including studies on the representative 
group of patients.

1. Введение
Проблема широкого распространения диабета и поиск новых ме‑

тодов и средств для лечения и контроля этого заболевания актуаль‑
ны во всем мире [1,2].

Целью проводимых исследований является возможность разра‑
ботки натуральных ингредиентов с  выраженным терапевтическим 
эффектом и с минимальным побочным действием, а также перспек‑
тива создания продуктов питания нового поколения с данными ин‑
гредиентами [3–5].

Биоактивные пептиды и гидролизаты белков, получаемые в ре‑
зультате ферментации пищевого сырья, в последние годы являются 
объектом внимания многих ученых из-за широкого спектра биоло‑
гических свойств: ингибирование ангиотензин-I-превращающего 
фермента (АПФ), антиоксидантное, антипролиферативное, проти‑
вовоспалительное, цитомодулирующее, противомикробное, имму‑
номодулирующее свойства [6,7].

Белковые гидролизаты (БГ) содержат биоактивные пептиды — не‑
большие фрагменты белка, имеющие 2–20 аминокислотных остат‑
ков и  молекулярные массы менее 6000 Da.  От количества и  после‑
довательности аминокислот в  пептидах зависит их биологическая 
активность. При этом различные факторы оказывают влияние на 
высвобождение определенных пептидов при гидролизе белка: со‑
став исходного сырья и биологического агента, участвующего в рас‑
щеплении полипептидной цепи, пептидный и аминокислотный со‑
ставы получаемых БГ, степень гидролиза сырья [8].

Биологически активные пептиды при высвобождении протеоли‑
тическими ферментами могут регулировать физиологические функ‑
ции организма, проявляя антиоксидантные, антибактериальные, 
противогрибковые, и другие физиологические свойства [9].

Биоактивные гидролизаты получают при направленном фермен‑
тативном гидролизе белковых молекул. В  качестве биологических 
агентов используют как отдельные виды протеолитических фермен‑
тов, так и  микроорганизмы с  высокой протеолитической активно‑
стью. Примером таких бактерий являются бифидобактерии и  про‑
пионовокислые бактерии, которые имеют способность к  синтезу 
биологически активных веществ, ферментов, органических кислот, 
благодаря чему белковый субстрат преобразуется до низкомолеку‑
лярных пептидов и свободных аминокислот.

Белковые гидролизаты и биологически активные пептиды, выде‑
ленные из пищевых белков, благодаря своим биологическим свойст‑
вам широко применяются как биоактивный компонент в продуктах 
специализированного и функционального питания [10–12].

Сахарный диабет относится к  группе метаболических заболева‑
ний, характеризующихся гипергликемией вследствие нарушений 
секреции/действия инсулина.

Существует два преобладающих типа диабета: диабет 1-го типа 
(СД1, 10% пациентов) и диабет 2-го типа (СД2, 90% пациентов) [13].

Как основная форма диабета СД2 характеризуется гиперинсули‑
немией и резистентностью к инсулину, что связано с глубокими из‑
менениями метаболизма глюкозы и липидов в организме. Развитию 
СД2 способствуют генетические параметры и факторы окружающей 
среды. В одних и тех же генетических условиях нездоровое питание, 
неправильный выбор продуктов питания и недостаток физической 
активности могут привести к возникновению данного заболевания. 
Пища и  питание играют ключевую роль в  лечении диабетических 
симптомов при СД2. Пациенту с  сахарным диабетом необходимо 
легкоусвояемое, богатое витаминами питание, которое влечет за 
собой снижение уровня глюкозы в  крови. Медицинские специали‑
сты рекомендуют диеты с  умеренно сниженной энергоценностью 
с целью сокращения потребления легкоусвояемых углеводов и жи‑
вотных жиров, с преобладанием в рационе продуктов растительного 
происхождения [14,15].

Одним из рекомендуемых компонентов питания для пациентов 
с  сахарным диабетом являются белковые гидролизаты — источни‑
ки биоактивных пептидов с  ингибирующей ферменты активно‑
стью: дипептидилпептидазу-4, α-глюкозидазу и α-амилазу. Амилаза 
и глюкозидаза являются важнейшими ферментами в расщеплении 
углеводов. Сахар поступает в организм человека в основном с про‑
дуктами питания, а главным компонентом углеводов в рационе яв‑
ляется крахмал. Однако молекулярные сегменты крахмала и диса‑
харида велики и  не способны напрямую всасываться в  кровоток 
человека  — они должны проходить через воздействие амилазы 
и  ворсинок тонкого кишечника.     Альфа-глюкозидаза производит 
моносахариды (глюкозу и  фруктозу) синергетическим образом до 
их абсорбции. Следовательно, количество глюкозы можно умень‑
шить, контролируя две ферментативные реакции α-амилазы 
и  α-глюкозидазы [16]. Дипептидилпептидаза-4 присутствует на 
мембранах всех клеток в  организме, и  она связана с  гормонами, 
способствующими выделению инсулина — глюкозозависимым ин‑
сулинотропным полипептидом и глюкагоноподобным пептидом-1. 
Дипептидилпептидаза-4 регулирует выделение этих гормонов и при 
сахарном диабете выделяется в излишнем количестве, что снижает 
секрецию инсулина. Следовательно, ингибирование этих фермен‑
тов может иметь решающее значение для уменьшения количества 
глюкозы, выделяющейся в  организме, и  оказывать влияние на же‑
лудочно-кишечный тракт [17]. Ингибирование гидролизующих угле‑
воды ферментов рекомендовано в качестве практического подхода 
к регулированию уровня сахара в крови [18]. Окислительный стресс 
как результат гипергликемии может вызывать повреждение печени 
при диабете, и гидролизаты белков с антидиабетическими и анти‑
оксидантными свойствами используются в качестве потенциальной 
терапии [19]. Отмечено, что биоактивные пептиды в настоящее вре‑
мя являются одним из наиболее широко изученных потенциальных 
терапевтических средств при лечении СД2 [20].

В качестве составляющих рецептуры напитка были выбраны сле‑
дующие компоненты: белковый гидролизат как источник биоактив‑
ных пептидов, сироп лактулозы как эффективный пребиотик и вку‑
совой компонент, а также лимонный сок и какао в качестве вкусовых 
компонентов и источников витаминов.

Гиповитаминоз С часто встречается при диабете. Причиной этого 
являются диетические факторы, окислительный стресс и  воспали‑
тельные процессы [21].

Поэтому в  диабетическом питании обосновано увеличение доз 
витамина С либо путем корректировки рациона, либо при помощи 
добавок.

Обширный обзор научной литературы выявил данные, подтвер‑
ждающие способность лактулозы стимулировать рост бифидобак‑
терий и  улучшать состояние микробиоты кишечника, проявлять 
антитоксический и  антиканцерогенный эффекты, положительно 
влиять на усвоение минеральных веществ. Обозначена возможность 
применения лактулозы в диабетическом питании для снижения со‑
держания глюкозы в крови [22].

Таким образом, специализированное питание  — неотъемле‑
мая часть лечения и  возможность поддержания физиологическо‑
го состояния организма как при СД2, так и при СД1. В связи с этим 
актуальным является разработка и  внедрение в  промышленное 
производство специализированных продуктов заданного состава 
с  исключением из рецептуры сахара, содержащих не только дефи‑
цитные при данном заболевании витамины и минеральные вещест‑
ва, но и биоактивные вещества [23].

Целью исследований является установление потенциальной 
 гипогликемической активности белкового гидролизата желудков 
цыплят-бройлеров в молочной сыворотке и разработка на его осно‑
ве напитка для пациентов с сахарным диабетом.
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2. Объекты и методы
Объектом исследований являются:

 � белковые гидролизаты (БГ), полученные микробной фермента‑
цией желудков цыплят-бройлеров в молочной сыворотке;

 � напитки на основе белкового гидролизата.
Технологическая схема получения БГ представлена на Рисунке 1, 

оптимальные параметры процесса гидролиза (температура, продол‑
жительность, количество закваски) были установлены при проведе‑
нии многофакторного эксперимента в ранее опубликованной науч‑
ной статье [24].

Для ферментации сырья и  получения белковых гидролизатов 
использовали закваски пробиотических бактерий с  высокой про‑
теолитической активностью: жидкий концентрат бифидобактерий 
(опытный образец БГ, ферментированный BLC) и  концентрат про‑
пионовокислых бактерий «Пропионикс» (опытный образец БГ, фер‑
ментированный Propionix LCSC) («Пропионикс», Москва, Россия). 
При получении контрольного образца БГ при сыворотку ферменти‑
ровали без введения бактериальных концентратов.

Количество вводимых бактериальных препаратов составляло 
1 · 108 КОЕ/см3.

У полученных белковых гидролизатов исследовали молекулярно-
массовое распределение пептидов методом УВЭЖХ, совмещенной 
с  масс-спектрометрией, с  последующей идентификацией получен‑
ных пептидов и с установлением их биологической активности мето‑
дом in silico. Хроматографическое разделение исследуемых пептидов 
проводили с  использованием системы УВЭЖХ 1290 Infinity (Agilent 
Technologies, Санта-Клара, Калифорния, США), аналитической ко‑
лонки AdvanceBio Peptide Mapping 120Å (2,1 × 250 мм, размер частиц 
2,7 мкм (Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, США)) и ана‑
литической защитной колонки ZORBAX Extend-C18 (4,6 × 12,5  мм, 
5  мкм) (Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, США). Под‑
вижную фазу — H2O (A) и ACN (B), приготовленные с 0,1% муравьиной 
кислотой (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Германия) v/v, — прокачивали со 
скоростью 0,2 мл/мин, объем впрыска составлял 10 мкл.

Хроматографию проводили в  линейном градиенте следующим 
образом: 2% растворитель Б — 5 мин, от 2% до 43% растворитель Б — 
165 мин, от 43% до 100% растворитель Б — 1 мин, 100% растворитель 
Б — 6 мин. После этого градиент вернулся к начальному значению 
98% А через 7 мин. Общее время анализа составило 184 мин.

Времяпролетный масс-спектрометрический детектор Agilent 
6545XT AdvanceBio LC/QTOF (Agilent Technologies, Санта-Клара, Ка‑
лифорния, США), оснащенный DuoJet Stream ESI (Agilent Technologies, 
Санта-Клара, Калифорния, США) и ионной воронкой, установленный 
в режиме положительной ионизации, соединены с системой УВЭЖХ.

Были заданы следующие основные рабочие параметры квадру‑
польно-времяпролетной МС:

 � капиллярное напряжение 4000 В; напряжение сопла 500 В;
 � поток газа-осушителя 13 л/мин при 325 °C;
 � расход газа через кожух 12 л/мин при 275 °C;
 � давление распылителя 35 фунтов на квадратный дюйм.

Ионная воронка высокого давления работала при высокой 
 частоте (ВЧ) 150  В, воронка низкого давления  — при 65  В  ВЧ, 
а октополь — при 750 В. Анализы проводились в режиме полного 
сканирования МС и  в  автоматическом режиме МС/МС с  полным 
сканированием от 150 до 2100 м/з. Спектры фрагментов были 
 получены для каждой массы с  использованием энергии столк‑
новения, заданной программным алгоритмом получения ионов 
MS2 [25].

В  экспериментах МС/МС в  качестве газа для столкновений 
применялся азот. Пурин ([M + H]+ = 121,0509) и соединение Agilent 
HP0921 ([M + H]+ = 922,0098) задействовались в качестве эталонного 
раствора для калибровки внутренней массы на протяжении всего 
анализа.

Обнаруженные соединения (более 300) идентифицировали мето‑
дом МС-фрагментации с использованием программного обеспече‑
ния MSDIAL (версия 5.1, RIKEN CSRS, Yokohama City, Japan) с точным 
допуском по массе MS1 (0,01 Да) и  MS2 (0,05 Да) [26]. Содержание 
пептидов определяли по стандартной кривой с применением «Лей‑
трагина®» в  диапазоне концентраций 1–1000 нг/мл; коэффициент 
регрессии > 0,990. Значения для каждого пептида выражали в мг-экв. 
Лейтрагин/100 г гидролизатов [27].

Каждое измерение проводили троекратно. Значения вероятно‑
сти р ≤ 0,05 были приняты для указания статистической значимости. 
Данные были проанализированы с  помощью однофакторного ди‑
сперсионного анализа ANOVA по критерию Тьюки [https://houssein-
assaad.shinyapps.io/TableReport/].

Идентифицированные пептиды анализировали с использовани‑
ем баз данных BioPep [28] и PeptideRanker [29].

На основе полученных БГ были смоделированы рецептуры на‑
питков с учетом рекомендаций по диабетическому питанию в про‑
грамме Excel Solver (Microsoft, США). В качестве компонентов напит‑
ка приняты следующие ингредиенты вода — X1, БГ — X2, лимонный 
сок (или какао) — X3, сироп лактулозы — X4.

По оптимизированной рецептуре изготовлены напитки по тех‑
нологии, представленной на Рисунке 2. Методом парного сравнения 
согласно ГОСТ ISO 6658–2016 1 выбран наиболее приемлемый обра‑
зец напитка по вкусу неподготовленными испытателями (потенци‑
альными потребителями напитка).

Оценку эффективности влияния полученного напитка на сни‑
жение уровня глюкозы в крови проводили методом in vivo с исполь‑
зованием половозрелых (3 месяца от рождения) белых лаборатор‑
ных крыс-самцов линии Wistar (ФГБУ «Федеральный центр охраны 
здоровья животных», Россия). Животные были разделены на 2 экс‑
периментальные группы: контрольная группа, включающая ин‑
тактных крыс (n = 5, m = 411,2 ± 21,3 г), опытная группа, включающая 
животных с  экспериментальным сахарным диабетом 1  типа (n = 5, 
m = 418,4 ± 21,1 г).

1 ГОСТ ISO 6658–2016 «Органолептический анализ. Методология. Общее 
руководство». М.: Стандартинформ, 2016. — 26 с.

Рисунок 1. Технологическая схема получения белковых гидролизатов (создано с помощью программного обеспечения 
Visma (Осло, Норвегия))

Figure 1. Technological scheme of protein hydrolysate production (created with the use of the Visma software (Oslo, Norway))
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Группы животных обозначены следующим образом:
 � Г1 — контрольная группа животных с углеводной нагрузкой;
 � Г2 — контрольная группа животных с углеводной нагрузкой и на‑

питком;
 � Г3 — опытная группа животных с углеводной нагрузкой;
 � Г4  — опытная группа животных с  углеводной нагрузкой и  на-

питком.
Моделирование сахарного диабета производили по общепри‑

нятой методике с  использованием диабетогенного вещества — ал‑
локсана тригидрата (РЕАХИМ, Москва, Россия) в 0,4 мл раствора ци‑
тратного буфера. Вещество вводили внутрибрюшинно однократно 
в дозировке 163 мг/кг [30].

Верификацию модели осуществляли путем измерения уровня 
глюкозы в  крови натощак по истечении недели после инъекции 
аллоксана. Исследование показало, что уровень измеряемого пока‑
зателя составил 3,2 ± 0,31 ммоль/л у животных контрольной группы 
и 22,1 ± 1,6 ммоль/л у крыс с экспериментальной патологией.

После выведения животных из эксперимента верификация мо‑
дели проводилась повторно с  использованием морфологического 
исследования серийных срезов поджелудочной железы животных 
(кафедра гистологии, эмбриологии и цитологии, «Южно-Уральский 
государственный медицинский университет», Челябинск, Россия).

Работа с лабораторными животными проводилась в соответствии 
с  «Европейской конвенцией о  защите позвоночных животных, ис‑
пользуемых для экспериментов или иных научных целях» 2 и согласно 
Федеральному закону Российской Федерации от 27.12.2018 № 498-ФЗ 3.

2 Европейская конвенция о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях. Электронный ресурс: https://
rm.coe.int/168007a6a8 Дата доступа 14.04.2023

3 Федеральный закон Российской Федерации от 27.12.2018 № 498-ФЗ «Об 
ответственном обращении с животными и о внесении изменений в отдельные 
законодательные акты Российской Федерации». Электронный ресурс: https://
docs.cntd.ru/document/552045936 Дата доступа 14.04.2023

Все исследуемые лабораторные животные содержались в  стан‑
дартных условиях экспериментально-биологической клиники (ви‑
вария) ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский 
университет» Минздрава России в  соответствии с  требованиями 
ГОСТ 33216–2014 4 и пункта 3 РД-АПК 3.10.07.02–09 5. Животные со‑
держались в индивидуальных клетках размером 460 × 300 × 160 мм со 
сплошным дном со стандартным подстилочным материалом в виде 
гранулированных древесных опилок. Клетки размещались в специа‑
лизированной приточно-вытяжной вентиляционной установке с ав‑
томатическим регулированием светового режима (12  часов «дневно‑
го режима»). Режим кормления был составлен с учетом особенностей 
питания и  содержания лабораторных животных.  Кормление осу‑
ществляли полнорационным гранулированным кормом «Дельта 
Фидс» («БиоПро», Россия).

Для оценки потенциальной гипогликемической активности бел‑
кового гидролизата спустя 2 недели после инъекции аллоксана экс‑
периментальным животным проводили глюкозотолерантный тест 
без использования напитка и с его применением.

Для этого в  первой серии экспериментов натощак после суточ‑
ного голодания опытным животным внутрижелудочно вводили рас‑
твор глюкозы («Мосфарм», пгт Богородское, Сергиево-Посадский 
р-н, Московская область, Россия) в дозировке 2 г/кг живой массы.

Через 7 суток после первой серии экспериментов, во вто‑
рой  серии животным натощак после суточного голодания сна‑
чала  вводили 1,3 мл напитка внутрижелудочно, а  через 15 минут 
 крысы  получали углеводную нагрузку в той же дозе, что и  в  пер‑
вой серии экспериментов. Аналогичная схема была использова‑
на по  отношению к  контрольным животным. Средняя дозировка 
напитка 1,3 мл рассчитана на среднюю массу животных с  учетом 
опыта построения плана эксперимента группой зарубежных уче‑
ных [31].

Уровень гликемии определяли до углеводной нагрузки, а также 
спустя 30, 60, 90 и 120 мин после нее [32]. Концентрацию глюкозы 
выявляли в цельной крови с применением глюкометра Contour TS® 
(Ascensia Diabetes Care Holdings AG, Япония). Для этого медицин‑
ской иглой делали прокол по ходу хвостовой вены животного, да‑
лее подносили глюкометр со вставленной тест-полоской (Ascensia 
Diabetes Care Holdings AG, Япония), прибор автоматически отбирал 
нужное количество крови (15 мкл) для измерения глюкозы и  вы‑
давал результат на электронное табло исследовательского обору‑
дования.

Статистическую обработку полученных данных производили 
с использованием программного обеспечения IBM SPSS Statistics 23 
(Армонк, штат Нью-Йорк, США) (данные представлены в виде сред‑
него значения и  его стандартного отклонения). Учитывая неболь‑
шую выборку животных, достоверность полученных данных опре‑
деляли при помощи непараметрического критерия Манна- Уитни. 
Результаты считали статистически значимыми при р ≤ 0,05. Для 
оценки статистической значимости изменений во времени внутри 
группы применяли критерий Фридмана.

4 ГОСТ 33216–2014 «Руководство по содержанию и уходу за лабораторны‑
ми животными. Правила содержания и  ухода за лабораторными грызунами 
и кроликами». М.: Стандартинформ, 2019. — 15 с.

5 РД-АПК 3.10.07.02–09 «Методические рекомендации по содержа‑
нию лабораторных животных в  вивариях научно-исследовательских ин‑
ститутов и  учебных заведений» Электронный ресурс https://docs.cntd.ru/
document/1200088317 Дата доступа 14.04.2023

Рисунок 2. Технологическая схема изготовления напитка
Figure 2. Technological scheme of beverage production

Таблица 1. Биоактивные пептиды в белковых гидролизатах
Table 1. Bioactive peptides in protein hydrolysates

Пептид Активность
(по базе BioPep)

Содержание, мг/100 г гидролизата

Опытный образец, 
ферментированный

BLC
Контрольный образец

Опытный образец, 
ферментированный 

Propionix LCSC

SY
ингибитор АПФ

10,6000 ± 0,0872b 20,4000 ± 0,0583a 9,7600 ± 0,0600c

ингибитор дипептидилпептидазы-4

VW

ингибитор АПФ

1,3800 ± 0,0735c 7,5000 ± 0,0447b 20,1000 ± 0,0600a
антиоксидант

ингибитор дипептидилпептидазы-4

ингибитор альфаглюкозидазы

SW ингибитор дипептидилпептидазы-4 1,1200 ± 0,0800c 3,0200 ± 0,0970b 7,2000 ± 0,0447a

Общее содержание выявленных активных пептидов 13,1000 ± 0,1720c 30,9000 ± 0,1520b 37,1000 ± 0,0775a

Примечание: средние значения в строке без общего надстрочного индекса имеют достоверные различия (p < 0,05) при анализе с помощью однофак‑
торного дисперсионного анализа и теста Тьюки.
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3. Результаты и обсуждение
В  исследуемом белковом гидролизате выявлено 3 биоактивных 

пептида с подтвержденной по базе BioPep ингибирующей фермен‑
ты дипептидилпептидазу-4 и альфаглюкозидазу активностью — SY 
( серин-тирозин), VW (валин-триптофан), SW (серин-триптофан).

Результаты оценки молекулярно-массового распределения пеп‑
тидов в  гидролизатах показали, что суммарно более высокое со‑
держание пептидов наблюдалось с ингибирующей дипептидилпеп‑
тидазу-4 активностью в  гидролизате, полученном ферментацией 
желудков цыплят-бройлеров в сыворотке с добавлением пропионо‑
вокислых бактерий (Таблица 1), что составило на 20% больше, чем 
у контрольного образца гидролизата.

Содержание данных активных пептидов в гидролизате, получен‑
ном ферментацией бифидобактериями, оказалось примерно в 3 раза 
меньше, чем в контрольном образце и образце с пропионовокислы‑
ми бактериями.

В  связи с  этим для дальнейшего моделирования рецептуры на‑
питка использовали белковый гидролизат, полученный фермента‑
цией пропионовокислыми бактериями.

Для проведения оптимизации и  моделирования рецептуры на‑
питка составлена база данных о компонентах рецептуры и получены 
балансовые уравнения (Таблица 2).

Таблица 2. Балансовые уравнения для моделирования 
рецептуры напитка

Table 2. Balance equations for modeling recipes of the beverage

Показатель Уравнение
Содержание белка 24,3 · X2 + 52·X3 ≤ 27

Содержание жиров 15 · X2 + 5,5 · X3

Содержание углеводов 10,2 · X2 + 12,5 · X3 + 3,5 · X4

Содержание сухих веществ 30 · X2 + 92 · X3 + 92 · X4 ≤ 12

Себестоимость продукта 
(функция цели) 5 · X1 + 179 · X2 + 1200 · X3 + 800 · X4 → min

Формирование единицы 
продукта X1 + X2 + X3 + X4 = 1

В результате получены две рецептуры напитка (Таблица 3).

Таблица 3. Рецептуры напитка
Table 3. Recipes of the beverage

Компонент
Содержание компонента, кг /100 кг
Рецептура 1 Рецептура 2

Вода питьевая 69 56
Гидролизат белка 15 15
Сироп лактулозы 15 15
Какао-порошок 1 0
Лимонный сок 0 14

По полученным рецептурам в  лабораторных условиях изготов‑
лены напитки по технологии, представленной на схеме (Рисунок 2), 
и проведена их органолептическая оценка для выявления предпоч‑
тений потребителей по вкусу напитка, так как белковый гидролизат 
в  обозначенной концентрации придает напитку горький привкус.

Для установления оптимального образца напитка по вкусу про‑
водилась дегустация неподготовленными испытателями (потенци‑
альными потребителями напитка), и  при парном сравнении двух 
напитков испытателям необходимо было выбрать напиток с наибо‑
лее приемлемым вкусом (в связи с тем, что гидролизат белка в такой 
высокой дозировке придает напитку горький привкус). Из 24 испы‑
тателей 19 отдали предпочтение напитку с добавлением лимонного 
сока. В связи с этим для проведения последующего опыта на лабо‑
раторных животных принят напиток с лимонным соком как более 
приемлемый с точки зрения вкуса.

По результатам проведения глюкозотолерантного теста у живот‑
ных контрольной и опытной групп в случае с применением напитка, 
а также без его использования, были построены графики, характери‑
зующие различные этапы метаболизма глюкозы у здоровых живот‑
ных и у крыс с экспериментальной патологией (Рисунки 3 и 4).

В контрольной группе животных при внутрижелудочном введе‑
нии глюкозы в дозировке 2 г/кг без использования напитка наблюда‑
лась классическая картина проведения глюкозотолерантного теста: 
резкое повышение уровня глюкозы в крови в 2,5 раза на 30 минуте 
исследования и постепенное снижение показателя вплоть до 120 ми‑
нуты (Рисунок 3). Однако обращает на себя внимание тот факт, что 

значения гликемии натощак и  к  концу проведения теста не были 
идентичными, разница между ними составила 1,9 ммоль/л.

Повышение уровня глюкозы в крови на 30 минуте эксперимента 
незначительно отличалось между группами Г1 и Г2 (p ≥ 0,05), так же, 
как и в начале эксперимента (p ≥ 0,05).

Иная картина наблюдалась при проведении глюкозотолерантного 
теста у  контрольных животных с  использованием напитка (группа 
Г2) в следующие временные отметки. Снижение концентрации глю‑
козы начиная с 60 минуты исследования было более выраженным по 
отношению к группе Г1 (p ≤ 0,05) и привело к тому, что показатель на 
120 минуте был практически идентичен значению, полученному до 
углеводной нагрузки, и существенно отличался от группы Г1 (p ≤ 0,05).

В  группе крыс с  экспериментальным сахарным диабетом как 
с  использованием напитка, так и  без него, наблюдалось идентич‑
ное повышение концентрации глюкозы в крови примерно в 1,5 раза 
( Рисунок 4).

В начальный момент времени результаты в группах Г3 и Г4 отли‑
чались незначительно (p ≥ 0,05). В сравнении с контрольной группой 
животных, в Г3 и Г4 значения уровня глюкозы в крови крыс значи‑
тельно различались на 30 минуте эксперимента (p ≤ 0,01).

Учитывая то, что уровень гликемии натощак у  данной группы 
имел чрезвычайно высокие значения, такое повышение можно счи‑
тать значительным. Более того, в серии эксперимента у Г3 исследуе‑
мый показатель продолжил расти к 60 минуте и находился на плато 
вплоть до 90 минуты, затем незначительно снижался.

В  эксперименте с  использованием напитка в  группе Г4 ситуа‑
ция значительно отличалась от группы Г3 — начиная с  60 минуты 
наблюдалось снижение уровня гликемии (p ≤ 0,05). К 120 минуте по‑
казатель приближался к уровню глюкозы в крови натощак и состав‑
лял 22,0 ± 1,68 ммоль/л, что значительно отличалось от контрольной 
группы Г3 (p ≤ 0,05). Результаты расчета критерия Фридмана показа‑
ли значимость изменений результатов внутри групп Г1, Г2 и Г4 во 
временной промежуток 30–120 мин при p ≤ 0,05.

В контрольной группе животных площадь под кривой «Концен‑
трация глюкозы — время» при использовании напитка (группа Г2) 
уменьшилась на 15,7% по сравнению с контролем (группа Г1), в экс‑
периментальной группе животных при применении напитка (груп‑
па Г4) площадь уменьшилась на 23,4% по сравнению с контрольной 
группой Г3.

Результаты проведенных исследований наглядно демонстрируют, 
что напиток с добавлением белкового гидролизата помогает норма‑
лизовать уровень глюкозы в  крови у  здоровых животных, а  также 
способствует более быстрому снижению данного показателя у крыс 
с экспериментальным сахарным диабетом в сравнении с животны‑
ми, которым была дана только углеводная нагрузка.

Уровень сахара в  крови у  здоровых лабораторных животных 
в  группе Г1 (без добавления напитка) повышался на 151% относи‑
тельно начальных значений, что является более высоким показа‑
телем по сравнению с группой Г2 (с использованием напитка), где 
повышение составило 87%. При этом прирост уровня глюкозы в ко‑
нечном измерении (120 мин) по отношению к начальному составил 
65% у группы Г1 и 12% у группы Г2.

У  больных животных в  группе Г3 (без использования напитка) 
также наблюдался более значительный рост уровня сахара в крови — 
61% относительно начальных значений, в то время как в группе Г4 
(с применением напитка) это повышение составило 46%. Конечное 
измерение уровня глюкозы в крови у группы Г3 показало значение 
на 53% выше, чем в начальный момент, а у Г4 — на 17%.

Полученные данные согласуются с  результатами исследований 
других авторов. Так, например, в работе авторов Du X. и др. (2022) 
была экспериментально подтверждена гипогликемическая актив‑
ность гидролизата сывороточного белка из козьего молока, содер‑
жащего ингибиторы активности дипептидилпептидазы-4 (ДПП-4), 
α-глюкозидазы и α-амилазы [33,34].

Проведены исследования группой зарубежных ученых, устано‑
вивших влияние напитка на основе гидролизата сывороточного бел‑
ка (15,6 г белка на 100 мл напитка) на уровень глюкозы в крови па‑
циентов с сахарным диабетом. Данные исследования подтверждают 
эффективность напитка в снижении гипергликемии при 7-дневном 
курсе употребления 3 раза в день перед приемом пищи [31].

Также в работах некоторых ученых экспериментально выявлено 
и подтверждено положительное влияние лимонного сока на сниже‑
ние уровня глюкозы в крови [35,36], однако дозировки его были бо‑
лее высокие, чем в полученном нами напитке. Стоит отметить, что 
не исключена возможность синергетического эффекта лимонного 
сока и активных пептидов гидролизата в снижении гликемического 
индекса, что требует дополнительных исследований.
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В многочисленных работах отмечено, что ферментацией вторич‑
ного пищевого сырья возможно получение гидролизатов с активны‑
ми пептидами, обладающими различным физиологическим дейст‑
вием, в  том числе гидролизатов, регулирующих ферментативные 
процессы в организме больных диабетом.

Полученные результаты исследований позволяют расширить 
применение вторичного сырья в  виде молочной сыворотки и  суб‑
продуктов птицы для производства белковых гидролизатов с опре‑
деленной биоактивностью, перспективных для лечения сахарного 
диабета.

4. Выводы
Результаты исследований пептидного состава белкового гидроли‑

зата показали, что в результате микробной ферментации желудков 
цыплят-бройлеров в молочной сыворотке за счет гидролиза образу‑
ются активные пептиды, которые влияют на снижение уровня саха‑
ра в крови — с ингибирующей дипептидилпептидазу-4 и α-амилазу 
активностью.

На основе полученного белкового гидролизата смоделирована 
рецептура специализированного напитка для диабетического пита‑
ния. Оптимизированы две рецептуры в программе Excel (США), по 
которым были изготовлены напитки. По результатам органолепти‑
ческой оценки было выявлено, что лучшими показателями обладает 
напиток с добавлением лимонного сока.

Результаты исследований in vivo показали, что напиток на осно‑
ве белкового гидролизата, полученного микробной ферментацией 
желудков цыплят-бройлеров в молочной сыворотке пропионовокис‑
лыми бактериями, и  содержащий в  составе биоактивные пептиды, 
эффективен для снижения уровня глюкозы крови у  лабораторных 
животных.

Однако, учитывая тот факт, что разные люди по-разному реаги‑
руют на одну и ту же диету, необходимы клинические испытания 
на людях, чтобы увидеть реальный эффект от приема разрабо‑
танного напитка для контроля гликемии у пациентов с сахарным 
 диабетом.

а б
Рисунок 3. Результаты глюкозотолерантного теста контрольной группы животных: 

а — динамика концентрации глюкозы в крови у крыс групп Г1 (контрольная группа животных 
без использования напитка) и Г2 (контрольная группа животных с использованием напитка); 

б — площадь под кривой «Концентрация глюкозы — время» при глюкозотолерантном тесте в группах Г1(1) и Г2(2)
Figure 3. Results of the glucose tolerance test of the control group of animals: а — dynamics of the blood glucose concentration in the rats 

of the G1 group (control group of animals without using the beverage) and the G2 group (control group of animals with the use of the beverage); 
б — area under the curve “Glucose concentration — time” upon the glucose tolerance test in groups G1(1) and G2 (2)

а б
Рисунок 4. Результаты глюкозотолерантного теста опытной группы животных «с моделью диабета»: 

а — динамика концентрации глюкозы в крови у крыс групп Г3 (опытная группа животных 
без использования напитка) и Г4 (опытная группа животных с использованием напитка); 

б — площадь под кривой «Концентрация глюкозы — время» при глюкозотолерантном тесте в группах Г3(1) и Г4(2)
Figure 4. Results of the glucose tolerance test of the experimental group of animals with a model of diabetes: а — dynamics of the blood glucose 

concentration in the rats of the G3 group (the experimental group of animals without using the beverage) and the G4 group (the experimental group of 
animals with the use of the beverage); б — area under the curve “Glucose concentration — time” upon the glucose tolerance test in groups G3(1) and G4 (2)

Примечание: * — значимость изменений результатов между группами при p ≤ 0,05; P — значимость изменений результатов во времени внутри группы 
при p ≤ 0,05 по критерию Фридмана; P30–120 — значимость изменений результатов во времени (для временного промежутка 30–120 мин) внутри группы.

P ≤ 0,01; P30–120 ≤ 0,01

P ≥ 0,05; P30–120 ≤ 0,05

P ≤ 0,05; P30-120 ≥ 0,05

P ≥ 0,05; P30-120 ≤ 0,05

*
*

*
*
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А ННОТА Ц И Я
В настоящее время для кормления крупного рогатого скота широко используют побочные продукты основного произ‑
водства в виде жмыха, шрота, отрубей, молочной сыворотки. Несмотря на входящие в их состав белок, жиры, углево‑
ды, минеральные вещества и клетчатку, существует проблема низкой усвояемости этих питательных веществ. Кроме 
того, побочные продукты часто неблагополучны по микробиологическим показателям. Для решения данной пробле‑
мы используются различные физические, механические воздействия. В статье приведены результаты исследований 
влияния ультразвука (УЗ) на кормовую смесь подсолнечного жмыха и молочной сыворотки. Ультразвук — это волно‑
вые колебания с частотами более 20 кГц. Ультразвуковые волны распространяются в твердых, жидких и газообразных 
средах, обладают большой механической энергией и вызывают ряд физических, химических и биологических явле‑
ний. При УЗ-воздействии на смесь образуются пузырьки, при схлопывании которых выделяется большое количество 
энергии. Эта энергия расходуется на разрушение крупных частиц жмыха с размерами частиц 1370,8–2776,6 мкм в су‑
хом жмыхе до 1,8–300,0 мкм в суспензии. Подавляющее большинство (60–75%) частиц имеют размеры от 11 до 30 мкм 
при продолжительности УЗ-обработки 20–30 мин. Это видно на фотографиях смеси под микроскопом. При этом из 
простой смеси компонентов образуется гомогенная гелеобразная масса, содержащая белок, жир, клетчатку, сахара, 
что существенно улучшает процесс усвоения животными структурированных пищевых веществ жмыха. Выявлено 
уменьшение содержания белка в суспензии с 10,20% до 6,65% в соотношении компонентов от 1:4 до 1:8. Установле‑
ны температурно-временные режимы для соотношений компонентов жмых/сыворотка. Оптимальная температура 
составляла 60–70 °C, время обработки — 20 минут. При всех временных значениях в смеси с соотношением 1:8 тем‑
пература была ниже вследствие уменьшения вязкости образующейся суспензии. Под действием ультразвука проис‑
ходит микробная инактивация, что важно для здоровья и продуктивности животных. В результате статистической 
обработки показателей процесса установлена область оптимальных значений переменных факторов, при которых 
происходит снижение микробиологической контаминации смеси.
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A BST R ACT
At present, secondary products of the main production in the form of cake, oil meal, bran and whey are widely used for feeding 
cattle. Despite the presence of protein, fats, carbohydrates, minerals and fiber in their composition, there is a problem of low as‑
similability of these nutrients. Moreover, secondary products are often unsafe in terms of microbiological parameters. To solve 
this problem, various physical and mechanical impacts are used. The paper presents the results of the study of an ultrasound 
effect on the feed mixture of sunflower cake and whey. Ultrasound is wave oscillations with frequencies higher than 20 kHz. 
Ultrasound waves propagate in solid, liquid and gas media, have a high mechanical energy and cause several physical, chemical 
and biological phenomena. When ultrasound impacts a mixture, bubbles are formed and large amounts of energy are emitted 
upon their collapse. This energy is expended on destruction of large particles of cake with particle sizes of 1370.8–2776.6 µm 
in the dry cake and up to 1.8–300.0 µm in the suspension. The overwhelming majority (60–75%) of particles have sizes of 11 
to 30 µm when duration of the ultrasound treatment is 20–30 min. This can be seen in the photographs of the mixture under a 
microscope. With that, the homogeneous gel-like mass containing protein, fat, fiber and sugars is formed from a simple mixture 
of components, which significantly improves the process of assimilation of structured nutrients of cake by animals. A decrease 
in the protein content from 10.20% to 6.65% has been revealed in the suspension with a component ratio of 1:4 to 1:8. Tem‑
perature-time regimes for ratios of the cake/whey components have been established. The optimal temperature was 60–70 °C, 
treatment time was 20 min. A temperature was lower in the mixture with a ratio of 1:8 for all time periods due to a decrease in 
viscosity of the formed suspension. Microbial inactivation occurs under the impact of ultrasound, which is important for animal 
health and productivity. As a result of the statistical processing of process indicators, a range was established for optimal values 
of variable factors at which a decrease in the microbiological contamination of the mixture takes place. 

1. Введение
В  современном обществе наблюдается постоянный рост потре‑

бления молока и продуктов его переработки благодаря их высокой 
питательной ценности. На увеличение производства молока сущест‑
венное влияние оказывает порода продуктивных животных, а также 

корма, используемые для их кормления. Качество кормов зависит от 
их полноценности и безопасности. Эти две составляющие представ‑
ляют интерес для научных исследований. Важная роль в процессе со‑
здания эффективных кормов принадлежит продуктам, получаемым 
в  процессе переработки сельскохозяйственного сырья, побочным 
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продуктам основного производства, которые в  свою очередь явля‑
ются вторичными ресурсами для трансфера технологий. Из научных 
публикаций известно, что жмых, полученный после прессования 
семян различных культур, относится к  отходам производства ра‑
стительного масла, содержащим 4–10% жира, а также большее, чем 
в самих семенах, количество белка (30–35%) и клетчатку. По амино‑
кислотному составу и биологической ценности белки жмыхов пре‑
восходят белки зерновых злаков, содержащих 10% белка для 5 класса 
зерна пшеницы по ГОСТ 9353–2006 1. Они содержат большее количе‑
ство лизина, метионина, цистина и триптофана. Жмыхи включают 
в себя 6–7% минеральных веществ; кальция и фосфора в них значи‑
тельно больше, чем в зерновых кормах [1]. Ультразвуковой обработ‑
кой можно модифицировать структуру жмыха с целью повышения 
его питательной ценности [2].

Учитывая высокие концентрации сырого жира в жмыхе [3], уче‑
ные доказали перспективность добавки жмыха для регулирования 
содержания жирных кислот в  рубце животных. Исследование по 
включению жмыха в рацион молодых кур показало снижение затрат 
на корма и повышение экономической эффективности [4].

По сравнению с  семенами, подсолнечные жмыхи имеют в  сво‑
ем составе больше клетчатки (31,88% и 12,64% для образцов в виде 
гранул) [5]. Ввиду высокого содержания белка в  жмыхе его вводят 
в рацион кормления молодняка и взрослых животных в количестве, 
соответствующем современным нормативам.

Из жмыха подсолнечника перед употреблением рекомендуется 
удалить хлорогеновую кислоту (CGA), которая влияет на его качество 
[6,7]. Особенно ценным является белок подсолнечного жмыха. Уста‑
новлено, что включение в рацион животных подсолнечного жмыха 
линейно увеличивало следующие показатели (при р < 0,05): общее 
содержание липидов, белка и холестерина в мясе, влагоудерживаю‑
щую способность. В корма можно включать до 21% жмыха [8].

Ультразвуковая (УЗ) обработка способствует повышению выхода 
белка из жмыхов и улучшению условий для протекания этого про‑
цесса. В оптимизированных условиях были получены изоляты с со‑
держанием белка 94,04–0,77 г/100 г и выходом 43,6–0,97% [9].

Важно отметить, что жмыхи содержат значительное количество 
витаминов группы В [10,11].

Пластины жмыха предварительно размалывают. При этом в связи 
с высокой гигроскопичностью он поглощает влагу, что ведет к раз‑
ложению триглицеридов на жирные кислоты и  глицерин, которые 
окисляются грибами и бактериями, содержащимися в жмыхе, вслед‑
ствие чего он становится непригодным для кормления животных. 
Поэтому молотый жмых не подлежит длительному хранению. Так‑
же стоит отметить, что он имеет свойство закисать [10,11,12]. Кро‑
ме того, усвояемость физиологически ценных веществ жмыха, за‑
ключенных в крупных агрегациях после помола, является неполной 
[10,11,12].

Нами была поставлена задача создать кормовую добавку повы‑
шенной ценности, не имеющую указанных недостатков. В результа‑
те анализа литературных источников был выбран метод ультразву‑
кового воздействия на компоненты добавки. Данный метод оказался 
эффективным при изготовлении целого ряда продуктов из различ‑
ного сырья. Он успешно применялся в  процессе экстракции белка 
из семян тыквы [9], при получении зернового сырья и  продуктов 
его переработки для создания кормовых добавок в рацион кормов 
животных [10,11], а также при производстве кормовых продуктов на 
основе поликомпонентных растительно-минеральных смесей [12].

Механизм взаимодействия между кавитацией и пищевыми сре‑
дами, подробный анализ физико-химических эффектов акустиче‑
ской кавитации представлен в работе [13].

При обосновании метода основным положением является то, что 
все виды механической и другие виды обработки сырья, связанные 
с приданием отдельным компонентам требуемой дисперсности или 
необходимых реологических свойств, не нарушают принципа супер‑
позиции в  отношении исходных ингредиентов, биологически важ‑
ных пищевых веществ [14].

Кормовая добавка из смеси подсолнечного жмыха с водой, обра‑
ботанной ультразвуком, была получена в  результате эксперимен‑
тальных исследований в Оренбургском ГАУ. По итогам исследований 
было установлено, что переваримость сухого вещества превышала 
показатель натуральных кормов на 3,6–5,8% [10]. На повышение ус‑
вояемости сухого вещества жмыха указывают ряд публикаций. Так, 
в работе [15] говорится о том, что скорость разложения растворимой 
фракции (фракция В) и общее газообразование линейно снижались 

1 ГОСТ 9353–2006 «Пшеница. Технические условия». — Москва: Стандар‑
тинформ, 2019. — 10 с.

со включением подсолнечного жмыха в рацион животных. Значения 
рН в  ротовой жидкости были выше для уровней 0, 200 и  600 г/кг‑1 
подсолнечного жмыха.

Исследованиями установлено, что кавитационная обработка при 
разных режимах оказывает определенное влияние на химический 
состав, на концентрацию основных питательных веществ и  на пе‑
реваримость сухого вещества сырья in vitro. В частности, количество 
сырой клетчатки снизилось в подсолнечном жмыхе на 15,4–24,12%; 
сырого жира — на 6,4–11,2%; содержание сахаров в  подсолнечном 
жмыхе увеличилось на 18,8–25,0%. Переваримость сухого вещества 
подсолнечного жмыха переработанного превышала показатель на‑
турального на 3,6–5,8% [16,17].

Как положительный момент стоит отметить использование муки 
из семян подсолнечника, богатой белком, клетчаткой и  антиокси‑
дантами, полученной после отделения подсолнечного масла, в  ре‑
цептуре печенья. Это значительно увеличило содержание белка 
в печенье, а также повысило TPC (общее содержание фенолов) и ан‑
тиоксидантную способность продукта [18].

Известно, что ультразвук (УЗ)  — это волновые колебания с  ча‑
стотами более 20 000 колебаний в  секунду (20 кГц). УЗ-волны рас‑
пространяются в  твердых, жидких и  газообразных средах, облада‑
ют большой механической энергией и  вызывают ряд физических, 
химических и  биологических явлений. За счет эффекта кавитации 
происходит улучшение физико-химических свойств, извлечение би‑
ологически важных пищевых веществ из пищевого сырья и отходов 
его переработки. Ультразвуковая обработка относится к  категории 
экологически чистых технологий из-за нетоксичности последствий 
воздействия исполнительного механизма на сырье [19].

Воздействие определенных частот ультразвуковых колебаний 
способно вызывать деполимеризацию органелл микробных клеток. 
Под действием ультразвука в жидкой среде клетки возникает процесс 
кавитации. Кавитация — это образование и схлопывание пузырьков 
газов, сопровождающееся созданием внутри клетки высокого дав‑
ления (до 10 000 атм), что приводит к разрыву клеточной оболочки 
и,  как следствие, к  гибели клетки. Благодаря бактерицидному эф‑
фекту действия ультразвука, в настоящее время УЗ-технологии при‑
меняют для стерилизации пищевых продуктов (молоко, фруктовые 
соки, вина). УЗ-обработка является альтернативой используемым 
для повышения микробиологической безопасности синтетическим 
химикатам, которые, хотя и выполняют свою функцию, являются не‑
безопасными для здоровья животных и человека [19].

В  качестве второго компонента кормовой добавки применяли 
молочную сыворотку, которая в  больших количествах образует‑
ся при переработке молока, но мало используется в  дальнейшем. 
Следует отметить тот факт, что большая часть сыворотки сливается 
в почву, водоемы, тем самым загрязняя их и ухудшая экологическую 
обстановку. Она содержит до 94% воды, 0,5% белка, 0,1% жира, имеет 
кислотность 5,5 pH единиц [20,21] и  может повысить питательную 
ценность корма. Однако из патента № 2154386 РФ «Способ получе‑
ния молочно-растительной кормовой добавки» известно, что срок 
хранения сыворотки составляет не более двух суток при температу‑
ре + 6 °C. Это нужно учитывать при ее использовании.

Целью работы являлось исследование влияния ультразвукового 
воздействия на кормовую смесь жмыха подсолнечного и сыворотки 
молочной.

Для выполнения поставленной задачи необходимо было изучить 
режимы ультразвуковой обработки смеси жмыха и молочной сыво‑
ротки, а также их влияние на структурные показатели компонентов 
и микробиологическую безопасность.

2. Объекты и методы
Работа проводилась в  лаборатории трансфера технологий отдела 

пищевых систем и  биотехнологий СФНЦА РАН. В  процессе исследо‑
вания использовали молотый подсолнечный жмых по ГОСТ 80–96 2, 
который является побочным продуктом переработки семян подсол‑
нечника на масло компании ООО «ЗК Благо», и сыворотку молочную 
подсырную несоленую по ГОСТ 34352–2017 3. Молочная сыворотка яв‑
ляется отходом переработки молока в сыр на ООО «Фабрика Фаворит».

Жмых и сыворотку смешивали в пропорции 1: 4, 1: 6, 1: 8 (Таблица 1).
Образец смеси заливали в стеклянную банку объемом 0,5 л, УЗ-из‑

лучатель погружали вертикально в  центр банки так, чтобы торец 

2 ГОСТ 80–96 «Жмых подсолнечный. Технические условия».  — Минск: 
Межгосударственный совет по стандартизации, метрологии и сертификации, 
2015. — 7 с.

3 ГОСТ 34352–2017 «Сыворотка молочная сырье. Технические условия». — 
Москва: Стандартинформ, 2018. — 7 с.
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УЗ-излучателя находился выше 0,5–1 см от ее дна. Каждый образец 
подвергали УЗ-облучению на установке «Ультразвуковой техноло‑
гический аппарат «Волна» УЗТА-0,4/22-ОМ» (Центр ультразвуковых 
технологий, Бийск, Россия) (Рисунок 1) с продолжительностями 10, 
20, 30 мин (Таблица 1). Банку со смесью вращали вокруг наконечника 
излучателя для ускорения процесса перехода смеси в суспензию.

Режим облучения для всех вариантов образцов:
 � постоянные параметры: частота ультразвука — 22 кГц, мощность 

излучателя — 100 Вт, напряжение в сети электропитания — 220 В;
 � варьируемые параметры — продолжительность облучения: 10, 20, 

30 мин;
 � регистрируемый зависимый параметр — температура смеси, из‑

меряли с  интервалом 10 мин, включая момент до начала обра‑
ботки. В  момент измерения генератор ультразвука выключали. 
Для определения температуры смеси использовали контактный 
мини-термометр стержневого типа (стик-термометр) Тesto 905-
T1 (Концерн Тesto, Германия).
Обозначение опытных образцов и режимов УЗ-обработки пред‑

ставлено в Таблице 1.

Таблица 1. Обозначение опытных образцов 
и режимов УЗ-обработки

Table 1. Codes of the experimental samples and regimes 
of the ultrasound treatment

Образец 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Продолжительность 
УЗ-обработки, мин 10 20 30 10 20 30 10 20 30

Соотношение компонентов, 
ед. 1: 4 1: 4 1: 4 1: 6 1: 6 1: 6 1: 8 1: 8 1: 8

Структуру жмыха и смеси изучали с помощью электронного микро‑
скопа Carl Zeiss Stereo Discovery V8 с камерой Axio Cam ICc 5 (Carl Zeiss 
Спектроскопия GmbH, Германия) и с программным обеспечением ZEN.

Биохимический состав сырья и  суспензии исследовали в  лабо‑
ратории качества и  безопасности отдела пищевых систем и  би‑
отехнологий СФНЦА РАН. Массовую долю белка определяли по 
ГОСТ Р 51417–99 4. Массовую долю жира выявляли по ГОСТ 13979.2–
94 5. Массовую долю влаги рассчитывали по ГОСТ 13979.1–68 6. Массо‑
вую долю клетчатки определяли по ГОСТ Р 52839–2007 7

Аминокислотный состав изучали с  использованием прибора 
«Капель 105-М» № 1679 с длиной волны 254 нм («ЛЮМЭКС», Санкт- 
Петербург, Россия).

Микробиологические исследования проводили в  лаборатории 
качества и  безопасности отдела пищевых систем и  биотехноло‑
гий СФНЦА РАН. Микробиологические показатели выявляли ме‑
тодами микробиологического анализа по ГОСТ 10444.12–2013 8, 

4 ГОСТ Р51417–99 «Корма, комбикорма, комбинированное сырье. Опре‑
деления массовой доли азота и вычисление массовой доли сырого протеина. 
Метод Къельдаля». — Москва: Издательство стандартов, 2002. — 7 с.

5 ГОСТ 13979.2–94. «Жмых, шроты и горчичный порошок. Метод опреде‑
ления массовой доли жира и экстрактивных веществ». — Минск: Межгосудар‑
ственный совет по стандартизации, метрологии и сертификации, 2015 – 7 с.

6 ГОСТ 13979.1–68 «Жмых, шроты и горчичный порошок. Метод опреде‑
ления массовой доли влаги и летучих веществ». — Москва: ИПК Издательство 
стандартов, 2003. — 3 с.

7 ГОСТ Р 52839–2007 «Корма. Методы определения содержания сырой 
клетчатки с применением промежуточной фильтрации». — Москва: Стандар‑
тинформ, 2011. — 9 с.

8 ГОСТ 10444.12–2013 «Микробиология пищевых продуктов и кормов для 
животных. Методы выявления и подсчета количества дрожжей и плесневых 
грибов». — Москва: Стандартинформ, 2014. — 11 с.

ГОСТ  10444.15–94 9, ГОСТ 30726–2001 10, ГОСТ 31659–2012 11, 
ГОСТ 31746–2012 12, ГОСТ 31747–2012 13.

Экспериментальные данные исследований по изучению влияния 
параметров УЗ-обработки на контаминацию обрабатывали методом 
множественного регрессионного анализа на ПК с  использованием 
программ Statistica 10 и Excel. При этом определяли следующие ста‑
тистические характеристики: коэффициент регрессии (R), вероят‑
ность нулевых значений коэффициентов на уровне 0,05, критерий 
Фишера (F), уровень доверительной значимости (р) значения крите‑
рия Фишера, t-критерий Стьюдента для установления достоверности 
отличий между вариантами с различными соотношениями смеси.

3. Результаты и обсуждение
Химический состав вторичных сырьевых ресурсов представлен 

в Таблице 2. В Таблице 3 показано влияние УЗ-обработки на биохи‑
мические показатели суспензий.

Таблица 2. Химический состав вторичных сырьевых 
ресурсов (М ± Δ)

Table 2. Chemical composition of the secondary raw material 
resources (М ± Δ)

Наименование показателей 
химического состава

Подсолнечный 
жмых

Подсырная 
сыворотка

Массовая доля влаги, % 6,7 ± 0,32* 92,8 ± 0,30*

Массовая доля белка, % 39,2 ± 0,68* 0,7 ± 0,25*

Массовая доля жира, % 6,79 ± 0,04* 0,5 ± 0,03*

Клетчатка, % 24,24 ± 2,91* –

Углеводы, % – 3,55 ± 0,25*
Примечание: * — доверительный интервал при p < 0,05.

В работах [2,19,22] представлены обзорные данные о химическом 
составе жмыха подсолнечника. Показано, что содержание сырого 
протеина может находиться в пределах от 20,15% до 61,06%, жира — 
от 0,5 до 15,77%, волокон — от 4,3 до 45. Такой большой диапазон 
значений образуется по ряду причин. Процентное содержание пита‑
тельных веществ может варьироваться из-за полной или частичной 
очистки от оболочек маслосемян, а также от способа производства 
масла. Генотипические и фенотипические вариации оказывают за‑
метное влияние на белки подсолнечника. Имеет место также оши‑
бочная, неточная и  неполная информация об исследовании в  опу‑
бликованных работах.

Результаты влияния УЗ-обработки на биохимические показатели 
суспензий представлены в Таблице 3.

Таблица 3. Химические показатели суспензий после УЗ 
обработки смесей, (М ± m)

Table 3. Chemical indicators of the suspensions after the ultrasound 
treatment of the mixtures, (М ± m)

N 
п/п

Соотно-
шения 
смеси

Показатели химического состава суспензий,%

Влажность Жир Белок Клетчатка

1 1: 4 75,87 ± 0,12 3,25 ± 0,01 10,24 ± 0,08 5,8 ± 0,01

2 1: 6 80,43 ± 0,20** 2,61 ± 0,01*** 8,28 ± 0,01** 4,9 ± 0,01***

3 1: 8 82,78 ± 0,39** 2,31 ± 0,04** 6,65 ± 0,04*** 4,2 ± 0,01***
 ** Отличия достоверны с р < 0,01 по сравнению с вариантом 1.
 *** Отличия достоверны с р < 0,001 по сравнению с вариантом 1.

Данные Таблицы 3 свидетельствуют о том, что наибольшие зна‑
чения показателей содержания жира, белка, клетчатки наблюдаются 
в суспензии, полученной из смеси компонентов в соотношении 1:4. 
С увеличением содержания влаги в суспензии, полученной из смесей 

9 ГОСТ 10444.15–94 «Продукты пищевые. Методы определения количества 
мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов». — 
Москва: Стандартинформ, 2010. — 4 с.

10 ГОСТ 30726–2001 «Продукты пищевые. Методы выявления и определе‑
ния количества бактерий вида Escherichia coli». — Москва: Стандартинформ, 
2010. — 6 с.

11 ГОСТ 31659–2012 «Продукты пищевые. Метод выявления бактерий рода 
Salmonella». — Москва: Стандартинформ, 2014. — 20 с.

12 ГОСТ 31746–2012 «Продукты пищевые. Методы выявления и определе‑
ния количества коагулазоположительных стафилококков и  Staphylococcus 
aureus». — Москва: Стандартинформ, 2013. — 22 с.

13 ГОСТ 31747–2012 «Продукты пищевые. Методы выявления и определе‑
ния количества бактерий группы кишечных палочек (колиформных бакте‑
рий)». — Москва: Стандартинформ, 2013. — 13 с.
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Рисунок 1. Схема установки УЗ-обработки смесей жмыха с сывороткой  
Figure 1. Scheme of the plant for the ultrasound treatment of mixtures of cake with whey 
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4 ГОСТ Р51417-99 «Корма, комбикорма, комбинированное сырье. Определения массовой доли азота и 
вычисление массовой доли сырого протеина. Метод Къельдаля». – Москва: Издательство стандартов, 2002. – 7 
с. 
5 ГОСТ 13979.2-94. «Жмых, шроты и горчичный порошок. Метод определения массовой доли жира и 
экстрактивных веществ». – Минск: Межгосударственный совет по стандартизации, метрологии и 
сертификации, 2015 – 7 с. 
6 ГОСТ 13979.1-68 «Жмых, шроты и горчичный порошок. Метод определения массовой доли влаги и летучих 
веществ». – Москва: ИПК Издательство стандартов, 2003. – 3 с. 
7 ГОСТ Р 52839-2007 «Корма. Методы определения содержания сырой клетчатки с применением 
промежуточной фильтрации». – Москва: Стандартинформ, 2011. – 9 с. 
8 ГОСТ 10444.12-2013 «Микробиология пищевых продуктов и кормов для животных. Методы выявления и 
подсчета количества дрожжей и плесневых грибов». – Москва: Стандартинформ, 2014. – 11 с. 
9 ГОСТ 10444.15-94 «Продукты пищевые. Методы определения количества мезофильных аэробных и 
факультативно-анаэробных микроорганизмов». – Москва: Стандартинформ, 2010. – 4 с. 
10 ГОСТ 30726-2001 «Продукты пищевые. Методы выявления и определения количества бактерий вида 
Escherichia coli». – Москва: Стандартинформ, 2010. – 6 с. 
11 ГОСТ 31659-2012 «Продукты пищевые. Метод выявления бактерий рода Salmonella». – Москва: 
Стандартинформ, 2014. – 20 с. 
12 ГОСТ 31746-2012 «Продукты пищевые. Методы выявления и определения количества 
коагулазоположительных стафилококков и Staphylococcus aureus». – Москва: Стандартинформ, 2013. – 22 с. 
13 ГОСТ 31747-2012 «Продукты пищевые. Методы выявления и определения количества бактерий группы 
кишечных палочек (колиформных бактерий)». – Москва: Стандартинформ, 2013. – 13 с. 
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1:6 и 1:8, эти показатели уменьшаются, что объясняется уменьшени‑
ем концентрации сухих веществ в  единице объема суспензии. Не‑
значительное снижение количества белка в составе компенсируется 
наиболее благоприятной для физиологии пищеварения жвачных 
животных структурой кормовой добавки, содержащей белок, жир, 
клетчатку [10,16,17].

О ценности корма можно судить не только по количеству белка, 
но и по его аминокислотному составу, играющему важнейшую роль 
в процессах пищеварения животного.

Из анализа данных следует вывод, что аминокислотный состав 
суспензии зависит от аминокислотного состава сырья. При меньшем 
содержании аминокислоты в  сыворотке, чем в  жмыхе, происходит 
снижение содержания их в суспензии и наоборот. Увеличение коли‑
чества аминокислот, Lys, Leu+lie, Met связано с их синтезом под дей‑
ствием аспарагиновой кислоты сыворотки. Также наблюдается не‑
значительное снижение значений, связанное с разведением смеси.

На Рисунке 2 представлены данные по аминокислотному составу 
сырья и суспензий.

Данные, представленные на Рисунке 2, свидетельствуют о  том, 
что УЗ-обработка не оказывает отрицательного влияния на амино‑
кислотный состав суспензии.

Визуально было отмечено, что после УЗ-обработки смесь перехо‑
дит в состояние гелеобразной суспензии. Это является результатом 
ударного воздействия, турбулентности, а  также трения, возникаю‑
щих вследствие диспергирования крупных частиц жмыха и их пере‑
мешивания с сывороткой.

На снимках микроструктуры образцов жмыха и суспензии, сде‑
ланных с  помощью электронного микроскопа (Рисунки 3а, 3б, 3в, 
3г), видно, что частицы жмыха существенно уменьшились с 1370,8–
2776,6 мкм в  сухом жмыхе до 1,8–300 мкм в  суспензии. Причем 
подавляющее большинство частиц (60–75%) имеют размеры от 11 
до 30  мкм при продолжительности УЗ-обработки 20 мин. В  целом 
 наблюдалась тенденция уменьшения размеров частиц с  увеличе‑

Рисунок 2. Аминокислотный состав сырья 
и полуфабрикатов (при р < 0,05)

Figure 2. Amino acid composition of raw materials and semi-finished 
products (at р < 0.05)

а б

в г
Рисунок 3. Микроструктура: а — жмыха; б — образца суспензии 1; в — образца 2; г — образца 3

Figure 3. Microstructure: а — cake; б — suspension sample 1; в — sample 2; г — sample 3
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нием времени УЗ-обработки. Темные изображения на Рисунке 3 (б, 
в, г) — это кусочки скорлупы семени подсолнечника. Белки, жиры, 
клетчатка ядра семени перешли в гель суспензии. Это существенно 
улучшает процесс усвоения структурированных пищевых веществ 
жмыха при кормлении животных, что отмечено в публикациях рос‑
сийских и зарубежных авторов [10,15,16,17,21].

На Рисунке 4 показано процентное распределение размеров ча‑
стиц жмыха в суспензии, полученной после УЗ-обработки. Из диа‑
граммы видно, что в  суспензии, образованной при соотношении 
компонентов смеси в зависимости от продолжительности обработ‑
ки, присутствует от 10 до 34% частиц с размерами меньше 10 мкм. 
В основном это частицы от 11 до 30 мкм и около 5% крупных частиц 
с размером более 300 мкм.

Анализ данных Рисунка показал, что при увеличении продолжи‑
тельности обработки с 10 до 20 мин происходит значительный рост 
доли частиц размерами от 11 до 30 мкм за счет дробления частиц 
размерами от 31 мкм. Также наблюдается уменьшение доли частиц 
размерами от 3 до 10 мкм, вероятно, из-за их измельчения до частиц 
размерами менее 3 мкм, которые трудно различить при использова‑
нии светового микроскопа. При увеличении времени обработки с 20 
до 30 мин наблюдается уменьшение доли частиц размерами от 11 до 
30 мкм и повышение доли частиц от 3 до 10 мкм, что связано с дро‑
блением частиц размерами от 11 до 30 мкм до частиц размерами от 
3 до 10 мкм.

Данные Рисунков 3 и  4 позволили сделать вывод о том, что под 
влиянием УЗ-обработки достигнута модификация жмыха, удовлетво‑
ряющая условию улучшения усвояемости его питательных веществ.

В результате исследований установлено, что при увеличении про‑
должительности УЗ-обработки от 10 до 30 минут температура сме‑
си повышалась в пропорции 1: 4 с 19,0 °C до 83,9 °C, в пропорции 1: 6 
с 15,0 °C до 77,0 °C и в пропорции 1:8 с 17,0 °C до 74,0 °C. Максимальная 
температура 83,9 °C была отмечена в образце № 3 при УЗ-обработке 

в течение 30 минут в смеси с пропорцией компонентов 1: 4. Более низ‑
кая температура (77,0 °C и 74,0 °C) наблюдалась в пропорции смесей 1: 6 
и 1: 8. При соотношении 1: 8 температура смеси при всех временных 
значениях была ниже вследствие уменьшения вязкости образующейся 
суспензии. При исследовании влияния температуры на компоненты 
смеси учитывали тот факт, что нагревание до высокой температуры 
понижает переваримость белков жмыха и ухудшает его вкус.

Зависимость температуры от продолжительности обработки и со‑
отношения компонентов смеси представлена на Рисунке 5.

Анализ регрессионного уравнения (Рисунок 5) позволил сделать 
вывод, что на температуру смеси большое влияние оказывает фак‑
тор продолжительности УЗ-обработки. Уравнение регрессии досто‑
верно — расчетный уровень доверительной значимости (р = 2 × 10–6) 
меньше принятого р = 0,05), значение критерия Фишера F = 172,4 
(Fф > Fт). Коэффициент регрессии (R = 0,99) свидетельствует о нали‑
чии корреляции связи между зависимыми и  независимыми пере‑
менными факторами.

Зависимость количества мезофильных аэробных и факультатив‑
но-анаэробных микроорганизмов (КМАФАнМ) от продолжительно‑
сти УЗ-обработки и соотношения компонентов смеси представлена 
на Рисунке 6.

При всех соотношениях смеси с увеличением времени УЗ-обра‑
ботки область меньших значений КМАФАнМ соответствует продол‑
жительности обработки 16–30 мин. Это объясняется тем, что в усло‑
виях длительной УЗ-обработки смесь разжижается, и  кавитация 
пузырьков и их воздействие на микроорганизмы становятся более 
интенсивными.

Анализ регрессионного уравнения (Рисунок 6) показал, что на со‑
держание КМАФАнМ большое влияние оказывают оба фактора: про‑
должительность, соотношение компонентов в смеси и их совместное 
действие. Об этом свидетельствуют большие коэффициенты при «х» 
и «у». Уравнение регрессии достоверно — расчетный уровень довери‑
тельной значимости (р = 0,003 меньше принятого р = 0,05), значение 
критерия Фишера F = 58,6 (Fф > Fт). Коэффициент регрессии (R = 0,99) 
свидетельствует о наличии тесной корреляции между зависимыми 
и независимыми переменными факторами.

Анализ графиков на Рисунках 5 и 6 показал, что области более вы‑
соких температур (70–80 ºС) соответствовали более низкие значения 
КМАФАнМ. Это говорит о том, что не только кавитация, но и тем‑
пература, которая зависит от энергии, выделяемой при кавитации, 
влияла на содержание КМАФАнМ при УЗ-обработке смеси.

В  Таблице 4 представлены результаты микробиологических ис‑
следований сырья и суспензии по вариантам.

Во введении уже поднимался вопрос отрицательного влияния 
микроорганизмов «порчи» (плесневых грибов и дрожжей) во влаж‑
ной среде на качественные характеристики кормовой добавки). 
Установлено, что подсолнечный жмых содержит плесневые грибы 
1,00 × 10 КОЕ в грамме продукта, дрожжи — 2,45 × 102. Сыворотка с ее 
значением рН 5,5 ед. способствовала созданию кислой среды смеси, 

Рисунок 4. Распределение частиц в образцах 1–9 
по размерам, % (при р < 0,05)

Figure 4. Distribution of particles in samples 1–9 by sizes,% (at р < 0.05)

Рисунок 5. Зависимость температуры от продолжительности обработки и соотношения компонентов смеси
Figure 5. Dependence of a temperature on treatment duration and a ratio of  mixture components
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необходимой для их развития. Исследованием обнаружены в смеси 
плесневые грибы рода Aspergillus, Mucor, анаэробные дрожжи и ак‑
тиномицеты (лучистые грибы). Известно, что некоторые аминокис‑
лоты являются питательной средой для выявленных грибов. Этим 
объясняется некоторое уменьшение содержания аминокислот.

Таблица 4. Результаты микробиологического анализа сырья 
и суспензии по вариантам

Table 4. Results of the microbiological analysis of the raw materials and 
suspensions by variants

Образец

К
М

А
Ф

А
н

М
, 

К
О

Е/
г

Результат

БГКП

Sa
lm

on
el

la

E.
 c

ol
i

S.
 a

ur
eu

s

B
. c

er
eu

s

П
ле

сн
ев

ы
е 

гр
и

бы
, 

К
О

Е/
г

Д
ро

ж
ж

и
, 

К
О

Е/
г

101 102

Жмых 
подсолнечный 2,47 × 105 + + _ + н/о + 1,00 × 10 2,45 × 102

Сыворотка 
подсырная 9,54 × 106 + + – + + н/о н/о н/о

1 (1:4,10 мин) 2,79 × 106 + + – + + + 1,00 × 10 ~

2 (1:4,20 мин) 2,73 × 105 + + – + + + н/р 2,25 × 104

3 (1:4,30 мин) 3,00 × 104 – – – – + + н/р 2,59  × 102

4 (1:6,10 мин) 2,04 × 106 + + – + + + н/р 1,00 × 103

5 (1:6,20 мин) 6,82 × 104 – – – – + + н/р 5,00 × 10

6 (1:6,30 мин) 6,36 × 104 – – – – + + н/р 3,60 × 10

7 (1:8,10 мин) 1,29 × 106 + + – + + + н/р 8,40 × 103

8 (1:8,20 мин) 1,30 × 104 – – – – + + н/р 2,04 × 102

9 (1:8,30 мин) н/р – – – – – – н/р 1,54 × 10

Требования 
СанПиН 
2.3.2.1078–01

2 × 105 0,01 в 
25 г – 0,1 0,1 50 КОЕ/г –

Примечание: «+» — обнаружено, «–» — не обнаружено, «~» — сплошной 
рост, «н/о» — не определяли согласно требованиям НД, «н/р» — нет роста.

Анализ результатов микробиологических исследований (Таб‑
лица 4 и Рисунок 6) свидетельствует о том, что при использовании 
сырья, неблагополучного по микробиологическим показателям, 

с  увеличением времени УЗ-обработки и  по мере повышения сте‑
пени разведения наблюдалось снижение КМАФАнМ, а  требуемый 
уровень безопасности был достигнут при соотношении компонен‑
тов 1: 8 и при продолжительности УЗ-обработки 30 мин (режим 9). 
Возможно, что при применении сырья, не обсемененного S. aureus 
и B. Cereus, приемлемая микробиологическая чистота будет обеспе‑
чена также при режимах 3, 5, 6, 8.

Частично инактивацию микроорганизмов можно объяснить 
воздействием свободных радикалов, которые образуются в жидкой 
 суспензии под действием УЗ-волн. На этот эффект инактивации 
 микроорганизмов указывается в работе [19].

Стандартная процедура изучения микробиологической загряз‑
ненности свидетельствует о  том, что различные микроорганизмы 
обладают неодинаковой чувствительностью к воздействию ультраз‑
вука. Бактерии более чувствительны, чем дрожжи, споровые формы 
бактерий более устойчивы, чем вегетативные клетки. Отсутствуют 
неспорообразующие бактерии БГКП, в  том числе E. coli, S. aureus, 
Salmonella. Установлено, что УЗ-обработка смеси с  соотношением 
компонентов 1:8 более эффективна в отношении количества мезо‑
фильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов 
(КМАФАиМ) кормовой добавки.

4. Выводы
1. Исследованием установлено, что ультразвуковая обработка 

с  частотой 20 кГц смеси жмыха подсолнечного и  молочной сы‑
воротки приводит к  распаду крупных частиц жмыха размером 
1370,8–2776,6 мкм на мелкие размером до 1,8–300 мкм в суспен‑
зии. Причем подавляющее большинство частиц (60–75%) имеют 
размеры от 11 до 30 мкм при продолжительности УЗ-обработки 
20 мин. При этом образуется гомогенная гелеобразная масса, со‑
держащая питательные вещества в более доступной форме.

2. Установлено, что под действием кавитации при УЗ-обработке 
и за счет воздействия температуры от 74,0 до 83,9 °C численность 
всех представителей микробиоты кормовой смеси снижалась до 
уровня безопасного для животного.

3. Для определения эффективности рассматриваемого способа под‑
готовки кормовой добавки необходимо провести кормление жи‑
вотных в хозяйствах в достаточных объемах.

4. Проведенные исследования представляют интерес в  научно- 
практическом плане для трансфера технологий с целью получе‑
ния нового продукта.

Рисунок 6. Зависимость КМАФАнМ от продолжительности УЗ-обработки и соотношения компонентов смеси
Figure 6. Dependence of QMAFAnM on ultrasound treatment duration and a  ratio of mixture components
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А ННОТА Ц И Я
Микробные ферментные препараты (ФП) целлюлолитического, протеолитического, фитазного действия и их компози‑
ции при действии на зерновые отруби позволяют с помощью направленного биокатализа получать достаточно широ‑
кий спектр продуктов гидролиза белков, некрахмальных полисахаридов и фитина. Использование ФП и мультэнзимных 
композиций (МЭК) является по своей сути современным инструментарием интенсификации биохимических процессов, 
лежащих в основе той или иной пищевой технологии. Наряду с этим ФП позволяют модифицировать продукты пере‑
работки растительного сырья, в частности зерновых, бобовых и масличных культур (глубокая переработка), и получать 
ценные кормовые и пищевые ингредиенты. Разработаны и научно обоснованы две мультиэнзимные композиции на 
основе отечественных и зарубежных ФП. Определены оптимальные условия для проведения ферментативных реакций 
при использовании в качестве субстрата пшенично-чечевично-льняных отрубей. Показана высокая эффективность раз‑
работанных МЭК: доля РВ в исследуемых гидролизатах увеличивалась по сравнению с массовой долей автолизов пше‑
ничных и трехкомпонентных отрубей в 2,8 и 2,3 раза (МЭК-1) и в 3,5 и 2,7 раза (МЭК-2) соответственно.) Содержание рас‑
творимого белка возросло в 4,7 и 3,0 раза (МЭК-1) и в 6,4 и 4,2 раза (МЭК-2). Доля растворимого фосфора увеличивалась 
в среднем в 3,0–3,5 раза при использовании МЭК-1 и МЭК-2. Методом гель-хроматографии было установлено, что фрак‑
ция, содержащая низкомолекулярные пептиды и свободные аминокислоты (М.м. <1000 Да) в гидролизатах, полученных 
с использованием МЭК, в 3–4 раза превосходит аналогичную фракцию в гидролизатах под действием собственных эн‑
догенных ферментов (автолиз). При этом, по результатам ВЭЖХ, концентрация наиболее ценных аминокислот с точки 
зрения азотного питания дрожжей (аспарагиновой кислоты, аргинина) в  опытных гидролизатах трехкомпонентных 
отрубей повышалась в среднем в 2,5–3,0 раза; концентрация валина — в 5 раз; гистидина и изолейцина — в 2,0–2,5 раза.
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Microbial enzyme preparations (EPs) of the cellulolytic, proteolytic and phytase action, as well as their compositions, allow 
obtaining quite a wide spectrum of products of hydrolysis of proteins, non-starch polysaccharides and phytin by means of 
targeted biocatalysis upon action on grain bran. The use of EPs and multienzyme compositions (MECs) is inherently a mod‑
ern tool for intensification of biochemical processes underlying one or another food technology. At the same time, EPs allow 
modifying products of processing plant raw materials, in particular cereal, leguminous and oil-bearing crops (deep processing) 
and obtain valuable feed and food ingredients. Two multienzyme compositions based on domestic and foreign EPs have been 
developed and scientifically substantiated. Optimal conditions have been determined for conducting enzymatic reactions 
when using wheat-lentil-flax bran as a substrate. High effectiveness of the developed MECs has been shown: the proportion 
of reducing substances (RS) in the hydrolysates under study increased compared to the mass fraction of the autolysates of 
wheat and three-component bran by 2.8 and 2.3 times (MEC-1) and by 3.5 and 2.7 times (MEC-2), respectively. The content of 
soluble protein increased by 4.7 and 3.0 times (MEC-1) and by 6.4 and 4.2 times (MEC-2). The proportion of soluble phospho‑
rus increased on average by 3.0–3.5 times when using MEC-1 and MEC-2. It has been found by gel-electrophoresis that the 
fractions containing low-molecular-weight peptides and free amino acids (MW <1000 Da) in the hydrolysates obtained using 
MECs exceeded by 3–4 times the corresponding fraction in the hydrolysates obtained under the action of endogenous en‑
zymes (autolysis). With that, according to the HPLC results, the concentration of amino acids that are most valuable in terms 
of nitrogenous nutrition of yeasts (aspartic acid, arginine) increased on average by 2.5–3.0 times, the concentration of valine 
by 5 times, histidine and isoleucine by 2.0–2.5 times in the experimental hydrolysates of three-component bran.
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1. Введение
Использование ферментных препаратов (ФП) для решения раз‑

личных технологических задач в  пищевой промышленности в  на‑
стоящее время является достаточно распространенным приемом 
[1,2,3]. Целью применения ФП в  производстве продуктов питания, 
как известно, является интенсификация биохимических процессов, 
лежащих в основе той или иной пищевой технологии, а также уве‑
личение выхода продукта, улучшение его качественных характе‑
ристик, например, при получении концентрированного зернового 
сусла для спиртового производства [4], активации дрожжей с целью 
интенсификации спиртового брожения и увеличении выхода конеч‑
ного продукта [5,6].

В настоящее время интерес исследователей к ФП лежит еще в од‑
ной плоскости, а именно в использовании ФП как инструментария 
для глубокой переработки растительного сырья, в  частности зер‑
новых, бобовых и  масличных культур и  получения ингредиентов, 
которые позволяет увеличить биологическую ценность продуктов, 
предназначенных для кормовых и  пищевых целей [7,8,9]. Фермен‑
тативный способ модификации предпочтительнее физико-химиче‑
ской модификации, поскольку его преимуществом являются мягкие 
режимы проведения реакций, возможность регулирования степени 
гидролиза, определенная направленность и сохранение биологиче‑
ской ценности [10,11,12]. В результате модификации биополимеров 
(белков, некрахмальных полисахаридов) с  использованием фер‑
ментных препаратов с различной специфичностью действия могут 
быть получены продукты, обладающие определенными свойствами 
[11,12,13].

Во ВНИИ зерна и продуктов его переработки активно изучается 
возможность использования ФП целлюлолитического и протеолити‑
ческого действия, а также их композиций для ферментативной мо‑
дификации биополимеров побочных (вторичных) продуктов муко‑
мольного и крупяного производства (зерновых отрубей, продуктов 
шелушения, обрушения, шлифования) [11,14]. Цель — получение ги‑
дролизатов и структурно-модифицированных отрубей, обладающих 
определенными свойствами, что в итоге позволит использовать их 
не только в качестве обогатителей для повышения пищевой и биоло‑
гической ценности продуктов питания, но и для придания им новых 
функциональных и  функционально-технологических свойств. Это 
позволит создавать новые виды продуктов на зерновой основе для 
массового потребления, а также специализированные виды продук‑
тов для лечебно-профилактического питания [15,16,17].

Еще одним аспектом применения ферментативных гидролиза‑
тов зерновых отрубей, является их использование для обеспечения 
сбалансированного азотистого и  фосфорного питания дрожжей 
рода Saccharomyces в технологиях брожения. Ферментативный ги‑
дролиз белков и фитина позволяет обеспечить переход в раствори‑
мые формы фосфора и белковых веществ (в том числе и свободных 
аминокислот), что в конечном счете положительно сказывается на 
их усвоении дрожжами [18,19,20]. В  этом случае наряду с  указан‑
ными выше ферментными препаратами необходимо применять 
препараты фитазы [4,21], расщепляющие фитин (инозитолгекса‑
фосфорная кислота), который содержится в  периферийной части 
зерновки и  переходит в  отруби при переработке зерна на муко‑
мольных предприятиях.

Таким образом, микробные ферментные препараты были и оста‑
ются важным биотехнологическим инструментарием совершен‑
ствования пищевых технологий, способных воздействовать на би‑
охимические и  микробиологические процессы, лежащие в  основе 
подавляющего большинства пищевых технологий [1,22,23].

Цель исследования  — разработка композиций микробных фер‑
ментных препаратов отечественного и  зарубежного производства 
для направленной модификации поликомпонентных отрубей.

2. Материалы и методы
Объектом исследования служили отечественные и  импортные 

ферментные препараты (ФП) с  различной специфичностью дей‑
ствия (Таблица 1). В  качестве природного субстрата использовали 
поликомпонентные отруби, полученные путем совместного лабора‑
торного помола трехкомпонентной зерновой смеси, состоящей из 
85% зерна пшеницы, 10% семян чечевицы и 5% семян льна.

Эффективность действия ферментного препарата целлюлолити‑
ческого действия оценивали по накоплению редуцирующих веществ, 
ферментных препаратов протеолитического действия  — по нако‑
плению растворимого белка, а эффективность ферментного препа‑
рата фитазы оценивали по накоплению ионов РО4

3‑, образовавшихся 
в  результате реакции гидролиза фитина. Определение содержания 
ионов РО4

3‑ проводили колориметрическим методом при длине вол‑

ны 670 нм на спектрофотометре СФ-2000 (ООО «ОКБ Спектр», Рос‑
сия) с использованием градуировочной кривой (ГОСТ 31487–2012 1).

Таблица 1. Характеристика ФП на стандартных субстратах
Table 1. Characterization of EPs on standard substrates

Ферментный 
препарат Производитель Стандартная 

активность

О
п

ти
м

ум
 

рН О
п

ти
м

ум
 

Т,
 º

С

целлюлолитический ферментный препарат

«Агроксил 
Премиум»

ОАО «Агрофермент», 
Россия

3000 ед. КМЦА
4000 ед. КсА

2500 ед. β-КсА

5,0 50

фитаза

«Агрофит» ОАО «Агрофермент», 
Россия

5000 ед. ФА 5,0 40

протеолитические ферментные препараты

«Пенициллопеп‑
син» + «Оризин» 

1:1

ОАО «Агрофермент», 
Россия

сериновая 
протеиназа 
6500 ед. ПС

кислая 
протеиназа
300 ед. ПС

10,5

4,7

40

30

«Нейтраза 0,8L» «Новозаймс», Дания 800 ед. ПС 5,5–7,5 45–55

Основные кинетические параметры ферментативных реакций 
с  использованием ФП разной специфичности при их действии на 
отруби определяли при следующих условиях: начальную скорость 
ферментативной реакции — графическим методом. Начальная ско‑
рость ферментативной реакции (V0) — это скорость в начальный мо‑
мент времени, когда реакция идет по 0-порядку, то есть наблюдается 
прямая пропорциональная зависимость между временем действия 
фермента и продуктами реакции. V0 является мерой количества фер‑
мента. На практике для ее определения экспериментально строят 
кривую хода ферментативной реакции во времени (для этого через 
определенные интервалы времени из инкубационной смеси отбира‑
ют пробы, в которых выявляют продукты реакции) и рассчитывают 
время, соответствующее прямолинейному участку на графике (ре‑
акция 0-порядка). Температурные оптимумы действия ферментных 
препаратов изучали в диапазоне от 20 до 70 ºС, оптимумы рН — от 
3,0 до 8,5 с использованием 0,1 М цитратно-фосфатного и фосфатно‑
го буферов. Для выявления оптимальной дозировки ФП применяли 
диапазон конечных концентраций в  инкубационной смеси от 0,25 
до 1,25 ед./г отрубей, насыщающую концентрацию субстрата — в ди‑
апазоне от 20 до 120 мг/мл.

Общее содержание белка определяли по методу Къельдаля 
(N × 6,25), количество растворимого белка — по методу Лоури, содер‑
жание редуцирующих веществ (восстанавливающих сахаров) — по 
методу Бертрана [24], зольность — сжиганием муки с последующим 
расчетом массы несгораемого остатка (ГОСТ 27494–2016 2). Влаж‑
ность определяли по ГОСТ 9404–88 3. Выявление массовой доли фос‑
фора в образцах отрубей проводили в соответствии с ГОСТ 30615–
99 4. Метод заключается в сухой минерализации пробы, растворении 
золы, проведении цветной реакции с  молибден-ванадиевым реак‑
тивом и измерении интенсивности желтого окрашивания раствора 
при длине волны 440 нм в кюветах с рабочей длиной 10 мм на спек‑
трофотометре СФ-2000 (ООО «ОКБ Спектр», Россия).

Разделение продуктов протеолиза проводили методом гель-хро‑
матографии [24] на колонке (2,3 × 35)  с TSK-gel Toyopearl HW-55F 
(ToSoh bioSep, Япония). Параметры колонки: свободный объем  — 
44  мл (по  выходу декстрана синего с  молекулярной массой около 
2 млн Да); общий объем — 140 мл (по выходу тирозина). На колон‑
ку наносили 5 мл исследуемого раствора. Элюцию проводили ди‑
стиллированной водой. Объем собираемых фракций — 4 мл. Реги‑
страцию оптической плотности элюата во фракциях осуществляли 
при длине волны 280 нм на спектрофотометре СФ-2000 (ООО «ОКБ 
Спектр», Россия).

1 ГОСТ 31487–2012 «Ферментные препараты. Методы определения фер‑
ментативной активности фитазы». М.: Стандартинформ, 2012. — 12 с.

2 ГОСТ 27494–2016 «Мука и отруби. Методы определения зольности». М.: 
Стандартинформ, 2019. — 15 с.

3 ГОСТ 9404–88 «Мука и отруби. Метод определения влажности». М.: Стан‑
дартинформ, 2007. — 4 с.

4 ГОСТ 30615–99 «Сырье и продукты пищевые. Метод определения фосфо‑
ра». Минск: 2019. — 6 с.
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Разделение аминокислот проводили с  использованием высо‑
коэффективной жидкостной хроматографии на приборе Аgilent 
Technologies 1200 Series (Agilent, США) с хроматографической колон‑
кой Luna 5u С18(2) 150 × 4,6 мм 5 µ (Phenomenex, США) с предколон‑
кой в соответветствии с ГОСТ 34230–2017 5. Применяли следующие 
рабочие параметры жидкостного хроматографа: скорость потока 
элюента (ацетонитрил/ацетатный буферный раствор)  — 1,0  см3/
мин; градиент,%: 0–28 мин — 10/90; 29–40 мин — 28/72; 41–50 мин — 
25/75; 51–55 мин — 50/50; 56–60 мин — 90/10; 61–63 мин — 10/90.

Для обработки результатов исследований, в  ходе которой из 
3–5 измерений для каждого образца определяли средние значения 
величин, среднеквадратичное отклонение и доверительный интер‑
вал, использовались методы математической статистики с примене‑
нием программного обеспечения Microsoft Excel (версия Excel 19.0, 
выпуск 2018 г., Microsoft, США) [25].

3. Результаты и их обсуждение
На первом этапе исследований были изучены основные кине‑

тические характеристики используемых ФП при действии на трех‑
компонентные отруби. На Рисунках 1 и 2 в качестве примера пред‑
ставлены данные по влиянию температуры и рН на активность ФП 
разной специфичности действия.

Обобщенные данные по кинетике ферментативных реакций 
(начальная скорость реакции (V0), оптимальные температура и рН, 
оптимальное количество ФП) с  использованием исследуемых фер‑
ментных препаратов отражены в Таблице 2.

Таблица 2. Сводная таблица основных кинетических 
параметров при действии на трехкомпонентные отруби 

(пшеничные-чечевично-льняные)
Table 2. Summary table of the main kinetic parameters upon action 

on three-component bran (wheat-lentil-flax)

Показатель «Агроксил 
Премиум» «Агрофит»

«Пеницилло-
пепсин + 
Оризин»

«Нейтраза 
0,8L»

V0, мин 30 30 30 30

Оптимум Т,°C 40–50 40 40 40–50

Оптимум рН 4,5–5,0 5,0 5,0 5,0–6,0

Оптимальная 
дозировка ФП

1,2 ед. ЦА/г 
отрубей

0,5 ед. ФА/г 
отрубей

0,8 ед. ПС/г 
отрубей

0,5 ед. ПС/г 
отрубей

На втором этапе исследований была изучена эффективность 
ФП при действии на биополимеры трехкомпонентных (пшенично- 
чечевично-льняные) отрубей (Рисунок 3).

На заключительном этапе исследования были разработаны две 
мультэнзимные композиции, включающие ферментные препараты 
целлюлолитического, протеолитического действия и фитазы: МЭК-1 
(«Агроксил Премиум» + «Агрофит» + «Пенициллопепсин + Оризин»; 
МЭК-2 («Агроксил Премиум» + «Агрофит» + «Нейтраза 0,8L»).

При их разработке в качестве научного обоснования использова‑
ли следующие критерии:

 � в состав МЭК должны входить ФП разной специфичности дейст‑
вия, имеющие близкие по значению оптимумы рН и температуры;

 � ФП в составе МЭК должны иметь высокую эффективность дейст‑
вия на природный субстрат; в данном случае — активно гидроли‑
зовать соответствующие субстраты поликомпонентных отрубей 
(белки, некрахмальные полисахариды, фитин);

 � возможность синергетического эффекта при действии ФП разной 
специфичности (в данном случае ФП целлюлолитического и про‑
теолитического действия);

 � учет автолитических процессов под действием собственных (эн‑
догенных) ферментных систем, в первую очередь кислой проте‑
иназы, а также фитазы зерна, которые сосредоточены в перифе‑
рийных частях зерновки и  переходят в  отруби при переработке 
зерна [15,16].
Учитывая вышеизложенное, проведение ферментативных реак‑

ций осуществляли при оптимальных условиях согласно следующим 
вариантам:
Контроль 1: пшеничные отруби: вода (гидромодуль 1:10), гидролиз 

под действием собственных ферментов при pH 4,5 
в течение 4-х часов при температуре 40 ºС;

Контроль 1–1: пшенично-чечевично-льняные отруби: вода (гидро‑
модуль 1:10), гидролиз под действием собственных 

5 ГОСТ 34230–2017 «Продукция соковая. Определение свободных ами‑
нокислот методом высокоэффективной жидкостной хроматографии».  — М.: 
Стандартинформ, 2007. — 15 с.

ферментов при pH 4,5 в течение 4-х часов при тем‑
пературе 40 ºС;

Контроль 2: пшеничные отруби: вода (гидромодуль 1:10), гидролиз 
под действием собственных ферментов при pH 5,5 
в течение 4-х часов при температуре 50 ºС;

Контроль 2–1: пшенично-чечевично-льняные отруби: вода (гидро‑
модуль 1:10), гидролиз под действием собственных 
ферментов при pH 5,5 в течение 4-х часов при тем‑
пературе 50 ºС;

Опыт 1: пшенично-чечевично-льняные отруби (гидромодуль 1:10) + 
МЭК-1, температура 40 ºС, рН 4,5;

Опыт 2: пшенично-чечевично-льняные отруби (гидромодуль 1:10) + 
МЭК-2, температура 5 ºС, рН 5,5.

Выбор рН обусловлен оптимальными значениями для действия 
собственных кислых протеиназ и  фитаз, а  также оптимумом дей‑
ствия исследуемых ферментных препаратов. Полученные данные 
представлены в Таблице 3.

Анализ представленных в  Таблице 3 данных свидетельствует 
о  высокой интенсивности гидролиза и  об эффективности разра‑
ботанных МЭК. Так, в исследуемых гидролизатах доля РВ возросла 
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в 2,8 и 2,3 раза (для МЭК-1) и в 3,5 и 2,7 раза (для МЭК-2) по срав‑
нению с автолизатами пшеничных и трехкомпонентных отрубей со‑
ответственно. Доля растворимого белка увеличилась в 4,7 и 3,0 раза 
(МЭК-1) и в 6,4 и 4,2 раза (МЭК-2). Доля растворимого фосфора воз‑
растает в среднем в 3,0–3,5 раза при использовании МЭК-1 и МЭК-2.

Таблица 3. Эффективность МЭК при действии 
на пшенично-чечевично-льняные отруби

Table 3. Effectiveness of MEСs upon action on wheat-lentil-flax bran

Образец РВ, % Белок по Лоури, 
мг/мл

РО4
3-, г/л или 
мг/мл

Контроль 1 0,18 0,070 0,017

Контроль 1–1 0,22 0,110 0,020

Опыт 1 (с МЭК-1) 0,50 0,330 0,060

Контроль 2 0,20 0,078 0,017

Контроль 2–1 0,26 0,120 0,020

Опыт 2 (с МЭК-2) 0,70 0,500 0,065

Для роста и развития дрожжей рода Saccharomyces, используемых 
в  различных технологиях брожения, необходима сбалансирован‑
ность биохимического состава сбраживаемой среды, доступность 
азотистого и фосфорного питания. Трехкомпонентные отруби, полу‑
ченные при совместном размоле зерносмеси, состоящей из злаковых 
(зерно пшеницы 85%), бобовых (семена чечевицы 10%) и масличных 
(семена льна 5%) культур, сами по себе обладают уникальным био‑
химическим составом [15,16]. Ферментативные гидролизаты трех‑
компонентных отрубей, полученные с использованием композиций 
ФП целлюлолитического, протеолитического и фитазного действия, 
как показали наши исследования, с этой точки зрения могут рассма‑
триваться как активаторы брожения, по сути являясь альтернативой 
дорогостоящим импортным активаторам брожения на основе авто‑
лизатов осадочных дрожжей [19].

Методом гель-хроматографии установлено значительное (в  3–  
4 раза) повышение доли низкомолекулярных пептидов и аминокислот 
(М. м. <1000 Да), выходящих с общим объемом колонки (Рисунки 4, 5).

С целью уточнения, какие именно аминокислоты вносят наиболь‑
ший вклад в увеличение концентрации свободных аминокислот, ис‑
пользовали метод высокоэффективной жидкостной хроматографии. 
Известно, что дрожжевая клетка может ассимилировать аммиачный 
азот, большинство аминокислот, кроме пролина, а также ди- и три‑
пептиды. При этом такие аминокислоты, как аспарагиновая кислота, 
аргинин, валин, гистидин, изолейцин, триптофан, условно относят 
к  хорошо усваиваемым, а  аминокислоты лейцин, метионин, тиро‑
зин, треонин, серин, лизин — к плохо усваиваемым.

Установлено, что использование разработанных мультэнзимных 
композиций (МЭК-1 и МЭК-2) приводило к повышению суммарной 
концентрации свободных аминокислот в опытных образцах гидро‑
лизатов в  среднем в  2,5–3,0 раза по сравнению с  гидролизатами, 
полученными под действием собственных ферментов сырья (Таб‑
лица 4).

При этом концентрация наиболее ценных аминокислот с  точ‑
ки зрения азотного питания дрожжей (аспарагиновой кислоты, 
аргинина) в  опытных гидролизатах трехкомпонентных отрубей 
повышалась в  среднем в  2,5–3,0 раза; количество валина в  опыт‑
ных образцах гидролизатов по сравнению с  исходным возрастало 

в  5  раз; гистидина и  изолейцина — в  2,0–2,5 раза. Это преимуще‑
ство трехкомпонентных отрубей перед однокомпонентными связа‑
но в  первую очередь с тем, что изначально белки семян чечевицы 
и льна содержат значительно больше растворимых белков (альбуми‑
нов и глобулинов) [26,27,28], в которых количество указанных выше 
аминокислот относительно больше по сравнению с зерном пшеницы 
и ржи [19]. Полученные с использованием направленного биоката‑
лиза гидролизаты трехкомпонентных отрубей за счет высокой доли 
растворимого фосфора, растворимого низкомолекулярного белка 
и свободных аминокислот могут быть рекомендованы для интенси‑
фикации процессов в технологиях брожения.

Таблица 4.  Концентрация свободных аминокислот 
в образцах гидролизатов трехкомпонентных отрубей

Table 4. Concentration of free amino acids in the samples 
of three-component bran hydrolysates

Образец
Концентрация свободных аминокислот, 

мг/мл

сумма % от исходного

Пшеничные отруби 943,1 –

Контроль 1 1226,0 130,0

Контроль 1–1 1428,0 151,4

Опыт 1 (с МЭК-1) 3570,0 378,6

Контроль 2 1182,5 125,4

Контроль 2–1 1308,0 138,7

Опыт 2 (с МЭК-2) 3924,0 416,1

Необходимо отметить, что присутствие естественных питатель‑
ных сред с широким составом аминокислот, к которым относятся ги‑
дролизаты зерновых отрубей, значительно повышает ферментатив‑
ную активность дрожжевых клеток. В этом случае возможна прямая 
ассимиляция аминокислот дрожжами в  процессе их размножения 
[29,30]. Уровень ассимилируемого азота в среде определяет скорость 
роста дрожжей, выход биомассы, скорость утилизации сахара и ско‑
рость брожения.

4. Выводы
Разработаны и научно обоснованы мультэнзимные композиции 

(МЭК-1 и МЭК-2) на основе ФП целлюлолитического, протеолитиче‑
ского и фитазного действия.

Исследованы кинетические характеристики ферментных препа‑
ратов, входящих в  состав мультэнзимных композиций при дейст‑
вии на трехкомпонентные (пшенично-чечевично-льняные) отруби. 
Определены оптимальные условия для проведения ферментатив‑
ных реакций: начальная скорость ферментативной реакции, оп‑
тимумы температуры и рН, оптимальные концентрации фермента 
и насыщающая концентрация субстрата.

Показана высокая эффективность разработанных МЭК: доля РВ 
в  исследуемых гидролизатах увеличилась по сравнению с  автоли‑
затами пшеничных и  трехкомпонентных отрубей в  2,8 и  2,3  раза 
(МЭК-1) и в 3,5 и 2,7 раза (МЭК-2) соответственно. Количество рас‑
творимого белка возросло в 4,7 и 3,0 раза (МЭК-1) и в 6,4 и 4,2 раза 
(МЭК-2). Доля растворимого фосфора увеличивается в  среднем 
в 3,0–3,5 раза при использовании МЭК-1 и МЭК-2.
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Методом гель-хроматографии установлено значительное 
(в 3–4 раза) повышение доли низкомолекулярных пептидов и ами‑
нокислот (М. м. <1000 Да), выходящих с общим объемом колонки.

Концентрация наиболее ценных аминокислот с  точки зрения 
азотного питания дрожжей, по результатам ВЭЖХ, аспарагино‑
вой кислоты, аргинина в  опытных гидролизатах трехкомпонент‑
ных отрубей повышалась в  среднем в  2,5–3,0 раза; количество 
валина в  опытных образцах гидролизатов по сравнению с  исход‑

ным возрастало в  5 раз; содержание гистидина и  изолейцина  — 
в 2,0–2,5 раза.

Результаты исследования составят основу дальнейшего изучения 
возможности использования гидролизатов из зерновых отрубей для 
обогащения пищевых продуктов легко усваиваемыми компонента‑
ми, а также с целью их применения в технологиях брожения на ста‑
дии сбраживания в  качестве альтернативного источника азотного 
и фосфорного питания дрожжей.
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А ННОТА Ц И Я
Экспресс-обнаружение вирусов, в частности норовируса (NoV) и вируса гепатита А (HAV), становится важнейшей за‑
дачей контроля безопасности пищевых продуктов. В данном исследовании были рассмотрены различные подходы 
к извлечению вирусных частиц и способы выделения РНК из пищевых матриц с целью оценки эффективности экс‑
тракции менговируса. Эффективность экстракции менговируса из малины составила 14,26%, из устриц — 7,99%, из 
свиной печени — 8,33%. Была проведена оценка экстракции РНК различными методами. Наибольшая эффективность 
экстракции менговируса из свиной печени наблюдалась при выделении РНК с  помощью полуавтоматической си‑
стемы eGene up и составила 19,37%. Наименьшая эффективность экстракции была достигнута при выделении РНК 
ручным способом — 5,31%. При экстракции РНК из устриц максимальная эффективность обеспечивалась с помощью 
станции для выделения НК AutoPure и набора NucliSENS — 33,35%, а минимальная эффективность наблюдалась при 
использовании системы eGene up и составила 9,78%. Проведенный мониторинг пищевых продуктов показал, что на‑
ибольшая встречаемость норовируса GII была зафиксирована в  образцах устриц и  составила 9,6% от исследуемых 
образцов; на втором месте находилась клубника, где встречаемость норовируса GII составила 6,8%. В образцах мали‑
ны норовирус GII обнаружен не был.
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A BST R ACT
Express detection of viruses, in particular, norovirus (NoV) and hepatitis A virus (HAV), is becoming an extremely important 
task for food safety control. This study examines various approaches to recovery of viral particles and methods for RNA ex‑
traction from food matrices to assess mengovirus extraction efficiency. Efficiency of mengovirus extraction from raspberry 
was 14.26%, from oysters 7.99%, from pork liver 8.33%. Assessment of RNA extraction by various methods was carried out. 
The highest efficiency of mengovirus extraction from pork liver (19.37%) was observed when RNA was extracted using the 
eGene-up semi-automatic system. The lowest extraction efficiency (5.31%) was achieved upon manual RNA extraction. When 
RNA was extracted from oysters, the maximum efficiency (33.35%) was ensured by the AutoPure nucleic acid extraction sta‑
tion and NucliSens kit, while the minimum efficiency (9.78%) was observed when using the eGene-up system. The performed 
monitoring of food products showed that the highest occurrence of norovirus GII was recorded in oyster samples (9.6% of 
tested samples); the second place was occupied by strawberry, where occurrence of norovirus GII was 6.8%. In the raspberry 
samples, norovirus GII was not detected.

1. Введение
Долгое время основное внимание в области микробиологическо‑

го контроля продуктов питания уделялось только бактериальным 
патогенам, в то время как вирусные возбудители заболеваний вы‑
зывали меньший интерес [1,2]. Причиной тому являлась не только 
сложность обнаружения вирусов, но и тот факт, что присутствие ви‑
русов в пищевых продуктах обычно не связано с изменениями орга‑
нолептических или сенсорных свойств продукта [3,4]. Меры, приме‑
няемые при микробиологическом контроле, не эффективны в случае 
вирусного заражения. В последнее время в мире растет обеспокоен‑
ность гигиенистов в  связи с  увеличением случаев пищевых отрав‑
лений, связанных с  норовирусом (NoV) и  гепатитом А  (HAV), рас‑
пространяющимися через загрязненную воду, моллюсков, овощи 

и  мягкие фрукты [5,6,7]. Как показал опыт пандемии ковид-19, не 
стоит исключать риска передачи через продукты питания даже тех 
вирусов, которые передаются от человека к человеку [8,9]. Предпола‑
гается, что постепенно вирусы могут стать основными возбудителя‑
ми пищевых инфекций во всем мире [10]. В этой связи обнаружение 
вирусов в пищевых матрицах имеет важнейшее значение при изуче‑
нии вспышек инфекций, переносимых через продукты питания.

Весь процесс идентификации пищевых вирусов в основном состо‑
ит из трех этапов. На первом этапе вирусные частицы отделяют и при 
необходимости концентрируют до необходимого объема. Затем про‑
водят выделение генетического материала (РНК), за которым может 
следовать дополнительная очистка нуклеиновой кислоты. Заключи‑
тельным этапом является молекулярное обнаружение генетического 
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материала вирусов. В некоторых случаях выделение генетического ма‑
териала может быть выполнено непосредственно из пищевой матри‑
цы, при этом первая стадия разделения и концентрации опускается.

Получение ложноотрицательных и ложноположительных образ‑
цов может представлять собой проблему выявления вирусов. Боль‑
шинство ложноотрицательных результатов является последствием 
неэффективного выделения вируса/нуклеиновых кислот из анали‑
зируемых матриц или ингибирования обратной транскрипции (ОТ), 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) и молекулярных методов в це‑
лом. Большинство ложноположительных результатов обусловлены 
перекрестным загрязнением, которое может произойти почти на 
любом этапе аналитической процедуры. Соответствующая система 
положительного и отрицательного контроля всей процедуры может 
обеспечить подходящее решение и поэтому должна быть использо‑
вана при исследовании [11].

Первый этап аналитической процедуры обычно состоит из отделе‑
ния вирусных частиц от матрицы и их концентрации. Это критический 
момент в  большинстве протоколов по выявлению вирусных частиц 
в продуктах питания. Методы экстракции вирусов, как правило, могут 
быть классифицированы в соответствии с исследуемой матрицей. Их 
можно разделить на подходы, применимые к продуктам углеводной 
природы, которые содержат большое количество воды (в  основном 
фрукты и овощи), и на подходы, подходящие для продуктов с высоким 
содержанием жира и белка (например, мясо и мясные продукты. От‑
дельная категория методов — это методы для контроля вирусов в мол‑
люсках, которые представляют собой довольно специфическую матри‑
цу из-за их способности концентрировать вирусные частицы.

Экстракция вирусов из ягод (малина, клубника и  др.) является 
сложной задачей главным образом из-за их хрупкой текстуры и раз‑
личных веществ в  ягодном соке, которые препятствуют обнаруже‑
нию вируса с  помощью ПЦР с  обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) 
[12]. Фенолы и полифенолы (например, антоциан, флавонол, эллаги‑
таннин, проантоцианидин, фенольные кислоты, дубильная кислота) 
могут связывать нуклеиновые кислоты (НК), тем самым ингибиро‑
вать реакцию ОТ-ПЦР. Кроме того, первичная клеточная стенка ра‑
стений содержит структурный гетерополисахарид, пектин, который 
также ингибирует реакции ОТ-ПЦР [13]. Ингибиторы в  сочетании 
с  низкой эффективностью элюирования вируса из ягод часто сни‑
жают чувствительность обнаружения и  могут привести к  ложноо‑
трицательным результатам [14]. В связи с этим важно использовать 
подходы, позволяющие минимизировать влияние ингибиторов, со‑
держащихся в ягодах.

Свиная печень и продукты из свиной печени являются наиболее 
частыми источниками гепатита Е (HEV).

У свиней это заболевание передается в основном фекально-ораль‑
ным путем. Они начинают выделять вирус с фекалиями в течение двух 
месяцев [15]. Инфицированные свиньи обычно не проявляют каких-
либо явных клинических симптомов, хотя в некоторых случаях у них 
может развиться острый самоограничивающийся гепатит легкой 
и средней степени тяжести [16]. Как следствие, свиньи, инфицирован‑
ные HEV, поступают на бойню как здоровые животные, и, следователь‑
но, их ткани и мясо могут представлять опасность для потребителей.

Большинство вирусов пищевого происхождения трудно или не‑
возможно культивировать [17]. Для их обнаружения в образцах пи‑
щевых продуктов и окружающей среды используются чувствитель‑
ные молекулярные методы. Сегодня ОТ-ПЦР широко применяется 
для обнаружения вирусов, поскольку она чувствительна, специфич‑
на, быстра и может предоставлять количественные данные. Тем не 
менее эффективность молекулярных методов сильно варьируется. 
Проблемы возникают в  связи с  различным матричным составом, 
с  высокой вариабельностью последовательности вирусов и  с  нали‑
чием ингибиторов. При выборе подходящего метода необходимо 
учитывать характеристики как конкретной специфической матри‑
цы, в которой выполняется обнаружение, так и потенциально при‑
сутствующих вирусных агентов [18].

Учитывая вышеописанную проблематику, цель работы состояла 
в  оценке эффективности экстрагирования вирусных частиц из пи‑
щевых матриц и выделения РНК с использованием различных под‑
ходов, а также в предварительной оценке распространенности виру‑
сов в пищевых продуктах российского производства.

2. Объекты и методы
2.1. Объекты исследования

В  качестве объектов исследования были взяты образцы мали‑
ны, клубники, устриц и свиной печени. Образцы малины, клубники 
и свиной печени (в потребительской упаковке массой от 0,5 до 1,0 кг) 
были получены в точках розничной торговли Москвы и  Московской 

области. Устрицы были выращены в  Приморском крае, Южно- 
Сахалинске, Владивостоке, Республике Крым и  доставлены на ис‑
следования в вакуумных упаковках по 15–20 штук. Для оценки эф‑
фективности подходов по извлечению целевых вирусов из образцов 
и эффективности выделения РНК был взят менговирус, штамм VMC0 
(Mengovirus Extraction Control kit KMG, bioMérieux, Франция) (далее — 
контрольный вирус). Этот вирус обладает структурными, физико-
химическими и  другими аналогичными свойствами большинства 
кишечных вирусов, что делает его современной морфологической, 
физико-химической и генетической моделью для мониторинга ви‑
русов [18,19].

2.2. Подготовка реактивов
Реактивы, использованные в  работе, приведены в  Таблице 1 

и описаны ниже.

Таблица 1. Реактивы, используемые в работе
Table 1. Reagents used in the work

№ Наименование 
реактива

Составные компо-
ненты

Производитель, 
страна

1 5 × 
полиэтиленгликоль/
хлорид натрия  
(PEG/NaCl)

Полиэтиленгликоль
(PEG) 8 000

Sigma-Aldrich,
Швейцария

Хлорид натрия (NaCl) ООО «МЗХР», Россия

2 Хлороформа/бутанола Хлороформ Scharlab, Испания

n-Бутанол neoFroxx, Германия

3 Буфер Трис/глицин/
говяжий экстракт 
(TGBE)

Трис основа
[tris(hydroxymethyl) 
aminomethane]

neoFroxx, Германия

Глицин neoFroxx, Германия

Порошок экстракта 
говядины

Becton, Dickinson, 
Франция

4 Буфер Трис/ЭДТА (TE) Трис раствор  
(1 моль/л)

neoFroxx, Германия

ЭДТА раствор  
(0,5 моль/л)

neoFroxx, Германия

2.2.1. Раствор 5 × полиэтиленгликоль/хлорид натрия (PEG/NaCl)
В 450 мл воды растворяли 500 г полиэтиленгликоля и 87 г хлори‑

да натрия. Объем доводили до 1000 ± 10 мл воды и хорошо переме‑
шивали. Полученный раствор стерилизовали в автоклаве при 120 °C 
в течение 15 минут.

2.2.2. Смесь хлороформа/бутанола
В  лабораторной посуде смешивали 10 мл хлороформ и  10 мл 

 n-Бутанол. Полученную смесь хранили в темном месте в бутылках из 
темного стекла.

2.2.3. Буфер Трис/глицин/говяжий экстракт (TGBE)
В 800 мл воды растворяли 12,1 г основы Трис [tris(hydroxymethyl) 

aminomethane], 3,8  г глицина, 10,0  г порошка экстракта говядины, 
при необходимости поднимали уровень рН до 9,5 ± 0,2 при 25 °C. 
Общий объем доводили до 1000 ± 10 мл воды и  хорошо перемеши‑
вали. Полученный буфер стерилизовали в автоклаве (СПВА-75-1-нн, 
«Транс Сигнал», Россия) при 120 °C в течение 15 минут. Стерильный 
буфер хранили при температуре 5 ± 1 °C.

2.2.4. Буфер Трис/ЭДТА (TE) (10 ммоль/л Трис, 1 ммоль/л ЭДТА)
Для получения буфера TE, содержащего 10  ммоль/л Трис 

и  1  ммоль/л ЭДТА, смешивали 1000 мкл раствора Трис (1 моль/л) 
и раствора ЭДТА (0,5 моль/л). Буфер хранили при 5 °C.

2.3. Экстракция вируса
2.3.1. Экстракция вируса из ягод

25,0 г образца переносили в отделение для образцов сетчатого 
фильтровального пакета емкостью 400 мл. Затем к образцу добав‑
ляли 10 мкл контрольного вируса и инкубировали при комнатной 
температуре в  течение 10 мин. По завершении инкубирования 
в образец вносили 40 мл TGBE. Далее добавляли к образцам не ме‑
нее 30 Ед пектиназы из Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, Швейцария). 
Образцы инкубировали на шейкере Multi Bio 3D (Biosan, Латвия) 
при комнатной температуре и 60 об/мин в течение 20 мин. Во вре‑
мя инкубирования образцов ягод тест-полосками (Merk, Германия) 
измеряли рН экстракта каждые 10 мин. При снижении уровня рН 
ниже 9,0 смесь подщелачивали до 9,5 ± 0,5 с использованием водно‑
го раствора NaOH (≥ 10 моль/л) (Millipore, Sigma-Aldrich, Германия) 
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и инкубировали еще 10 мин. Затем pH измеряли еще раз, при не‑
обходимости подщелачивали смесь и продолжали инкубирование. 
Экстракт из отделения для отфильтрованного материала переноси‑
ли в центрифужные пробирки объемом 50 мл. Экстракт центрифу‑
гировали при 10 000 об/мин при температуре 5 °C в течение 15 мин 
в центрифуге Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Германия). Супернатант 
переносили в  отдельные чистые фальконы и  доводили pH до 7,0 
с использованием водного раствора HCl (≥ 5 N) (Charlab, Испания). 
К полученному экстракту добавляли ¼ объема супернатанта PEG/
NaCl 5X для получения конечной концентрации 1X (100 г/л PEG 
и  0,3 М NaCl). Смесь гомогенизировали встряхиванием в  течение 
60 с  и  инкубировали в  шейкере Multi Bio 3D (Biosan, Латвия) при 
60  об/мин и  5 °C в течение 60 мин. По окончании инкубирования 
смесь центрифугировали при 10 000 об/мин и температуре 4–5 °C 
в  течение 30 мин. Затем удаляли осадок и  проводили повторное 
центрифугирование при 10 000 об/мин и температуре 4–5 °C в тече‑
ние 5 мин для уплотнения. Супернатант удаляли, а осадок ресуспен‑
дировали в  500 мкл фосфатно-солевого буфера (PBS, AppliChem, 
Германия) если объем осадка оказывался значительным, применя‑
лось до 1000 мкл фосфатно-солевого буфера. Полученный раствор 
переносили в центрифужную пробирку объемом 1,5 мл, добавляли 
500 мкл смеси хлороформ/бутанол (1:1), интенсивно встряхивали 
и инкубировали в течение 5 мин при комнатной температуре. За‑
тем образец центрифугировали при 10 000 об/мин и 4–5 °C в тече‑
ние 15 мин и переносили водную фазу (400–500 мкл) в чистую про‑
бирку. Полученный экстракт сразу же подвергали экстрагированию 
вирусной РНК.

2.3.2. Экстракция вируса из двустворчатых моллюсков
Для анализа отбирали не менее 10 моллюсков. Панцирь от‑

крывали стерильным ножом. Пищеварительные железы вырезали 
с использованием ножниц и пинцетов, и переносили в стерильные 
чашки Петри. Общая масса желез для исследования составляла 
не менее 2 г. Пищеварительные железы измельчали скальпелем 
до пастообразной консистенции. Затем 2  г полученного образца 
переносили в  центрифужную пробирку объемом 50 мл. Пищева‑
рительные железы сразу же подвергали экстракции вируса. В ка‑
ждую пробирку с  образцом вносили 10 мкл контрольного вируса 
процесса и 2 мл раствора протеиназы К (neoFroxx, Германия), пе‑
ремешивали и  инкубировали в  шейкере (320 оборотов/мин) при 
37 °C в течение 60 мин. По окончании лизиса проводили повтор‑
ное инкубирование при 60 °C в течение 15 мин, поместив пробир‑
ку в водяную баню WB-4MS (BioSan, Латвия). Полученный раствор 
центрифугировали на центрифуге Eppendorf MiniSpin, (Eppendorf, 
Германия) при 3 000 об/мин и  комнатной температуре в течение 
5 мин. Супернатант переносили в  чистую пробирку и  измеряли 
его объем. Объем полученного раствора записывали. Полученный 
экстракт незамедлительно подвергали экстрагированию вирусной 
РНК.

2.3.3. Экстракция вируса из свиной печени
Образец свиной печени массой 100 мг вносили в пробирки с ке‑

рамическими шариками (Bertin Technologies, Франция), добавля‑
ли 1 мл тризола (Invitrogen, США) и  10 ± 0,5 мкл вируса для контр‑
оля процесса. Пробирку помещали в  гомогенизатор Minilys (Bertin 
Technologies, Франция) при 5000 об/мин на 3 минуты.

После деструкции образцов тризолом в  пробирки вносили 
200  мкл хлороформа (Scharlab, Испания). Затем незамедлительно 
перемешивали на вортексе MSV-3500 (Biosan, Латвия) и  оставляли 
на 5 минут при комнатной температуре. По истечении времени цен‑
трифугировали при 13,5 тыс. оборотов в минуту в течение 10 минут. 
Надосадочную жидкость отбирали в отдельные пробирки. Получен‑
ный экстракт подвергали экстрагированию вирусной РНК.

2.4. Экстракция РНК
Из образцов двустворчатых моллюсков экстрагировали РНК из 

500 мкл полученного образца, во всех остальных случаях использо‑
вали всю экстрагированную жидкость.

Для каждой партии тестируемых образцов был включен отрица‑
тельный контроль экстракции РНК.

Для оценки эффективности экстракции РНК и с целью создания 
стандартной кривой для определения эффективности экстракции 
вируса для каждой партии исследуемых образцов было дополни‑
тельно взято 10 мкл контрольного вируса известной концентрации 
и добавлено 490 ± 10 мкл воды для молекулярных исследований. Так‑
же была проведена экстракция РНК, которая выполнялась тремя раз‑
личными методами, описанными ниже.

2.4.1. Экстракция РНК с помощью реагентов NucliSENS  
ручным методом

Для экстракции РНК добавляли 2 мл буфера для лизиса NucliSENS 
(bioMérieux, Франция) в пробирку и кратковременно перемешивали 
встряхиванием, затем инкубировали 10 мин при комнатной темпе‑
ратуре. Добавляли 50 мкл предварительно перемешанного раствора 
магнитного диоксида кремния в пробирку, кратковременно переме‑
шивали встряхиванием и инкубировали 10 мин при комнатной тем‑
пературе. Затем центрифугировали в течение 120 с при 1 500 об/мин 
или давали оксиду кремния отстояться с помощью магнитного шта‑
тива и осторожно удаляли супернатант. Убирали пробирки с магнит‑
ного штатива и добавляли 400 мкл буфера NucliSENS1 для экстрак‑
ции, осадок ресуспендировали встряхиванием, стараясь избежать 
пенообразования. Пробирки с образцами помещали на магнитный 
штатив, затем ожидали полного оседания магнитных частиц и  ак‑
куратно удаляли супернатант. Этап очистки буфером NucliSENS1 
для экстракции повторяли. Супернатант полностью удаляли. Про‑
бирки снимали с  магнитного штатива, добавляли 500 мкл буфера 
NucliSENS2 для экстракции и  интенсивно встряхивали в  течение 
30 с. Затем давали оксиду кремния осесть с  помощью магнитного 
штатива и  аккуратно удаляли супернатант. Этап очистки буфером 
NucliSENS2 для экстракции повторяли еще раз. Супернатант полно‑
стью удаляли. Пробирки снимали с магнитного штатива и добавляли 
500 мкл буфера NucliSENS3 для экстракции. Осадок ресуспендирова‑
ли встряхиванием, стараясь избежать пенообразования. Пробирки 
с образцами помещали на магнитный штатив и давали осесть маг‑
нитным частицам, затем аккуратно удаляли супернатант. Пробирки 
убирали с магнитного штатива и вносили 100 мкл буфера NucliSENS3 
для экстракции, предварительно нагретого до 60 °C. Образцы пере‑
мешивали 4–5 раз путем встряхивания. Полученные пробирки ста‑
вили на шейкер при 60 °C на 5 минут. По истечении времени инкуби‑
рования пробирки помещали на магнитный штатив, всю жидкость 
переносили в чистые пробирки. Полученную РНК использовали для 
проведения ПЦР.

Экстрагированную РНК использовали сразу же или хранили при 
5 °C максимально 24 ч, при — 15 C или ниже — до 6 мес.

2.4.2. Экстракцию РНК с  помощью полуавтоматической системы 
eGene up (bioMérieux, Франция) и  с  помощью наборов лабора‑
торных реагентов для выделения РНК innuPREP RNA MiniKit 2.0 
(AnalytikJena, Германия) проводили согласно инструкции произ‑
водителя.

2.4.3. Экстракция РНК с помощью автоматической станции 
выделения РНК Auto­Pure 96.

Для экстракции РНК добавляли 2 мл буфера для лизиса NucliSENS 
в пробирку и кратковременно перемешивали встряхиванием, затем 
инкубировали 10 мин при комнатной температуре. Далее вносили 
50 мкл предварительно перемешанного раствора магнитного диок‑
сида кремния в пробирку, кратковременно перемешивали встряхи‑
ванием и инкубировали 10 мин при комнатной температуре. Затем 
центрифугировали в течение 120 с  при 1 500 об/мин в  центрифуге 
Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Германия) и добавляли по 2 мл в  чистую 
плашку. В  каждую плашку для каждого образца вносили по одной 
лунке буфера NucliSENS1 объемом 400 мкл для экстракции. Также 
во все плашки для всех образцов вливали по одной лунке буфера 
NucliSENS2 объемом 500 мкл для экстракции. Добавляли 500 мкл бу‑
фера NucliSENS3 в одну плашку. Также в отдельную чистую плашку 
вносили 100 мкл буфера NucliSENS3. Далее следовали инструкции 
производителя.

2.4.4. ОТ­ПЦР в реальном времени
Для идентификации вирусных геномов использовали одноэтап‑

ную ОТ-ПЦР на приборе Gene up (bioMérieux, Франция) в  режиме 
реального времени с  гидролизуемыми зондами. Для определения 
норовируса применяли набор для обнаружения норовируса геног‑
руппы II (NoVGII) (bioMérieux, Франция); для выявления вируса гепа‑
тита Е использовали набор для обнаружения вируса гепатита Е (HEV) 
(bioMérieux, Франция); для определения менговируса использовали 
набор для обнаружения менговируса (bioMérieux, Франция). Каждая 
постановка ПЦР включала положительный и отрицательный контр‑
оли, входящие в состав наборов.

2.5. Интерпретация результатов
Сигнал флуоресценции для внутреннего контроля исследуемого 

образца считывался по каналу VIC, а  сигнал для обнаружения РНК 
вируса для контроля процесса, положительного и  отрицательного 
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контролей ПЦР, а также РНК искомых вирусов определялся по кана‑
лу FAM. Значение порогового цикла (Ct) меньше 40 циклов считалось 
положительным результатом.

Для оценки параметров качества проведенных исследований 
строили калибровочный график. Для этого использовали резуль‑
таты ПЦР для серий разведений РНК контрольного вируса. По‑
строение калибровочного графика и  оценку его параметров про‑
водили с  помощью программного обеспечения прибора Gene up 
(bioMérieux, Франция). С  целью определения силы взаимосвязи 
между переменными (степени прямолинейности) использовали 
коэффициент корреляции Пирсона (r2), за допустимые значения 
которого принимали значения от 0,98 и выше. В качестве другого 
параметра оценки калибровочного графика использовали значе‑
ние наклона кривой (m), показатели которого должны находиться 
в пределах от — 3,1 до — 3,6, что соответствует эффективности ам‑
плификации от 90% до 110%.

Эффективность экстракции вируса считали успешной при его 
экстракции более 1%. Экстракцию контрольного вируса (р,%) в об‑
щем случае рассчитывали по формуле:
 р = 10 (ΔCt/m) × 100,
где ΔCt — разность пороговых циклов амплификаций (Ct) исследуемой 

и неразведенной концентрации РНК контрольного вируса;
 m — наклон калибровочного графика РНК контрольного вируса.

В случаях, когда пищевой матрицей были образцы устриц, окон‑
чательный расчет эффективности экстракции вируса проводили сле‑
дующим образом:
 Е = (p/0,5) × v,
где p — экстракция контрольного вируса;
 v — общий измеренный объем супернатанта в мл.

2.6. Статистическая обработка
Данные были выражены как среднее значение ± стандартное от‑

клонение. При оценке эффективности экстрагирования вирусов экс‑
перимент проводили в трех повторах. Анализ значимости получен‑
ных результатов проводили с использованием критерия хи-квадрат 
Пирсона. Различия считались значимыми при уровне достоверности 
p < 0,05. Для статистической обработки данных применяли про‑
граммное обеспечение STATISTICA 12.0.

3. Результаты и обсуждение
3.1. Оценка эффективности экстрагирования вирусов и способов 

выделения РНК
Оценку эффективности экстрагирования вирусов при использо‑

вании ручного, полуавтоматического и  автоматического способов 
выделения РНК начинали с  построения калибровочных графиков. 
С  этой целью были получены значения порогового цикла ампли‑
фикаций (Ct) для серии концентраций контрольного вируса (Табли‑
ца  2). Также были построены калибровочные графики для расчета 
параметров прямой (Рисунок 1), соответствующие трем способам 
выделения РНК.

Таблица 2. Пороговый цикл амплификации (Ct) менговируса 
в зависимости от способа выделения РНК

Table 2. Threshold cycle (Ct) of amplification of mengovirus depending 
on the method for RNA extraction

Объекты

Значение Ct

Ручной способ 
с набором 

innuPREP RNA 
MiniKit 2.0 (а)

Станция 
AutoPure 
и набор 

NucliSENS (б)
eGene up (в)

Менговирус 100% 25,15 ± 0,40 25,55 ± 0,29 24,19 ± 0,03*аб

Менговирус 10% 28,39 ± 0,37 29,32 ± 0,15*а 27,24 ± 0,21*аб

Менговирус 1% 32,48 ± 0,31 32,40 ± 0,27 30,60 ± 0,16*аб

Менговирус 0,1% 35,49 ± 0,23 35,62 ± 0,34 34,54 ± 0,36
Примечание: * — различия статистически значимые, р < 0,05.

Как видно из Таблицы 2, пороговый цикл амплификаций мен‑
говируса зависел от способа выделения РНК, при этом достоверные 
различия наблюдались для средних значений, полученных при кон‑
центрациях 1%, 10% и 100%, главным образом при автоматическом 
способе выделения РНК. На основе данных калибровочных графиков 
(Рисунок 1) были рассчитаны их параметры для оценки приемлемо‑
сти результатов. Данные представлены в Таблице 3.

При использовании автоматического способа калибровки значе‑
ние коэффициента r2, характеризующего прямолинейность калибро‑
вочного графика, было немного выше, чем для ручного и полуавто‑
матического методов выделения РНК.

а) б)

Рисунок 1. Калибровочные графики для менговируса:  
а) ручной способ с набором innuPREP RNA MiniKit 2.0; 

б) станция AutoPure и набор NucliSENS; в) eGene up
Figure 1. Calibration graphs for mengovirus: 

a) manual method with innuPREP RNA Mini Kit 2.0; 
б) AutoPure station and NucliSens kit; в) eGene-upв)
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Таблица 3. Оценка параметров калибровочных графиков 
в зависимости от способа выделения РНК

Table 3. Assessment of parameters of calibration graphs depending 
on the method for RNA extraction

Способ выделения РНК
менговируса

Коэффициент 
корреляции 
Пирсона (r2)

Наклон (m)

Приемлемые значения > 0,980 От –3,10 
до –3,60

Ручной способ с набором  
innuPREP RNA MiniKit 2.0 0,996 –3,51

Станция AutoPure и набор NucliSENS 0,998 –3,33

eGene up 0,996 –3,44

Полученные данные по корреляции между двумя переменными 
(r2) показали высокие положительные линейные связи — от 0,996 до 
0,998 в зависимости от способа выделения РНК. Наклон кривой нахо‑
дился в пределах от –3,33 до –3,51, что соответствовало приемлемым 
требованиям.

С использованием калибровочных графиков, полученных для се‑
рии разведений менговируса (Рисунок 1), были проведены дальней‑
шие исследования и оценена эффективность экстракции менговиру‑
са из различных пищевых матриц (малины, устриц и свиной печени) 
(Рисунок 2).

Наибольшая эффективность экстракции менговируса из свиной 
печени наблюдалась при выделении РНК с помощью системы eGene 
up и составила 19,37%. Наименьшая эффективность экстракции на‑
блюдалась при выделении РНК ручным способом — 5,31%. При экс‑
тракции РНК из устриц наибольшая эффективность была достигну‑
та с использованием станции для выделения НК AutoPure и набора 
NucliSENS и составила 33,35%, а наименьшая экстракция наблюда‑
лась при использовании системы eGene up и  составила 9,78%. Эф‑
фективность экстракции вируса из малины находилась в  пределах 
от 8,7% до 12,5%, где наименьшее значение было получено при экс‑
тракции РНК с помощью автоматической станции выделения НК.

Отмечена зависимость эффективности экстракции РНК от пи‑
щевой матрицы. Полуавтоматическая станция выделения НК eGene 
up показала наилучшую эффективность при экстрагировании РНК 
из свиной печени. Эффективность экстракции РНК автоматической 
станцией выделения из устриц была выше более чем в два раза по 
сравнению с  другими матрицами. Такая же ситуация наблюдалась 
и при использовании ручного набора для получения НК, где эффек‑
тивность экстракции РНК из устриц также была выше. Тем не менее 
следует отметить, что, согласно принятым стандартам, эффектив‑
ность более 1% считается удовлетворительной, и все методы выде‑
ления РНК из пищевых матриц показали свою работоспособность.

Как отмечалось выше, выявление вирусов в  пищевых продук‑
тах является сложным и поэтапным процессом [18]. Примененный 
в  настоящей работе полиэтиленгликоль (ПЭГ) для концентрирова‑
ния вируса и  удаления ингибиторов из ягод широко применяется 
в подобных исследованиях [14,20,21]. Ранее было показано, что ме‑
тод прямой экстракции вирусов из малины позволил достичь зна‑
чительно более высокой эффективности экстракции норовируса 
(46,2%) и  F-специфического РНК-бактериофага GA, чем метод на 
основе осаждения ПЭГ [22]. Однако в другом сравнительном иссле‑
довании именно способ с  однократной обработкой ПЭГ образцов 
малины показал наилучший результат по экстрагированию вирусов 

и позволил обнаружить норовирус в концентрации 102 копий на 50 г 
замороженной малины [23]. Наше исследование также продемон‑
стрировало, что подходы с использованием ПЭГ для извлечения ви‑
русов из малины дают эффективный результат.

В связи с тем, что фрукты и ягоды содержат ингибиторы реакций, 
в том числе прямой цепной реакции (ПЦР), многие исследователи 
настаивают на необходимости дополнительной очистки экстрактов 
от ингибиторов. Так, Bartsch и соавторы [24] использовали колонки 
Mobispin S400 для очистки РНК, выделенной из клубники. Однако 
наши результаты показали, что малина как пищевая матрица для 
определения вирусов не представляет значительных трудностей. 
Выбранные подходы позволили провести достаточно успешную экс‑
тракцию вируса.

Для экстракции вируса из устриц был применен метод, основан‑
ный на расщеплении белков протеиназой K и  высвобождении ви‑
русных частиц в раствор. Мы получили эффективности экстракции 
контрольного вируса из этой пищевой матрицы от 9,78 до 33,35% 
в  зависимости от способа экстракции РНК. В  ряде других исследо‑
ваний показано, что в зависимости от выбранного подхода эффек‑
тивность экстракции вируса из устриц может значительно варьиро‑
ваться и  составлять до 13,2% [25,26]. Среди предлагаемых методов 
извлечения вирусных частиц рассматриваются такие подходы, как 
прямое выделение нуклеиновых кислот из пищеварительных желез 
устриц, элюирование и концентрирование вируса, с различной чув‑
ствительностью и  эффективностью извлечения [27,28,29]. Le и  др. 
[30] разработали метод экстракции и количественного определения 
норовируса из моллюсков, основанный на экстракции РНК тризолом 
с последующей стадией очистки с применением цетилтриметилам‑
мония бромида и осаждения хлоридом лития. Этот метод обеспечил 
значительно более высокую эффективность по сравнению с  мето‑
дом экстракции протеиназой К, используемым в  нашем исследо‑
вании. Тризол обладает превосходной способностью к  лизису для 
экстракции вирусной РНК из моллюсков [30]. Однако этап разделе‑
ния фаз и дополнительные этапы очистки делают метод более тру‑
дозатратным для аналитиков. Кроме того, дополнительные этапы 
потенциально могут приводить к потере вирусной РНК в процессе 
выделения. В рамках контроля безопасности приоритетными явля‑
ются простые и доступные подходы по извлечению вирусов, позво‑
ляющие получить быстрый и  достоверный результат о  возможной 
контаминации.

Подбор эффективных методов извлечения генетического мате‑
риала является первостепенной задачей для успешного выявления 
пищевых вирусов. Различные способы выделения нуклеиновых кис‑
лот по-разному эффективны, по этой причине их выбор для данной 
цели должен быть тщательно продуман [31,32]. Оценки и сравнения 
различных методов экстракции проводятся постоянно с различными 
типами образцов и  вирусами-мишенями [33,34,35]. Считается, что 
ручная экстракция нуклеиновых кислот (НК) из образцов является 
наиболее трудоемкой среди современных методов экстракции НК. 
Ранее было показано, что использование автоматизированных спосо‑
бов экстракции НК считается приемлемым. Возможно, такой подход 
является превосходной заменой ручных методов: автоматизация по‑
зволяет сокращать рабочее время специалистов и снижать риск допу‑
щения ошибок, связанных с человеческим фактором [36,37]. Ручные 
методы извлечения НК по-прежнему остаются хорошей альтернати‑
вой для получения качественного генетического материала. Однако, 
например, при выделении РНК вируса из свиной печени автоматизи‑
рованные системы показали более эффективный результат.

Так, Perrin и  соавторы [22] установили, что применение авто‑
матизированной системы вместо полуавтоматической системы 
NucliSENS MiniMAG, аналога eGene up, используемого в данном ис‑
следовании, позволило получить концентрацию вируса в  среднем 
в 1,3 раза больше. В связи с этим можно предположить, что автома‑
тизированная система извлекает вирусную РНК более эффективно, 
чем NucliSENS MiniMAG.

Экстракция с  помощью автоматических систем является улуч‑
шением по сравнению с  экстракцией ручными или полуавтомати‑
ческими методами с точки зрения удобства применения, хотя полу‑
ченные результаты свидетельствуют о приемлемости использования 
и тех и других систем, согласно полученным результатам исследова‑
ния эффективности экстракции с точки зрения извлечения РНК. Все 
три метода позволили эффективно провести выделение и  очистку 
вируса (на примере менговируса). Полученные результаты показали, 
что все выбранные способы подходят для выделения и очистки РНК 
из пищевых продуктов. А возможность использования автоматиче‑
ской экстракции РНК может привести к значительному сокращению 
 общего времени исследования.

Рисунок 2. Эффективность экстракции менговируса 
из различных пищевых матриц

Figure 2. Efficiency of mengovirus extraction from various food matrices
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Результаты оценки эффективности разных методов важны для 
определения эффективности экстракции нуклеиновых кислот и уда‑
ления ферментов ингибиторов, поскольку они оказывают непосред‑
ственное влияние на результат анализа амплификации.

Для проведения дальнейших исследований нами был сделан вы‑
бор в пользу автоматической станции выделения НК, так как полу‑
ченные данные сравнительных исследований позволяют сделать вы‑
вод о ряде преимуществ автоматического метода.

3.2. Оценка распространенности вирусов в пищевых продуктах
Распространенность норовируса и гепатита Е оценивали в образ‑

цах продуктов, представленных на внутреннем рынке и выбранных 
с учетом анализа распространенности пищевых вирусов в продоволь‑
ствии [2,6,47]. Были исследованы: на норовирус — 52 образца устриц, 
44 образца клубники и 31 образец малины; на гепатит Е — 82 образца 
свиной печени. Все образцы устриц, клубники и малины были про‑
анализированы на наличие норовируса геногруппы GII, а  образцы 
устриц дополнительно проверялись на наличие норовируса геногруп‑
пы GI. Для всех образцов в качестве контрольного вируса использова‑
ли менговирус. Учет результатов проводили только в тех образцах, где 
эффективность экстракции менговируса составляла более 1%.

В  качестве примера ниже представлены кривые амплификации 
для положительных образцов (образец 9 при исследовании клуб‑
ники (Рисунок 3а); образцы 6, 9, 11 и  12 при исследовании устриц 
(Рисунки 3б и 3в)). Значения Ct для положительных образцов нахо‑
дились в пределах до 40 циклов.

Наибольшая встречаемость норовируса GII была зафиксирова‑
на в устрицах и составила 7,7% от общего количества исследуемых 
образцов; на втором месте находилась клубника, где встречаемость 
норовируса GII составила 4,5% от исследуемых образцов. В образцах 
малины норовирус GII обнаружен не был. Также в образцах свиной 
печени не было выявлено гепатита Е (Таблица 4).

Таблица 4. Оценка выявляемости пищевых вирусов 
в продуктах питания

Table 4. Assessment of detection rate of foodborne viruses in food products

Вирус

Количество исследованных образцов, шт
(% положительных к общему количеству 

исследованных образцов)

Устрица 
(а)

Малина 
(б)

Клубника 
(в)

Свиная 
печень 

(г)
Общая

Норовирус GI 45(0%) – – – 45(0%)

Норовирус GII 52(9,6%)*г 31(0%) 44(6,8%)*г – 127 (7,21%)

Гепатит Е – – – 82(0%) 82(0%)
Примечание: * — различия статистически значимые, р < 0,05.

По результатам исследования образцов устриц было установле‑
но, что среднее значение Ct в положительных образцах составляло 
35,07 ± 1,30 циклов, в то время как минимальное значение Ct было 
32,39, а максимальное — 39,88 циклов (Таблица 5). Для кривых ам‑
плификации при исследовании клубники значение Ct положитель‑
ных образцов было установлено на более поздних циклах амплифи‑
кации и находилось в пределах от 35,80 до 39,36 циклов, при этом 
среднее значение составило 37,13 ± 1,12 циклов. Чем меньше значе‑
ние показателя Ct, тем выше нагрузка вирусной РНК в образце. По‑
лученные данные свидетельствуют о различном количестве генети‑
ческого материала в исследованных образцах.

Таблица 5. Значения Ct для образцов, положительных 
на норовирус GII

Table 5. Ct values for the samples positive for norovirus GII

Значение Ct Устрицы Клубника

Среднее   ± стандартное отклонение 35,07 ± 1,30 37,13 ± 1,12

Минимальное 32,39 35,80

Максимальное 39,88 39,36

Моллюски и ягоды были установлены в качестве основных источ‑
ников заражения человека норовирусом во многих зарубежных ис‑
следованиях [38,39,40]. Полученные результаты по исследованию 
устриц и  клубники подтверждают актуальность мониторинга на 
норовирус этих продуктов на внутреннем рынке от отечественных 
производителей.

В нашей работе именно устрицы в большей степени были конта‑
минированы норовирусом. Это может быть связано с тем, что устри‑
цы способны биоаккумулировать вирусы в своих пищеварительных 
тканях из-за присутствия антигенов, подобных человеческой гисто- 
группе крови (HBGA-подобные антигены) [7,41]. Такая ситуация 
представляет опасность для здоровья населения, поскольку устри‑
цы и мидии часто употребляются в сыром или недоваренном виде. 
В трудах зарубежных ученых количество инфицированных норови‑
русом устриц превышает показатели, приведенные в нашей работе. 
Так, в исследовании [41] 53,1% образцов мидий дали положительный 
результат на РНК норовируса, при этом 31,6% всех образцов показа‑
ли одновременное присутствие как норовируса GI, так и норовируса 
GII. В устрицах РНК норовируса была обнаружена в 31,6% образцов 
с  одновременным присутствием РНК норовируса GI и  GII в  10,2% 
образцов [41]. Генотип норовируса GI в нашем исследовании обна‑
ружен не был, хотя норовирус GII признан вирусом, наиболее часто 
выявляемым в образцах пищевых продуктов [37].

Распространенность норовируса GII в  клубнике отечественного 
производства была ниже, чем в  других странах, при мониторинге 
различных ягод на наличие вируса. Так, исследование 900 образцов 
замороженных и 900 образцов свежих ягод, используемых для вну‑
треннего потребления в Китае в 2016–2017 годах, показало, что РНК 
норовируса была обнаружена в 109 образцах свежих ягод (12,1%) [42]. 
В Соединенном Королевстве в ходе анализа 310 образцов свежей ма‑
лины и 274 образцов замороженной малины семь образцов свежей 
малины (2,3%) и 10 образцов замороженной малины (3,6%) дали по‑
ложительный результат на РНК норовируса [43]. Возможно, такие не‑
большие значения присутствия норовируса в  нашем исследовании 
связаны с относительно небольшой выборкой образцов.

Инфицирование гепатитом Е может происходить несколькими 
путями. В  развивающихся странах основным способом передачи 
по-прежнему остается употребление фекально загрязненной воды. 
Однако в промышленно развитых странах основным путем зараже‑
ния является потребление загрязненных пищевых продуктов [44,45]. 
Гепатит Е не был обнаружен ни в одном из исследованных образцов. 
Схожие результаты были получены в  Словении при мониторинге 
распространенности гепатита Е в продуктах убоя свиней в возрасте 
старше 6 месяцев, где его распространенность составила всего 0,25% 
[46]. Однако опубликованные данные из других европейских стран 
показывают высокую распространенность гепатита Е среди продук‑
тов переработки свиной печени. Например, при исследовании, про‑
веденном во Франции, было выявлено 17,3% продуктов, содержащих 
свиную печень и имеющих положительный результат на гепатит Е 

а) б) в)
Рисунок 3. Кривые амплификации положительных образцов при исследовании на норовирус GII 
(ПК – положительный контроль, ОК — отрицательный контроль): а) клубника; б) и в) устрицы

Figure 3. Amplification curves of positive samples upon analysis for norovirus GII (ПК – positive control, ОК — negative control):  
а) strawberry; б) and в) oysters



469

Юшина Ю. К. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 6 № 4  |  2023  |  С. 463–470

[47]. Авторами Di Bartolo с соавторами [48] гепатит Е был обнаружен 
в сосисках, продаваемых в Испании и Италии, а также в печени и со‑
сисках, продаваемых в Германии [48]. Кроме того, вирус также был 
выявлен в 59 образцах свиной печени из 345 образцов (17,1%), полу‑
ченных и протестированных из трех различных округов Сербии [49].

Еще раз подчеркнем, что в  отечественных образцах свиной пе‑
чени вирус гепатита Е обнаружен не был. Возможно, это связано 
с  практикой убоя свиней в  возрасте старше 6 месяцев. Согласно 
литературным данным, наибольший риск присутствия гепатита Е 
установлен для продуктов убоя свиней младше 6 месяцев [46]. Тем не 
менее, несмотря на то, что мы не получили положительных резуль‑
татов по гепатиту Е, мониторинг свиной печени на наличие вируса 
и других групп пищевых продуктов, имеющих риск контаминации 
гепатитом Е, целесообразно продолжить для обеспечения безопас‑
ности и здоровья людей.

4. Выводы
Проведенные исследования позволили установить эффектив‑

ность различных подходов к  экстракции вирусов из пищевых ма‑
триц. Наиболее высокая эффективность (33,35%) наблюдалась при 
экстракции менговируса из устриц с  использованием автоматиче‑
ской станции выделения НК. При этом минимальные значения эф‑
фективности экстракции менговируса во всех случаях были выше 
критического значения (1%), что свидетельствовало о возможности 
использования исследованных подходов при контроле пищевых 
продуктов высокого риска. Проведенный мониторинг образцов про‑
дуктов показал высокую распространенность норовируса GII в обра‑
зах устриц и клубники — 9,6% и 6,8% соответственно. Таким обра‑
зом, полученные данные показывают возможность и необходимость 
постоянного мониторинга распространенности пищевых вирусов 
в ряде пищевых продуктов, представленных на внутреннем рынке.
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HIV has a host cell, T-cell lymphocytes with CD4+ receptors. HIV drugs have the inhibitory activity on HIV-1 protease by pro‑
ducing chemical bonding interactions such as hydrogen and hydrophobic. However, some cases show long-term side effects 
that may be harmful from the use of synthetic antiretrovirals. This requires new innovations to make drugs based on natural 
resources or alternative medicine for handling these cases. Natural-based drugs are claimed to reduce the side effects pro‑
duced. Garcinia mangostana L. or queen of fruit is widely found in Southeast Asia. Many parts of this plant, such as fruits, are 
used for traditional medicine. Research with in vitro and in vivo approaches reveals that mangostin compounds from Garcinia 
mangostana L. can be an antiviral candidate. Garcinia mangostana L. has the main chemical compounds of garciniaxanthone, 
garcinone A, and mangostin. This study uses garciniaxanthone, garcinone A, and mangostin compounds to reveal the molecu‑
lar mechanism of the antiviral activity in Garcinia mangostana L. through inhibition of HIV-1 protease with a bioinformatics 
approach. In silico methods used in this study are druglikeness, molecular docking, interactions, visualization, and dynamic 
simulation. Garciniaxanthon B, garcinone B, and beta-mangostin from Garcinia mangostana L. have potential as antiretroviral 
agents for the treatment of HIV-1 infection. The three compounds are predicted to inhibit the protease activity in HIV-1 with a 
more negative binding affinity score, form ligand-protein molecular complexes with van der Waals, hydrogen, pi/alkyl/anion/
sigma bonds, form stable bonds and drug-like molecules.
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А ННОТА Ц И Я
ВИЧ имеет клетку-хозяина, Т-клеточные лимфоциты с рецепторами CD4+. Препараты против ВИЧ обладают ингиби‑
рующей активностью в отношении протеазы ВИЧ-1, создавая химические связи, такие как водородные и гидрофоб‑
ные. Однако в некоторых случаях наблюдаются долгосрочные побочные эффекты, которые могут быть вредными от 
использования синтетических антиретровирусных препаратов. Это требует новых инноваций для создания лекарств 
на основе природных ресурсов или альтернативной медицины для лечения этих случаев. Также утверждается, что 
лекарства на натуральной основе уменьшают возникающие побочные эффекты. Garcinia mangostana L. или королева 
фруктов широко распространена в Юго-Восточной Азии, многие части этого растения, например плоды, использу‑
ются в традиционной медицине. Исследования in vitro и in vivo показывают, что соединения мангустина из Garcinia 
mangostana  L. могут быть кандидатами на противовирусные препараты. Garcinia mangostana  L. содержит основные 
химические соединения гарциниаксантона, гарцинона А  и  мангостина. В  этом исследовании используются соеди‑
нения гарциниаксантона, гарцинона А  и  мангустина для выявления молекулярного механизма противовирусной 
активности Garcinia mangostana  L. посредством ингибирования протеазы ВИЧ-1 с  помощью биоинформатического 
подхода. Методы in silico, используемые в этом исследовании, включают подобие лекарствам, молекулярный докинг, 
взаимодействия, визуализацию и динамическое моделирование. Гарциниаксантон B, гарцинон B и бета-мангостин 
из Garcinia mangostana  L. потенциально могут использоваться в  качестве антиретровирусных средств для лечения
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инфекции ВИЧ-1. Предполагается, что эти три соединения ингибируют протеазную активность ВИЧ-1 с  более от‑
рицательным показателем аффинности связывания, образуют молекулярные комплексы лиганд-белок с  ван-дер- 
ваальсовыми, водородными, пи/алкил/анионными/сигма-связями, образуют стабильные связи и подобные лекарст‑
вам молекулы.

ФИНАНСИРОВАНИЕ: Это исследование поддержано Hibah Riset Mandat (номер гранта: 215/UN3.15/PT/2022) от Университета Айрланга, 
 Сурабая, Индонезия.

БЛАГОДАРНОСТЬ: Это исследование поддержано Университетом Айрланга, Сурабая, Индонезия. Кроме того, мы благодарим Джалана Тен‑
гаха, Индонезия (https://jalantengah.site) за редактирование рукописи.

1. Introduction
Garcinia mangostana L. or the queen of fruit is widely found in South‑

east Asia. Many parts of this plant, such as fruits, are used for traditional 
medicine. Garcinia mangostana L. is a popular plant for alternative med‑
icine found in Asia that contains several chemical compounds such as 
triterpenoids, flavonoids, and xanthones. Extracts from this plant can be 
used in traditional medicine for treatment of several diseases such as diar‑
rhea, infection, dysentery, inflammation, cholera, and fever. Compounds 
from Garcinia mangostana such as α-mangostin have pharmacological ef‑
fects such as the antioxidant activity [1,2]. Garcinia mangostana L. has the 
main chemical compounds of garciniaxanthone, garcinone A, and man‑
gostin [3,4]. The antiviral activity in other cases was also found through in 
vivo research on the administration of the Garcinia mangostana L. extract, 
which can inhibit the replication of the DENV-2 virus. In vitro and in vivo 
studies show that α-mangostin from the Garcinia mangostana extract can 
trigger a significant decrease in viral replication in serum and muscle. 
Previous research reveals that mangostin compounds from Garcinia 
mangostana L. can be an antiviral candidate against chikungunya virus 
(CHIKV) infection. The cell model in the study was Vero cells (VC). The 
results show that mangostin with a concentration of 8 µM can increase 
cell viability and reduce virus replication [5]. The antiviral activity of Gar­
cinia mangostana L. may be used as an HIV-1 antiviral candidate, as many 
previous studies revealed.

Human immunodeficiency virus (HIV) consists of two types, HIV-1 
and HIV-2 (only found in West Africa). The first cases of HIV-1 infection 
were identified in 1981 in San Francisco and New York. HIV was found to 
be a trigger for opportunistic diseases of the immune system or acquired 
immune deficiency syndrome (AIDS) based on genomic analysis of the 
virus [6,7]. HIV-2 has a lower prevalence than HIV-1 and is very slow to 
initiate AIDS in patients. The protease enzymes of HIV-1 are called aspar‑
tic proteases used as the main targets for AIDS treatment. Ten years after 
the discovery of protease (PR) in HIV-1, a drug with a selective antagonist 
mechanism was discovered in 1987. Then a few months later, a phase 1 
clinical trial was conducted on inhibitor candidates such as saquinavir 
in 1989 (approved in 1995), as well as ritonavir and indinavir. By 2009, 
around ten protease inhibitor candidates were launched in the market for 
HIV treatment [8,9]. However, several reports show that long-term side 
effects, such as nausea, diarrhea, skin rash, etc., can be caused by protease 
inhibitors from synthetic drugs. In addition, HIV-1 drugs are expensive 
and cannot be reached by patients with lower economic conditions [10]. 
This requires new innovations to make drugs based on natural resources 
or alternative medicine for handling these cases. Natural-based drugs are 
claimed to reduce the side effects produced.

HIV-1 is a class of retroviruses with RNA-like genetic material. HIV 
infects T lymphocyte cells with CD4+ representation on the surface. HIV 
infects host cells requiring a fusion mechanism at the cell membrane. The 
first stage of replication is the interaction of envelope spike glycoprotein 
consisting of gp120 and gp41 on host cell receptors (CCR5 & CXCR4) trig‑
gering conformational changes in the envelope spike glycoprotein [11,12]. 
The process produces a hole for the viral capsid to enter the cell. During 
the entry process several viral enzymes work such as reverse transcriptase 
to produce cDNA from ssRNA, and integrase for integration of HIV-1 cDNA 
to form mRNA [13]. The translational process of viral mRNA produces poly‑
peptides, then proteases cut HIV-1 polypeptides into short peptides for the 
virus assembly. Protease inhibitors act to inhibit the virus assembly process 
and trigger the failure of the replication process. The inhibitor binds to the 
functional domain of the enzyme through hydrogen bonding and hydro‑
phobic interactions to produce the inhibitory activity. Hydrogen and hy‑
drophobic bonds play an important role in drug stability in triggering the 
inhibitory activity on the target. Both bonds play a role in inducing a spe‑
cific biological response when a ligand-protein complex is formed [14,15]. 
Candidate inhibitors of HIV-1 proteases must have hydrogen and hydro‑
phobic interactions when binding to functional domains on the target.

Previous research only revealed the potential of Garcinia mangosta­
na L. referring to mangostin compounds and the molecular mechanism 
of compounds-target interaction is not yet known. Bioinformatics can be 

used to predict the molecular mechanism of therapeutic effects of drug 
candidate compounds through bioactivity tests, docking simulations, and 
molecular dynamics. This study uses garciniaxanthone, garcinone A, and 
mangostin compounds to reveal the molecular mechanism of the antivi‑
ral activity in Garcinia mangostana L. through inhibition of HIV-1 prote‑
ase with a bioinformatics approach.

2. Objects and methods
Garciniaxanthone, garcinone, and mangostin from Garcinia mangosta­

na L. consisting of garciniaxanthone A, garciniaxanthone B, garciniaxan‑
thone C, garcinone A, garcinone B, garcinone C, alpha-mangostin, beta-
mangostin, and gamma-mangostin as ligands were used in this study. All 
information on the ligands such as CID, formula, creation, modification, 
SMILES, and sdf files were obtained from PubChem [16]. Minimization of 
ligands was performed through OpenBabel v2.3.1 software for conversion 
of sdf files to pdb and increasing the flexibility of ligand molecules. The 
target in this study was HIV-1 protease RCSB PDB ID: 1DMP obtained from 
Protein Databank (PDB; https://www.rcsb.org) [17] with pdb file. The re‑
moval of water molecules and native ligands on the protein was performed 
through PyMOL v.2.5.2 software (Schrödinger, Inc., USA) with an academic 
license to optimize the molecular docking simulation process.

Similarity of physicochemical properties of query compounds 
with drug molecules in this study was identified through SwissADME 
(http://www.swissadme.ch) [18] by referring to rules such as Lipinski, 
Ghose, Veber, Egan, and Muegge. A bioavailability score was used in this 
study to determine a drug-like molecule. A drug-like molecule is a com‑
pound that has similar properties to drug molecules referring to physico‑
chemical properties such as molecular weight, refractivity, number of hy‑
drogen bonds, lipophilicity, and others. Ligands with drug-like molecule 
properties can circulate in the body, if they have a bioavailability score 
≥0.5 and trigger specific activity on the target [19,20].

Docking simulation in this study aims to identify the inhibitor activ‑
ity of garcinoxanthone, mangostin, and garcinone derivates from Gar­
cinia mangostana L. on HIV-1 protease. Docking is an in silico method to 
determine the level of the ligand activity on the target referring to the 
binding affinity score [21,22]. Determination of the docking grid on HIV-1 
protease in this study was as follows: center (Å) X: –13.452 Y: 19.535 Z: 
29.487 and dimensions (Å) X: 30.378 Y: 24.648 Z: 31.525; then docking 
simulation was performed through PyRx v1.0 software (Scripps Research, 
USA). Ligand-protein molecular complexes from docking simulations are 
displayed as transparent surfaces, cartoons, and sticks through structural 
selection in PyMOL v.2.5.2 software (Schrödinger, Inc., USA) with an aca‑
demic license for standard publication visualization. Protein coloring is a 
single color and ligand coloring is based on C, H, N, and O atoms [23,24].

Identification of the position and type of chemical bond interactions in 
the ligand-protein molecular complex was performed through Discovery 
Studio Visualizer™ v.16.1 software (Dassault Systèmes SE, France). Weak 
bond interactions, such as van der Waals, hydrogen, electrostatic, hydropho‑
bic, and pi/alkyl bond interactions, were formed in the ligand-protein com‑
plex [25,26]. These bonds contribute to affecting the activity and biological 
response of the target when an interaction with the ligand is formed [27,28].

Stability analysis of chemical bond interactions in ligand-protein in‑
teraction hot spots is performed through molecular dynamic simulation 
on the CABS-flex 2.0 server (http://biocomp.chem.uw.edu.pl/CABSflex2) 
[29]. This server identifies the stability of ligand-protein molecular com‑
plexes by calculating structural flexibility through large-scale confor‑
mational simulations. The output score of the simulation results is the 
root-mean-square fluctuation (RMSF) for the determination of molecular 
complex stability [29,30].

3. Results and discussion
3.1. Compound and target collection

Garcinia mangostana L. can act as an antiviral candidate based on the 
results of the in vitro and in vivo analysis. Previous studies have shown that 
compounds from these plants can inhibit target virus replication and in‑
crease cell viability. Garcinia mangostana L. has other benefits such as the 
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anti-inflammatory, antioxidant, antidiabetic, and antimicrobial activities 
[31–33]. Screening of natural compounds-based HIV-1 antiviral candi‑
dates through the computational approach is important in this study for 
the discovery of new treatment alternatives and prediction of molecular 
mechanisms of antiviral compounds from Garcinia mangostana L. Chemi‑
cal compounds of garciniaxanthone, garcinone, and mangostin derivatives 
from Garcinia mangostana L. with information on compound name, CID, 
formula, creation, modification, SMILES, and sdf file were obtained from 
the database (Table 1). The 3D visualization of ligands was performed with 
the display of sticks and transparent cartoons on the target (Figure 1).

3.2. Drug­like compounds
The similarity of query ligands with drug molecules in terms of several 

druglikeness rules such as Lipinski, Ghose, Veber, Egan, and Muegge was 
analyzed with Canonical SMILES input from garcinoxanthone, mangostin, 
and garcinone derivative compounds [34–36]. The results of the druglike‑
ness analysis show that all query compounds from Garcinia mangostana L. 

are probable drug-like molecules because they fulfill at least 3 druglikeness 
rules such as Lipinski, Ghose, Veber, and Egan. All query compounds have a 
bioavailability score of 0.55 (Table 2). The query compound can have activ‑
ity similar to drug molecules and can circulate in the body of Homo sapiens 
because it has a bioavailability score of ≥ 0.5. The query is also predicted to 
pass through selectively permeable membranes to the target in cells [37].

Table 2. The result of drug-like molecule prediction
Таблица 2. Результат прогнозирования подобных лекарствам молекул

Compound

Li
pi

n
sk

i

G
ho

se

Ve
be

r

Eg
an

M
ue

gg
e

B
io

av
ai

la
-

bi
 li

ty
 s

co
re

Probable

Garciniaxanthone A Yes Yes Yes Yes No 0.55 Drug-like molecule

Garciniaxanthone B Yes Yes Yes Yes No 0.55 Drug-like molecule

Garciniaxanthone C Yes Yes Yes Yes No 0.55 Drug-like molecule

Garcinone A Yes Yes Yes Yes No 0.55 Drug-like molecule

Garcinone B Yes Yes Yes Yes No 0.55 Drug-like molecule

Garcinone C Yes Yes Yes Yes Yes 0.55 Drug-like molecule

Alpha-mangostin Yes Yes Yes Yes No 0.55 Drug-like molecule

Beta-mangostin Yes Yes Yes Yes No 0.55 Drug-like molecule

Gamma-mangostin Yes Yes Yes Yes No 0.55 Drug-like molecule

3.3. Molecular interaction between the HIV­1 protease  
and query compound

Simulation of ligand-protein molecular interactions in this study was 
performed through the docking method with grid position: center (Å) 
X: –13.452 Y: 19.535 Z: 29.487 and dimensions (Å) X: 30.378 Y: 24.648 Z: 
31.525 on HIV-1 protease. Molecular docking aims to screen the ligand ac‑
tivity on the target with reference to the binding affinity score [38]. Binding 
affinity is a negative free energy from the result of ligand-protein complex 
interaction that works according to the law of thermodynamics [39,40]. 
This is also proportional to the increase in the inhibitor activity on the tar‑
get by ligands with more negative binding affinity scores. Docking simula‑
tion results show that garciniaxanthone B (–9.3 kcal/mol), garcinone B 
(–9.4   kcal/mol), and beta-mangostin (–9.3 kcal/mol) have more negative 
binding affinity scores than other derivative compounds (Table 3). This indi‑
cates that the three compounds from Garcinia mangostana L. have the poten‑
tial to be good HIV-1 protease inhibitor candidates. The 3D visualization of 
ligand-protein complexes from docking results is displayed with the structure 
of transparent surfaces, cartoons, sticks, and single-color selection (Figure 2).

Table 3. Comparison of binding affinity scores
Таблица 3. Сравнение баллов аффинности связывания

Compound CID Target PDB ID Binding affinity
(kcal/mol)

Garciniaxanthone A 15293708 HIV-1 protease 1DMP –8.9

Garciniaxanthone B 10407298 HIV-1 protease 1DMP –9.3

Garciniaxanthone C 9842847 HIV-1 protease 1DMP –9.1

Garcinone A 70689919 HIV-1 protease 1DMP –8.8

Garcinone B 5495928 HIV-1 protease 1DMP –9.4

Garcinone C 44159808 HIV-1 protease 1DMP –8.5

Alpha-mangostin 5281650 HIV-1 protease 1DMP –8.7

Beta-mangostin 5495925 HIV-1 protease 1DMP –9.3

Gamma-mangostin 5464078 HIV-1 protease 1DMP –8.7

Table 1. Ligand information from the chemical compound database
Таблица 1. Информация о лигандах из базы данных химических соединений

Compound CID Formula Created Modified SMILES

Garciniaxanthone A 15293708 C23H24O5 2007–02–09 2022–12–24 CC(=CCC1=C(C2=C(C=C1) C(=O)C3=C(C(=CC(=C3O2) O)C(C)(C)C=C)O)O)C

Garciniaxanthone B 10407298 C23H22O5 2006–10–25 2022–12–24 CC1(C=CC2=C(O1) C3=C(C=C2) C(=O)C4=C(C(=CC(=C4O3) O)C(C)(C)C=C)O)C

Garciniaxanthone C 9842847 C23H24O5 2006–10–25 2022–12–24 CC(=CCC1=C(C2=C(C=C1) C(=O)C3=C(C=C(C(=C3O2) O)CC=C(C)C)O)O)C

Garcinone A 70689919 C23H24O5 2013–02–04 2022–12–24 CC(=CCC1=C(C(=C2C(=C1O)C(=O)C3=C(O2) C=C(C=C3) O)CC=C(C)C)O)C

Garcinone B 5495928 C23H22O6 2005–08–01 2022–12–24 CC(=CCC1=C(C2=C(C=C1O)OC3=C(C2=O)C4=C(C(=C3) O)OC(C=C4)(C)C)O)C

Garcinone C 44159808 C23H26O7 2009–08–24 2022–12–24 CC(=CCC1=C(C2=C(C=C1O)OC3=C(C2=O)C(=C(C(=C3) O)O)CCC(C)(C)O)O)C

Alpha-mangostin 5281650 C24H26O6 2005–03–26 2022–12–24 CC(=CCC1=C(C2=C(C=C1O)OC3=C(C2=O)C(=C(C(=C3) O)OC)CC=C(C)C)O)C

Beta-mangostin 5495925 C25H28O6 2005–08–01 2022–12–24 CC(=CCC1=C(C=C2C(=C1O)C(=O)C3=C(O2) C=C(C(=C3CC=C(C)C)OC)O)OC)C

Gamma-mangostin 5464078 C23H24O6 2005–08–01 2022–12–24 CC(=CCC1=C(C2=C(C=C1O)OC3=C(C2=O)C(=C(C(=C3) O)O)CC=C(C)C)O)C

Figure 1. Structural visualization of ligands and target. 
(A) garciniaxanthone A, (B) garciniaxanthone B, 

(C) garciniaxanthone C, (D) garcinone A, (E) garcinone B, 
(F) garcinone C, (G) alpha-mangostin, (H) beta-mangostin, 

(I) gamma-mangostin, and (J) HIV-1 protease
Рисунок 1. Структурная визуализация лигандов и цели. 

(A) гарциниаксантон A, (B) гарциниаксантон B, (C) гарциниаксантон C, 
(D) гарцинон A, (E) гарцинон B, (F) гарцинон C, (G) альфа-мангостин, 

(H) бета-мангостин, (I) гамма-мангостин и (J) протеаза ВИЧ-1
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Garciniaxanthon B interacts with HIV-1 protease hotspots namely 
Gly49, Arg8, Gly48, Gly27, Asp29, Asp30, Val32, Gly27, Gly49, Asp29, 
Gly48, and Asp30 via van der Waals bond, Ile47, Ile84, Ala28, Ile50, 
Asp25, Ile47, Ile84, Ile50, Val32, and Ala28 via Pi/Alkyl/Anion bond 
with 0 unfavorable. Garcinone B interacted at the HIV-1 protease 
hotspot through Asp29, Ile84, Gly49, Gly27, Gly48, Arg8, Asp29, Ile47, 
Val32, Gly49, Gly48 with van der Waals bond, hydrogen bond identi‑
fied at Asp30, and Pi/Alkyl/Sigma/Anion at Ala28, Ile47, Ile50, Ile84, 
and Ala28 with 1 unfavorable. Beta-mangostin interacted at the HIV-1 
protease hotspot through Val82, Pro81, Ile84, Val32, Ile47, Gly48, Gly27, 
Arg8, Gly49, Asp30, Asp29, Gly48, and Gly49 with van der Waals bond, 
hydrogen bond at Asp30 and Asp29, Pi/Alkyl/Sigma/Anion bond iden‑
tified at Ile47, Ile50, Ala28, Ile84, Val82, Val32, Pro81, Asp25 (Figure 
3). Weak interactions such as hydrogen, van der Waals, hydrophobic, 
pi, alkyl, electrostatic, and hydrophobic can trigger the ligand activ‑
ity on targets such as inhibitors [41,42]. Unfavorable bonds can trigger 
unstable ligand-protein if  > 3 [43,44]. Garciniaxanthon B, garcinone B, 
and beta-mangostin can affect the inhibitor activity on the target be‑
cause they produce weak bonds such as van der Waals, hydrogen, and 
pi/alkyl/anion/sigma with a number of unfavorable interactions (not 
more than three).

3.4. Interaction stability
Identification of the chemical bond stability at interaction hotspots 

in this study was carried out through molecular dynamics simulations. 
The ligand-protein complexes of garciniaxanthon B_HIV-1 protease, 
garcinone B_HIV-1 protease, and beta-mangostin_HIV-1 protease 
( Figure 4) was identified as having RMSF values  > 3 (Å). Ligand-protein 

Figure 2. Ligand (green) and protein (red) complex. (A) 
garciniaxanthone B_HIV-1 protease, (B) garcinone B_HIV-1 

protease, and (C) beta-mangostin_HIV-1 protease
Рисунок 2. Комплекс лиганд (зеленый) и белок (красный). 

(A) гарциниаксантон B _ протеаза ВИЧ-1, (B) гарцинон B_ протеаза 
ВИЧ-1, и (C) бета-мангостин _ протеаза ВИЧ-1

Figure 4. RMSF fluctuation plot. (A) garciniaxanthone B_HIV-1 protease, (B) garcinone B_HIV-1 protease, 
and (C) beta-mangostin_HIV-1 protease

Рисунок 4. График среднеквадратичных флуктуаций (RMSF) (A) гарциниаксантон B _ протеаза ВИЧ-1, (B) гарцинон B_ протеаза ВИЧ-1, 
и (C) бета-мангостин _ протеаза ВИЧ-1

Figure 3. 2D ligand-protein interaction. (A) garciniaxanthone B_HIV-1 protease, (B) garcinone B_HIV-1 protease, 
and (C) beta-mangostin_HIV-1 protease

Рисунок 3. 2D взаимодействие лиганд-белок. (A) гарциниаксантон B _ протеаза ВИЧ-1, (B) гарцинон B_ протеаза ВИЧ-1, и (C) бета-мангостин _ протеаза ВИЧ-1 
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complexes with RMSF values  > 3 at interaction hotspots show stable 
properties and may trigger the inhibitory activity on the target [45–47]. 
RMSF shows the fluctuation of atoms that form amino acid residues in 
an active protein. The molecular stability of the results of this study 
refers to the ligand’s activity on the target as a good inhibitor [48–
50]. However, this computational prediction requires further analysis 
through in vivo and in vitro approaches.

4. Conclusion
In summary, garciniaxanthon B, garcinone b, and beta-mangostin from 

Garcinia mangostana L. have potential as antiretroviral agents for the treat‑
ment of HIV-1 infection. The three compounds are predicted to inhibit the 
protease activity in HIV-1 with a more negative binding affinity score, form 
ligand-protein molecular complexes with van der Waals, hydrogen, pi/ 
alkyl/anion/sigma bonds, form stable bonds and drug-like molecules.
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A BST R ACT
The study examined semi-hard cheeses made with milk-clotting enzymes (MCEs) of animal origin (Naturen Extra with a mass 
fraction of chymosin 95%, “Bovine Pepsin” with a mass fraction of chymosin 10%), microbial origin (Fromase 750 XLG) and re‑
combinant origin (Chy-max Extra and Chy-max Supreme), at an introduction dose of MCE of 1,500 to 6,000 IMCU per 100 kg of 
milk. In cheeses at the age of 7, 60, and 150 days, pH, the degree of proteolysis, the content of peptides with a mass of 1–5 kDa, 
and the compressive stress at fracture were determined. Cheeses produced with a dose of MCE of 5,000–6,000 IMCU/100 kg of 
milk had a substantially (p < 0.05) lower pH compared to cheeses made with doses of MCEs of 1,500–3,000 IMCU/100 kg of milk. 
At the same time points, there were no significant differences (p > 0.05) in the degree of proteolysis between cheeses made using 
diverse types of MCEs at the same dose. The exceptions were cheeses produced with Chy-max Supreme, which had a substantially 
(p < 0.05) lower level of proteolysis. Sensory assessment of the bitter taste intensity in cheeses is proportional to the content of 
peptides with a molecular weight of 1–5 kDa. With an increase in the MCE dose, the content of peptides with a molecular weight 
of 1 to 5 kDa increases in cheese. Chy-max Supreme forms the least number of bitter peptides in cheeses (p < 0.05). There are no 
significant differences (p < 0.05) in the magnitude of the compressive stress at fracture between the cheese variants produced 
with the same MCE doses of diverse types at the same time points.
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А ННОТА Ц И Я
Исследовали полутвердые сыры изготовленные с молокосвертывающими ферментами (МФ) животного происхождения 
(Naturen Extra с массовой долей химозина 95%, «Говяжий пепсин» с массовой долей химозина 10%), микробного про‑
исхождения (Fromase 750 XLG) и рекомбинантного происхождения (Chy-max Extra и Chy-max Supreme), при дозе внесе‑
ния МФ от 1 500 до 6 000 IMCU на 100 кг молока. В сырах в возрасте 7, 60 и 150 сут определяли рН, степень протеолиза, 
содержание пептидов с массой 1–5 кДа, напряжение сжатия при разрушении. Сыры, изготовленные с дозой МФ 5 000–
6 000 IMCU/100 кг молока, имели достоверно (p < 0,05) более низкий уровень рН в сравнении с сырами, произведённы‑
ми с дозами МФ 1 500–3 000 IMCU/100 кг молока. В одинаковые моменты времени, отсутствовали достоверные отличия 
(p > 0,05) по степени протеолиза между сырами, изготовленными с использованием МФ разного типа в одинаковой дозе. 
Исключением были сыры, изготовленные с МФ Chy-max Supreme, в которые имели достоверно (p < 0,05) более низкий 
уровень протеолиза. Сенсорная оценка интенсивности горького вкуса в сырах пропорциональна содержанию в них пеп‑
тидов с молекулярной массой 1–5 кДа. При повышении дозы внесения МФ, в сырах повышается содержание пептидов 
с молекулярной массой от 1 до 5 кДа. МФ Chy-max Supreme образует в сырах наименьшее количество горьких пептидов 
(p < 0,05). Отсутствуют достоверные отличия (p < 0,05) по величине напряжение сжатия при разрушении между варианта‑
ми сыров выработанных с одинаковыми дозами МФ разных типов в одинаковые моменты времени.
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рального научного центра пищевых систем им. В. М. Горбатова.

1. Introduction
Semi-hard cheeses are quite expensive, and keeping their quality for 

a long time is a critical issue. The reasons limiting the shelf life of semi-
hard cheeses include proteolysis of cheese mass proteins.

Milk-clotting enzyme (MCE) is used as an essential component in 
the production of semi-hard cheeses. Part of the MCE added to milk 
passes into the composition of the cheese curd, where it retains its 
activity throughout the entire period of cheese maturation and stor‑
age [1,2]. MCE penetrates casein micelles and slowly hydrolyzes casein 
molecules into large peptides [3]. Under the action of proteolysis, the 
casein net, which makes up the power frame of the cheese, weakens, and 

the texture of the cheese softens. The cleavage of polypeptide bonds is 
an important part of the ripening process of semi-hard cheeses, leading 
to the transformation of the cheese consistency from a solid, hard, and 
slightly cohesive one typical of young cheeses to a cohesive, plastic, and 
homogeneous texture typical of mature cheeses [4]. As a result of prote‑
olysis, peptides are released, which serve as predictors for the formation 
of flavoring substances because of biochemical reactions in cheeses [5]. 
However, an excessively high degree of proteolysis leads to the forma‑
tion of an undesirable texture for cheese: viscous, sticking to the knife 
when cutting. Also, during deep hydrolysis of caseins, peptides with a 
bitter taste are formed [6–8].
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Excessively fast proteolysis leads to rapid overripening of the cheese and 
limits the shelf life of the cheese [9]. Finding a balance between cheese flavor 
development and long shelf life of cheese is of great interest. Considering the 
key role of MCE in the cheese maturation, the selection of MCE with certain 
properties can be one of the methods for creating a technology for cheese 
with a pronounced taste and a long shelf life. Currently, the cheesemaker 
has access to numerous industrially produced brands of MCEs of different 
origin (animal, microbial and recombinant types), which have different 
properties [10–12]. The purpose of this study is to evaluate the quality (taste 
and texture) of semi-hard cheeses made using MCEs from different origins.

2. Materials and methods
2.1. Materials

For the purposes of test manufacture, milk was used from the single 
supplier-manufacturer — AgriVolga, LLC (Yaroslavl region, Burmasovo 
village). In the cheese production, a lactic acid starter based on the BK-
Uglich-No. 4 bacterial concentrate (the Federal State Budgetary Scientific 
Institution “Experimental Biofactory”, Russia) was used; it consisted of a 
set of cultures of Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. 
cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, and was preliminary activated 
in sterilized milk. Milk-clotting enzyme preparations of various origins 
(animal, microbial and recombinant) and with various levels of milk-clotting 
and proteolytic activity were used for milk coagulation:

 � Chy-max® Supreme 1000 (recombinant camel chymosin with a 
modified amino acid sequence; nominal milk-clotting activity  — 
1,000 IMCU/g; proteolytic activity — 0.28 units of PA /g; manufactur-
er — Chr Hansen A/S, Denmark);

 � Chy-max® Extra 600 Liquid (recombinant calf chymosin of genetic vari-
ant “B”; nominal milk-clotting activity — 600 IMCU/g; proteolytic ac-
tivity — 0.48 units of PA/g; manufacturer — Chr Hansen A/S, Denmark);

 � Naturen® Extra 220 NB (enzymatic extract from the stomachs of 
calves with a mass fraction of chymosin of at least 95%; nominal milk-
clotting activity — 220 IMCU/g; proteolytic activity — 0.95 units of 
PA/g; manufacturer — Chr Hansen A/S, Denmark);

 � Fromase® 750 XLG (protease of the fungus Rhizomucor miehei; 
nominal milk-clotting activity — 750 IMCU/g; proteolytic activity — 
56.91 units of PA/g; manufacturer — DSM Food Specialties, France);

 � FS10 “Bovine pepsin” (enzymatic extract from the stomachs of adult 
cattle with a mass fraction of chymosin of at least 10%; nominal milk-
clotting activity — 1,000 IMCU/g; proteolytic activity — 14.39 units of 
PA/g; manufacturer — Zavod endokrinnykh fermentov, LLC, Russia).

2.2. Methods
2.2.1. Methods for studying the properties of milk-clotting enzymes

The determination of the total milk-clotting activity was conducted 
according to GOST ISO 11815–2015 1.

The determination of the total proteolytic activity was conducted accord-
ing (Anson method modification on haemoglobin) to GOST 34430–2018 2, 
as applied to weakly acidic proteases (at pH 5.3).

2.2.2 Cheese production process
Model semi-hard cheeses were made with a mass fraction of moisture of 

42% (in fact, 41.87 ± 0.94%), 32% of fat (in fact, 32.03 ± 1.07%), 20% of protein 
(in fact, 19.96 ± 0.53%). Our previous article [13] described the technological 
regulations for cheese production in detail. Briefly, the cheese production 
process was as follows: cheeses were made from normalized milk with a mass 
fraction of fat of 5% and protein of 3.2%, using a starter from mesophilic 
lactococci, processed at a cooking temperature of 40–41 °C without washing 
cheese curd with water. The resulting cheeses were salted by immersion in 
brine, dried, and packed in Amivak CH-B polymer film bags (Atlantis-Pak, 
Russia). The maturation of cheeses took place at a temperature of 11 ± 1 °C 
for 60 days. Mature cheeses were stored at 4 ± 2 °C for 90 days. Analysis of 
the composition and sensory properties of cheeses was performed at the 
beginning of the ripening period (7 days), at the end of the ripening period 
(60 days), and at the end of the storage period (150 days).

2.2.3. Methods for determining the composition and degree  
of proteolysis of cheeses

The active acidity of cheeses was determined on a pH-150MI pH meter 
(Izmeritelnaya Tekhnika, LLC, Russia) equipped with a FC200B combined pH 
electrode (Hanna Instruments Inc., USA) in a cheese suspension prepared 
by grinding 10 g of cheese with 10 cm3 of deionized water.

1 GOST ISO 11815–2015 Milk. Determination of the total milk-clotting activity 
of bovine rennet. M.: Standartinform, 2015. — 10 p.

2 GOST 34430–2018 Enzyme preparations for food industry. Method for the 
determination of proteolytic activity. M.: Standartinform, 2018. — 12 p.

The mass fraction of moisture in cheeses was determined by drying 
at a temperature of 102 ± 2 °C according to the Russian state standard 
GOST 3626–73 3.

The mass fraction of fat in cheeses was determined by the acid method 
according to the Russian state standard GOST R55063–2012 4.

The mass fraction of total protein in cheeses was determined by the Kjel-
dahl method according to the Russian state standard GOST R54662–2011 5.

The degree of proteolysis in cheeses was evaluated (in percent) as the 
ratio of the content of water-soluble nitrogen to the content of total ni-
trogen in cheeses. Determination of the content of water-soluble nitrogen 
was conducted in aqueous extracts from cheeses obtained by the method 
of Kuchroo and Fox, in the modification described in [14].

The molecular weight distribution of soluble proteins in cheese was 
determined by high resolution gel filtration using an AKTA Pure 25 
chromatographic system (Cytiva, Sweden) equipped with a Superose 12 
10/300 GL column (GE Healthcare, Sweden). Eluent was aqueous solution 
of 0.05 M Na2HPO4 + 0.15 M NaCl (pH 6.50), eluent flow rate was 0.5 ml/
min; detector wavelength was 280 nm. The column was calibrated according 
to the release time of protein substances with a known molecular weight: 
IgG (180 kDa), aldolase (158 kDa), BSA (69 kDa), ovoalbumin (43 kDa), β-Lg 
(36.0 kDa), α-La (14.4 kDa), cytochrome C (12.3 kDa), tryptophan (0.204 kDa). 
The calibration curve was based on a logarithmic regression model [15]. For 
analysis, aqueous extracts from cheeses, prepared to determine the mass 
fraction of soluble protein, and additionally filtered on cellulose acetate 
filters with a pore size of 0.45 μm, were used (Vladipor, Russia).

2.2.4 Rheology
The rheological indicators of cheeses were studied by the large 

strain uniaxial compression method using a structure meter «Instron 
1000» (Instron Corp., USA) according to the method of Madadlou et al 
[16] with modifications. Cylindrical specimens 15 mm in diameter and 
20 mm height were cut from the cheese block. The cheese samples were 
immediately placed in an air-tight container to prevent dehydration. 
The samples were kept for 4 hours to reach a temperature of 22 ± 1 °C, 
at which the measurements were conducted. Uniaxial compression was 
conducted at a rate of 50 mm/min to a sample compression ratio of 60% 
(up to a sample height of 8 mm). As a result of measurements, a force-
strain curve was obtained.

The compressive stress at fracture of the sample was calculated using 
the equation (1):

 σf = 
Ff

A
, (1)

where σf is the compressive stress at fracture of the sample, Pa;
 Ff is the force applied to the sample surface at the moment of fracture, N;
 A is the cross-sectional area of the sample, m2.

The compressive stress at fracture of the sample was calculated at the 
inflection point on the force-compression curve. The inflection suggests 
crumbliness resulting from body breakdown. The change in the cross-
sectional area of the sample because of deformation was not considered.

2.2.5. Microstructure research
The microstructure of cheeses was studied by light microscopy in trans-

mitted light, on microsections of cheeses 100 ± 10 μm thick. Photographs 
were taken with a digital camera “Canon EOS600D”. The photographs were 
corrected using the Digital Photo Professional software v.4.5 (Canon Inc.).

2.2.6. Design of the experiment and statistical data processing
The study was based on the design of a factorial experiment [17], which 

included two categorical factors: the “MCE type” factor and the “MCE 
dose” factor. The experiments were conducted in two replicates in a ran-
domized order. Our previous article [13] provides the description of the 
experiment design.

To assess the joint influence of experimental factors and cheese shelf 
life on response variables (pH, degree of proteolysis and rheological pa-
rameters), the selected plan of the full factorial experiment was modified 
into a “split-plot design” [18] by introducing an additional factor “Storage 
duration” (Age).

Statistical processing of experimental data was conducted using the 
Statistica® software package (ver. 5.5, StatSoft, USA).

3 GOST 3626–73 Milk and milk products. Methods for determination of moisture 
and dry substances. M.: Standartinform, 2009. — 11 p.

4 GOST R55063–2012 Kinds of cheese and processed cheese. The rules of tests 
acceptance, sampling, and control methods. M.: Standartinform, 2013. — 28 p.

5 GOST R54662–2011 Cheeses and processed cheeses. Determination of protein 
mass fraction by the Kjeldahl method. M.: Standartinform, 2012. — 16 p.
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Excessively fast proteolysis leads to rapid overripening of the cheese and 
limits the shelf life of the cheese [9]. Finding a balance between cheese flavor 
development and long shelf life of cheese is of great interest. Considering the 
key role of MCE in the cheese maturation, the selection of MCE with certain 
properties can be one of the methods for creating a technology for cheese 
with a pronounced taste and a long shelf life. Currently, the cheesemaker 
has access to numerous industrially produced brands of MCEs of different 
origin (animal, microbial and recombinant types), which have different 
properties [10–12]. The purpose of this study is to evaluate the quality (taste 
and texture) of semi-hard cheeses made using MCEs from different origins.

2. Materials and methods
2.1. Materials

For the purposes of test manufacture, milk was used from the single 
supplier-manufacturer — AgriVolga, LLC (Yaroslavl region, Burmasovo 
village). In the cheese production, a lactic acid starter based on the BK-
Uglich-No. 4 bacterial concentrate (the Federal State Budgetary Scientific 
Institution “Experimental Biofactory”, Russia) was used; it consisted of a 
set of cultures of Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. 
cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, and was preliminary activated 
in sterilized milk. Milk-clotting enzyme preparations of various origins 
(animal, microbial and recombinant) and with various levels of milk-clotting 
and proteolytic activity were used for milk coagulation:

 � Chy-max® Supreme 1000 (recombinant camel chymosin with a 
modified amino acid sequence; nominal milk-clotting activity  — 
1,000 IMCU/g; proteolytic activity — 0.28 units of PA /g; manufactur-
er — Chr Hansen A/S, Denmark);

 � Chy-max® Extra 600 Liquid (recombinant calf chymosin of genetic vari-
ant “B”; nominal milk-clotting activity — 600 IMCU/g; proteolytic ac-
tivity — 0.48 units of PA/g; manufacturer — Chr Hansen A/S, Denmark);

 � Naturen® Extra 220 NB (enzymatic extract from the stomachs of 
calves with a mass fraction of chymosin of at least 95%; nominal milk-
clotting activity — 220 IMCU/g; proteolytic activity — 0.95 units of 
PA/g; manufacturer — Chr Hansen A/S, Denmark);

 � Fromase® 750 XLG (protease of the fungus Rhizomucor miehei; 
nominal milk-clotting activity — 750 IMCU/g; proteolytic activity — 
56.91 units of PA/g; manufacturer — DSM Food Specialties, France);

 � FS10 “Bovine pepsin” (enzymatic extract from the stomachs of adult 
cattle with a mass fraction of chymosin of at least 10%; nominal milk-
clotting activity — 1,000 IMCU/g; proteolytic activity — 14.39 units of 
PA/g; manufacturer — Zavod endokrinnykh fermentov, LLC, Russia).

2.2. Methods
2.2.1. Methods for studying the properties of milk-clotting enzymes

The determination of the total milk-clotting activity was conducted 
according to GOST ISO 11815–2015 1.

The determination of the total proteolytic activity was conducted accord-
ing (Anson method modification on haemoglobin) to GOST 34430–2018 2, 
as applied to weakly acidic proteases (at pH 5.3).

2.2.2 Cheese production process
Model semi-hard cheeses were made with a mass fraction of moisture of 

42% (in fact, 41.87 ± 0.94%), 32% of fat (in fact, 32.03 ± 1.07%), 20% of protein 
(in fact, 19.96 ± 0.53%). Our previous article [13] described the technological 
regulations for cheese production in detail. Briefly, the cheese production 
process was as follows: cheeses were made from normalized milk with a mass 
fraction of fat of 5% and protein of 3.2%, using a starter from mesophilic 
lactococci, processed at a cooking temperature of 40–41 °C without washing 
cheese curd with water. The resulting cheeses were salted by immersion in 
brine, dried, and packed in Amivak CH-B polymer film bags (Atlantis-Pak, 
Russia). The maturation of cheeses took place at a temperature of 11 ± 1 °C 
for 60 days. Mature cheeses were stored at 4 ± 2 °C for 90 days. Analysis of 
the composition and sensory properties of cheeses was performed at the 
beginning of the ripening period (7 days), at the end of the ripening period 
(60 days), and at the end of the storage period (150 days).

2.2.3. Methods for determining the composition and degree  
of proteolysis of cheeses

The active acidity of cheeses was determined on a pH-150MI pH meter 
(Izmeritelnaya Tekhnika, LLC, Russia) equipped with a FC200B combined pH 
electrode (Hanna Instruments Inc., USA) in a cheese suspension prepared 
by grinding 10 g of cheese with 10 cm3 of deionized water.

1 GOST ISO 11815–2015 Milk. Determination of the total milk-clotting activity 
of bovine rennet. M.: Standartinform, 2015. — 10 p.

2 GOST 34430–2018 Enzyme preparations for food industry. Method for the 
determination of proteolytic activity. M.: Standartinform, 2018. — 12 p.

The mass fraction of moisture in cheeses was determined by drying 
at a temperature of 102 ± 2 °C according to the Russian state standard 
GOST 3626–73 3.

The mass fraction of fat in cheeses was determined by the acid method 
according to the Russian state standard GOST R55063–2012 4.

The mass fraction of total protein in cheeses was determined by the Kjel-
dahl method according to the Russian state standard GOST R54662–2011 5.

The degree of proteolysis in cheeses was evaluated (in percent) as the 
ratio of the content of water-soluble nitrogen to the content of total ni-
trogen in cheeses. Determination of the content of water-soluble nitrogen 
was conducted in aqueous extracts from cheeses obtained by the method 
of Kuchroo and Fox, in the modification described in [14].

The molecular weight distribution of soluble proteins in cheese was 
determined by high resolution gel filtration using an AKTA Pure 25 
chromatographic system (Cytiva, Sweden) equipped with a Superose 12 
10/300 GL column (GE Healthcare, Sweden). Eluent was aqueous solution 
of 0.05 M Na2HPO4 + 0.15 M NaCl (pH 6.50), eluent flow rate was 0.5 ml/
min; detector wavelength was 280 nm. The column was calibrated according 
to the release time of protein substances with a known molecular weight: 
IgG (180 kDa), aldolase (158 kDa), BSA (69 kDa), ovoalbumin (43 kDa), β-Lg 
(36.0 kDa), α-La (14.4 kDa), cytochrome C (12.3 kDa), tryptophan (0.204 kDa). 
The calibration curve was based on a logarithmic regression model [15]. For 
analysis, aqueous extracts from cheeses, prepared to determine the mass 
fraction of soluble protein, and additionally filtered on cellulose acetate 
filters with a pore size of 0.45 μm, were used (Vladipor, Russia).

2.2.4 Rheology
The rheological indicators of cheeses were studied by the large 

strain uniaxial compression method using a structure meter «Instron 
1000» (Instron Corp., USA) according to the method of Madadlou et al 
[16] with modifications. Cylindrical specimens 15 mm in diameter and 
20 mm height were cut from the cheese block. The cheese samples were 
immediately placed in an air-tight container to prevent dehydration. 
The samples were kept for 4 hours to reach a temperature of 22 ± 1 °C, 
at which the measurements were conducted. Uniaxial compression was 
conducted at a rate of 50 mm/min to a sample compression ratio of 60% 
(up to a sample height of 8 mm). As a result of measurements, a force-
strain curve was obtained.

The compressive stress at fracture of the sample was calculated using 
the equation (1):

 σf = 
Ff

A
, (1)

where σf is the compressive stress at fracture of the sample, Pa;
 Ff is the force applied to the sample surface at the moment of fracture, N;
 A is the cross-sectional area of the sample, m2.

The compressive stress at fracture of the sample was calculated at the 
inflection point on the force-compression curve. The inflection suggests 
crumbliness resulting from body breakdown. The change in the cross-
sectional area of the sample because of deformation was not considered.

2.2.5. Microstructure research
The microstructure of cheeses was studied by light microscopy in trans-

mitted light, on microsections of cheeses 100 ± 10 μm thick. Photographs 
were taken with a digital camera “Canon EOS600D”. The photographs were 
corrected using the Digital Photo Professional software v.4.5 (Canon Inc.).

2.2.6. Design of the experiment and statistical data processing
The study was based on the design of a factorial experiment [17], which 

included two categorical factors: the “MCE type” factor and the “MCE 
dose” factor. The experiments were conducted in two replicates in a ran-
domized order. Our previous article [13] provides the description of the 
experiment design.

To assess the joint influence of experimental factors and cheese shelf 
life on response variables (pH, degree of proteolysis and rheological pa-
rameters), the selected plan of the full factorial experiment was modified 
into a “split-plot design” [18] by introducing an additional factor “Storage 
duration” (Age).

Statistical processing of experimental data was conducted using the 
Statistica® software package (ver. 5.5, StatSoft, USA).

3 GOST 3626–73 Milk and milk products. Methods for determination of moisture 
and dry substances. M.: Standartinform, 2009. — 11 p.

4 GOST R55063–2012 Kinds of cheese and processed cheese. The rules of tests 
acceptance, sampling, and control methods. M.: Standartinform, 2013. — 28 p.
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3. Results and discussion
The influence of the experimental factors on the response variables 

was evaluated: pH, the degree of proteolysis, indicators of the molecular 
weight distribution of proteolysis products (the content of peptides with 
mass of 1 to 5 kDa) and rheological indicators (compressive stress at frac-
ture) of test cheeses.

The experiment matrix held an incomplete set of combinations of factors 
“MCE type” and “MCE dose”. No data were available for Fromase and “Bovine 
Pepsin” at high introduction dose (6,000 IMCU/100 kg milk) and data for 
Chy-max Extra and Chy-max Supreme were also missing at low introduction 
dose (1,500 IMCU/100 kg milk). As a result, it was impossible to process the 
data by the ANOVA method simultaneously for all 5 types of the investigated 
MCEs with purpose of defining the influence of paired interactions of fac-
tors on the response variables. For processing, the experiment matrix was 
divided into two separate matrices; each matrix had data for 3 types of MCEs:
1) Calf rennet (Naturen) and rennet substitutes of animal origin (“Bovine 

Pepsin”) and microbial origin (Fromase), at low (1,500 IMCU/100 kg 
milk) and medium (3,000 IMCU/100 kg milk) introduction doses;

2) Calf rennet (Naturen) and MCEs based on recombinant chymosins — 
Chy-max Extra and Chy-max Supreme, at medium (2,000 for Chy-max 
Supreme and 3,000 IMCU/100 kg for Naturen and Chy-max Extra) and 
high (5,000 for Chy-max Supreme and 5,000 IMCU/100 kg for Naturen 
and Chy-max Extra) introduction doses.
Tables 1 and 2 give the results of evaluating the effect of factors and their 

pair interactions on the response variables obtained by the ANOVA method.
Further, when discussing the results of the analysis of variance, we will 

refer to the data from Table 1 as obtained “at low and medium doses of 
MCEs”, the data from Table 2 are obtained “at medium and high doses of 
MCEs”, without additional interpretation of the MCE type.

The results of the analysis of variance allow drawing the following 
conclusions on the influence of factors on the response variables.

3.1. Active acidity (pH)
There is a statistically significant influence of the “age of cheese” fac-

tor on the pH level. The influence of cheese age on pH is associated with 
biochemical reactions that occur at various stages of cheese ripening and 
storage. If in the period from 7 to 60 days, the decrease in pH is associated 
with the accumulation of acid due to lactose metabolization, then in the 
period from 60 to 150 days, the increase in pH occurs due to the accumula-
tion of proteolysis products with buffer properties [19,20].

There is a statistically significant effect of the MCE dose on the pH of 
cheeses. The use of MCEs at high introduction doses (5,000 IMCU/100 kg 
of milk for Chy-max Supreme and 6,000 IMCU/100 kg of milk for MCEs 
of Naturen and Chy-max Extra) results in cheeses having significantly 
(p < 0.05) a lower average pH level throughout the ripening and storage 
period than cheeses produced with medium and low doses of MCEs (1,500–
3,000 IMCU/100 kg of milk).

The MCE dose influences the pH level of cheeses indirectly through the 
effect on the moisture content of cheeses. The data presented in a previous 
article [13] show that increasing the MCE dose leads to a reduction in the 
duration of curd processing and to the preservation of more moisture in 
the cheese. According to the moisture content at the beginning of ripen-
ing (7 days), cheeses made with different doses of MCEs were arranged 
in the following order: cheeses with a high dose of MCE (42.38 ± 1.28% 
moisture) > cheeses with an average dose of MCE (41.59 ± 1.22% moisture) 
≈ cheeses with a low dose of MCE (41.33 ± 0.81% moisture). Cheeses with a 
high moisture content had a greater amount of lactose, the metabolization 
of which by starter microorganisms led to a decrease in pH; the greater the 
lactose content was, the greater the decrease in pH was.

Figure 1 shows the influence of experimental factors on the dynamics 
of changes in the pH of cheeses during ripening and storage.

In Figure 1, the graphs of changes in the pH show, that the pH level in the 
test cheeses during the ripening and storage period is within 5.05 ± 0.10 pH 
units and is close to the pH level at which PA of MCE was determined under 
“in vitro” conditions (pH 5.3). So, it is possible to correlate the estimate of 
the PA value of MCE measured “in vitro”, which is used for a comparative 
assessment of MCEs of diverse types in scientific works [10,11] with the 
actual proteolytic action of MCE in cheeses under real conditions.

3.2. Degree of proteolysis
The results of the analysis of deviation (see Tables 1 and 2) show 

that there is a strong, statistically significant influence (p < 0.001) of all 
experimental factors (“MCE type”, “MCE dose” and “cheese age”) on the 
degree of proteolysis in cheeses. Figure 2 displays the graphs with the 
connection between the degree of proteolysis in cheeses and influencing 
factors.

In Figure 2, the graphs show that the degree of proteolysis in cheeses 
increases throughout the entire period of ripening and storage. An 
increase in the MCE dose leads to an increase in the rate of accumulation 
of proteolysis products in cheeses. However, there was no direct connection 
between the rate of the proteolysis process and the level of PA of MCE. 
Cheeses made with Chy-max Supreme, which has the lowest level of PA 
among all studied MCEs, have the lowest level of proteolysis. For other 
types of MCEs, there is no proportionality between PA of MCE and the 
rate of proteolysis in cheeses made with them. At the same time points, 
there were no statistically significant (p < 0.05) differences in the degree of 
proteolysis between cheeses produced with equal doses of MCEs of Naturen 
Extra, Chy-max Extra, “Bovine Pepsin” or Fromase, which had various levels 
of PA. Therefore, the proteolytic productivity of MCEs in cheeses cannot 
be assessed from the PA level of MCE measured “in vitro”.

The results obtained are related to the fact that the level of proteolysis 
in cheeses depends not only on the total proteolytic activity of MCE, but 
also on the degree of MCE transition into the cheese mass. It has been set 
up that the amount of MCE passing from milk to the cheese mass varies 

Table 1. Mean squares and probabilities (in parentheses), 
and R2 values for the ANOVA model for response variables 

(for MCEs of Naturen, Pepsin and Fromase at low and medium 
introduction doses)

Таблица 1. Средняя сумма квадратов отклонений, уровень 
статистической достоверности и коэффициенты детерминации модели 

ANOVA для переменных отклика (для МФ Naturen, Пепсин и Fromase 
при низких и средних дозах внесения)

Factor df pH Proteolysis 
degree, %

Fraction of 
bitter peptides 

(1–5 kDa), 
mV*s

Fracture 
stress, kPa

Type 2 0,0014 (–) 6,471 (***) 29362 (**) 358,4 (–)

Dose 1 0,0035 (–) 30,192 (***) 184876 (***) 381,0 (–)

Age 2 0,0698 (***) 255,206 (***) 1150686 (***) 31198,8 (***)

Type*Dose 2 0,0036 (–) 1,064 (–) 19109 (*) 182,7 (–)

Type*Age 4 0,0003 (–) 2,671 (**) 13669 (*) 85,6 (–)

Dose*Age 2 0,0031 (–) 1,406 (–) 17741 (*) 83,9 (–)

Error 28 0,0013 0,588 5081 113,8

R2 0,85 0,97 0,95 0,95
df — number of degrees of freedom
Factor keys: Type — MCE type; Dose — MCE dose; Age — shelf life of the cheese.
Error — share of the response variable variation related to an error;
R2 — coefficient of determination for the ANOVA model.
The level of statistical significance of the factor effect evaluation (in parenthe-
ses): “–” — not statistically significant (p > 0.05); “*” — p < 0.05; “**” — p < 0.01; 
“***” — p < 0.001.

Table 2. Mean squares and probabilities (in parentheses), 
and R2 values for determination of the ANOVA model for response 

variables (for MCEs of Naturen, Chy-max Extra and Chy-max 
Supreme, at medium and high introduction doses)

Таблица 2. Средняя сумма квадратов отклонений, уровень 
статистической достоверности и коэффициенты детерминации модели 

ANOVA для переменных отклика (для МФ Naturen, Chy- max Extra  
и Chy-max Supreme, при средних и высоких дозах внесения)

Factor df pH Proteolysis 
degree, %

Fraction of 
bitter peptides 

(1–5 kDa), 
mV*s

Fracture 
stress, kPa

Type 2 0,0035 (–) 239,382 (***) 843696 (***) 535,9 (*)

Dose 1 0,0128 (**) 47,748 (***) 272727 (***) 690,4 (*)

Age 2 0,0939 (***) 232,521 (***) 804733 (***) 32776,2 (***)

Type*Dose 2 0,0015 (–) 5,309 (***) 42513 (**) 271,4 (–)

Type*Age 4 0,0002 (–) 27,314 (***) 133447 (***) 239,9 (–)

Dose*Age 2 0,0009 (–) 0,281 (–) 33013 (**) 5,3 (–)

Error 28 0,0011 0,458 5841 108,8

R2 0,88 0,99 0,964 0,96
df — number of degrees of freedom.
Factor keys: Type — MCE type; Dose — MCE dose; Age — shelf life of the cheese.
Error — share of the response variable variation related to an error;
R2 — coefficient of determination for the ANOVA model.
The level of statistical significance of the factor effect evaluation (in parenthe-
ses): “-” — not statistically significant (p > 0.05); “*” — p < 0.05; “**” — p  < 0.01; 
“***” — p < 0.001.
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depending on the MCE type and on the technological modes of cheese 
production. In the cheese curd, up to 30% or more of chymosin and no more 
than 2–3% of proteases of microbial origin are preserved [1,2]. Lowering 
the pH of the curd increases the amount of retained chymosin but does 
not increase the proportion of pepsin and microbial coagulants [21–24]. 
Small amounts of pepsin and microbial protease (Fromase) in cheese 
offset their high PA. As a result, cheeses made with these MCEs achieve 
the same or lesser degree of proteolysis than cheeses produced with calf 
chymosin-based MCE (MCEs of Naturen, Chy-max Extra), which have lower 
levels of PA (Figure 2).

3.3. Formation of small peptides
In addition to proteolytic activity, MCEs are characterized by proteolytic 

specificity, which is expressed in the preferential release of peptides with a 
certain molecular weight from the hydrolysable protein. Chymosin-based 
MCEs (Naturen, Chy-max Extra and Chy-max Supreme) break down caseins 
with the formation of a large amount of proteolysis products with a large 
molecular weight (over 10 kDa), including insoluble ones [6], while MCEs 
based on pepsin and microbial proteases (Fromase) are capable to continue 
the hydrolysis with the formation of a significant amount of peptides with 
a low molecular weight (less than 10 kDa) [25,26]. To characterize the 

Figure 1. Dynamics of changes in the active acidity of samples of test cheeses produced with diverse types and doses of MCEs 
during storage. Keys of MCE brands on the graph: Fromase — Fromase 750 XLG; Pepsin — “Bovine Pepsin” FS-10; Naturen — 

Naturen Extra 220; Extra — Chy-max Extra; Supreme — Chy-max Supreme. Scatter bars show “ ± standard deviation”
Рисунок 1. Динамика изменения активной кислотности образцов экспериментальных сыров, произведенных с разными типами и дозами МФП, 

в процессе хранения. Обозначения марок МФ на графике: Fromase — Fromase 750 XLG; Pepsin — «Пепсин говяжий» ФС-10; Naturen — Naturen 
Extra 220; Extra — Chy-max Extra; Supreme — Chy-max Supreme. Планки разброса показывают « ± стандартное отклонение»

Figure 2. Dynamics of proteolysis in samples of test cheeses produced with diverse types and doses of MCEs during storage. 
The keys of the MCE brands on the graph are similar to Figure 1. Scatter bars show “ ± standard deviation”

Рисунок 2. Динамика протеолиза в образцах экспериментальных сыров, произведенных с разными типами и дозами МФП, в процессе 
хранения. Обозначения марок МФ на графике аналогичны с Рисунком 1. Планки разброса показывают « ± стандартное отклонение»
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depending on the MCE type and on the technological modes of cheese 
production. In the cheese curd, up to 30% or more of chymosin and no more 
than 2–3% of proteases of microbial origin are preserved [1,2]. Lowering 
the pH of the curd increases the amount of retained chymosin but does 
not increase the proportion of pepsin and microbial coagulants [21–24]. 
Small amounts of pepsin and microbial protease (Fromase) in cheese 
offset their high PA. As a result, cheeses made with these MCEs achieve 
the same or lesser degree of proteolysis than cheeses produced with calf 
chymosin-based MCE (MCEs of Naturen, Chy-max Extra), which have lower 
levels of PA (Figure 2).

3.3. Formation of small peptides
In addition to proteolytic activity, MCEs are characterized by proteolytic 

specificity, which is expressed in the preferential release of peptides with a 
certain molecular weight from the hydrolysable protein. Chymosin-based 
MCEs (Naturen, Chy-max Extra and Chy-max Supreme) break down caseins 
with the formation of a large amount of proteolysis products with a large 
molecular weight (over 10 kDa), including insoluble ones [6], while MCEs 
based on pepsin and microbial proteases (Fromase) are capable to continue 
the hydrolysis with the formation of a significant amount of peptides with 
a low molecular weight (less than 10 kDa) [25,26]. To characterize the 

Figure 1. Dynamics of changes in the active acidity of samples of test cheeses produced with diverse types and doses of MCEs 
during storage. Keys of MCE brands on the graph: Fromase — Fromase 750 XLG; Pepsin — “Bovine Pepsin” FS-10; Naturen — 

Naturen Extra 220; Extra — Chy-max Extra; Supreme — Chy-max Supreme. Scatter bars show “ ± standard deviation”
Рисунок 1. Динамика изменения активной кислотности образцов экспериментальных сыров, произведенных с разными типами и дозами МФП, 

в процессе хранения. Обозначения марок МФ на графике: Fromase — Fromase 750 XLG; Pepsin — «Пепсин говяжий» ФС-10; Naturen — Naturen 
Extra 220; Extra — Chy-max Extra; Supreme — Chy-max Supreme. Планки разброса показывают « ± стандартное отклонение»

Figure 2. Dynamics of proteolysis in samples of test cheeses produced with diverse types and doses of MCEs during storage. 
The keys of the MCE brands on the graph are similar to Figure 1. Scatter bars show “ ± standard deviation”

Рисунок 2. Динамика протеолиза в образцах экспериментальных сыров, произведенных с разными типами и дозами МФП, в процессе 
хранения. Обозначения марок МФ на графике аналогичны с Рисунком 1. Планки разброса показывают « ± стандартное отклонение»
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peptide composition of proteolysis products, the indicator “molecular 
weight distribution” is used.

An important indicator of molecular weight distribution is the 
concentration of peptides with a molecular weight of 1 to 5 kDa. It is known 
that peptides with a molecular weight of less than 0.5 to 3 kDa relate to the 

formation of the bitter taste of cheese [6,27,28]. Peptides with a molecular 
weight of more than 6 kDa, even containing hydrophobic amino acids, do 
not have a bitter taste [6]. Excessive accumulation of hydrophobic peptides 
with a molecular weight of less than 6 kDa in cheeses is the cause of the 
bitter taste of the product. The most pronounced bitter taste is imparted 
by peptides with a molecular mass in the range of 0.5–3 kDa [27,28]. When 
comparing cheeses made with camel chymosins (Chy-max M) and calf 
chymosins (Chy-max M), a higher content of these peptides was found in 
cheeses made using calf chymosin, which had the consequence of more 
pronounced bitter taste in them [29].

Figure 3 shows the molecular weight distribution of water-soluble 
proteolysis products in cheeses with different severity of bitter taste 
(authors’ own data).

The results of chromatographic studies, given in Figure 3, confirm the 
connection described in the literature between the strength of bitter taste 
and the quantitative content of peptides with a mass of 1–5 kDa in cheese.

The results of the analysis of variance (see Tables 1 and 2) show that there 
is a strong, statistically significant influence (p < 0.001) of all experimental 
factors (“MCE type”, “MCE dose” and “cheese age”) on the number of 
peptides with a mass of 1–5 kDa accumulated in cheeses. Figure 4 presents 
the graphs showing the connection between the number of peptides with a 
mass of 1–5 kDa accumulated in cheeses and influencing factors.

In Figure 4, the data show that with an increase in the MCE dose, the 
amount of 1–5 kDa peptides accumulated in cheeses increases. The MCE 
type affects the amount of 1–5 kDa peptides accumulated in cheese. There 
were no significant differences (p > 0.05) in the content of 1–5 kDa peptides 
between cheeses made with the same MCE doses of Naturen Extra, Chy-max 
Extra, “Bovine Pepsin” or Fromase at the same time points. In cheeses with 
Chy-max Supreme, the smallest quantity of bittering-forming peptides 
appears, which significantly (p < 0.05) differs from their content in cheeses 
with other studied types of MCEs.

Sensory assessment of the intensity of bitter taste in cheeses was 
proportional to the content of peptides with a molecular weight of 1–5 kDa 
(Figure 4).

Literature [10,30,31] hold numerous references to the ability of MCE 
of microbial origin, based on the R. miehei protease (Fromase), to form 
a strong bitter taste in cheeses. In our study, the degree of bitterness in 
cheeses made with Fromase was not greater than the degree of bitterness 
in other cheese varieties. At introduction dose of MCE of 1,500–3,000 
IMCU/100 kg of milk, cheeses made with Fromase have the same or less 
pronounced bitter taste than cheeses produced with Chy-max Extra, 
Naturen or “Bovine Pepsin”.

Figure 3. Molecular weight distribution of water-soluble 
products of proteolysis in cheeses with different strength 

of bitter taste
Рисунок 3. Молекулярно-массовое распределение водорастворимых 

продуктов протеолиза в сырах с разной выраженностью 
горького вкуса

Figure 4. Dynamics of accumulation of bitter peptides in samples of test cheeses produced with diverse types and doses 
of MCEs during storage. The keys of the MCE brands on the graph are similar to Figure 1. Scatter bars show “ ± standard 

deviation”. The callouts display the sensory assessment of the intensity of bitter taste in cheeses on a conditional 
5-point scale: 0 — absent; 1 — very weak; 2 — weak; 3 — medium; 4 — pronounced

Рисунок 4. Динамика накопления горьких пептидов в образцах экспериментальных сыров, произведенных с разными типами и дозами МФП, 
в процессе хранения. Обозначения марок МФ на графике аналогичны с Рисунком 1. Планки разброса показывают « ±  стандартное отклонение». 

Выноски показывают сенсорную оценку интенсивности горького вкуса в сырах по условной 5-бальной шкале: 0 — отсутствует; 
1 — очень слабая; 2 — слабая; 3 — средняя; 4 — выраженная
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At an equal dose of MCE, cheeses made with bovine pepsin did not 
differ in the strength of bitter taste from cheeses produced with calf 
rennet (Naturen Extra). This replicates the results of Emmons et al [32] 
in a comparative study of calf rennet and bovine pepsin in the production 
of Cheddar cheese.

The obtained data say that during the production of semi-hard cheeses 
it is undesirable to use MCEs based on calf chymosins of both natural 
origin (Naturen) and recombinant origin (Chy-max Extra) at a dose of 6,000 
IMCU/100 kg of milk due to the risk of bitter cheese taste during storage.

3.4. Rheological indicators
The value of fracture stress (σf) is equal to the pressure at which the 

material structure fractures [33]. The higher the value of fracture stress 
is, the higher the strength and coherence of the cheese mass are [3]. The 
value of fracture stress gives information about the rheological behavior of 
cheeses during their chewing or industrial size-reduction operation such 
as shredding, grating, shearing and portion cutting.

The results of the ANOVA (see Tables 1 and 2) show that the value of 
fracture stress is influenced by the age of the cheese, and at medium and 
high doses of MCEs, by the factors of “MCE type” and “MCE dose”. Figure 
5 displays the graphs showing the relationship between fracture stress 
and experimental factors.

In Figure 5, the graphs show that, there is an increase in the average 
value of fracture stress over time, and then a decrease for all test variants of 
cheeses. There are no statistically significant differences in the magnitude 
of fracture stress between the variants of cheeses produced with the same 
doses of MCEs of diverse types at the same time points (Tukey’s test, p < 0.05). 
An exception is a statistically significant higher level of fracture stress in 
cheeses produced with a high dose of Chy-max Supreme at the age of 150 
days, in comparison with cheese variants made with Naturen and Chy-max 
Extra (Tukey’s test, p < 0.05), which explains the revealed ANOVA influence 
of the factors “MCE type” and “MCE dose” on fracture stress.

The statistically significant dependence of fracture stress on the “Age” 
factor, proved by the results of the analysis of variance, means that fracture 
stress changes under the influence of factors, which, in turn, are influenced 
by the “Age” factor. According to the literature data, the structure of cheese 
changes over time under the influence of demineralization, proteolysis, 
and dehydration of the cheese mass [3].

At the first stage of maturation, the strength and plasticity of cheese 
consistency depends on the amount of calcium ions associated with casein 
molecules and combining them into aggregates [3]. As a result of the 
metabolization of lactose by bacteria, lactic acid accumulates in the cheese 
mass, accompanied by a decrease in pH. With a decrease in pH, calcium 
ions are separated from caseins (demineralization), resulting in a decrease 

in cohesion and an increase in the plasticity of the cheese mass [34], as a 
result of which the fracture stress index decreases.

Insignificant differences in pH between the studied cheese varieties at the 
beginning of the ripening period (7 days) led to the absence of differences 
in the level of fracture stress between them (Tukey’s test, p < 0.05). At the 
age of 7 days, all cheese variants had the same consistency, which can be 
described as “elastic, slightly brittle”.

After completion of the metabolization of lactose and stabilization 
of the pH in the cheese, a balance is set up between the calcium ions, 
which are in the casein-bound and soluble forms. A further change in the 
rheological properties of the cheese mass occurs under the influence of 
proteolysis and dehydration [19].

Figure 6 A gives the graph of the dependence of fracture stress on the 
degree of proteolysis. Figure 6 B gives the graph showing the dynamics of 
cheese dehydration.

The graph of fracture stress versus the degree of proteolysis (Figure 
6A) shows that the data points are divided into 2 groups according to 
the minimum differences: those belonging to fresh cheeses at the age 
of 7 days and those belonging to mature cheeses at the age of 60 and 
150 days. For the group of mature cheeses, the graph (Figure 6A) shows 
a trend — with an increase in the degree of proteolysis, the value of 
fracture stress decreases. The division of data into groups is a sign of 
the influence on the rheological parameters of cheeses of factors other 
than proteolysis. At the same time, the nature of these factors differs for 
fresh and mature cheeses.

In the studied cheeses, the process of conversion of lactose into lactic 
acid, accompanied by a decrease in pH, continues after 7 days (up to about 
15 days). Therefore, the pH of the studied cheeses at the age of 60 days is 
lower than at the age of 7 days (Figure 1). Decrease in pH of less than 5.2 
units leads to a significant removal of calcium ions from bonds with casein, 
as a result of which the cheese mass becomes less cohesive, and at a low 
moisture content in the cheese, even crumbly [34–36]. In the range of pH 
of 4.90–5.05, a consistency typical of Cheddar cheese is formed — dense, 
moderately coherent, slightly crumbly [3].

In all studied cheeses, by the end of the ripening period (60 days), the 
acidity was in the range of 5.0 ± 0.05 pH units (Figure 1). The consistency 
of cheeses at this age was characterized as “brittle, crumbly”. At the 
same time, cheese variants made using Chy-max Supreme had a firmer 
and less plastic consistency compared to cheese variants produced with 
other types of MCEs. Figure 6A shows that data points for cheeses made 
with Chy-max Supreme stand out as a separate subgroup from the group 
of mature cheeses. Of all mature cheese samples, those made with Chy-
max Supreme have the highest fraction stress with the lowest levels of 
proteolysis (Figure 5).

Figure 5. Dynamics of change in the indicator “ stress at fracture” in samples of test cheeses produced with diverse types and doses 
of MCEs during storage. The keys of the MCE brands on the graph are similar to Figure 1. Scatter bars show “ ±  standard deviation”

Рисунок 5. Динамика изменения показателя «напряжение сжатия при разрушении» в образцах экспериментальных сыров, произведенных 
с разными типами и дозами МФП, в процессе хранения. Обозначения марок МФ на графике аналогичны с Рисунком 1. 

Планки разброса показывают « ±  стандартное отклонение»



483

Мягконосов Д. С. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 6 № 4  |  2023  |  С. 477–487

482

Myagkonosov D. S. et al.  |  FOOD SYSTEMS  |  Volume 6 № 4  |  2023  |  pp. 477–487

At an equal dose of MCE, cheeses made with bovine pepsin did not 
differ in the strength of bitter taste from cheeses produced with calf 
rennet (Naturen Extra). This replicates the results of Emmons et al [32] 
in a comparative study of calf rennet and bovine pepsin in the production 
of Cheddar cheese.

The obtained data say that during the production of semi-hard cheeses 
it is undesirable to use MCEs based on calf chymosins of both natural 
origin (Naturen) and recombinant origin (Chy-max Extra) at a dose of 6,000 
IMCU/100 kg of milk due to the risk of bitter cheese taste during storage.

3.4. Rheological indicators
The value of fracture stress (σf) is equal to the pressure at which the 

material structure fractures [33]. The higher the value of fracture stress 
is, the higher the strength and coherence of the cheese mass are [3]. The 
value of fracture stress gives information about the rheological behavior of 
cheeses during their chewing or industrial size-reduction operation such 
as shredding, grating, shearing and portion cutting.

The results of the ANOVA (see Tables 1 and 2) show that the value of 
fracture stress is influenced by the age of the cheese, and at medium and 
high doses of MCEs, by the factors of “MCE type” and “MCE dose”. Figure 
5 displays the graphs showing the relationship between fracture stress 
and experimental factors.

In Figure 5, the graphs show that, there is an increase in the average 
value of fracture stress over time, and then a decrease for all test variants of 
cheeses. There are no statistically significant differences in the magnitude 
of fracture stress between the variants of cheeses produced with the same 
doses of MCEs of diverse types at the same time points (Tukey’s test, p < 0.05). 
An exception is a statistically significant higher level of fracture stress in 
cheeses produced with a high dose of Chy-max Supreme at the age of 150 
days, in comparison with cheese variants made with Naturen and Chy-max 
Extra (Tukey’s test, p < 0.05), which explains the revealed ANOVA influence 
of the factors “MCE type” and “MCE dose” on fracture stress.

The statistically significant dependence of fracture stress on the “Age” 
factor, proved by the results of the analysis of variance, means that fracture 
stress changes under the influence of factors, which, in turn, are influenced 
by the “Age” factor. According to the literature data, the structure of cheese 
changes over time under the influence of demineralization, proteolysis, 
and dehydration of the cheese mass [3].

At the first stage of maturation, the strength and plasticity of cheese 
consistency depends on the amount of calcium ions associated with casein 
molecules and combining them into aggregates [3]. As a result of the 
metabolization of lactose by bacteria, lactic acid accumulates in the cheese 
mass, accompanied by a decrease in pH. With a decrease in pH, calcium 
ions are separated from caseins (demineralization), resulting in a decrease 

in cohesion and an increase in the plasticity of the cheese mass [34], as a 
result of which the fracture stress index decreases.

Insignificant differences in pH between the studied cheese varieties at the 
beginning of the ripening period (7 days) led to the absence of differences 
in the level of fracture stress between them (Tukey’s test, p < 0.05). At the 
age of 7 days, all cheese variants had the same consistency, which can be 
described as “elastic, slightly brittle”.

After completion of the metabolization of lactose and stabilization 
of the pH in the cheese, a balance is set up between the calcium ions, 
which are in the casein-bound and soluble forms. A further change in the 
rheological properties of the cheese mass occurs under the influence of 
proteolysis and dehydration [19].

Figure 6 A gives the graph of the dependence of fracture stress on the 
degree of proteolysis. Figure 6 B gives the graph showing the dynamics of 
cheese dehydration.

The graph of fracture stress versus the degree of proteolysis (Figure 
6A) shows that the data points are divided into 2 groups according to 
the minimum differences: those belonging to fresh cheeses at the age 
of 7 days and those belonging to mature cheeses at the age of 60 and 
150 days. For the group of mature cheeses, the graph (Figure 6A) shows 
a trend — with an increase in the degree of proteolysis, the value of 
fracture stress decreases. The division of data into groups is a sign of 
the influence on the rheological parameters of cheeses of factors other 
than proteolysis. At the same time, the nature of these factors differs for 
fresh and mature cheeses.

In the studied cheeses, the process of conversion of lactose into lactic 
acid, accompanied by a decrease in pH, continues after 7 days (up to about 
15 days). Therefore, the pH of the studied cheeses at the age of 60 days is 
lower than at the age of 7 days (Figure 1). Decrease in pH of less than 5.2 
units leads to a significant removal of calcium ions from bonds with casein, 
as a result of which the cheese mass becomes less cohesive, and at a low 
moisture content in the cheese, even crumbly [34–36]. In the range of pH 
of 4.90–5.05, a consistency typical of Cheddar cheese is formed — dense, 
moderately coherent, slightly crumbly [3].

In all studied cheeses, by the end of the ripening period (60 days), the 
acidity was in the range of 5.0 ± 0.05 pH units (Figure 1). The consistency 
of cheeses at this age was characterized as “brittle, crumbly”. At the 
same time, cheese variants made using Chy-max Supreme had a firmer 
and less plastic consistency compared to cheese variants produced with 
other types of MCEs. Figure 6A shows that data points for cheeses made 
with Chy-max Supreme stand out as a separate subgroup from the group 
of mature cheeses. Of all mature cheese samples, those made with Chy-
max Supreme have the highest fraction stress with the lowest levels of 
proteolysis (Figure 5).

Figure 5. Dynamics of change in the indicator “ stress at fracture” in samples of test cheeses produced with diverse types and doses 
of MCEs during storage. The keys of the MCE brands on the graph are similar to Figure 1. Scatter bars show “ ±  standard deviation”

Рисунок 5. Динамика изменения показателя «напряжение сжатия при разрушении» в образцах экспериментальных сыров, произведенных 
с разными типами и дозами МФП, в процессе хранения. Обозначения марок МФ на графике аналогичны с Рисунком 1. 

Планки разброса показывают « ±  стандартное отклонение»
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The moisture content affects the texture of cheeses. With a decrease in 
moisture content, the casein gel network decreases in volume and becomes 
denser, which leads to an increase in the density and hardness of the cheese 
mass [3,19]. The graph presented in Figure 6B indicates a trend towards 
a decrease in moisture content in cheeses during ripening and storage, 
as well as a significant variation in moisture content between individual 
cheeses at the same time points. The decrease in moisture content and 
the resulting compaction of the cheese mass explains the absence of a 
decrease in fracture stress in some types of cheeses in the period from 60 
to 150 days (Figure 5), despite the process of softening of the cheese mass 
under the influence of proteolysis occurring in the same period. Differ-
ences in moisture content can explain the significant variation of points 
compared to the regression line and the low coefficient of determination 
(R2 = 0.21) of the regression relationship between the degree of proteolysis 
and fracture stress in mature cheeses (Figure 6 A).

3.5. Microstructure
Microscopic studies of the structure of cheeses have been conducted. 

The analysis of micropreparations of test variants of semi-hard cheeses 
confirmed the pattern previously established in the works of other 
researchers [2,37,38]: the higher the degree of proteolysis is, the higher the 
degree of hydration of caseins is, and the higher the degree of homogeneity 
of the cheese structure is. Cheeses with a higher degree of proteolysis are 
characterized by a more uniform, finely dispersed structure. Cheeses with 
a lower degree of proteolysis are characterized by a more fragmented 
structure, with distinct boundaries between cheese grains or with traces of 
these boundaries. For example, Figure 7 shows photos of the microstructure 
of cheeses made using different doses of Naturen, at different ages, with 
different degrees of proteolysis and various levels of fracture stress.

The structure of cheeses at the level of microstructure forms their 
rheological properties [3]. The structure of a fresh cheese consists of 
individual pressed cheese grains with intergranular space filled with 
moisture (Figure 7, cheeses aged 7 days). Cheese mass, fragmented into 
individual grains, has a low cohesion, and is destroyed along the boundaries 
of grain joints under the influence of even a small load. The work of Tunik 
et al [39] found that Cheshire cheese, which has the same protein and fat 
content and pH level as Cheddar cheese, has almost 2 times lower levels 
of elasticity modulus (G’), viscosity modulus (G”) and complex viscosity 
(η*) due to the more fragmented structure. Due to the low cohesion of 
the structure, test cheeses at the age of 7 days had a low level of stress 
at fracture (Figure 5).

In maturation of cheeses, proteolysis of caseins of the cheese mass occurs. 
The peptides formed from caseins have a higher hydrophilicity than the 
original caseins. This leads to an increase in the moisture-binding capacity 

of the casein gel. The mechanically bound water contained in the pores 
of the casein net is converted into water chemically bound to the charged 
carboxyl and amino groups of the peptides released during proteolysis of 
caseins [20]. Increasing the hydration of the casein gel leads to the forma-
tion of a homogeneous, cohesive structure of the cheese mass, which has 
a much higher mechanical strength and requires more load to break it. As 
a result, in the studied cheeses at the end of the ripening period (60 days), 
the value of stress at fracture increases (Figure 5). Visually, the process of 
hydration of the casein net appears in the disappearance of the boundaries 
between the grains and the “gluing” of the grains (Figure 7, cheeses aged 
60 and 150 days). Over time, under the action of proteolysis, an increasing 
number of caseins is cleaved, as a result of which the mechanical strength 
of the casein gel decreases. This leads to a decrease in the mechanical 
strength of the cheese mass and a decrease in the magnitude of the load 
required for its fracture [3]. As a result, cheeses aged 150 days have a lower 
level of stress at fracture than cheeses aged 60 days (Figure 5).

Related results were obtained by the authors when studying the effect 
of proteolysis on the structure of soft cheeses made using diverse types 
and doses of MCEs [40,41]. At the same time, the significant differences in 
the effect of proteolysis on the consistency of soft and semi-hard cheeses 
should be noted. Compared to soft cheeses, due to their lower moisture 
content, semi-hard cheeses have a denser casein network, which also has 
a higher cohesiveness, due to the higher content of calcium bound to 
molecules due to a higher pH level. The dense and coherent casein net of 
semi-hard cheeses, even after splitting some caseins because of proteolysis, 
retains high strength. As a result, there are no noticeable differences in 
rheological characteristics and sensory assessment of consistency in all 
variants of semi-hard cheeses made with diverse types and doses of MCEs, 
having differences in the degree of proteolysis. The exception is cheese 
made with Chy-max Supreme, which has the lowest level of proteolysis 
and the densest texture among all studied cheese variants.

Conclusion
Based on the data obtained, the following conclusions can be drawn:
Cheeses produced using high doses of MCEs added to milk (5,000–

6,000 IMCU/100 kg of milk) have a significantly (p < 0.05) lower pH level than 
cheeses made with medium and low doses of MCEs (1500–3000 IMCU/100 kg 
of milk). The use of high doses of MCEs for milk coagulation results in a 
reduction in the processing time of the curd and the production of cheese 
with a high moisture content. The higher the moisture content of the cheese 
is, the greater the lactose content is, and the greater the decrease in pH 
due to the conversion of lactose to acid by starter bacteria is.

An increase in the dose of MCE added to milk leads to an increase in 
the rate of accumulation of proteolysis products in cheeses. At the same 

Figure 6. Dependences: A) indicator of fracture stress of the cheese mass on the degree of proteolysis (data are presented on the 
indicators of cheese at the age of 7, 60 and 150 days); B) moisture content in samples of test cheeses on the age

Рисунок 6. Зависимости: А) показателя fracture stress сырной массы от степени протеолиза (представлены данные по показателям сыра 
в возрасте 7, 60 и 150 сут); B) содержания влаги в экземплярах экспериментальных сыров от возраста
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time points, there were no significant differences (p > 0.05) in the degree 
of proteolysis between cheeses made using the same dose of distinct 
types of MCEs. The only difference was cheeses produced with Chy-max 
Supreme, which had the lowest level of proteolysis (p < 0.05). The reason for 
the lack of differences in the degree of proteolysis between cheeses made 
with MCEs of Naturen or Chy-max Extra and cheeses made with MCEs of 
“Bovine Pepsin” or Fromase, which have a significantly higher level of PA, 
is a small degree of transfer of pepsin and microbial proteases from milk 
to cheese, which levels their high PA.

With an increase in the MCE dose, the content of peptides with a 
molecular weight of 1 to 5 kDa increases in cheese. Sensory assessment 
of the intensity of bitter taste in cheeses was proportional to the content 
of bitter peptides with a molecular weight of 1–5 kDa. Chy-max Supreme 
produces the least number of bitter peptides among all MCE variants. At 
MCE introduction dose of 3,000 IMCU/100 kg of milk, Fromase produces 

fewer bitter peptides than Chy-max Extra, Naturen or “Bovine Pepsin”, 
which have a lower level of proteolytic activity. This shows the high quality 
of MCEs of microbial origin achieved to date and allows us to recommend 
MCEs of microbial origin to use in the production of semi-hard cheeses 
at a dose of up to 3,000 IMCU/100 kg of milk. At MCE introduction dose 
of 6,000 IMCU/100 kg of milk, cheeses made with Chy-max Extra show an 
accumulation of bitter peptides at the level of Naturen Extra (p < 0.05), 
which has a higher PA level than that of Chy-max Extra.

For all test variants of cheeses, over time, at first there is a tendency 
to an increase in the level of fracture stress, and then its decrease. There 
are no statistically significant differences in the magnitude of fracture 
stress between the variants of cheeses produced with the same doses of 
MCEs of diverse types at the same time points (p > 0.05). The structure 
and consistency of the test cheeses depended more on their composition 
(moisture, protein, fat content) and pH than on the level of proteolysis.

Figure 7. Typical microstructure of cheeses produced using different doses of Naturen during ripening and storage. 
Dose — MCE introduction dose (IMCU/100 kg of milk); Age — cheese age (days); WSN/TN — share of soluble nitrogen 

from the total (%); σf — fracture stress (kPa). The scale bars are 50 μm in length
Рисунок 7. Типичная микроструктура сыров, произведенных с использованием разных доз МФ Naturen, в течение срока созревания и хранения. 

Dose — доза внесения МФ (IMCU/100 кг молока); Age — возраст сыра (сут); WSN/TN — доля растворимого азота от общего (%); 
σf — fracture stress (кПа). Мерный отрезок равен 50 мкм
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accumulation of bitter peptides at the level of Naturen Extra (p < 0.05), 
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stress between the variants of cheeses produced with the same doses of 
MCEs of diverse types at the same time points (p > 0.05). The structure 
and consistency of the test cheeses depended more on their composition 
(moisture, protein, fat content) and pH than on the level of proteolysis.

Figure 7. Typical microstructure of cheeses produced using different doses of Naturen during ripening and storage. 
Dose — MCE introduction dose (IMCU/100 kg of milk); Age — cheese age (days); WSN/TN — share of soluble nitrogen 

from the total (%); σf — fracture stress (kPa). The scale bars are 50 μm in length
Рисунок 7. Типичная микроструктура сыров, произведенных с использованием разных доз МФ Naturen, в течение срока созревания и хранения. 

Dose — доза внесения МФ (IMCU/100 кг молока); Age — возраст сыра (сут); WSN/TN — доля растворимого азота от общего (%); 
σf — fracture stress (кПа). Мерный отрезок равен 50 мкм

485

Мягконосов Д. С. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 6 № 4  |  2023  |  С. 477–487

The consistency of the cheeses depended on the structure of the cheeses 
at the microstructure level. In turn, the microstructure of cheeses depended 
on the calcium content associated with casein molecules and the degree of 
casein proteolysis. The crumbling texture of fresh cheeses and low values 
of fracture stress were associated with a substantial leaching of calcium 
ions from bonds with caseins and a low water-binding capacity of native 
caseins. Proteolysis of caseins, which occurs during the ripening of cheeses, 

leads to an increase in the water-binding capacity of the cheese mass. In 
mature cheeses, there is a greater cohesion and a higher level of fracture 
stress in comparison with fresh cheeses.

The rheology of the cheese mass can be controlled through the degree 
of casein hydrolysis (by selecting the type and dose of MCE) or by changing 
the content of micelle-bound calcium paracasein (by adjusting the pH), 
or both.
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А ННОТА Ц И Я
Актуальность изучения синтетических красителей и  возможности их строго регламентированного применения 
связана с возрастающим интересом производителей к натуральным пищевым крaсителям ввиду стремления при‑
дать пищевым продуктам стaтус натуральных. В работе получены новые данные о содержании фотосинтетических 
пигментов в  листьях бадана толстолистного Вergenia crassifolia (L.) Fitsch, произрастающего в  Республике Бурятия, 
с  разными сроками вегетации. Показано, что это одно из немногих растений, листья которого содержат значи‑
тельное количество каротиноидов. Максимальное суммарное их количество отмечено в красных листьях бадана — 
1257,9 ± 33,1  ммоль/моль хлорофилла. Выявлены сезонные изменения комплекса фотосинтетических пигментов 
в листьях. Так, содержание хлорофиллов в черных листьях снижалось в 4 раза по по сравнению с числом пигментов 
в зеленых листьях. Незначительные потери фонда зеленых пигментов наблюдались и в красных листьях. В черных 
листьях оставалось около 18% хлорофиллов. В период после выхода растений из-под снега содержание хлорофилла α 
увеличилось в 3 раза, а хлорофилла β — в 1,8 раза. В листьях бадана в составе каротиноидов обнаружен β-каротин (30% 
суммы каротиноидов). В преобладающем количестве из числа ксантофилловых пигментов отмечен лютеин, на долю 
которого приходилось до 51% суммы каротиноидов.
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LEATHER BERGENIA AS AN ALTERNATIVE 
TO SYNTHETIC COLORANTS FOR FOOD SYSTEMS
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A BST R ACT
The topicality of studying synthetic colorants and a possibility of their strictly regulated application is linked with an increas‑
ing producers’ interest in natural food colorants due to the attempt to grant the status of natural products to foods. New data 
on the content of photosynthetic pigments in leaves of leather bergenia (Вergenia crassifolia (L.) Fitsch) of different periods of 
vegetation growing in the Republic of Buryatia were obtained in this work. It is shown that it is one of the few plants, which 
leaves contain a significant amount of carotenoids. Their maximum total content (1257.9 ± 33.1 mmol/mol chlorophyll) was 
noticed in red leaves of bergenia. Seasonal changes in the complex of photosynthetic pigments in leaves were revealed. For 
example, the content of chlorophylls in black leaves reduced by four times compared to the amount of pigments in green 
leaves. Insignificant losses of the pool of green pigments were also observed in red leaves. About 18% of chlorophylls remained 
in black leaves. During the period after plants’ appearance from under the snow, the content of chlorophyll α increased by 3 
times and chlorophyll β by 1.8 times. In leaves of bergenia, β- carotene was found in the composition of carotenoids (30% of 
the sum of carotenoids). Among xanthophyllic pigments, lutein was found in the prevailing quantity; its proportion accounted 
for 51% of the sum of carotenoids.
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1. Введение
В настоящее время во всем мире испытывается потребность в вы‑

сококачественных, безопасных для человека красителях, обеспече‑
ние которой обусловлено значительной индустриализацией сферы 
общественного питания, в  особенности детского и  диетического, 
а также изменением вкусов потребителей.

Объем производства и  ассортимент натуральных красителей 
ограничены, в  связи с  чем потребность в  них покрывается за счет 
красителей синтетического происхождения [1,2]. Безусловно, раз‑
работка новых технологий изготовления естественных природных 
красителей и совершенствование существующих являются приори‑
тетным направлением исследований в этой области.

В соответствии с Техническим регламентом Таможенного союза 
ТР ТС 029/2012 1 «Требования безопасности пищевых добавок, арома‑
тизаторов и технологических вспомогательных средств», при изго‑
товлении пищевых продуктов предъявляются серьезные требования 
ко всем пищевым добавкам и в том числе к натуральным красителям 
пищевого происхождения. Одним из требований к производству на‑
туральных красителей является отсутствие отрицательного влияния 
на пищевую ценность изделий и сохранение окраски на протяжении 

1 Технический регламент Таможенного союза ТР ТС 029/2012 «Требования 
безопасности пищевых добавок, ароматизаторов и технологических вспомога‑
тельных средств» (с изменениями на 18 сентября 2014 года). Принят Решением 
Совета Евразийской экономической комиссии от 20 июля 2012 года № 58.
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нова, Б. А., Хамаганова И. В. (2023). Бадан толстолистный как альтернатива 
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сроков годности, которые установлены нормативными документа‑
ми. По этой причине основной задачей специалистов, работающих 
в области изучения и производства пищевых красителей, является 
разработка новых торговых препаратов красителей с  повышенной 
световой и температурной устойчивостью.

Главный источник натуральных красителей — растительное сы‑
рье, в том числе нетрaдиционное. Красящие вещества обычно выде‑
ляют из различных частей растений, окраска которых обусловлена 
присутствием в них aнтоцианов, кaротиноидов, флaвоноидов, хло‑
рофиллов и др. [3,4].

Одним из перспективных объектов изучения является бадан тол‑
столистный Вergenia crassifolia (L.) Fitsch — травянистый вечнозеле‑
ный многолетник семейства камнеломковых. Благодаря наличию 
широкого спектра химических соединений бадан толстолистный 
с  давних пор использовался в  качестве лекарственного растения 
в  народной, в  частности тибетской и  монгольской медицине. Про‑
тивовоспалительные, мощные антимикробные, мочегонные, адап‑
тогенные и другие свойства бадана лежат в основе лечения разных 
заболеваний. При оценке иммунокорригирующих свойств черных 
листьев бадана толстолистного установлено их благотворное влия‑
ние на все звенья иммунной защиты [5].

Корневища и листья бадана содержат фенольные соединения, фла‑
воноиды, каротиноиды, кумарины, арбутин, витамины, благодаря 
которым препараты из бадана проявляют противовоспалительное, 
антимикробное, противоопухолевое и адаптогенное действия [6,7].

Бадан толстолистный растет повсеместно в  прибрежной зоне 
Байкала на затемненных влажных склонах в сосновых, кедрово-пих‑
товых, березово-сосновых горных лесах, поселяется на сухих сол‑
нечных склонах, нормально переносит условия каменистых берегов 
горных рек. Достаточная обеспеченность Республики Бурятия сырь‑
евыми запасами бадана не вызывает сомнения. Общая площадь ба‑
дановых зарослей на территории Бурятии занимает 600 тыс. га при 
средней урожайности сырых листьев 2,5, а корневищ — 2,1 кг/м2 [6].

Особый интерес к бадану в качестве перспективного растения для 
создания лекарственных препаратов с  заданными фармакологиче‑
скими свойствами, а также пищевых добавок и напитков обусловлен 
широким спектром его биологической активности. Для использова‑
ния в медицинских целях в основном изучаются только корневища 
растения, хотя большее количество каротина, флавоноидов и аскор‑
биновой кислоты содержится в листьях бадана [7,8]. При этом в боль‑
шинстве случаев исследуется химический состав зеленых листьев 
бадана, в то время как в красных или черных листьях растения при‑
сутствует не меньше фармакологически активных соединений.

Такие растительные пигменты, как хлорофилл, флавоноиды, ка‑
ротиноиды и  антоцианы, содержащиеся в  бадане, и  их различные 
соотношения обусловливают цвет растения от зеленого до темно-ко‑
ричневого, а также принимают активное участие в процессах фото‑
синтеза в листьях. Нельзя не отметить, что перечисленные пигменты 
являются безвредными натуральными красителями, представляю‑
щими интерес не только для пищевой, но и для косметической про‑
мышленности. Одновременно с этим они могут быть использованы 
в медицине в качестве иммуностимуляторов и при создании новых 
диагностических препаратов [9].

Антоцианы не только играют важную роль в жизни растений, но 
и представляют пользу для организма людей и животных, что под‑
тверждается современными научными данными. К примеру, инги‑
бирование антоцианами различных форм рака, метаболических, 
сердечно-сосудистых и  нейродегенеративных заболеваний было 
задокументировано как на экспериментальных моделях in vitro и in 
vivo, так и в клинических и эпидемиологических исследованиях [10]. 
Какое-то время предполагалось, что за укрепляющие здоровье эф‑
фекты ответственен только антиоксидантный эффект антоцианов, 
однако ученые доказали способность этих пигментов взаимодейст‑
вовать с регуляторными белками, а также с компонентами сигналь‑
ных путей и, таким образом, модулировать протекающие в организ‑
ме человека физиологические процессы [11].

Следует подчеркнуть, что лидерами по содержанию антоцианов 
являются темноокрашенные плоды, среди которых ягоды бузины, 
рябины черноплодной, граната и черники [12]. По мнению Юдиной 
и  др., в  последнее время в  качестве источников антоцианов стали 
рассматривать более «экзотические» в  этом плане культуры, такие 
как злаки и картофель, зерно и клубни которых также способны на‑
капливать антоциановые вещества [13].

Повышается интерес и к каротиноидам среди естественных пиг‑
ментов, которые, несомненно, занимают лидирующую позицию, 
а по своей антиоксидантной активности превосходят традиционные 
антиоксиданты аскорбаты и токоферолы в десятки и сотни раз  [4]. 

Литературные данные свидетельствуют о  широком спектре лечеб‑
но-профилактического действия каротиноидов, обусловленного 
главным образом защитой от окислительного стресса [14]. Антиок‑
сидантный эффект целого ряда каротиноидов обеспечивает их ра‑
диопротекторное, антимутагенное, иммуномодулирующее, антиин‑
фекционное, антиканцерогенное действия. Исследования последних 
лет показали, что астаксантин (3,3’-дигидрокси-β, β’-каротин-4,4’-
дион), синтезируемый морской микроводорослью Haematococcus 
pluvialis Flotow, оказывается антиоксидантом, более эффективным 
по сравнению с такими известными акцепторами свободных ради‑
калов, как α-токоферол (витамин Е), β-каротин, ликопин, лютеин 
и др. [15]. Другим важным открытием, с точки зрения ряда ученых 
[16], явилось подтверждение важной функции лютеина и  зеаксан‑
тина (дигидроксипроизводных α- и  β-каротинов соответственно) 
в предотвращении возрастной потери зрения.

Широкое применение каротиноидов наблюдается не только в ме‑
дицине, но и в пищевой промышленности. Так, например, β-каротин 
используют при изготовлении лекарств и  косметических средств 
[17], а  также в  сочетании с  ликопином применяют в  технологиях 
пищевых продуктов как пигментные вещества и  красители. В  осо‑
бенности велико значение ликопина, заменяющего нитрит натрия 
при изготовлении колбас и ветчинных изделий [18]. В качестве нату‑
рального красителя используют β-апо-8-каротиналь, который при‑
дает оранжевую окраску леденцам, пищевым пастам, кексам и  др. 
[19]. В европейских странах по большей части β-каротин применя‑
ют для подкрашивания сливочного масла и  макаронных изделий. 
β-Каротин и  β-апо-8-каротиналь добавляют также в  сыры и  овощ‑
ные пасты [20]. Известен тот факт, что каротиноиды в  комплексе 
с  аскорбиновой кислотой усиливают стабильность пигментов [21].

Вне всякого сомнения, каротиноиды играют важную роль в  фо‑
тосинтезе. Каротиноидные красители в разных концентрациях при‑
сутствуют у всех фотосинтезирующих организмов в виде оранжевых, 
желтых и  красных пигментов и  принимают участие в  поглощении 
и переносе световой энергии, защите фотосинтетического аппарата.

Целебные свойства хлорофилла, обладающего широким положи‑
тельным спектром действия на организм, известны человечеству на 
протяжении многих веков. Это вещество способствует повышению 
обмена веществ и  уровня гемоглобина, улучшению тонуса сосудов 
и перистальтики кишечника, а также оказывает бактерицидное дей‑
ствие. По некоторым литературным источникам, хлорофилл также 
активизирует работоспособность иммунной системы организма, 
ускоряя фагоцитоз, усиливает работу ферментов, участвующих 
в синтезе витаминов А, Е и К и в работе желез эндокринной систе‑
мы [22]. Большинство проведенных исследований свидетельствуют 
о  том, что хлорофилл предупреждает развитие раковых заболева‑
ний, прежде всего кишечника [23].

В  эколого-физиологических исследованиях содержание хлоро‑
филла используется как один из показателей фотосинтетической 
способности листа. С точки зрения некоторых ученых, окраска листь‑
ев зеленых растений зависит от присутствия в  них доминирующих 
пигментов — хлорофиллов, пропускающих или отражающих зеленые 
лучи. По мнению автора работы [24] именно хлорофилл выполняет 
функцию главного фоторецепторного красящего вещества в  фото‑
синтезе. В листьях хлорофилл содержится в виде воскоподобных ве‑
ществ и составляет от 0,6 до 1,2% от сухой массы. Нельзя не отметить, 
что структура молекулы хлорофилла в лучшем виде адаптирована для 
выполнения основных функций в фотосинтезе — поглощения, запаса‑
ния и преобразования энергии [24]. Не исключено, что инструментом 
многообразных эффектов хлорофилла является упрощение процессов 
переноса зарядов, в том числе биологически активного вещества на 
соответствующую мишень или рецептор и сопутствующее УФ-излуче‑
ние при объединении свободных радикалов или в других реакциях [4].

Важно отметить, что совокупная деятельность хлорофиллов и ка‑
ротиноидов способствует эффективному использованию световой 
энергии при фотосинтезе. В последние годы появились сообщения 
[25] (и  их становится все больше) о  том, что величины значений 
пигментного комплекса характеризуют функциональное состояние 
растений, определяют потенциальную возможность фотосинтетиче‑
ского аппарата и служат указателем (биоиндикатором) эффективно‑
сти фотосинтеза.

Итак, согласно современным представлениям, пигменты занима‑
ют центральное место в фотосинтезе, без них невозможно поглоще‑
ние и запасание световой энергии. К настоящему времени хорошо 
исследованы фотосинтетические функции пигментного комплекса. 
Вместе с  тем количественная оценка содержания и  качественный 
состав пигментов, а также изменение их соотношений в растениях 
являются важным и чувствительным показателем их физиологиче‑
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ского состояния и фотосинтетического аппарата. Поэтому основной 
целью нашей работы было исследование содержания фотосинтети‑
ческих пигментов листьев бадана толстолистного Вergenia crassifolia 
(L.) Fitsch, собранных в разные периоды вегетации.

2. Объекты и методы
Для проведения экспериментов сбор листьев бадана толсто‑

листного осуществляли в мае-июне 2020–2022 гг., в это время года 
Вergenia crassifolia (L.) Fitsch характеризуется одновременным при‑
сутствием на растении зеленых, красных и  черных листьев в  силу 
особенностей циклического развития. Собранные листья разных фаз 
развития сушили в  естественных условиях до воздушно-сухого со‑
стояния, упаковывали в бумажные пакеты и хранили в темном ме‑
сте. Выделение биологически активных веществ из листьев бадана 
проводили в сырье, измельченном до размера частиц не более 1 мм.

При изучении химического состава листьев бадана были из‑
учены следующие показатели: содержание влаги — в  соответствии 
с ГОСТ 28561–90 2; содержание золы — по общепринятой методике; 
общий азот — по методу Кьельдаля; содержание углеводов — мас‑
совые доли редуцирующих сахаров, общего сахара, сахарозы — по 
ГОСТ 8756.13–87 3; содержание комплекса фенольных соединений — 
спектрофотометрическим методом.

Для выявления количественного содержания пигментов в расти‑
тельном сырье использовали спектрофотометрический метод [26], 
который основан на извлечении хлорофиллов и  каротиноидов из 
растительной ткани ацетоном, на очистке экстракта и на измерении 
оптической плотности растворов смеси в диапазоне длин волн 400–
700 нм. Определение хлорофилла осуществляли в области их крас‑
ных максимумов поглощения, при анализе общих каротиноидов 
использовали синюю область спектра. Для обнаружения фотосин‑
тетических пигментов растительный материал заливали кипящим 
100%-ным ацетоном. До начала экстракции пигментов и  анализа 
образцы хранили в темном и холодном месте при 5 °C.

Содержание хлорофиллов и  каротиноидов определяли на спек‑
трофотометре UV-1700 (Shimadzu, Япония) в  ацетоновой вытяжке 
при длинах волн 662 и 644 нм для хлорофилла α и β соответствен‑
но. Определение каротиноидов проводили при длине волны 478 нм. 
Долю хлорофиллов, входящих в светособирающий комплекс, рассчи‑
тывали по формуле: [(Хл β + 1,2 Хл β) / (Хл α+ Хл β)], исходя из того, 
что весь Хл β находится в светособирающем комплексе фотосистемы 
II, а соотношение Хл α/Хл β в этом комплексе составляет 1,2.

Индивидуальные каротиноиды разделяли методом высокоэф‑
фективной хроматографии в  соответствии с  модифицированным 
методом [27]. Комплект для ВЭЖХ состоял из сле- дующего оборудо‑
вания: насос для ВЭЖХ — HPLC Pump 1000 (Knauer, Германия), реф‑
рактометрический детектор  — Smartline UV Detector 2500 (Knauer, 
Германия), аналитическая колонка — 4.0 × 250 мм Диасфер-110-C18NT 
с размером частиц 5 мкм («БиоХимМак», Россия).

Фрагменты листовых пластинок растирали в  100%-ном ацетоне 
и  отфильтровывали. Подготовленный экстракт пигментов с  помо‑
щью микрошприца наносили на колонку. Элюирование пигментов 
проводили при градиентном режиме в  течение 34 мин в  системе 
элюентов А и В (метанол: этилацетат в соотношении 68:32) со скоро‑
стью потока 2 см3/мин. Температура хроматографирования — 25 °C. 
Пигменты демодулировали при длине волны 440 нм. Для расчета 
количественного состава пигментов был использован метод внеш‑
него стандарта, который заключается в определении калибровочных 
коэффициентов для расчета концентраций веществ путем предва‑
рительного ввода в аналитическую систему стандартных растворов 
определяемых компонентов. Для распознавания каротиноидов при‑
меняли стандарты чистых веществ и времена удержания. Обработку 
хроматографических значений выполняли с помощью компьютер‑
ного программного обеспечения EuroChrom for Windows.

Для приготовления исходных стандартных растворов, содержа‑
щих 1 мг (β-каротин) и 0,1 мг (лютеин, зеаксантин) вещества в 1 см3 
раствора, соответствующие каротиноиды переводили в раствор до‑
бавлением гексана (для β-каротина) и 100%-ного ацетона (для люте‑
ина и зеаксантина). Хроматографические измерения эталонировали 
методом абсолютной градуировки, который заключается в построе‑
нии графической зависимости одного из количественных параме‑
тров хроматографического пика от содержания вещества в  пробе. 
Градуировочные кривые построены отдельно для каждого пигмента, 
повторность трехкратная.

2 ГОСТ 28561–90 «Продукты переработки плодов и овощей. Методы опре‑
деления сухих веществ или влаги». М.: Стандартинформ, 2011. — 11 с.

3 ГОСТ 8756.13–87 «Продукты переработки плодов и овощей. Методы оп‑
ределения. Методы определения сахаров». М.: Стандартинформ, 2010. — 12 с.

Спектры низкотемпературной флуоресценции листьев, хлоро‑
пластов и выделенных фракций измеряли при 77K на спектрофлуо‑
риметре (Hitachi-850, Япония) в диапазоне от 650 до 800 нм при воз‑
буждении флуоресценции длиной волны, равной 435 нм и близкой 
к максимуму поглощения Хл а (440 нм).

Экспериментальные данные обрабатывали, вычисляя стандарт‑
ную ошибку и доверительный интервал. Каждый результат показан 
как среднее значение из минимум трех независимых экспериментов 
±Δ (стандартная ошибка среднего). Достоверность различий оцени‑
вали согласно t-критерию Стьюдента, различия считались значимы‑
ми при p < 0,05. Статистическая и  математическая обработка полу‑
ченных данных осуществлялась с  помощью пакета статистических 
программ Microsoft Excel, при этом статистическая ошибка не пре‑
вышала 1–3% от определяемой величины.

3. Результаты и обсуждение
В данной статье рассмотрены вопросы влияния фазы развития ли‑

стьев бадана толстолистного Вergenia crassifolia (L.) Fitsch на содержание 
биологически активных веществ и на формирование фотосинтетиче‑
ских пигментов в надземной части бадана толстолистного (Рисунок 1).

Изображение надземной части бадана толстолистного Вergenia 
crassifolia (L.) Fitsch, представленное на Рисунке 1, свидетельствует 
о том, что на растении одновременно находятся листья разного цве‑
та, то есть разной фазы развития. Особенность бадана заключается 
в том, что у многолетнего растения перезимовавшие красные и чер‑
ные листья выходят из-под снега именно в таком виде, а в течение 
летнего сезона наращивается вегетативная зеленая масса, поэтому 
сбор объектов исследования осуществляли в мае-июне.

Фазы развития надземной части бадана характеризуются цветом 
листьев: зеленые листья, которые формируются в первый или вто‑
рой год, красные — на третий или четвертый, черные — на четвер‑
тый-пятый год (Рисунок 2).

Рисунок 1. Бадан толстолистный Вergenia crassifolia (L.) 
Fitsch, произрастающий в регионе Республики Бурятия

Figure 1. Leather bergenia (Вergenia crassifolia (L.) Fitsch) growing 
in the region of the Republic of Buryatia

а б в
Рисунок 2. Листья бадана толстолистного Вergenia 

crassifolia (L.) Fitsch разной фазы развития (а – зеленые 
второго года развития, б — красные третьего года 
развития, в — черные четвертого года развития)

Figure 2. Leaves of leather bergenia (Вergenia crassifolia (L.) Fitsch)  
in different development phases (а – green of the second year  

of the development, б — red of the third year of the development,  
в — black of the fourth year of the development)
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Данные Рисунка 2 показывают выраженное изменение окраски 
листьев в зависимости от фазы развития, что может свидетельство‑
вать о  сезонной динамике биологически активных веществ, в  том 
числе пигментсодержащих.

Как показал обзор литературы, химический состав и  ценность 
бадана представляют интерес для ученых разных отраслей (биоло‑
гической, фармацевтической, пищевой и др.). В зависимости от цели 
исследований изучаются надземная, подземная части бадана в раз‑
ной стадии развития. Малоизученным остается вопрос количествен‑
ной оценки содержания и качественного состава пигментов листьев 
бадана толстолистного Вergenia crassifolia (L.) Fitsch в различной фазе 
развития. В связи с этим в данной статье рассмотрены вопросы фор‑
мирования фотосинтетических пигментов листьев бадана толсто‑
листного Вergenia crassifolia (L.) Fitsch, собранных в разные периоды 
вегетации.

На первом этапе была изучена сезонная динамика химического 
состава в листьях бадана толстолистного (разного цвета) (Рисунок 3).

Количественным определением содержания биологически актив‑
ных веществ в листьях бадана с разной фазой развития установлено, 
что содержание влаги в зеленых и красных листьях бадана толсто‑
листного примерно одинаковое и составляет 12,45% и 11,34%, раз‑
ница несущественна, так как p > 0,05. Можно отметить достоверно 
более низкое содержание влаги в  черных листьях (6,95%) по срав‑
нению с его содержанием в зеленых в 1,8 раза и в красных в 1,6 раза 
(p < 0,05). Четырехгодичные сезонные воздействия и  ферментатив‑
ная активность веществ вызывают потерю тургора черных листьев, 
затем подсушивание и  высыхание, что объясняет низкое содержа‑
ние влаги в черных листьях.

Белковые вещества, содержащиеся в листьях, составляют в зеле‑
ных листьях 1,82%, в красных — 2,51%, в черных — 4,21%. Разница 
между значениями достоверна, так как p < 0,05. В процессе вегетации 
и созревания в течение нескольких лет происходит накопление бел‑
ковых веществ бадана толстолистного, в состав которых входят в том 
числе хлорофиллы. Также обезвоживание листьев бадана вызывает 
увеличение массовой доли сухих веществ в черных листьях бадана. 
Содержание золы, которое характеризует долю минеральных ве‑
ществ, составляет в  зеленых и  красных листьях 2,96 и  3,72% — от‑
личие недостоверное (p  >  0,05). В черных листьях содержание золы 
составило 8,11%, что выше в 2,7 и в 2,2 раза, чем в зеленых и красных 
листьях соответственно (p < 0,05).

Динамика содержания углеводов, в состав которых входят реду‑
цирующие, нередуцирующие и простые сахара, аналогична измене‑
ниям в содержании белковых веществ. В черных листьях их значение 
выше, чем в зеленых и красных листьях (p < 0,05).

Далее было исследовано изменение биологически активных ве‑
ществ, в том числе содержащих пигменты, в  зависимости от фазы 
развития листьев бадана толстолистного Вergenia crassifolia (L.) Fitsch 
(Таблица 1).

Данные Таблицы 1 свидетельствуют о том, что листья бадана со‑
держат фенолы, общее количество которых составляет свыше 20%. 
Отмечено, что в красных листьях бадана толстолистного содержа‑
ние фенолов выше в 1,5 раза, в черных — в 1,7 раза по сравнению 
с их количеством в зеленых листьях. В процессе вегетации, разви‑
тия и  биохимических изменений наблюдается накопление в  над‑
земной части бадана биологически активных веществ, в том числе 
фенолов.

Таблица 1. Влияние фазы развития листьев бадана 
толстолистного на содержание биологически активных 

веществ, в том числе содержащих пигменты
Table 1. Effect of the development phase of leaves of leather bergenia 
on the content of biologically active substances including substances 

containing pigments

Биологически 
активные вещества

Виды листьев

Зеленые 
листья

Красные 
листья

Черные 
листья

Общее содержание 
фенолов, % 21,45 ± 0,18* 32,63 ± 0,12* 36,42 ± 0,09*

Сумма каротино‑
идов, ммоль/моль 
хлорофилла

820,65 ± 20,21* 2524,12 ± 52,34* 2259,27 ± 64,13*

Примечание: * различия в значениях, указанных в строках, статистически 
достоверны (р < 0,05).

Суммарное содержание каротиноидов, представленное в Табли‑
це 1, показало, что их значение выросло в красных листьях по срав‑
нению с зелеными почти в три раза. Незначительное снижение чи‑
сла каротиноидов в черных листьях бадана, возможно, обусловлено 
частичным обновлением ресурса хлорофиллов.

Полученные по химическому составу выводы согласуются с дан‑
ными исследований других авторов [5,7]. Представленные резуль‑
таты позволяют рассматривать листья бадана в качестве пищевого 
растительного компонента, богатого источника биологически ак‑
тивных веществ, а  в  связи с  высоким содержанием компонентов, 
содержащих красящие пигменты (фенольные соединения, кароти‑
ноиды и др.), листья бадана толстолистного могут играть роль нату‑
рального красителя в  пищевых системах: мясных, хлебобулочных, 
кондитерских и т. д.

Анализ исследований в области состава и свойств листьев бадана 
показал, что многие природные красящие вещества обладают не толь‑
ко aнтиоксидантными свойствами, но и значительной физиологиче‑
ской и  aнтибиоотической aктивностью [2]. Поэтому использование 
естественных пигментов для окрашивания продуктов питания позво‑
ляет улучшить внешний вид [28], и повысить их пищевую ценность.

Основополагающей функцией растений является фотосинтез. Фо‑
тосинтетическая активность листа тесно связана со структурой листа 
[29]. Сведения о  структурно-функциональных преобразованиях фо‑
тосинтетического аппарата продолжительно вегетирующих травяни‑
стых растений, зимующих под снежным покровом, немногочисленны. 
По мнению Дымовой О. В. [30], зимующие листья Ajuga reptans теряли 
значительную часть фотосинтетических пигментов, но сохраняли 
способность ассимилировать СО2 в  весенний период после таяния 
снега. Авторами в работе [31] отмечено, что функциональная актив‑
ность фотосинтетического аппарата хвои растений Picea obovata, Abies 
sibirica и Juniperus communis полностью восстанавливается в июне.

На основании результатов изучения химического состава бада‑
на, свидетельствующего о  содержании в  нем красящих пигментов, 
на следующем этапе были исследованы сезонные изменения хло‑
рофиллов листьев, дающих характеризующее состояние пигмент-
белковых комплексов фотосистем травянистого растения бадана 
толстолистного Вergenia crassifolia (L.) Fitsch. Сезонная динамика со‑
держания пигментов в листьях бадана толстолистного представлена 
в Таблице 2.

Таблица 2. Сезонная динамика содержания пигментов 
в листьях бадана, мг/г сухой массы

Table 2. Seasonal dynamics of the pigment content in leaves 
of leather bergenia, mg/g dry mass

Виды
листьев Хлα Хлβ Хл(α+β) Хлα /Хлβ

Доля 
хлорофилла

в свето-
собирающем 
комплексе, %

Зеленые 3,24 ± 0,12* 1,69 ± 0,07* 4,93 ± 0,19* 1,92 ± 0,01* 72,1 ± 0,12*

Красные 0,85 ± 0,05* 0,4 ± 0,02* 1,25 ± 0,07* 2,12 ± 0,01* 69,3 ± 0,09*

Черные 0,58 ± 0,02* 0,28 ± 0,02* 0,86 ± 0,04* 2,07 ± 0,01* 75,2 ± 0,08*
Примечание: * различия в значениях, указанных в столбцах, статистиче‑
ски достоверны (р < 0,05).

Зеленые листья, сформированные в  начале лета текущего года, 
характеризовались наибольшим содержанием хлорофиллов, в част‑
ности отмечено, что 72,1% присутствующих в их составе хлорофил‑
лов принадлежит светособирающему комплексу фотосистемы II. 

Рисунок 3. Сезонная динамика химического состава 
листьев бадана толстолистного

Figure 3. Seasonal dynamics of the chemical composition of leaves of 
leather bergenia
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Выявлены сезонные изменения ресурса фотосинтетических пиг‑
ментов в  листьях. Так, содержание хлорофиллов в  черных листьях 
бадана уменьшалось почти в 4 раза по сравнению с их количеством 
в зеленых листьях. Незначительные потери зеленых пигментов на‑
блюдались и в красных листьях. В черных листьях оставалось в сред‑
нем 18% хлорофиллов. После выхода растений из-под снега отмеча‑
лась в некоторой степени регенерация ресурса зеленых пигментов. 
На наш взгляд, это происходило за счет синтеза хлорофилла α, со‑
держание которого возрастало в 3 раза, в то время как количество 
хлорофилла β увеличивалось в 1,8 раза. Летом и весной более 70% 
содержащихся в листьях хлорофиллов принадлежало светособираю‑
щему комплексу фотосистемы II, однако после зимнего периода доля 
хлорофилла в черных листьях бадана в светособирающем комплексе 
фотосистемы снизилась в  1,4 раза. По-видимому, это объясняется 
тем, что низкая фотосинтетическая активность черных (перезимо‑
вавших) листьев обусловлена значительными изменениями в состо‑
янии фотосинтетического аппарата, перестройкой пигмент-белко‑
вых комплексов фотосистем при подготовке к зимнему периоду и их 
разрушением под действием неблагоприятных обстоятельств.

Важно отметить, что потеря хлорофилла в  красных и  черных 
листьях бадана, которая прослеживается в  осенне-зимний период, 
может подтверждать механизм снижения количества поглощаемой 
энергии по аналогии поведения подавляющего большинства веч‑
нозелено-листопадных пород. Выявленное нами поздне-осеннее 
снижение содержания хлорофилла согласуется с  исследованиями 
Овсянникова  А.  Ю. [32], наблюдавшего резкое уменьшение сум‑
мы хлорофиллов в хвое елей в этот период. Так, по данным автора, 
в ранне-весенний период в хвое елей семейства P. pungens и P. obovata 
рост отношения Хл α / Хл β происходил за счет большей деструкции 
хлорофилла β. Учитывая, что практически весь хлорофилл β содер‑
жится в светособирающем комплексе фотосистемы II, это указыва‑
ет на преимущественное выцветание светособирающего комплекса 
по сравнению с  хлорофилл-белковым комплексом фотосистемы II 
в  этот период. Летом максимальные величины отношения хлоро‑
филлов достигались у исследованных видов за счет увеличения син‑
теза хлорофилла α. Снижение отношения Хл α / Хл β ранней осенью 
определялось замедлением образования хлорофилла α и увеличени‑
ем содержания хлорофилла β, что характеризует переход от «свето‑
вого» типа в весенне-летний период к «теневому» типу организации 
фотосинтетического аппарата осенью [33].

Исходя из вышесказанного, очевидное сокращение содержания 
хлорофиллов в  черных листьях бадана связано с  распадом важных 
и  существенных пигмент-белковых комплексов фотосистем. Нами 
установлено, что после зимы в черных листьях наблюдалось не в пол‑
ной мере возобновление ресурса хлорофиллов, в  основном за счет 
увеличения концентрации хлорофилла α как главного пигмента коро‑
вого комплекса фотосистем. Многие авторы считают, что универсаль‑
ной структурной единицей обеих фотосистем является коровый ком‑
плекс, который представляет собой реакционный центр, окруженный 
пигментными молекулами, которые образуют прицентровую антенну 
[34]. Мы также полагаем, что сохранение функциональной активности 
листьев бадана возникает благодаря структурной перестройке ком‑
плексов фотосистемы II и их светособирающих систем II.

Далее были изучены качественный и количественный составы каро‑
тиноидов в листьях бадана в зависимости от фазы развития (Таблица 3).

Таблица 3. Сезонная динамика содержания отдельных 
каротиноидов в листьях бадана, ммоль/моль хлорофилла

Table 3. Seasonal dynamics of the content of individual carotenoids in leaves 
of leather bergenia, mmol/mol chlorophyll

Каротиноиды Зеленые 
листья

Красные 
листья

Черные 
листья

Неоксантин 53,2 ± 14,1* 187,5 ± 11,4* 140,7 ± 10,2*

Виолаксантин 16,07 ± 1,4* 97,96 ± 6,7* 18,24 ± 6,9

Антераксантин 1,4 ± 1,3* 2,06 ± 1,8 6,33 ± 1,7*

Лютеин 209,74 ± 10,5* 721,03 ± 15,9* 572,0 ± 14,7*

Зеаксантин 1,34 ± 1,13* 5,58 ± 1,8 38,0 ± 1,25*

β-каротин 126,3 ± 8,5* 243,67 ± 10,4* 351,65 ± 9,3*

Сумма каротиноидов 408,0 ± 30,2* 1257,9 ± 33,1* 1126,85 ± 31,2*

Вио + Ант + Зеа,%
Сумма компонентов 
ксантофиллового цикла,
% от суммы каротиноидов

4,6 ± 1,08* 8,4 ± 1,10* 5,5 ± 0,53

Примечание: *различия в значениях, указанных в строках, статистиче‑
ски достоверны (р < 0,05)

Данные Таблицы 3 показали, что в листьях бадана в составе ка‑
ротиноидов присутствуют β-каротин (30% суммы каротиноидов) 
и ксантофиллы (лютеин, неоксантин, виолаксантин, антераксантин, 
зеаксантин).

Важно отметить, что фотосистема II более чувствительна 
к  стрессовым воздействиям, чем фотосистема I.  Некоторые авто‑
ры утверждают, что в состав фотосистемы II входит пара важней‑
ших пигмент- белковых комплексов, содержащих как каротиноиды 
ксантофиллового цикла и Хл α, Хл β (светособирающий комплекс), 
так и β-каротин с хлорофиллом α (комплекс ядра фотосистемы II) 
[35,36]. Как показывают табличные данные, в  черных листьях ба‑
дана происходило накопление содержания β-каротина, лютеина 
и  пигментов виолаксантинового цикла на фоне понижения со‑
держания хлорофиллов. Похожие преобразования были отмечены 
у большинства голосеменных деревьев и кустарников [31].

Что касается каротиноидов, то их значение, отнесенное к  еди‑
нице хлорофилла, выросло почти в 3 раза в красных листьях к на‑
чалу зимы. По мнению многих авторов (Головко  Т.  К. [31], Ов‑
сянников А.  Ю. [32], Дымов  О.  В. [25]), в  целом сезонная динамика 
содержания каротиноидов и  зеленых пигментов идентична. Так, 
количество каротиноидов в  начале лета незначительно, их мини‑
мум наблюдается в период цветения растений, в конце мая — нача‑
ле июня, а осенью, при снижении температуры среды, а также при 
уменьшении интенсивности и  изменении спектрального состава 
света, синтез каротиноидов усиливается.

Долгое время считалось, что функциями каротиноидов являют‑
ся светособирающая и защитная (тушение возбужденных состояний 
хлорофилла). В последней четверти прошлого века усилился интерес 
к изучению каротиноидов и были выявлены новые функции (струк‑
турная, взаимодействие с активными формами кислорода, участие 
в сборке комплексов и т. д.) [4]. В настоящее время выделены четы‑
ре основные функции каротиноидов: светособирающая, антиокси‑
дантная, фотопротекторная (участие в фотохимических процессах), 
структурная. Некоторые авторы [21] считают, что светособирающая 
(антенная) функция считается энергетической, так как каротинои‑
ды, поглощая свет в сине-зеленой области спектра, где хлорофилл не 
эффективен, переносят поглощенную энергию света на синглетный 
возбужденный уровень хлорофилла. По другим данным, умение ка‑
ротиноидов нейтрализовать реакцию окисления заключается в том, 
что они способны предотвращать повреждения, вызываемые обра‑
зованием триплетного хлорофилла и синглетного кислорода [37,38]. 
Бесспорно, каротиноиды улавливают активизированный кислород, 
проявляя при этом антиоксидантный эффект.

Авторы полагают, что фотопротекторная роль каротиноидов 
заключается в  том, что они защищают реакционные центры от 
сильных потоков энергии при высокой освещенности [25], в част‑
ности β-каротин защищает фотосинтетический аппарат, подавляя 
молекулы хлорофилла α, находящиеся в триплетном возбужденном 
состоянии, и препятствуя этим передаче энергии к кислороду. Как 
утверждает Дымов О. В. [25], путем ферментативной модификации 
ксантофиллов образуются каротиноиды, утилизирующие излиш‑
нюю энергию световой волны в тепло эффективнее, чем их пред‑
шественники.

Незначительное снижение содержания каротиноидов в  черных 
листьях, по-видимому, связано с  частичным обновлением ресурса 
хлорофиллов.

Серьезные изменения претерпели и индивидуальные пигменты 
ксантофиллового цикла. Наибольшее содержание зеаксантина отме‑
чено в черных (перезимовавших) листьях бадана — его количество 
возрастало ранней весной, в то время как в красных листьях в прео‑
бладающем количестве находился виолаксантин.

Снижение величины светособирающего комплекса II фотосисте‑
мы II сопровождалось возрастанием β-каротина в черных листьях, 
что в  свою очередь сказалось на ферментативных взаимопревра‑
щениях между виолаксантином и  зеаксантином и  на количестве 
образованного промежуточного продукта — антероксантина. Ско‑
рее всего, это связано со светозащитной функцией каротиноидов 
при небольшой температуре. Листья бадана толстолистного пере‑
зимовывают под осыпавшейся листвой и снежным покровом. По‑
сле оттаивания снега весной листья подвергаются не только зна‑
чительному облучению, но и воздействию невысоких температур. 
В  этой ситуации самосохранению фотосинтетического аппарата 
в  черных листьях благоприятствует повышенная степень измене‑
ния пигментов ксантофиллового цикла и  накапливание пигмен‑
та — зеаксантина. Из числа ксантофилловых пигментов в красных 
листьях превалировал лютеин, на долю которого приходилось до 
51% суммы каротиноидов.
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Следует заметить, что виолаксантин, антераксантин и зеаксантин 
являются пигментами ксантофиллового цикла, которые предотвра‑
щают повышенное раздражение фотосистемы за счет усиления те‑
плового рассеивания той части энергии, которая не используется для 
фотосинтетического переноса электронов. Как отмечает автор [25], 
жизнедеятельность зеаксантин-зависимого защитного механизма 
обеспечивает тепловое (безызлучательное) рассеивание поглощенной 
энергии и способствует снижению риска фотодинамического повре‑
ждения структурной организации фотосинтетического аппарата в не‑
благополучных ситуациях. Работами ряда авторов показано, что такой 
пигмент ксантофиллового цикла, как зеаксантин может синтезиро‑
ваться следующими способами — деэпоксидацией виолаксантина или 
гидроксилированием β-каротина [30]. В  свою очередь ксантофиллы 
способны перехватывать свободные радикалы в липидной фазе мем‑
бран, повышать упругость мембран, снижать доступ молекулярного 
кислорода внутрь билипидного слоя и защищать тилакоиды от раз‑
рушения вследствие совместного действия света и кислорода [30,36].

Акклиматизация фотосинтетического аппарата листьев бадана 
к  сезонным изменениям среды взаимосвязана с  преобразованием 
пигмент-белковых комплексов. По мнению Д. Барбера, выносливость 
фотосинтетического аппарата приобретает устойчивость посредством 
преобразования концентрации и  рекомбинации зеленых и  желтых 
пигментов в  светособирающем комплексе и  реакционных центрах 
фотосистем [35]. Fоrster B. подтверждает теорию о том, что в  состав 
пигмент-белковых комплексов хлоропластов входят как зеленые 
пигменты, так и каротиноиды, реализующие картировочную миссию 
в комплексах фотосистемы II (β-каротин) и в светособирающих ком‑
плексах (лютеин) [39]. Биомолекула ансамбля фотосистемы II охваты‑
вает 36 хлорофиллов и 11 каротиноидов в виде транс­ β-каротина [40].

Скорее всего, различия в величине этих значений связаны с тем, 
что листья до и  после перезимовки — это листья разного возраст‑
ного и функционального состояния. В весенний период черные (пе‑
резимовавшие) листья, во-первых, снабжают дикорос продуктами 
протекающего процесса преобразования энергии видимого света, 
а во-вторых, являются запасными веществами прежде возобновлен‑
ного углерода и других веществ, очень нужных для благополучного 
и результативного размножения. Следует заметить, что расцветание 
бадана толстолистного протекает ранней весной после схода снега, 
а черные листья приобретают зеленую окраску в июне месяце.

По мнению Куниной  В.  А. и  др. авторов [41], в  осенний период 
у  большинства древесных растений деградирование фитосистемы 
I наблюдалось перед сбрасыванием листвы, в отличие от фотосисте‑
мы II. Подобный процесс деградации фотосистемы I отмечен в пери‑
од процесса отцветания зерновых растений [13].

Помимо этого, в работе были изучены изменения низкотемпера‑
турных спектров флуоресценции хлорофилла, характеризующих со‑
стояние пигмент-белковых комплексов фотосистем листьев бадана 
разных сроков вегетации.

Учитывая, что основная область спектра поглощения солнечной 
радиации пигментами находится в  сине-фиолетовой области, мож‑
но предположить, что изменение состава света также может являться 
регуляторным фактором сезонной динамики их содержания. Данный 
факт косвенно подтверждается наличием большого числа кароти‑
ноидов в течение всего осенне-зимнего периода. Кроме того, в зим‑
них условиях при низких температурах, а также при ограниченном 
функционировании фотосинтетического аппарата и  эффективного 
ассимиляционного использования захваченной солнечной радиации 
увеличивается значение процесса деактивации энергии возбуждения 
молекул хлорофилла и ее тепловой диссипации в клеточных структу‑

рах. Это значительно усиливает функциональную нагрузку на кароти‑
ноиды и обуславливает необходимость высокого их содержания [31].

Изменения низкотемпературных спектров флуоресценции ли‑
стьев бадана осуществляли при Ex = 435 нм, при этом все без исклю‑
чения спектры приближены к  наибольшему показателю флуорес‑
ценции при 695 нм (Рисунок 4).

Как показывают данные, в  спектрах низкотемпературной флу‑
оресценции листьев бадана толстолистного в  период активиза‑
ции Ex = 435 нм (абсорбция хлорофилла α) установлены следующие 
наибольшие значения: при длине волны 685 нм, 695 нм и  735 нм. 
Спектральная линия флуоресценции при длине волны 685 и 695 нм 
соответственно подтверждает наличие хлорофилл-а-белкового ком‑
плекса реакционного центра фотосистемы II и его светособирающе‑
го комплекса II. О наличии хлорофилл-а-белкового комплекса реак‑
ционного центра фотосистемы I  со светособирающим комплексом 
I свидетельствует спектр излучения при длине волны 735 нм.

Спектры флуоресценции хлоропластов, выделенных из красных 
листьев бадана, имели три максимума: при длине волны 685 нм 
(антенна СР43), 695 нм (антенна СР47) и  хорошо выраженный пик 
при длине волны 735 нм (фотосистема I). В  черных листьях этого 
растения характер спектра низкотемпературной флуоресценции 
хлоропластов оставался прежним, но интенсивность флуоресценции 
несколько снижалась. Низкотемпературные спектры хлоропластов, 
выделенных из зеленых листьев, показали три максимума поглоще‑
ния, что свидетельствует о  функционировании обеих фотосистем. 
Однако на фоне восстановления пиков флуоресценции при длине 
волны 735 и 695 нм было заметно снижение интенсивности погло‑
щения при длине волны 685 нм.

В  холодные сезоны года механизм защиты фотосинтетического 
аппарата от света высокой интенсивности, используемый растения‑
ми, теряет эффективность из-за снижения электронного транспорта 
и  пониженной энергизации мембран. Поэтому особенно важными 
становятся механизмы, не зависящие от света, которые регулиру‑
ют биосинтез реакционного центра фотосистемы II и  обеспечива‑
ют структурно-функциональную перестройку светособирающего 
комплекса II. Они позволяют повысить устойчивость к  нефотохи‑
мическому тушению путем агрегации белков светособирающего 
комплекса II и за счет накопления каротиноидов зеаксантина и лю‑
теина, которые обладают фотозащитными и  антиоксидантными 
свойствами, а  также увеличивают значимость белков PsbS и  ELIP 
[42]. Энергетический баланс между фотосистемой II и фотосистемой 
I  в  естественных условиях холодовой акклиматизации у  растений 
контролируется через окислительный стресс хинона, вовлеченного 
в цепь переноса электронов световой фазы фотосинтеза, на которое 
существенное влияние оказывает усиление циклического транспор‑
та электрона в фотосистеме I и хлоропластного дыхания [43].

Для Дальневосточного региона характерно быстрое по темпам 
снижение температуры, что приводит к установлению большего гра‑
диента между падением температуры и фотопериода по сравнению 
с  регионами при той же широте с  более мягким климатом. Также 
этот регион отличают крайне низкие температуры зимой. Эти осо‑
бенности определяют специфику холодовой адаптации первичных 
процессов фотосинтеза дикорастущих растений.

4. Выводы
В  целом проведенные исследования подтверждают, что бадан 

толстолистный Вergenia crassifolia (L.) Fitsch имеет высокие показа‑
тели пищевой ценности. Отмечено, что в  течение вегетационного 
цикла бадана толстолистного показатели основных фотосинтети‑

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
, %

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
, %

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
, %

длина волны, нм длина волны, нм длина волны, нм
A — зеленые листья В — красные листья С — черные листья
Рисунок 4. Сезонные изменения низкотемпературных спектров флуоресценции листьев бадана

Figure 4. Seasonal changes of the low-temperature fluorescence spectra of leaves of leather bergenia
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ческих пигментов перестраиваются в  значительных масштабах, 
отображая самоприспосабливающиеся изменения его светособира‑
ющего комплекса ответно на периодические сезонные явления све‑
тового и температурного регламентов в местообитании. Существен‑
ные микроконцентрации красителей (пигментов) в листьях бадана 
разных сроков вегетации указывают на эффективную деятельность 
светособирающей антенны этого дикороса, что, по-видимому, спо‑
собствует удерживанию фотосинтетической продукции в вегетаци‑
онные фазы развития на постоянном уровне. Небольшие значения 
пигментов в черных и красных листьях бадана подтверждают факт 
фотоповреждения, приведшего к затормаживанию их фотосинтети‑
ческой активности и роста.

Полученные нами данные интересны не только с  точки зрения 
оценки функционального состояния бадана толстолистного в течение 
года, но и в связи с массовым использованием натуральных природ‑
ных пигментов в медицине, пищевой и фармацевтической промыш‑
ленности. Нельзя не сказать о том, что листья и корневище бадана ши‑
роко используются при изготовлении разнообразных лекарственных 
препаратов, пищевых и биологически активных  добавок, бальзамов, 
сиропов, напитков, различных видов травяного чая.

Обладая информацией о  содержании фотосинтетических пиг‑
ментов листьев бадана толстолистного, собранных в  разные пери‑
оды вегетации, можно выявить наиболее подходящее время для их 
заготовки с целью широкого использования в качестве натуральных 
красителей, тем более что достаточная обеспеченность сырьевыми 
запасами бадана в Бурятии не вызывает сомнения.

Очень важно отметить, что применение природных добавок не 
имеет химического происхождения и не оказывает отрицательного 
влияния на организм человека, особенно в случае аллергических за‑
болеваний. А  в  связи с  большим потенциалом натуральных краси‑
телей в качестве компонентов функционального питания огромный 
интерес представляют не только полезные для здоровья естествен‑
ные пигменты, но и  созданные природой растительные продукты, 
содержащие смеси этих соединений, долгое время применявшиеся 
в  народной медицине без тщательного изучения и  научного под‑
тверждения их достоинств. Характеристика путей биосинтеза нату‑
ральных пигментов различных видов растений и его генетическая 
регуляция обеспечивают ценный ресурс, позволяющий создавать 
новые продукты с  повышенными функциональными качествами 
для улучшения питания человека.
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А ННОТА Ц И Я
Продукты животного происхождения традиционно считаются основными источниками белка, однако ввиду увели‑
чения населения планеты и загрязнения окружающей среды возникает необходимость поиска новых решений для 
удовлетворения базовой потребности человека в  питании. Альтернативой могут стать насекомые и  микроводоро‑
сли — группы организмов, которые по своим питательным свойствам и химическому составу не уступают продуктам 
животного происхождения. Они способны оказывать благоприятное воздействие на организм человека за счет высо‑
кого содержания витаминов, полиненасыщенных жирных кислот и антиоксидантов. Введение съедобных насекомых 
или микроводорослей в рацион питания человека имеет множество преимуществ и для окружающей среды, включая 
сокращение общего объема парниковых газов, снижение потребления земельных ресурсов и воды. В настоящем об‑
зоре рассмотрен химический состав микроводорослей и некоторых видов насекомых, отмечено влияние компонен‑
тов сырья на здоровье человека, описаны сопутствующие биологически активные соединения, а также основные тех‑
нологии культивирования и примеры коммерческого использования. В России ввиду климатических особенностей 
возможно только сезонное выращивание микроводорослей в открытых бассейнах. Фитобиореакторы для круглого‑
дичной работы требуют значительных финансовых вложений, особенно на дополнительное освещение и обогрев. Ми‑
кроводоросли в России не пользуются большой популярностью, преимущественно применяются в составе биологиче‑
ски активных добавок. Съедобные насекомые могут быть выращены с использованием вторичных ресурсов и требуют 
меньших первоначальных вложений. На сегодняшний день они рассматриваются учеными в качестве источника бел‑
ка для сельскохозяйственных животных.
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A BST R ACT
Animal products have traditionally been considered the main sources of protein, but due to the increasing population of the 
planet and environmental pollution, there is a need to find new solutions to meet basic human nutritional needs. An alterna‑
tive can be insects and microalgae — groups of organisms that, in their nutritional properties and chemical composition, are 
not inferior to products of animal origin. They are able to have a beneficial effect on the human body due to their high content 
of vitamins, polyunsaturated fatty acids and antioxidants. Introducing edible insects or microalgae into the human diet has 
many environmental benefits, including reducing overall greenhouse gases and reducing land and water consumption. This 
review examines the chemical composition of microalgae and some types of insects, notes the influence of raw material com‑
ponents on human health, describes associated biologically active compounds, as well as basic cultivation technologies and 
examples of commercial use. In Russia, due to climatic conditions, only seasonal cultivation of microalgae in open pools is 
possible. Phytobioreactors for year-round operation require significant financial investments, especially for additional light‑
ing and heating. Microalgae are not very popular in Russia; they are mainly used as part of dietary supplements. Edible insects 
can be grown using recycled resources and require less initial investment. Today they are considered by scientists as a source 
of protein for farm animals.

FUNDING: This article was published as part of the research topic No. FGUS2022–0017 and No. FGUS2022–0018 of the state assignment of the 
V. M. Gorbatov Federal Research Center for Food Systems of RAS.

1. Введение
Согласно данным ООН, ожидается, что население планеты 

к 2050 году составит 9,5 млрд человек [1]. Количество потребляемой 
пищи увеличится, а также изменится относительное содержание пи‑
тательных веществ в рационе питания человека. Мировой спрос на 
белок животного происхождения удвоится к 2050 году [2], что вызо‑
вет озабоченность ученых по поводу глобальной продовольственной 
безопасности. Традиционные методы получения животного бел‑
ка имеют ряд ограничений, связанных с  негативным влиянием на 

окружающую среду. Главным из них является образование парнико‑
вого эффекта, поскольку сектор животноводства ответственен за вы‑
брос более 14% всех парниковых газов [3] и 59% выбросов аммиака 
в сельском хозяйстве [4]. Другими отрицательными особенностями 
отрасли являются большие затраты водных и  земельных ресурсов. 
Меры, принимаемые для смягчения негативных экологических по‑
следствий [5], не позволят оставаться в рамках целевого показателя 
повышения температуры (2 °C), установленного Рамочной конвен‑
цией ООН по климату [6], поэтому изменения в  рационе питания 
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 будут необходимы. Решением этой проблемы является использова‑
ние других источников белка, которые можно получать из микрово‑
дорослей, насекомых, грибов и бактерий. Наиболее перспективными 
для этих целей являются насекомые и микроводоросли, так как на 
данный момент проведено достаточное количество исследований, 
показавших, что эти группы организмов обладают определенными 
экономическими и нутрициональными преимуществами.

Целью данного обзора является описание возможностей исполь‑
зования двух групп организмов, микроводорослей и  насекомых, 
в пищевых целях с учетом их химических и нутрициональных осо‑
бенностей.

2. Материалы и методы
Объектами исследования являлись научные публикации, посвя‑

щенные изучению возможностей применения насекомых и  ми‑
кроводорослей в пищевых целях. Поиск литературы осуществлялся 
с помощью базы данных PubMed по ключевым словам «энтомофа‑
гия», «съедобные насекомые», «микроводоросли», «биопродукты из 
микроводорослей». Предпочтение отдавалось работам, опублико‑
ванным не более пяти лет назад в зарубежных журналах. Также были 
рассмотрены и  применены данные международных организаций, 
касающиеся тематики данного обзора.

3. Микроводоросли
Микроводорослями являются одноклеточные организмы, жи‑

вущие по отдельности, цепочками или группами. Они составляют 
основу пищевых цепочек, хорошо себя чувствуют в морской и прес‑
ной воде, во влажных почвах и горных породах [7]. Большой эконо‑
мический потенциал микроводорослей обусловлен возможностью 
их выращивания в районах, непригодных для возделывания расте‑
ний. Они расходуют энергию солнечного света в несколько раз эф‑
фективнее по сравнению с последними, обладая высоким потенци‑
алом к  производству биомассы и  ценных химических соединений. 
Однако микроводоросли изучены не так подробно, как сельскохо‑
зяйственные культуры.

Использование микроводорослей для повышения питательной 
ценности продуктов и  кормов является перспективным направле‑
нием. На сегодняшний день эта филогенетически разнообразная 
группа организмов нашла ряд промышленных применений, среди 
которых изготовление продуктов [8], корма [9], компонентов косме‑
тики [10], биотоплива [11] и удобрения [12]. Значительного коммер‑
ческого успеха в  промышленном использовании микроводорослей 
удалось достигнуть немногим компаниям. Это объясняется следую‑
щими факторами: 1 — небольшим размером рынка на данный мо‑
мент; 2 — необходимостью производства по конкурентоспособной 
цене по сравнению с альтернативными продуктами, получаемыми 
путем прямого химического синтеза или непосредственного ме‑
таболизма других микроорганизмов: грибов и бактерий; 3 — более 
жесткими нормативными ограничениями с точки зрения обеспече‑
ния безопасности, минимизации воздействия на окружающую сре‑
ду и спецификации качества [13]. Далеко не все таксоны микрово‑
дорослей подходят для промышленного использования. На данный 
момент наиболее подходящими для питания человека являются 
Chlorella sp. и Spirulina sp. Известно, что население Мексики и Афри‑
ки употребляло Spirulina в пищу с древнейших времен, а виды рода 
Chlorella являлись традиционной пищей восточных народов. Про‑
мышленное культивирование микроводорослей началось в   1960-х 
годах в  Японии c Chlorella sp., применяемой в  качестве пищевой 
добавки. С 1970-х и 80-х годов промышленное производство нача‑
ло осуществляться в США, Китае, Германии, Франции, Израиле, Ав‑
стралии, Индии. На Рисунке 1 представлено распределение объемов 
производства микроводорослей в  мире по состоянию на 2019  год. 
Следует обратить внимание, что из-за коммерческого подхода к сбо‑
ру информации, данные FAO могут не отражать истинные значения 
объемов производства в таких странах, как США, Япония, Австралия 
и некоторых других.

На сегодняшний день совокупное производство составляет 
35 000  тонн сухой биомассы в  год [14]. В  Таблице 1 представлены 
основные микроводоросли, которые используются в промышленно‑
сти, их применение и страны-производители [15].

Для удобства биомассу микроводорослей перерабатывают в  по‑
рошок, таблетки, капсулы, добавляя в различные пищевые продук‑
ты. До недавних времен существовала проблема переваривания 
и  утилизации биомассы, так как клетки микроводорослей имеют 
целлюлозную клеточную стенку, однако на данный момент пути ее 
решения найдены [16]. Перед коммерческим использованием мате‑
риал из микроводорослей должен быть проанализирован на нали‑

чие различных токсичных соединений [17]. Правила безопасности 
пищевых продуктов для потребления человека являются основным 
лимитирующим фактором для биотехнологического применения 
микроводорослей.

Таблица 1. Виды микроводорослей, используемые 
в промышленности

Table 1. Microalgae used in the industry

Род/вид 
микроводо-

росли
Страны Вид продукции Применение

Chlorella sp.
Германия, 
Япония, 
Тайвань

Порошки, таблетки, 
макаронные изделия

Продукты питания, 
пищевые добавки

Spirulina 
(Artrospira)

США, 
Япония, 

Индия, Китай

Порошки, таблетки, 
чипсы, макаронные 
изделия, фикобили‑

протеины

Продукты питания, 
пищевые добавки, 

косметика

Dunaliella salina
США, Китай, 
Австралия, 

Израиль
Порошки, β-каротин Пищевые добавки, 

косметика

Haematococcus 
pluvialis

США, Индия, 
Израиль

Порошки, 
астаксантин Пищевые добавки

3.1. Химический состав
Микроводоросли можно рассматривать как перспективный аль‑

тернативный источник питания благодаря их питательным свойст‑
вам и химическому составу. Их функциональная ценность обуслов‑
лена высоким содержанием белков, полиненасыщенных жирных 
кислот, полисахаридов, витаминов, пигментов [18]. Способность 
синтезировать все аминокислоты, в том числе незаменимые, позво‑
ляет рассматривать микроводоросли как нетрадиционный источник 
белков. Например, сушеная масса Spirulina sp. содержит все незаме‑
нимые аминокислоты и  68% белков, присутствующих в  биомассе, 
что превышает аналогичные показатели говядины в три раза. Другая 
микроводоросль, Chlorella sp., включает около 60–70% белков, каче‑
ство которых сопоставимо с белками дрожжей, соевой муки и сухого 
молока. В целом, содержание белка у разных видов может варьиро‑
ваться от 30% до 70%. Таким образом, Spirulina и Chlorella являются 
основными видами микроводорослей, которые используются в про‑
мышленности с  целью получения сухой биомассы ввиду высокого 
содержания белка. Количество липидов в них может превышать 80% 
по уровню сухой массы, наиболее распространенными значениями 
являются от 20% до 50% [19], что позволяет применять некоторые 
микроводоросли для производства биодизельного топлива.

Микроводоросли являются важным источником длинноцепочеч‑
ных ненасыщенных жирных кислот, которые используются в пище‑
вой промышленности в  качестве добавок. Они способны синтези‑
ровать представителей семейства омега-6 (ω6), которые включают 
линолевую кислоту, γ-линолевую кислоту (GLA) и арахидоновую кис‑
лоту (ARA), а также семейства омега-3 (ω3), включающего в себя ли‑
ноленовую кислоту, эйкозапентаеновую кислоту (EPA), докозагек‑
соеновую кислоту (DHA). DHA и EPA снижают риск осложнений при 
сердечно-сосудистых заболеваниях, артрите и гипертонии. Помимо 
этого, они проявляют гиполипидемическую активность, снижая уро‑
вень триглицеридов и  повышая уровень липопротеинов высокой 
плотности [20]. DHA также имеет значение для развития и  функ‑

Рисунок 1. Распределение объемов производства 
микроводорослей в мире [14]

Figure 1. Distribution of microalga production volumes in the world [14]



499

Сутула Г. И. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 6 № 4  |  2023  |  С. 497–503

ционирования нервной системы. Несмотря на то, что наиболее 
привычным и  распространенным источником EPA и  GLA является 
жирная рыба, данный способ получения ω3-кислот имеет несколько 
существенных недостатков: уровни ртути и дифенила часто бывают 
небезопасными для определенных категорий потребителей (для де‑
тей и беременных женщин, так как развивающаяся нервная система 
очень восприимчива даже к низким уровням этих веществ); нали‑
чие неприятного запаха; снижение объемов рыболовства (многие 
виды выловлены почти до исчезновения). С другой стороны, рыбы 
получают омега-3 из рациона, богатого микроводорослями, которые 
и  являются первоначальными продуцентами длинноцепочечных 
ненасыщенных жирных кислот в водной пищевой цепи. Благодаря 
более высокой продуктивности по сравнению с другими источника‑
ми длинноцепочечных ненасыщенных жирных кислот, микроводо‑
росли имеют очень большой потенциал для производства продуктов 
питания. По всей видимости, особенно подходит для этого инду‑
стрия детских смесей, поскольку DHA является необходимым пита‑
тельным веществом для развивающегося мозга плода, а также имеет 
определяющее значение в  регуляции сетчатки глаза у  младенцев 
[21]. На данный момент на рынке существует несколько компаний, 
занимающихся промышленным производством DHA. Так, компания 
Martek (США) разработала и запатентовала два штамма микроводо‑
рослей, которые продуцируют масла, богатые DHA. Помимо этого, 
производством DHA в  коммерческих целях занимается компания 
Lonzana (Швейцария). Таким образом, DHA и  GLA, полученные из 
микроводорослей, лучше всего подходят для беременных женщин, 
детей, вегетарианцев и для пациентов с аллергией на рыбу.

Пигменты микроводорослей относятся, как правило, к трем клас‑
сам: хлорофиллы; каротины; фикобилипротеины. Они обладают 
рядом полезных свойств, а именно противовоспалительным, гипо‑
тензивным, противоопухолевым, антиоксидантным, антидепрессив‑
ным [22], однако их основным применением на данный момент яв‑
ляется использование в качестве пищевых красителей. Наибольший 
интерес для биотехнологии представляют пигменты класса кароти‑
нов и фикобилипротеинов. Так, микроводоросль Spirulina содержит 
в 10 раз больше β -каротина по сравнению с любым продуктом пита‑
ния, включая морковь [23]. β -каротин представляет собой ярко окра‑
шенный оранжевый пигмент, который является предшественником 
витамина А — широко признанного фактора, влияющего на здоровье 
детей. Его дефицит приводит к нарушениям зрения и к патологиям 
легких, трахеи, полости рта. Помимо этого, β-каротин обладает про‑
тивоопухолевой, противовоспалительной и антиоксидантной актив‑
ностью [24]. Астаксантин — еще один пигмент, относящийся к классу 
каротинов, использование которого в пищевых целях было одобрено 
Управлением по контролю качества пищевых продуктов и лекарст‑
венных средств США (FDA) в 1999 году. Он также обладает рядом по‑
лезных свойств, среди которых антидиабетическое, антиоксидант‑
ное, противовоспалительное. Фикоцианин — пигмент, относящийся 
к  классу фикобилипротеинов и  имеющий уникальный синий цвет, 
который также используется в пищевой промышленности. Помимо 
этого, клетки микроводорослей содержат витамины С и E, никотино‑
вую кислоту, биотин и токоферол. Все перечисленные выше соедине‑
ния пользуются высоким и постоянно растущим спросом на рынке. 
Dunaliella salina и  Haematococcus pluvialis являются наиболее часто 
применяемыми видами микроводорослей для промышленного по‑
лучения каротинов, так как для них характерен высокий уровень на‑
копления этих соединений.

Микроводоросли также содержат большое количество клетчат‑
ки [25] и полисахаридов, из которых агар, каррагинаны, альгинаты 
являются наиболее экономически важными, так как используются 
в  пищевой промышленности в  качестве желирующих веществ или 
загустителей в мороженом и мармеладе. Некоторые полисахариды 
микроводорослей имеют фармакологическое значение, стимулируя 
иммунную систему человека или обладая потенциально противови‑
русной активностью [26].

3.2. Применение и технологии производства
Несмотря на положительные стороны использования микроводо‑

рослей, на данный момент количество продуктов на их основе до‑
статочно ограничено. В целом, существует две основные категории 
продуктов пищевого рынка, полученных из микроводорослей [16]. 
Первая категория  — сушеные микроводоросли, в  частности, виды 
родов Chlorella и  Spirulina, характеризующиеся высокой питатель‑
ной ценностью, а также содержанием витаминов В12, С, D2. Такие 
продукты могут продаваться в  качестве пищевых добавок в  виде 
порошка или таблеток, и  на сегодняшний день именно они явля‑
ются наиболее распространенными и  имеют наибольшие объемы 

производства. Помимо этого, их используют как добавки к пищевым 
продуктам, например, к чипсам и макаронным изделиям. Вторая ка‑
тегория — ценные соединения, экстрагированные из клеток микро‑
водорослей: пигменты (фикоцианин, астаксантин), антиоксиданты 
(β-каротин) и  жирные кислоты (DHA/EPA). Данная категория про‑
дуктов имеет гораздо меньший объем производства, зато обладает 
большим рыночным потенциалом. К примеру, объемы производства 
полиненасыщенных жирных кислот достигают всего 240 т в год [27].

Технологию промышленного пищевого производства микрово‑
дорослей в  целом можно разделить на несколько этапов: культи‑
вирование в питательной минеральной среде, получение биомассы 
путем осаждения, затем ее сушка и измельчение. В процессе куль‑
тивирования необходимо обеспечить культуру нужным количеством 
света, диоксида углерода, воды и минерального состава. В питатель‑
ной среде должен содержатся необходимый для формирования кле‑
ток набор микро- и макроэлементов, в числе которых азот, фосфор, 
железо, магний. Культивирование происходит при постоянной тем‑
пературе (20–30 °C, зависит от штамма) и сопровождается непрерыв‑
ным перемешиванием и аэрацией для предотвращения осаждения 
клеток и накопления растворенного кислорода. Для промышленного 
выращивания микроводорослей используют открытые и  закрытые 
системы [15].

Открытые системы представляют собой обычные пруды с  до‑
ступом воздуха. К  негативным особенностям их применения мож‑
но отнести зависимость от погодных условий, высокий риск их за‑
грязнения, затраты на воду; к положительным — низкие расходы на 
строительство и легкость в обслуживании. Глубина открытых систем 
обычно не превышает 30 см. Циркуляция воды с питательными ве‑
ществами осуществляется по кругу с  помощью механического ры‑
чага. Данный тип систем сильно восприимчив к появлению хищных 
микроводорослей, паразитов или других штаммов, которые рас‑
тут и развиваются быстрее, чем желаемые виды микроводорослей. 
В связи с этим только несколько родов подходят для данного типа 
производства, например, Spirulina sp. и  Dunaliella sp. Совокупность 
сложностей при открытом типе производства приводит к  низким 
объемам получаемого продукта.

Закрытые системы  — фотобиореакторы  — обеспечивают сте‑
рильность культуры, более эффективны, позволяют намного лучше 
контролировать условия культивирования (pH, CO

2, O2), предотвра‑
щают испарение и сокращают потребление воды, а также увеличива‑
ют объемную производительность. Затраты на установку и эксплуа‑
тацию фотобиореакторов гораздо выше по сравнению с открытыми 
системами. Тип устройства, обеспечивающего перемешивание куль‑
туральной жидкости, играет важную роль в  производительности 
фотобиореактора и  в  значительной степени влияет на его итого‑
вую стоимость. Циркуляция культуры необходима для предотвра‑
щения перемешивания клеток, перепадов температур и pH внутри 
системы, а также с целью обеспечения распределения питательных 
веществ и  подачи CO2. Однако чрезмерное перемешивание клеток 
может приводить к  их повреждению и  гибели. По этой причине 
выбор интенсивности циркуляции и типа устройства должен быть 
опосредован особенностями культивируемого организма. Наибо‑
лее распространены два типа фотобиореакторов: трубчатые и пло‑
ские. Трубчатые фотобиореакторы состоят из прозрачных трубок, 
соединенных между собой, где непрерывно прокачивается культура 
микроводорослей. Как и в любой другой системе, кислород быстро 
накапливается в  результате фотосинтеза, что приводит к  стреми‑
тельному увеличению парциального давления, в связи с чем в этом 
типе фотобиореактора используют дегазационный сосуд, обеспечи‑
вающий его выход. Длина трубок и скорость жидкости в трубчатых 
фотобиореакторах являются важными конструктивными параме‑
трами, их значения обычно варьируются от 50 до 100 метров для 
длины и от 2 до 0,5 м/с для скорости потока. Примерами компаний, 
использующих трубчатые фотобиореакторы, являются AlgaeEnergy 
(Испания) и Roquette (Германия). Вертикальные панельные фотоби‑
ореакторы состоят из прозрачных прямоугольных емкостей высотой 
от 10 см до 100 см и длиной, которая может составлять десятки ме‑
тров. Содержимое панелей перемешивается благодаря газации воз‑
духом, который нагнетается по всей длине нижних частей панелей. 
Несмотря на необходимость в  газации, культуру микроводорослей 
не нужно пропускать через дегазационный сосуд с высокой скоро‑
стью, поэтому конечные затраты на энергопотребление существен‑
но ниже, чем в трубчатых фотобиореакторах. Однако масштабиро‑
вание фотореакторов данного типа является более сложной задачей. 
На данный момент существующие панельные вертикальные фото‑
биореакторы представляют собой пилотные системы, занимающие 
несколько десятков квадратных метров. Примерами компаний, 
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 использующих фотобиореакторы данного типа, являются Ecoduna 
(Австрия) и Phytolutions (Германия).

Также существует третий тип закрытых систем  — ферментеры 
для гетеротрофного культивирования. Данный способ подходит для 
некоторых видов микроводорослей, но требует источников орга‑
нического вещества, что увеличивает затраты и снижает экологич‑
ность. Выращивание микроводорослей таким образом предполагает 
применение стального ферментера объемом до 100 000 л и с плотно‑
стью культуры 30–100 г/л.

Для получения сухой биомассы в  промышленном производстве 
задействуют несколько видов сушек. Наиболее простым способом 
является использование распылительной сушки  — данный метод 
предполагает обработку биомассы микроводорослей потоком горя‑
чего воздуха. При таком типе сушки существует вероятность разру‑
шения белков и витаминов, что, несомненно, ухудшает питательные 
свойства конечного продукта. Другим, гораздо более приемлемым 
для пищевой промышленности способом, является лиофильная суш‑
ка. Процесс лиофилизации заключается в заморозке биомассы с по‑
следующим быстрым испарением воды в безвоздушной среде (под 
действием вакуума), которое происходит без оттаивания благодаря 
воздействию низкого давления. Тем самым воздействие вакуума по‑
зволяет удалить воду из биомассы без потери ее свойств и исходной 
структуры. Несмотря на вышеизложенное, на данный момент техно‑
логии промышленного производства микроводорослей не являются 
до конца оптимизированными.

4. Насекомые
4.1. Виды насекомых для использования в пищевой промышленности

Насекомые представляют собой класс беспозвоночных живот‑
ных, распространенных по всей планете и занимающих самые раз‑
нообразные экологические ниши. Употребление насекомых в пищу 
носит название энтомофагия. Эта практика берет начало с давних 
времен и  особое распространение получила в  странах Латинской 
Америки, Африки и Азии. На сегодняшний день около 2,5 млн чело‑
век регулярно принимают насекомых в пищу [28]. Для таких целей 
используется более 2000 видов из этого класса, среди которых пред‑
ставители отрядов Coleoptera (31%), Orthoptera (13%), Hymenoptera 
(15%), Lepidoptera (18%), Hemiptera (11%), Diptera (12%), Odonata (23%) 
[29]. Наиболее широкое применение в  пищевой промышленности 
получили Tenebrio molitor, Locusta migratoria, Acheta domesticus. Вви‑
ду способности перечисленных видов синтезировать незаменимые 
аминокислоты ученые рассматривают их как перспективный аль‑
тернативный источник белка.

4.2. Химический состав
Подавляющее большинство насекомых имеет питательную цен‑

ность, сопоставимую с обычным мясом. Исследование питательных 
компонентов более 200 видов насекомых показало, что в основном 
они состоят из белков и жиров. В Таблице 2 представлены значения 
уровней белка и жира в традиционной мясной пище животного про‑
исхождения в сравнении с одобренными для использования в пищу 
насекомыми.

Таблица 2. Сравнение массовой доли белка и жира 
в традиционном мясе и одобренных для применения 

в пищевых целях насекомых
Table 2. Comparison of mass fractions of protein and fat in traditional 

meat and insects approved for use with food purposes
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Белок 22,2% 22,5% 20,3% 50,79% 42–45%

Жир 2,6% 8,7% 13,8% 34,93% 23–29%

Съедобные насекомые соответствуют требованиям ВОЗ по ами‑
нокислотному составу, они характеризуются высоким содержанием 
фенилаланина и тирозина, а также триптофана, лизина и треонина 
[35]. Наибольшее количество белка содержится в  кузнечиках и  са‑
ранче (Orthoptera) и составляет 61% от сухого веса; также высоким 
показателем белка обладают стрекозы (Odonata) — 55% вещества от 
сухого веса. Наименьшее его содержание в пересчете на сухую массу 
наблюдается у тараканов и термитов (35%) [36]. Усваиваемость белка 
насекомых сильно варьируется ввиду того, что часть аминокислот 
в  кутикулярных белках связаны с  хитином и  компонентами экзо‑
скелета. Характеристики белков насекомых могут меняться в зави‑

симости от вида насекомого, пола, стадии развития, метода экстрак‑
ции [37]. Для их выделения используют различные методы, среди 
которых водная экстракция, сухое фракционирование, щелочная 
экстракция [38]. Изменения функциональных возможностей белков 
насекомых в  ходе экстракции тесно связаны с  изменением гидро‑
фобности поверхности и заряда.

Липиды представляют собой вторую по величине фракцию в со‑
ставе съедобных насекомых, их содержание составляет от 10% до 
50% в перерасчете на сухой вес. Для видов, используемых в пищевой 
промышленности, характерен высокий уровень полиненасыщенных 
жирных кислот, в  особенности линолевой и  линоленовой [39]. Из‑
влечение липидов из насекомых с целью получения пищевых масел 
было исследовано при помощи метода Сокслета и экстракции Фоль‑
ха [40]. Процесс экстракции не оказывает влияния на жирнокислот‑
ный состав, но сильно воздействует на тип получаемых липидов. На‑
пример, при использовании водной экстракции выделяются только 
триацилглицериды. Такой тип экстракции обеспечивает высокое ка‑
чество масла, аналогичное натуральным. Применение органических 
растворителей позволяет получать фосфолипиды и глицериды [41].

Насекомые также содержат набор микро- и  макроэлементов: 
кальция, магния, калия, натрия, железа, марганца. Помимо этого, 
в  них присутствуют витамины (рибофлавин, ниацин, кобаламин, 
А и Е) (Таблица 3).

Таблица 3. Минеральный состав (мг/кг) некоторых видов 
насекомых, использующихся в пищевой промышленности

Table 3. Mineral composition (mg/kg) of several insect species 
used in the food industry

Вид
Содержание микроэлементов 

в насекомых, мг/кг Источ-
ник

Ca Mg K Na Fe Mn

Tenebrio molitor
Мучной 
хрущак

504,8 2450,8 8212,4 1047,1 98,4 14,2 [42]

Acheta 
domesticus
Домовой 
сверчок

1261,2 1040,6 13318,5 5125,9 77,7 38,1 [43]

Bombyx mori
Тутовый 
шелкопряд

1023,1 2878,6 18,265,9 2745,6 95,4 24,9 [44]

Gryllus 
bimaculatus
Двупятнистый 
сверчок

1660,9 1073,8 8607,5 3649,5 81,8 66,3 [45]

Исследования по определению биологической активности съе‑
добных насекомых показали, что они обладают противоопухолевой, 
антиоксидантной, антидиабетической и противовоспалительной ак‑
тивностью [46]. Таким образом, насекомые имеют не только высокую 
питательную ценность, но и ряд положительных для человеческого 
здоровья свойств. Соответственно, возможность их применения 
в  качестве функциональных продуктов питания и  фармацевтиче‑
ских материалах возрастает.

4.2. Технологии и применение
На данный момент насекомых употребляют в пищу разными спо‑

собами: целиком (сырых или приготовленных), обработанных (не‑
распознаваемая форма в пищевой системе) или в виде экстрактов. 
Пищевая промышленность проявляет активный интерес к  этому 
новому источнику белка, что характеризуется появлением большого 
числа проектов, направленных на развитие этого направления, и на‑
учных публикаций по данной тематике. Мировой рынок съедобных 
насекомых в течение 10 лет достигнет 8 млрд долларов [37]. В резуль‑
тате такой экспансии, ориентированной в  значительной мере на 
западную культуру, подходы к  приготовлению насекомых должны 
основываться на таких методах обработки, которые превращают их 
в неузнаваемую форму, например, в порошок (муку). Некоторые ав‑
торы обращают внимание, что при использовании термина «мука из 
насекомых» необходимо соблюдать осторожность, поскольку это со‑
здает ложное впечатление у потребителей [47]. В то время как насе‑
комые состоят преимущественно из белка, жира и хитина, зерновая 
мука (например, пшеничная) содержит крахмал и клетчатку. Несмо‑
тря на химические отличия, технологии производства продуктов на 
основе злаков оказались хорошо применимы и для насекомых, что 
позволило включить их в состав различных хлебобулочных и мака‑
ронных изделий [48]. Еще одним способом интеграции муки насеко‑
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мых в пищевые матрицы является отделение белков от хитинового 
экзоскелета с помощью коммерческих протеаз (например, алкалаза) 
[49]. В результате получаются белковые гидролизаты, которые улуч‑
шают основные функциональные свойства белков — растворимость, 
эмульгирование, вспенивание.

Для дальнейшего использования в  пищевых целях съедобных 
насекомых сушат. Различные технологии сушки по-разному влия‑
ют на их питательный состав и стабильность, в том числе вызывают 
изменения в содержании белка, жира и клетчатки в Tenebrio molitor 
[50]. Такие сушки, как микроволновая, в псевдоожиженном слое, ва‑
кууме, в духовке снижали растворимость белка, в то время как ли‑
офилизация приводила к высокому окислению липидов. Стратегии 
для оптимизации процесса сушки съедобных насекомых по-преж‑
нему необходимы для обеспечения качества питательных веществ 
и функциональности продукта.

Использование насекомых в пищевой промышленности одобри‑
ло «Европейское управление по безопасности пищевых продуктов» 
(EFSA). На данный момент EFSA допустило применение в пищу че‑
ловеком следующих насекомых: мучной хрущак (Tenebrio molitor), 
домовой сверчок (Acheta domesticus), перелетная саранча (Locusta 
migratoria), мучной хрущак бурый (Alphitobius diaperinus). Данные 
виды считаются безопасными и  могут использоваться без ограни‑
чений от соответствующих производителей, обязанных контролиро‑
вать качество своей продукции. Наиболее широкое применение они 
получили в хлебобулочных изделиях и других продуктах на основе 
злаков (печенье, хлеб, макароны). Например, в  результате замены 
пшеничной муки 5%-ной мукой, полученной из Acheta domesticus, 
Hermetia illuncense и  Tenebrio molitor, хлебобулочные изделия прио‑
бретали улучшенную форму теста и  пониженное водопоглощение 
[51]. Добавление 10–30% муки, полученной из Acheta domesticus, при‑
водило к более высокой питательной ценности получаемого продук‑
та ввиду более богатого состава жирных кислот и обогащенности не‑
заменимыми аминокислотами: лизином, тирозином, валином.

Несмотря на множество положительных свойств для здоровья 
и  высокую питательную ценность, использование насекомых в  ка‑
честве альтернативного источника пищи имеет некоторые огра‑
ничения. Во-первых, многие люди избегают непривычной пищи 
и  испытывают отвращение от употребления съедобных насекомых 
[52]. Присутствие изображения насекомого на рекламных постерах 
значительно снижает желание у потребителей приобретать данный 
товар [53]. Тем не менее, отношение людей к такому виду пищи по‑
степенно меняется в  лучшую сторону. Например, использование 
в качестве еды обработанных насекомых, превращенных в порошок, 
снижает негативные ощущения и представляется наиболее перспек‑
тивным способом энтомофагии. Так, потребители демонстрировали 
более положительную эмоциональную реакцию на пищевые продук‑
ты, в составе которых содержались насекомые в нераспознаваемой 

форме (в виде муки), по сравнению с теми продуктами, где насеко‑
мые присутствовали в  видимой форме [54]. Во-вторых, основным 
фактором, определяющим включение съедобных насекомых в  ра‑
цион человека, является безопасность. В некоторых исследованиях 
сообщалось о загрязнении съедобных насекомых тяжелыми метал‑
лами [55]. В  кишечнике насекомых могут продуцироваться мико‑
токсины, вызывающие острые и хронические заболевания [56]. Еще 
одним риском, связанным с энтомофагией, является аллергенность. 
У насекомых выявлено более 200 аллергенов, преимущественно яв‑
ляющихся белками. Среди них встречаются мышечные белки (тро‑
помиозин, актин, миозин) и  ферменты (аргининкиназа, фосфоли‑
паза А)  [52]. В литературе описаны случаи аллергических реакций, 
связанных с  употреблением в  пищу насекомых [57]. Тем не менее 
различные методы обработки позволяют повысить безопасность ко‑
нечного продукта. Например, способы, использующиеся в традици‑
онных пищевых отраслях, такие как пастеризация и промышленная 
стерилизация, значительно снижают микробную нагрузку, повы‑
шают усвояемость и  питательные свойства продукта, инактивиру‑
ют ферменты [58]. Исследования, проведенные на Tenebrio molitor 
и Acheta domesticus, показали, что термическая обработка оказалась 
эффективной в уничтожении бактерий семейства Enterobacteriaceae 
[59]. Традиционные методы обработки, такие как отваривание или 
кипячение позволяли устранить золотистый стафилокк, сальмо‑
неллу, плесневые грибы и  дрожжи в  микробиологическом составе 
Hermetia illuncense, Tenebrio molitor, Acheta domesticus [60].

5. Выводы
Возрастающие проблемы человечества, связанные с перенаселе‑

нием планеты, сокращением земельных и водных ресурсов, голодом 
в  некоторых странах актуализируют поиск альтернативных источ‑
ников питания. Они должны не только обладать необходимым для 
развития и жизни человека набором питательных компонентов, но 
и иметь возможность снизить негативное влияние на окружающую 
среду. На сегодняшний день основной фокус исследований по дан‑
ной проблеме направлен на две группы организмов — на насекомых 
и  микроводорослей. В  этом обзоре рассмотрен их химический со‑
став, применение, технологии получения, а также возможные риски, 
связанные с употреблением их в пищу. На данный момент извест‑
но, что насекомые и микроводоросли характеризуются высоким со‑
держанием белка, витаминов, полиненасыщенных жирных кислот, 
антиоксидантов, что благоприятно влияет на здоровье человека. 
Включение насекомых и микроводорослей в пищевые матрицы спо‑
собно улучшить питательные свойства продукта, увеличить эконо‑
мическую выгоду, при этом снизив неблагоприятное воздействие на 
окружающую среду. Развитие данной области исследований может 
решить вопрос глобальной продовольственной безопасности и зна‑
чительно уменьшить негативную нагрузку на окружающую среду.
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А ННОТА Ц И Я
В статье рассматриваются перспективы создания вертикальных ферм как современного экологичного способа повы‑
шения производительности агропромышленного комплекса. В работе авторы обосновывают необходимость перехода 
от старой модели продовольственной безопасности к новой модели, основанной на инновационных агротехнологиях. 
В частности, рассмотрены сущность вертикальных ферм, модели их организации, а также их соответствие концепции 
«умного города». В статье обсуждается экосистема вертикальных ферм и роль различных заинтересованных сторон. 
Показана важность вертикальных ферм для цифровой трансформации сельского хозяйства.

1. Introduction
While the existing models of agricultural production that emerged 

after the first Green Revolution [1,2] have demonstrated a high level of 
efficiency due to application of advanced biotechnologies, digital tech‑
nologies, innovative models of management and international division 
of labor, their ability to ensure sustainable and resilient food security for 
the global population in the present economic, social, and geopolitical 
situation is still under question:

 � Food supply chains include companies from many countries and 
depend on unhindered movement of goods between these countries. 
However, the recent events (pandemics of COVID-19 [3], special 
military operation in Ukraine [4] etc) demonstrated that these food 
supply chains have a low level of resilience against those shocks and 
may not be able to provide people with sustainable access to food in 
case of crisis [5] (as was shown by rationing of basic foods in Europe 
during pandemics customers’ rush [6]).

 � People are interested in replacing (or complementing) the global food 
supply chains by alternative food networks that connect the local 
producers and the local customers [7]. This interest is supported by 
customers’ willingness to support local agriculture, to improve the 
quality of food they buy and to get access to food that is absent in food 
retail chains (including food that corresponds to changing values of 
customers) [8,9,10];

 � The world population keeps growing, as a result, the area of agricultural 
land per person decreases [11,12]. For this reason, to ensure food 
security it is necessary to use the limited land resources as efficiently 
as possible [5,12,13];

 � The existing models of agricultural production create a pressure on 
environment thus leading to its pollution [14,15,16], land degradation 
[17], risks for biodiversity [18] etc. Moreover, the models of food 
chains management have a negative social impact (dispossession 
of farmers [19], destruction of rural environment [20], demographic 
shifts [21] that cannot be neglected. Taking into account the growing 
importance of ecological and social values for the customers (and 
for the society in general) these negative effects lead to a demand 

for innovative models of food production and management of food 
systems [22].
It means that global food supply chains should be complemented 

and partially replaced by the alternative models of food production and 
distribution that would contribute to both higher productivity of land 
resources [11] (due to innovative technological solutions including pre‑
cision agriculture [23], smart agriculture [24,25], introduction of new ed‑
ible resources (insects etc. [26,27]), cultured meat [28,29,30] and cellular 
agriculture [31], genome engineering [24] etc.) and higher resilience of 
food chains (achieved by reducing the distance between the producers 
and the consumers in order to reduce the risks of food supply chains 
shocks [32,33,34]). Special attention should be paid to local food systems, 
as in addition to a higher resilience they can provide local customers with 
guaranteed access to locally grown high quality fresh food [34]. Sustain‑
ability of new food chains is also an important requirement as people’s 
awareness of ecological values is constantly growing [8,10,35].

One of the ways to reach these goals can be introduction of so called, 
urban agriculture that can be described as agricultural production situ‑
ated within the cities and peri-urban areas [36,37,38]. While urban ag‑
riculture is a centuries-old practice, it has traditionally been limited to 
individual producers who grew vegetables, poultry etc. at home [39] or on 
the small land plots provided by the city authorities [40]. This model of 
urban agriculture (in general being the form of subsistence agriculture) is 
oriented towards the consumption of the products by the growers [41,42]. 
However, thanks to technological, social and organizational development 
the new forms of urban agriculture emerge (community gardens [43,44], 
urban farms [45], rooftop farming etc. [46]) that help overcome ineffi‑
ciencies of traditional agriculture [45], increase resilience and outreach 
of food security systems (by eliminating food deserts [47], thus provid‑
ing people in need with affordable food [48,49], protecting food supply 
chains against shocks [50]) and create positive social and ecological ef‑
fects [23,51,52]. One of these forms is the vertical farms [53,54,55].

Vertical farms, which are often called as urban farms or indoor farms 
[56], are the agro-industrial facilities in the cities and peri-urban areas 
consisting of vertically arranged tiers of certain substrate assigned for 
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growing plants and (or) animals (mainly mariculture, however, there are 
also the urban farms for other species) [54,55,57]. This model of organiza‑
tion of agricultural production supports the idea of intensive use of space 
as due to this method the minimal space gives high yield productivity and 
helps maintain an optimal microclimate [11,12,55]. Vertical farms repre‑
sent a new stage of development of urban agriculture as they are based on 
large and highly automated agro-industrial facilities located within the 
cities [58,59]. High intensity of space usage is based on hydroponic and 
aeroponic technologies [12,55,60].

Currently, there is a significant number of publications on the vertical 
farms that can be divided into the following research streams [63,64,65]:

Technological aspects of the vertical agriculture [12,55,59]. The goal 
of this research stream is to determine key technologies that can be used 
for vertical agriculture and to evaluate their advantages and disadvantag‑
es [56,60]. It is important to highlight that despite the growing popularity 
of vertical farms, the scientists raise concerns about their real efficiency 
as the technologies of vertical farming may be still immature [61] and the 
energy consumption is high [62];

Role of vertical agriculture for urban food security [53,63,64]. As the 
current level of geopolitical, ecological, climatic, economic and social 
risks is very high, it is extremely important to ensure resilience of food 
supplies to the cities;

Organizational and economic tools that can be used in order to ensure 
efficiency of vertical farms [65]. Being innovative players on agricultural 
market, urban farms may be associated with higher risks in comparison 
with the traditional agricultural businesses [65]. Finding the ways to en‑
sure their efficiency and selection of tools of elimination of risks is crucial 
for development of vertical agriculture;

Environmental effects of the urban farms [66,67]. Ecological val‑
ues play an important role for modern society as they comprise a part 
of ESG-transformation [8,10]. Innovative models of agriculture have to 
comply with these values.

Nevertheless, two issues remain relatively poorly studied:
 � the system of relations between the participants of the ecosystem of 

vertical agriculture. Expansion of the vertical agriculture means that 
new stakeholders in agricultural industry emerge, and the system of 
relations between the existing stakeholders and the new stakeholders 
is constantly changing. Understanding these changes is essential in 
order to implement the state and corporate strategies of development 
of the vertical agriculture as a new element of urban food security. 
However, despite the popularity of ecosystem approach for analysis 
of companies, industries and markets, the literature on vertical farms 
does not consider this approach. The study of linkages between the 
vertical farms and external actors usually includes only cooperation 
between the operators of vertical farms and technology providers [56]. 
Obviously, it is possible to provide conditions for the development of 
the vertical agriculture only on the basis of understanding of the goals 
and the conflicts of stakeholders of the vertical farms ecosystem;

 � the role of vertical farms in digital transformation of agriculture 
[25,68]. While vertical farms strongly depend on digital technologies, 
these technologies are only analyzed as a technological basis of 
the vertical farms [12,55,59]. However, being an innovative form 
of agricultural production, the vertical farms can also contribute to 
digital transformation of agriculture [68,69]. Moreover, as vertical 
farms are situated within the cities and peri-urban areas they can be 
considered as a tool of social transition towards smart cities [70,71,72]. 
This aspect is extremely important as putting vertical farms in the 
context of the digital transformation of global economy will help 
increasing efficiency of the vertical farms by linking them to the other 
digital systems.
The present paper represents an attempt at filling in these gaps. The 

goal of the research is twofold:
 � Identification of the composition of the vertical agriculture ecosystem 

and the description of interests, goals and conflicts of its stakeholders.
 � Analysis of the role of vertical farms in the digital transformation of 

economy.
The contribution of the present research to the existing literature on 

vertical agriculture is made up of identification of potential models of 
pooling resources of various stakeholders to promote the vertical farms 
as an innovative model of agricultural production.

2. Objects and methods
The present research is based on ecosystem approach. The concept 

of ecosystems as a model of organization of business activities was in‑
troduced by Moore [73]. Ecosystems exist at the project, in the corporate 
and industrial level, and can be broadly defined as the open networks of 
various stakeholders that have common and private interests and who 

influence the development of this project (business, industry etc.). The 
balance of the common and private interests of various groups of stake‑
holders leads to a coopetition among them.

Concept of ecosystems has been successfully applied to analysis of 
various economic objects (platforms [74], fintech [75], cryptocurrencies 
[76], cities [77] and helped to understand the structure of stakeholders 
concerned in these objects, the nature of their relations as well as their 
impact on the development of these objects [78]. It means that ecosys‑
tem approach is a powerful research methodology and can be applied to 
analysis of vertical farms industry.

Stakeholders are the groups of economic agents with more or less 
uniform interests, goals and models of participation in economic activi‑
ties (and similar model of interaction with the economic object under 
analysis).

In order to identify the specific groups of stakeholders in the vertical 
agriculture we use the general method of analysis and synthesis. For de‑
scription of the impact of the vertical farms on digital transformation of 
agriculture we use the method of strategic matrices [79].

3. Results and discussion
3.1. Advantages of the vertical farms

Vertical farms feature many advantages in comparison with tradition‑
al agriculture:

 � More efficient use of limited land resources due to vertical arrange‑
ment of production facilities, as vertical farms are multi-floor build‑
ings [12]).

 � Vertical farms are less dependent on climatic conditions [80] because 
of internal microclimate supported by special technological equip‑
ment [60]. Thanks to independence from climatic conditions the ver‑
tical farms can be used for organization of agricultural production in 
area where traditional agriculture is impossible [81,82]. These mea‑
sures will ensure food security of these areas. It also helps increase ef‑
ficiency as multiple production cycles can take place all year round. Fi‑
nally, it helps to reduce the negative effects of climate change [80,83].

 � Better food supply for the cities [53,54,84]. Vertical farms can be lo‑
cated within the urban areas thus eliminating the distance between 
the place of production of food and the place of its consumption which 
makes food supplies more resilient.

 � Shorter food supply chains of retail operators and lower logistic costs 
for retail chains.

 � Lower environmental damage (less fertilizers, lower water consump‑
tion, less fuel for transportation, no deforestation) [54]. However, ac‑
cording to Vaughan [85], ecological effects of vertical agriculture are 
unclear.

 � Promotion of organic consumption.
 � Rehabilitation of urban landscape. Since the cities have a large num‑

ber of abandoned buildings and territories (due to deindustrializa‑
tion), it is possible to consider these resources as a place to create ver‑
tical farms, which will improve the quality of the urban environment.
Development of the vertical farms corresponds to main trends of evo‑

lution of agriculture:
 � Expansion of green agriculture (that is more environment friendly 

than the existing model of agricultural production). Ecological values 
become more important for customers [8,86]. In the same time the 
legal pressure on business that do not care about the environment 
is constantly getting harder. Producers of food have to comply with 
these requirements and development of vertical agriculture is a good 
option.

 � Urban agriculture which encompasses various forms of growing food 
in cities organized by companies, communities and individuals (like 
urban gardening). Urban agriculture helps to improve the quality of 
food and to increase the efficiency of use of city lands.

 � Smart agriculture as vertical farms are very much dependent on digital 
technologies that control and optimize all processes.
It means that in addition to being an innovative model of ensuring 

food security the vertical agriculture plays a strong transformative role 
for the customers, food producers and cities as it promotes new models 
of land use, production of food and interactions within the framework of 
food consumption.

3.2. Vertical farms as a tool for the development of the smart city concept
Vertical farms are mainly attractive for megacities that historically 

have been the industrial centers:
1. Megacities depend on external food supplies (since it is economi‑

cally impractical to grow food in the cities within the framework of the 
traditional agricultural production model). This provides a negative im‑
pact on their food security.
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2. In the old industrial centers after deindustrialization there are ma‑
ny abandoned or underused buildings remaining from the former produc‑
tion facilities, as well as adjacent land plots. They are usually used for the 
construction of residential and commercial real estate, but this leads to 
a higher occupational density and to deterioration of the urban environ‑
ment quality.

The construction of the vertical farms allows solving these problems, 
since they create an opportunity for growing agricultural food products 
within the city (which favorably affects the supply of food to the cities 
[5]), and some forms of vertical farms may lead to greening of the cities.

Since vertical farms are based on the active use of digital technolo‑
gies, they can be easily integrated into a single digital food management 
system of “smart cities” — a new model of urban management and gen‑
eral governance [87]. Thus, vertical farms correspond to new approaches 
to urban management based on use of the digital tools [72,88,89]. They 
can also be easily included into the digital systems of food security that 
ensure seamless connection between the producers, retail sale chains and 
the end users.

It means the role of the vertical farms cannot be limited only to direct 
supplies of fresh food within the cities (without necessity of creation of 
long supply chains which connect the cities and agricultural areas). Verti‑
cal farms also contribute to transformation of urban environment and 
urban management:

 � They help rehabilitate the abandoned industrial buildings by 
organizing agricultural production there.

 � Vertical farms may create green areas within cities. It improves the 
quality of life of urban population.

 � Urban agriculture becomes an integral part of smart cities’ 
management systems. It fosters digital transformation of cities.
It demonstrates the multi-dimensional role of vertical farms in trans‑

formation of the cities. It also shows that the owners of former urban 
industrial sites as well municipal authorities are the active stakeholders 
of the vertical farm’s ecosystems.

3.3. Ecosystem of vertical farms
Vertical farms represent a sub-industry of urban agriculture. It means 

that the ecosystem of vertical farms is an industrial ecosystem.
According to the classical approach developed by Moore [73] an indus‑

trial ecosystem consists of the producers (who make up the core of the in‑
dustry), the suppliers (both direct and indirect), the competitors and the 
customers. This approach was developed in further research in order to 
adapt it to specific industries and to provide more complex view by includ‑
ing the additional groups of the stakeholders [75,76]. Defining the struc‑
ture of vertical farms ecosystem means adaptation of this general model of 
industrial ecosystems to the specific features of the vertical farms.

Ecosystem approach to the analysis of industries and analysis of 
markets has gained its popularity in the scholarly literature and dem‑
onstrated its high efficiency for understanding of interactions between 
the stakeholders in various industries [74,77,90]. Applying this approach 
towards vertical farms may extend our knowledge of potential conflicts as 
well as raises the awareness on the models of cooperation between vari‑
ous stakeholders of the vertical farms and contribute to creating a basis 
for the strategy of development of the vertical farms within the frames of 
smart cities.

In our opinion this ecosystem can include the following (Table 1):
1. Vertical farm operators are companies that invest in the creation 

of city farms and then run them. This group of stakeholders constitutes 
the core of the vertical farms industry. These enterprises generate profit 
by supplying fresh and higher quality products to the customers. They 
create value for all other groups of stakeholders of this ecosystem (or, 
better, they have an impact on the value captured by the other stake‑
holders). However their development is threatened by the high costs of 
creating and running the vertical farms (associated with a higher cost of 
land within the city, as well as boomingly high electricity costs), and, as 
a result, the possible lower investment attractiveness of such projects.

According to economic calculations provided by iFarm, investments 
into vertical farms are almost three times higher than investments into 
the traditional greenhouses of the 4th or 5th generation (https://ifarm‑
project.ru/technologies#vertical) as their payback period is about 4.3–
4.7 years. Vertical farms can be profitable in the big cities only (like Mos‑
cow or St. Petersburg).

Operators of the vertical farms have two main groups of the rivals that 
compete for the investments:

 � residential and commercial real estate projects as an alternative option 
for using urban land. These projects are well known to the investors 
who are able to evaluate their potential profitability and risks. To the 
contrary, the vertical farms are a new industry which, despite its high 

potential, still has unclear prospects. Risk-averse investors may not 
wish to invest their funds into the vertical farms and would prefer to 
invest them into the residential and commercial real estate;

 � traditional (non-vertical agricultural projects. Traditional agriculture 
is more transparent for the potential investors in comparison with the 
vertical farms.
Another problem is that vertical farms are the new companies that still 

have to create and promote their brands (being surrounded by strong com‑
petition with traditional agricultural producers brands). It also decreases 
the attractiveness of vertical agriculture for investors, which may compli‑
cate access to financing. Another factor that hinders the development of 
vertical farms in Russia is unfavorable legislation. Vertical farms are not 
considered as the agricultural companies and they have no state support.

Finally, operators of the vertical farms may face a shortage of qualified 
personnel;

2. Manufacturers of equipment and software for the vertical farms, as 
well as the developers of projects of such farms and management compa‑
nies. They are interested in the possibility of making profit from working in 
a new promising market. These stakeholders face the fact that the growth 
rates of the vertical farming industry may be lower than they expected.

3. Utilities companies (electric power, water supply etc., as well as 
those engaged in disposal of agricultural waste). Formally they should be 
included in the previous group of stakeholders (the suppliers of resources 
for vertical farms). However, electric power and water are key resources 
that are necessary for vertical agriculture, and relations between vertical 
farm operators and utilities companies are often based on non-market 
basis. Utilities companies are often monopolists and their prices can be 
established for all groups of the customers. In addition, their supply is 
stable and inflexible and it may be difficult for these companies to serve 
the new customers. Actually, the vertical farms may create an additional 
load for electric power and water supply infrastructure. In the same time 
the vertical farms may be the good customers for utilities companies as 
the vertical farms have a stable demand for resources which helps the 
utilities companies to avoid peaks of consumption.

It is extremely important for vertical farm operators to establish the 
collaboration with utilities companies and to negotiate good terms.

4. Industrial customers of agricultural products — retail chains and food 
industry enterprises. The attractiveness of the vertical farming concept for 
this group of stakeholders is due to the fact that they can simplify their 
logistics chains, ensure the stability of supplies throughout the year and 
improve the quality of purchased products (due to the absence of the need 
for long-term storage and transportation). Negative factors are associated 
with the possibility of rising prices for the products of vertical farms in 
comparison with traditional suppliers because of high investments (how‑
ever, this is offset by the possibility of increasing retail prices for it due to 
the formation of the image of these products as having better quality).

5. Traditional agricultural producers. On the one hand, vertical farm‑
ing poses a threat to them, since it is a new model of agricultural organi‑
zation that competes with traditional models and has important advan‑
tages in comparison with them (lower logistics costs and higher product 
quality) [57]. On the other hand, investing into vertical farms can provide 
these companies with an opportunity to diversify their business, and due 
to a stable market position and large financial resources, these enterpris‑
es can effectively compete with specialized vertical farm operators. This 
competition can occur on two levels. First, traditional companies have 
well-established logistics chains, good connections with retail chains and 
the ability to supply large volumes of food, and therefore the food prod‑
ucts they produce in the traditional way can maintain their competitive‑
ness in comparison with food supplied by vertical farm operators. Second, 
traditional agricultural companies have the opportunity to invest large 
resources in vertical farms (including acquisition of their operators) in 
order to diversify their activities.

6. Land owners who control the access of farms to a key resource. The 
transition to vertical farms will allow them to diversify models of land 
management and reduce risks, but, on the other hand, the profitability 
of vertical farm projects may be lower than alternative projects imple‑
mented in cities, which will reduce the income of owners.

7. End consumers (and, more generally, city citizens) interested in 
having access to quality food (but not willing to pay too high a price for 
them) [39]. In the same time urban population may not like transforma‑
tion of areas where they live into large agro-industrial facilities as it may 
cause harm to the comfort of the city environment;

8. City administration that seeks ways to optimize the usage of ur‑
ban land, to increase food security and to diversify city economy (all 
these problems can be solved thanks to introduction of vertical farms). 
 However, city farms may create an additional load on the city infrastruc‑
ture. It may also hinder transition to post-industrial creative cities. In 
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comparison with creative industries, vertical farms may create less job 
places (due to a high level of automation) which is a disadvantage from 
the point of view of local authorities.

9. The state as the main regulator. The state needs to improve the 
quality of the urban environment and ensure the food security of mega‑
cities. At the same time, it seeks to minimize its business support costs 
(in case of vertical farms development of this new industry may require a 
substantial support from the state). In addition, the state may fear further 
depopulation of rural areas and decrease of income (and quality of life 
in general) of rural inhabitants associated with the transition to vertical 
farming within the city. This transition may cause destruction of tradi‑
tional agricultural jobs. This depopulation poses threats to social stabil‑
ity and may require additional resources from the state to overcome its 
negative consequences.

Stakeholders can combine different roles. For example, Magnit is not 
only a retail company, but also the independent investor into the vertical 
farms creation (which corresponds to the policy of this company targeted 
to minimizing dependence on third-party suppliers). Similarly, iFarm 
(https://ifarmproject.ru/projects) not only owns farms, but also manages 
еру vertical farms of third-party owners.

As our analysis shows, the stakeholders not only share their common 
interests, but also have their contradictions. Therefore, the development 
of vertical farms will on a large scale depend on the balance of interests 
of the stakeholders. The state can play an important role in finding this 
balance by developing a favorable legislative framework and creating in‑
centive measures to encourage investments into the vertical agriculture.

4. Conclusion
Vertical farms as an innovative form of organization agricultural pro‑

duction in the context of the transition to the digital economy have sig‑
nificant and promising potential:

1. First of all, they are a tool for the digital transformation of agri‑
culture [66], which makes it possible to increase the efficiency of food 
production (by optimizing the usage of land resources, reducing logistics 
costs and widespread automation of production processes).

2. Due to vertical farms it is possible to improve the food supply of 
megacities (since food production is organized directly within the cities) 
and improve the quality of the urban environment.

3. Vertical farms serve as one of the tools for the transition to “smart 
city”, i. e. the digital transformation of cities [71].

The potential of vertical farms, in accordance with the practice of stra‑
tegic analysis, can be presented in the form of a strategic matrix below 
(Table 2). To construct such a matrix, we use the following criteria:

1. Directions of influence of vertical farms — agriculture and cities.
2. The essence of the influence of digital farms — digital and non-

digital elements.

Table 2. Vertical farms potential strategic matrix
Таблица 2. Стратегическая матрица потенциала вертикальных ферм

Non-digital element Digital element

Agricultural 
industry

Improving the efficiency of 
land use.

Tool for digital transformation 
of agriculture (based on a new 
model of organization of food 
production).

City  — Improving the supply of 
food to еру cities;

 — Improving the quality of 
the urban environment 
(recultivation of еру 
old industrial facilities, 
urban greening and 
accomplishment).

Transition to the concept of 
a “smart city” (by building a 
unified digital management 
system for the supply of food 
to cities).

 
This integrated approach to the very essence of vertical farms and 

their potential is proposed for the first time. This strategic matrix dem‑
onstrates key directions that should be taken into account in state and 
corporate strategies of development of vertical agriculture.

Important conditions for realizing this potential are:
1. Thorough economic evaluation of vertical farm projects (innovative 

technologies can be associated with high costs and risks).

Table 1. Risks and benefits of building vertical farms
Таблица 1. Риски и преимущества создания вертикальных ферм

Benefits Risks

For hardware and software 
manufacturers

 — Development of a new technology sales market  — The new market may not be promising enough

For vertical farm operators  — Reduction of wage costs
 — Water saving up to 90%
 — Stable harvest
 — Attracting investments by popularizing the trend of 
greening

 — Increase in profits

 — Expensive equipment and high operating costs
 — High electricity costs
 — Lack of qualified personnel
 — Possible lower investment attractiveness compared to 
residential and commercial real estate projects (during 
the construction of farms within the city)

For utilities companies  — Supply of resource to customers with stable demand:
 — Cooperation with customers with a high demand (that 
generates high revenues)

 — Additional burden on power and water infrastructure 
(that may undermine stability of supplies to other 
customers)

For retail chains and food 
industry enterprises

 — Reduction of transportation costs
 — Simple logistics chains
 — Stability of supplies
 — High-quality locally produced products (which can be used 
in a marketing strategy)

 — The capacity of the farm is insufficient to provide large 
retail chains

 — It is advisable to sell products exclusively on the local 
market

For traditional agricultural 
companies

 — Diversification of production
 — Well-organized logistics chains
 — Stable connections with retail chains
 — Opportunity to invest in vertical farms (absorb competitors)

 — Decrease in demand for manufactured products
 — The threat of displacement from the market

For land owners  — Diversification of the direction of land
 — Rational use of land resources

 — The profitability of vertical farm projects may be lower 
than alternative projects

 — Possible decrease of income

For the population  
(end users)

 — Improving the quality of food supply
 — Transition to organic consumption model
 — Improving the welfare of citizens by improving the quality 
of products supplied

 — Risks of relatively higher price for the products of vertical 
farms;

 — Re-industrialization of cities may harm the urban 
environment

For city council  
(municipal authorities)

 — Higher food security:
 — Diversification of urban economy;
 — Expansion of smart city system

 — Load on city infrastructure:
 — Problem of transition to creative cities;
 — Low number of jobs created (in comparison to service 
and creative industries) because of high level of 
automation of vertical farms

For the state  — Development of the “smart city” concept
 — Solving the problem of lack of fertile land
 — Improving the food security situation
 — Landscaping and land reclamation (on the site of old 
industrial enterprises)

 — Improving the efficiency of agriculture

 — Depopulation of rural areas
 — Threat to social stability
 — High level of consolidated budget expenditures to 
support the development of vertical farm startups 
and scientific research in the field of agriculture 
and technology, as well as to eliminate the negative 
consequences of depopulation
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2. Coordination of interests of stakeholders in the vertical agriculture 
industry in order to ensure their cooperation. This coordination is possi‑
ble both on the basis of a partnership of stakeholders of different groups, 
and by combining the functions of different stakeholders by one market 
player (like in the case with Magnit, which simultaneously acts as a retail 
chain and an operator of vertical farms).

This paper makes an important contribution to the literature on verti‑
cal farms by describing the composition of vertical farms’ ecosystem and 
defining the double nature of vertical farms as the tools that can increase 
efficiency of agricultural production and support transition to smart cit‑
ies. These results can be used as a theoretical basis for multi-stakeholder 

approach towards development of strategies of the vertical farms imple‑
mentation.

The paper also demonstrates the key role of the state in the introduc‑
tion of vertical farms. The tasks of the state include the following:

1. Finding a balance of interests of different groups of the stakeholders;
2. Creating a favorable environment for development of the vertical 

farms;
3. Using the vertical farms as one of the tools for the transition to 

“smart cities” as well as a mechanism to ensure urban food security;
4. Compensation and elimination of negative effects of the vertical 

farms (prevention of rural areas degradation, etc.).
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А ННОТА Ц И Я
Микрофлора большинства ферментируемых молочных продуктов, в том числе сыров, полностью состоит из молоч‑
нокислых бактерий, т. е. специально вносимых в смесь бактериальных заквасок с различным видовым и штаммовым 
составом. Видовой состав закваски должен обеспечить интенсивность и направленность микробиологических и био‑
химических процессов вырабатываемого продукта и гарантировать его безопасность, качество и хранимоспособность. 
В частности, молочнокислые бактерии осуществляют преобразование основных компонентов молока (белка, молочного 
жира, лактозы) во вкусовые, ароматические, биологически активные вещества, участвующие в формировании иден‑
тификационных и  органолептических показателей ферментируемых молочных продуктов. Количество заквасочных 
микроорганизмов в ферментируемых молочных продуктах, в том числе и сырах, значительно превышает содержание 
любой посторонней микрофлоры и  может стать причиной появления таких органолептических пороков, как кисло‑
та, горечь, неспецифический посторонний привкус или избыточное газообразование. Способность микроорганизмов 
к образованию тех или иных продуктов метаболизма определяется как их видовыми и штаммовыми свойствами, так 
и условиями культивирования. К таковым относятся, прежде всего, состав среды развития и температурные режимы 
культивирования. Комбинируя состав закваски и подбирая благоприятные режимы культивирования микроорганиз‑
мов, можно добиться оптимального развития заквасочной микрофлоры, получив продукты с искомыми качественны‑
ми характеристиками. В  данной статье представлены результаты сравнительной оценки свойств производственных 
штаммов Streptococcus thermophilus в процессе их развития в молочных средах при оптимальных температурах (41 ± 1) °C, 
имитирующих условия производства кисломолочных продуктов, а также в режимах, имитирующих условия созревания 
сыров (11 ± 1) °C и концентрации поваренной соли 4%. Также проводилась оценка характера ферментативных процессов 
гликолиза, протеолиза, липолиза и вкусообразования в результате метаболизма данных культур.
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A BST R ACT
The microflora of most fermented dairy products, including cheeses, consists entirely of lactic acid bacteria, i.  e., bacte‑
rial starter cultures with different species and strain composition that are specially introduced into the mixture. The spe‑
cies composition of the starter must ensure the intensity and direction of the microbiological and biochemical processes of 
the produced product and guarantee its safety, quality and storability. In particular, lactic acid bacteria transform the main 
components of milk (protein, milk fat, lactose) into taste, aromatic, and biologically active substances involved in the forma‑
tion of identification and organoleptic characteristics of fermented dairy products. The number of starter microorganisms in 
fermented dairy products, including cheeses, significantly exceeds the content of any foreign microflora and can cause the 
appearance of organoleptic defects such as acid, bitterness, non-specific off-taste or excessive gas formation. The ability of 
microorganisms to form certain metabolic products is determined both by their species and strain properties, and by cultiva‑
tion conditions. These include, first of all, the composition of the development environment and temperature conditions of 
cultivation. By combining the composition of the starter and selecting favorable modes for cultivating microorganisms, it is 
possible to achieve optimal development of the starter microflora, obtaining products with the desired quality characteristics. 
This article presents the results of a comparative assessment of the properties of production strains of Streptococcus ther­
mophilus during their development in dairy environments at optimal temperatures (41 ± 1) °C, simulating conditions for the 
production of fermented milk products, as well as in modes simulating cheese ripening conditions (11 ± 1) °C and 4% table salt 
concentration. The nature of the enzymatic processes of glycolysis, proteolysis, lipolysis, and flavor formation as a result of 
the metabolism of these cultures was also assessed.
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1. Введение
Основой бактериальных заквасок, используемых при произ‑

водстве ферментированной молочной продукции, являются кис‑
лотообразующие заквасочные микроорганизмы. Их главная функ‑
ция  — сбраживание лактозы и  обеспечение необходимого уровня 
молочнокислого процесса, регламентируемого технологическими 
инструкциями по производству конкретного вида продукта [1]. В ра‑
ботах [2,3] описываются функциональные характеристики заквасоч‑
ных микроорганизмов как необходимых компонентов производства 
ферментированной молочной продукции.

Вещества, образующиеся в  результате сбраживания лактозы, не 
только играют важную роль в формировании вкуса, аромата, конси‑
стенции и рисунка сыров, но и в значительной степени определяют 
направленность физико-химических, биохимических и  микробио‑
логических процессов во время созревания сыров. Steele с соавтора‑
ми [4] в своем обзоре подробно рассматривают формирование вкуса 
и аромата сыров под действием заквасочной микрофлоры. Группой 
ученых под руководством Hayaloglu [5] проведены исследования 
турецкого сыра, изготовленного с  использованием заквасочных 
микроорганизмов и без них. Было установлено, что применение за‑
квасочных культур положительно повлияло на физико-химические, 
биохимические и органолептические свойства сыра, в том числе на 
уровень растворимого азота, трихлоруксусной кислоты и  накопле‑
ния свободных аминокислот. Сыры, изготовленные без использова‑
ния закваски, получили более низкие органолептические оценки [5].

В  результате накопления молочной кислоты и  снижения актив‑
ной кислотности, по данным Гудкова  А.  В. [6], создаются условия, 
подавляющие развитие микрофлоры порчи. Источником энергии 
для такой микрофлоры служат углеводы, а также инактивирующие 
щелочные протеазы, которые осуществляют неспецифический для 
сыра протеолиз, изменяющий структуру сырной массы

Кислотообразующие молочнокислые бактерии, входящие в  со‑
став заквасок, преимущественно включают в себя виды Lactococcus 
lactis и  Streptococcus thermophilus [6]. Термофильный стрептококк 
имеет большое значение для молочной промышленности, так как 
широко используется для производства ферментируемых молочных 
продуктов, в том числе сыров [7,8]. В публикациях [9,10] дается пред‑
ставление о микробиоте молока и сыра, а также об их структурной 
и  функциональной динамике в  связи с  различными технологиями 
сыроделия и влияющими на них переменными.

Бактерии рода Streptococcus, в соответствии с «Определителем бак‑
терий Берджи», относятся к  группе 17 «Грамположительные кокки» 
и  являются гомоферментативными грамположительными факуль‑
тативно анаэробыми каталазаотрицательными молочнокислым ми‑
кроорганизмами. С точки зрения конструктивного и энергетического 
метаболизма Streptococcus thermophilus относится к  хеноорганогете‑
ротрофным бактериям, т. е. для роста и развития нуждается в средах, 
богатых органическими веществами и в первую очередь углеводами 
и  белками. Для данного вида молочнокислых микроорганизмов ха‑
рактерен энергетический метаболизм бродильного типа, а конечны‑
ми продуктами сбраживания лактозы являются лактаты, при этом 
процесс гликолиза проходит без газообразования [11]. Температур‑
ный диапазон роста Streptococcus thermophilus составляет от 15 до 55 °C, 
а предельная кислотность при развитии в молоке не превышает 100–
140 °Т. Наиболее активные кислотообразующие штаммы Streptococcus 
thermophilus при оптимальной температуре 40–42 °C свертывают мо‑
локо за 6–8 часов. Есть данные о  чувствительности термофильного 
стрептококка к повышенным концентрациям соли (более 4,0%) [6].

Streptococcus thermophilus традиционно используется в сочетании 
с  Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus или Lactobacillus helveticus 
для производства йогурта и сыров с высокой температурой второго 
нагревания, таких как эмменталь, грюйер и др. Включение термо‑
фильного стрептококка в  состав закваски для изготовления сыров 
с  чеддеризацией и  термомеханической обработкой сырной массы 
ускоряет процессы сбраживания лактозы во время выработки про‑
дукта. Однако для полутвердых созревающих сыров с  низкой тем‑
пературой второго нагревания, таких как костромской, голландский, 
российский и др., основой бактериальных заквасок являются мезо‑
фильные лактококки вида Lactococcus lactis subsp. lactis и Lactococcus 
cremoris [12]. Использование в  составе заквасок для этих сыров 
Streptococcus thermophilus приводит к излишнему повышению уров‑
ня молочнокислого процесса, к ухудшению их качества, к появлению 
таких пороков, как кислый пустой вкус, щелевидный или сетчатый 
рисунок, мажущая или грубая консистенция [13].

Многие штаммы термофильного стрептококка вызывают свер‑
тывание молока с  появлением вязких, иногда тягучих сгустков. Это 
связано с их способностью образовывать полисахариды в молоке, ко‑

торые содержат галактозу и глюкозу, а также небольшие количества 
ксилозы, арабинозы, рамнозы и маннозы [14]. Поэтому при подборе 
штаммов термофильного стрептококка в состав заквасок для произ‑
водства определенных видов ферментируемых молочных продуктов 
их необходимо дифференцировать на «вязкие» и  «невязкие» штам‑
мы. Так, благодаря способности вязких штаммов влиять на состояние 
сгустка, термофильный стрептококк часто используют в  составе за‑
квасок для кисломолочных продуктов, в том числе для йогуртов и сме‑
таны с целью улучшения консистенции. Применение вязких штаммов 
в составе закваски для производства сыра недопустимо [15].

Способность микроорганизмов накапливать те или иные про‑
дукты метаболизма во многом определяется как их свойствами, так 
и условиями культивирования. Комбинируя видовой и штаммовый 
составы заквасочной микрофлоры с  учетом условий развития при 
производстве конкретного вида ферментируемой молочной продук‑
ции, можно добиться высокого качества и искомых органолептиче‑
ских показателей.

Научный интерес к проведению многочисленных исследований, 
направленных на раскрытие значимых аспектов физиологии кон‑
кретных штаммов термофильного стрептококка, вызван видовы‑
ми особенностями Streptococcus thermophilus: термостабильностью 
и  высокой скоростью кислотообразования, особенностями метабо‑
лизма сахаров, а также способностью стрептококка продуцировать 
ряд важных метаболитов, влияющих на потребительские свойства 
ферментированных молочных продуктов [16,17]. Кроме того, на се‑
годняшний день наблюдается растущий спрос на качественную мо‑
лочную продукцию.

Цель данной работы заключается в  проведении сравнительных 
исследований особенностей развития и  метаболизма производст‑
венных штаммов Streptococcus thermophilus в  процессе их развития 
в молочных средах в оптимальных условиях, имитирующих условия 
производства кисломолочных продуктов, и  в  режимах, имитирую‑
щих условия созревания сыров.

В задачи исследований входили:
 � сравнительная оценка динамики развития производственных 

штаммов Streptococcus thermophilus в молочных средах при опти‑
мальных температурах культивирования (41 ± 1) °C, а также в ре‑
жимах созревания сыров при (11 ± 1) °C и с концентрацией пова‑
ренной соли 4%;

 � оценка интенсивности и направленности ферментативных про‑
цессов (таких как гликолиз, протеолиз, липолиз) и изучение на‑
копления вкусоароматических веществ в результате метаболизма 
данных культур в условиях глубинного жидкофазного культиви‑
рования в молочных средах при разных температурных режимах.

2. Объекты и методы
Для исследований выбрано три производственных штамма заква‑

сочных микроорганизмов Streptococcus thermophilus (223
15, 7423, 1154), 

регулярно включаемых в состав бактериальных заквасок. Динамику 
развития микроорганизмов и  накопления продуктов метаболизма 
изучали, культивируя штаммы в стерильном молоке при заражении 
1% активной культуры. При проведении эксперимента исходили из 
того, что разные штаммы при культивировании в молоке при опти‑
мальных условиях и в условиях, имитирующих процесс созревания 
сыра, могут по-разному развиваться и метаболизировать углеводы, 
белки и жиры молока.

Для проведения экспериментов цельное сырое молоко стерили‑
зовали при (121 ± 1) °C с выдержкой 15 мин, что исключает наличие 
остаточной микрофлоры и  ее влияние на результат. Культивиро‑
вание штаммов термофильного стрептококка в  стерилизованном 
молоке осуществляли в течение 10 суток, как при оптимальной тем‑
пературе развития (41 ± 1) °C и при отсутствии поваренной соли, так 
и  при технически значимой температуре (11 ± 1) °C и  с  концентра‑
цией поваренной соли 4%, что соответствует условиям созревания 
сыров. Количество жизнеспособных клеток и  кислотообразующую 
активность исследуемых культур контролировали в динамике через 
6, 12, 24, 48, 72, 69, 168, 240 часов.

Количество жизнеспособных клеток определяли путем посева 
разведений на твердую питательную среду для выявления молочно‑
кислых микроорганизмов по ГОСТ 33951–2016 1.

Титруемую кислотность в  молочных средах устанавливали по 
ГОСТ 3624–92 2.

1 ГОСТ 33951–2016 «Молоко и молочная продукция. Методы определения 
молочнокислых микроорганизмов». — М.: Стандартинформ, 2016. — 10 с.

2 ГОСТ 3624–92 «Молоко и молочные продукты. Титриметрические мето‑
ды определения кислотности». — М.: Стандартинформ, 2009. — 8 с.
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Определение массовой доли лактозы, глюкозы, галактозы и мо‑
лочной кислоты проводили при помощи системы капиллярного 
электрофореза серии «Капель-105М» («Люмэкс-Маркетинг», Россия).

Для установления характеристики процесса протеолиза, который 
также может повлиять на накопление вкусо-ароматических веществ, 
дополнительно исследовали изменение белковой фракции моло‑
ка, оценивая методом Къельдаля массовую долю общего азота по 
ГОСТ 23327–98 3, небелкового азота — по ГОСТ Р 55246–2012 4.

Молекулярно-массовое распределение растворимых азотистых 
соединений определяли методом гель-фильтрации на колонке 
Superose 12 10/300 GL с  использованием прецизионного плунжер‑
ного насоса Р-500 (Amersham Pharmacia, Швеция), УФ-детектора LKB 
Uvicord-III с  блоком измерения и  блоком управления. Гель-филь‑
трация относится к  жидкостной хроматографии, в  ходе которой 
молекулы анализируемой смеси разделяются по размеру за счет 
разной способности проникать в  поры хроматографической (гель-
фильтрационной) матрицы. Подготовка образца для гель-фильтра‑
ции включает обезжиривание пробы, взятие навески обезжиренной 
пробы, растворение ее в  буферном растворе, отделение нераство‑
римых в  воде фракций фильтрованием или центрифугированием. 
Элюент — водный раствор 0,05 М Na2HPO4 + 0,15 М NaCl, скорость 
подачи элюента — 0,5 мл/мин; длина волны детектора — 280 нм.

Определение жирнокислотного состава жировой фазы осуществ‑
ляли методом газовой хроматографии по ГОСТ 32915–2014 5. Исполь‑
зовали газовый хроматограф «Хромос ГХ-1000» («Хромос Инжини‑
ринг», Россия), колонку CP-Sil 88 for FAME100m × 0.25mm × 0.2µm 
(Agilent Technologies, США). Объем вводимой пробы — 1  мм3; тем‑
пература инжектора — 220 °C; газ-носитель — азот. Метиловые эфи‑
ры жирных кислот получали из триглицеридов переэтерификацией 
с  метанольным раствором метилата натрия. Для идентификации 
метиловых эфиров жирных кислот применяли стандартную смесь 
Supelko 37 Component FAME Mix (Supelko, США). Расчет полученных 
данных проводили методом внутренней нормализации в програм‑
ме «Хромос».

Качественный анализ вкусо-ароматических веществ в  паровой 
фазе продукта проводили с  использованием газового хроматогра‑
фа «Цвет-800» (ОАО «Цвет», Россия) и устройства для равновесного 
пара, предназначенного для отбора пара, который находится в тер‑
модинамическом равновесии с  жидкой конденсированной фазой 
с  последующим дозированием отобранного пара в  аналитическую 
колонку газового хроматографа. Метод основан на термостатирова‑
нии пробы продукта в замкнутом сосуде с последующим газохрома‑
тографическим определением в паровой фазе пробы продукта ин‑
дивидуальных компонентов летучих вкусоароматических веществ 
и их идентификации с использованием пламенно-ионизационного 

3 ГОСТ 23327–98 «Молоко и молочные продукты. Метод измерения массо‑
вой доли общего азота по Кьельдалю и определение массовой доли белка» — 
М.: Стандартинформ, 2009. — 8 с.

4 ГОСТ Р 55246–2012 «Молоко и молочные продукты. Определение содер‑
жания небелкового азота с применением метода Кьельдаля». — М.: Стандар‑
тинформ, 2013. — 9 с.

5 ГОСТ 32915–2014 «Молоко и молочная продукция. Определение жирно‑
кислотного состава жировой фазы методом газовой хроматографии».  — М.: 
Стандартинформ, 2015. — 10 с.

детектора. Анализировали пробу исследуемого объекта массой 3  г, 
предварительно нагретую на водяной бане до 50 °C. Непосредствен‑
но перед проведением анализа пробу встряхивали для установления 
термодинамического равновесия. Длительность анализа 900 сек. 
Обработку полученных данных осуществляли методом внутренней 
нормализации с  помощью программы «Цвет-Аналитик» (Россия) 
с последующей идентификацией.

Достоверность полученных данных подтверждается проведением 
экспериментов не менее чем в 3-кратной повторности с применени‑
ем современных методов анализа, технологического оборудования 
и  приборов, а  также статистической обработки результатов иссле‑
дований с  использованием пакета программ Microsoft Excel 2010. 
Для попарного сравнения выборок разного размера и  оценки ста‑
тистически значимых различий между образцами применяли HSD 
тест (критерий Тьюки). Уровень значимости принимали как р ≤ 0,05. 
Результаты экспериментальных данных представлены в  формате 
«среднее значение ± стандартное отклонение».

3. Результаты и обсуждение
Средние значения динамики развития трех штаммов Streptococcus 

thermophilus по количеству жизнеспособных клеток и молочнокисло‑
го процесса по изменению титруемой кислотности представлены на 
Рисунках 1 и 2.

Экспериментальные результаты показывают, что для всех ис‑
следованных штаммов Streptococcus thermophilus при оптимальных 
температурных режимах культивирования в  молоке максималь‑
ный урожай клеток (Рисунок 1)  составляет более 109 КОЕ/см3, для 
штаммов 22315 и 1154 данный показатель достигается к 8–12 часам 
культивирования, а  для штамма 7423 — к  18–24 часам. После до‑
стижения максимума развития штаммы Streptococcus thermophilus 
переходят к  стадии вымирания, минуя стационарную фазу. Ско‑
рость вымирания клеток при оптимальных температурах куль‑
тивирования крайне значительна, и к 96 часам с момента начала 
культивирования количество жизнеспособных клеток снижается на 
5–6 порядков. При температуре культивирования (11 ± 1)  ºС в  мо‑
лочной среде с 4% NaCl все без исключения штаммы Streptococcus 
thermophilus не размножаются, о чем свидетельствует полное отсут‑
ствие увеличения количества жизнеспособных клеток и  прироста 
титруемой кислотности.

Через 6–8 часов с начала культивирования в оптимальных тем‑
пературных режимах разброс показателей титруемой кислотности 
(Рисунок 2) между штаммами значителен и колеблется в зависимо‑
сти от штамма от (70 ± 2)  ºТ до (90 ± 4)  ºТ. Максимальное значение 
титруемой кислотности для всех исследуемых штаммов Streptococcus 
thermophilus достигается к 12–16 часам культивирования и в среднем 
составляет (106 ± 5) ºТ.

В  условиях развития штаммов термофильного стрептококка 
в молочной среде, имитирующих режимы созревания сыра, т. е. при 
температуре культивирования (11 ± 1) ºС с 4% NaCl, процесс сбражи‑
вания лактозы, как и молочнокислый процесс, отсутствует, что под‑
тверждается данными, представленными в Таблице 1.

В вариантах, где Streptococcus thermophilus развивались в условиях 
оптимальной температуры, независимо от штамма, лактоза через 
24 часа сбраживалась только на 33,9–26,9% от исходного количест‑

Рисунок 1. Средние значения динамики изменения 
количества жизнеспособных клеток, lg КОЕ/см3

Figure 1. Average values of the dynamics of changes in the number 
of viable cells, lg CFU/cm3

Рисунок 2. Средние значения динамики изменения 
титруемой кислотности, (°Т)

Figure 2. Average values of the dynamics of changes in titratable acidity, 
(°Т)



515

Свириденко Г. М. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 6 № 4  |  2023  |  С. 512–518

ва. Установлено, что все штаммы термофильного стрептококка при 
температуре (41 ± 1) °C в процессе сбраживания лактозы не способ‑
ны метаболизировать галактозу, что приводит к  ее накоплению 
и к образованию меньшего количества молочной кислоты.

При развитии молочнокислых микроорганизмов в молоке проис‑
ходит частичный гидролиз белков молока и переход части белка из 
нерастворимого состояния в  растворимое. Данный процесс проте‑
кает под воздействием протеолитически активных экзоферментов, 
продуцируемых штаммами термофильного стрептококка в процессе 
развития. По литературным данным, наиболее активный протеолиз 
наблюдается в  начале логарифмической фазы развития культуры, 
что свидетельствует о том, что белок в молоке расщепляется в основ‑
ном протеазами растущих клеток [6].

В  условиях эксперимента протеолитическую активность штам‑
мов Streptococcus thermophilus оценивали по увеличению процент‑
ного содержания небелкового азота, что иллюстрирует частичную 
трансформацию белков молока в небелковые азотистые соединения, 
такие как свободные аминокислоты, пептиды и аммонийные соеди‑
нения [18]. Результаты исследований приведены в Таблице 2.

Данные Таблицы 2 показывают, что испытанные штаммы Strep­
tococcus thermophilus в  оптимальных условиях культивирования 
(41 ± 1) °C обладают слабой протеолитической активностью, о  чем 
свидетельствует незначительный прирост небелкового азота в срав‑
нении с его количеством в исходном молоке. При (11 ± 1) °C / 4% NaCl 
в молочных средах у всех исследуемых штаммов процесс протеоли‑
за, как и гликолиз, отсутствует.

Оценка изменения массовой доли небелкового азота недостаточ‑
но отражает степень протеолитического влияния на белки молока, 
поэтому для получения более подробной информации авторы опре‑
деляли пептидный профиль в  модельных молочных средах после 
культивирования штаммов Streptococcus thermophilus в течение 10 су‑
ток. Данные представлены на Рисунке 3.

Результаты молекулярно-массового распределения продуктов ги‑
дролиза белка (Рисунок 3), показывают, что все исследуемые штаммы 
термофильного стрептококка, независимо от условий культивирова‑
ния, не проявляют существенной протеолитической активности.

Наибольшая протеолитическая активность отмечалась у Strepto­
coccus thermophilus штамма 1154, а наименьшая — у Streptococcus ther­
mophilus 7423.

Полученные результаты подтверждают данные о том, что штам‑
мы Streptococcus thermophilus обладают крайне низкой протеолити‑
ческой активностью, поэтому способны продуцировать в  процессе 
развития в  молочной среде даже при оптимальных температурах 
небольшое количество продуктов гидролиза белка [19,20].

Микроорганизмы, развиваясь в  молоке и  сыре, могут воздейст‑
вовать и на его жировую составляющую, т. е. проявлять липолити‑
ческую активность, что важно, с одной стороны, для оценки степени 
зрелости сыров, а с другой — для определения хранимоспособности 
молочных продуктов [21,22]. При этом в первую очередь гидролизу 
подвергаются так называемые «короткие» триглицериды, в  состав 
которых входят низкомолекулярные жирные кислоты [23,24,25]. 
Свободные жирные кислоты легче вовлекаются в дальнейший про‑
цесс биохимических превращений и  становятся источником обра‑
зования спиртов, альдегидов и кетонов, а также способствуют транс‑
формации ненасыщенных жирных кислот в насыщенные, что может 
быть причиной изменения соотношения жирных кислот в фермен‑
тированных молочных продуктах [26].

Проведены исследования жирнокислотного состава жировой 
фазы молока в сравнении с молочным жиром, ферментированным 
штаммами Streptococcus thermophilus в течение 10 суток при темпе‑
ратуре (41 ± 1) °C и  в  условиях, имитирующих процесс созревания 
сыров. Данные изменения жирнокислотного состава молочных сред 
под действием штаммов Streptococcus thermophilus представлены на 
Рисунке 4.

Данные, представленные на Рисунке 4, свидетельствуют о  том, 
что, независимо от условий культивирования, штаммы Streptococcus 
thermophilus не проявляют липолитической активности относитель‑
но молочного жира.

Факт отсутствия липолитической активности позволяет заклю‑
чить, что формирование в молоке летучих вкусоароматических ве‑
ществ, таких как альдегиды, кетоны, спирты и органические кисло‑
ты, происходит в результате более глубокого разложения продуктов 
гликолиза и частично протеолиза.

Проведенные исследования состава летучих вкусо-ароматиче‑
ских веществ в  молочных средах включали культивирование ис‑
следуемых штаммов Streptococcus thermophilus при разных режимах 
в течение 10 суток. Результаты данных исследований представлены 
в Таблице 3.)

Общее содержание вкусоароматических веществ в молоке в про‑
цессе развития штаммов Streptococcus thermophilus (Таблица 3)  при 
оптимальной температуре культивирования относительно исход‑
ного молока увеличилось на (0,35 ± 0,02) нА • с. Под действием фер‑
ментов Streptococcus thermophilus в молочной среде при температуре 
(41 ± 1) °C образуется широкий спектр различных летучих вкусоаро‑
матических соединений, представленных альдегидами и кетонами. 
Обнаруженные с  помощью газо-жидкостной хроматографии рав‑
новесного пара альдегиды включают этаналь, бутаналь, пропаналь, 
бутеналь-2; кетоны бутанон-2 и гептанон-2. В процессе культивиро‑

Таблица 1. Динамика процесса гликолиза в модельных молочных средах под действием штаммов Streptococcus thermophilus
Table 1. Dynamics of the process of glycolysis in model dairy media under the influence of strains of Streptococcus thermophiles

Образец Условия 
культивиро вания Лактоза, % Галактоза, % Молочная кислота, %

Молоко — контроль — 4,34 ± 0,02а — —

Streptococcus thermophilus 22315 (41 ± 1) °C 2,53 ± 0,01b 0,72 ± 0,01a 0,78 ± 0,01a

Streptococcus thermophilus 22315 (11 ± 1) °C / 4% NaCl 4,33 ± 0,02с — —

Streptococcus thermophilus 7423 (41 ± 1) °C 2,58 ± 0,01b 0,73 ± 0,01a 0,78 ± 0,02a

Streptococcus thermophilus 7423 (11 ± 1) °C / 4% NaCl 4,34 ± 0,03c — —

Streptococcus thermophilus 1154 (41 ± 1) °C 2,93 ± 0,01d 0,58 ± 0,02b 0,62 ± 0,02b

Streptococcus thermophilus 1154 (11 ± 1) °C / 4% NaCl 4,31 ± 0,03c — —

Примечание: значения с одинаковым индексом в одном столбце статистически значимо не отличаются (р > 0,05).

Таблица 2. Изменение массовой доли общего и небелкового азота в модельных молочных средах 
с внесенными штаммами Streptococcus thermophilus

Table 2. Changes in the mass fraction of total and non-protein nitrogen in model dairy media with introduced strains of Streptococcus thermophilus

Образец Условия 
культивирования

Массовая доля 
общего азота, %

Массовая доля 
небелкового азота, %

Массовая доля небелкового 
азота в общей м. д. азота, %

Молоко контроль – 0,464 ± 0,017a 0,017 ± 0,02a 3,66 ± 0,21a

Streptococcus hermophilus 1154 (41 ± 1) °C 0,468 ± 0,024a 0,033 ± 0,03b 7,05 ± 0,33b

Streptococcus thermophilus 1154 (11 ± 1) °C / 4% NaCl 0,464 ± 0,018a 0,018 ± 0,01a 4,09 ± 0,11c

Streptococcus thermophilus 7423 (41 ± 1) °C 0,466 ± 0,011a 0,025 ± 0,01c 5,36 ± 0,14d

Streptococcus thermophilus 7423 (11 ± 1) °C / 4% NaCl 0,462 ± 0,021a 0,017 ± 0,02a 3,67 ± 0,26a

Streptococcus thermophilus 22315 (41 ± 1) °C 0,461 ± 0,016a 0,027 ± 0,02c 5,85 ± 0,11o

Streptococcus thermophilus 22315 (11 ± 1) °C / 4% NaCl 0,466 ± 0,012a 0,017 ± 0,01a 3,64 ± 0,13a

Примечание: значения с одинаковым индексом в одном столбце статистически значимо не отличаются (р > 0,05).
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(41 ± 1) °C (11 ± 1) °C / 4% NaCl
1 Streptococcus thermophilus 1154 Черная линия
2 Streptococcus thermophilus 7423 Зеленая линия
3 Streptococcus thermophilus 22315 Синяя линия
4 Молоко — контроль Красная заливка

Рисунок 3. Диаграмма молекулярно-массового распределения продуктов протеолиза 
в молоке и модельных молочных средах

Figure 3. Diagram of the molecular weight distribution of proteolysis products in milk and model dairy media

(41 ± 1) ⁰С (11 ± 1) °C / 4% NaCl
Рисунок 4. Изменение жирнокислотного состава молочных сред под действием штаммов Streptococcus thermophilus

Figure 4. Changes in the fatty acid composition of milk media under the influence of strains of Streptococcus thermophilus

Таблица 3. Содержание вкусоароматобразующих веществ в паровой фазе молочных сред 
с внесенными штаммами Streptococcus thermophilus

Table 3. The content of flavoring substances in the vapor phase of dairy media with strains of Streptococcus thermophilus introduced

Образец Общее к-во 
ЛВАВ, нА·с

Альдегиды, % от ВАВ Кетоны, % от ВАВ К-ты, % от ВАВ
Этаналь Бутаналь Пропаналь Бутеналь-2 Бутанон-2 Гептанон-2 Масляная кислота

Молоко-контроль 0,12 ± 0,01 0,27 ± 0,05 26,62 ± 0,12 28,62 ± 0,21 7,55 ± 0,02 — 4,91 ± 0,11 0,37 ± 0,02
Streptococcus thermophilus 22315

(41 ± 1) °C 0,47 ± 0,03 75,35 ± 0,16 14,09 ± 0,05 — 1,92 ± 0,09 2,58 ± 0,07 6,09 ± 0,19 —

Streptococcus thermophilus 22315
(11 ± 1) °C / 4% NaCl 0,11 ± 0,01 0,28 ± 0,11 25,62 ± 0,24 27,79 ± 0,13 7,57 ± 0,11 — 4,93 ± 0,01 0,33 ± 0,11

Streptococcus thermophilus 7423
(41 ± 1) °C 0,42 ± 0,03 78,54 ± 0,01 10,79 ± 0,15 — 1,97 ± 0,17 2,44 ± 0,01 6,02 ± 0,08 —

Streptococcus thermophilus 7423
(11 ± 1) °C / 4% NaCl 0,12 ± 0,01 0,26 ± 0,03 26,83 ± 0,09 28,39 ± 0,16 7,47 ± 0,08 — 4,90 ± 0,03 0,35 ± 0,03

Streptococcus thermophilus 1154
(41±1) °C 0,45 ± 0,02 79,51 ± 0,06 9,77 ± 0,06 — 1,84 ± 0,12 2,52 ± 0,03 6,11 ± 0,02 —

Streptococcus thermophilus 1154
(11 ± 1) °C / 4% NaCl 0,10 ± 0,01 0,28 ± 0,05 26,89 ± 0,09 27,17 ± 0,18 7,65 ± 0,07 — 4,89 ± 0,13 0,39 ± 0,01
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вания во всех исследуемых штаммах Streptococcus thermophilus были 
отмечены следующие изменения: появление бутанона-2, увеличе‑
ние количества этаналя и гептанона-2, снижение содержания бута‑
наля и бутеналя-2, а также полная утилизация пропаналя и масля‑
ной кислоты. Преобладающим вкусо-ароматическим соединением 
является этаналь, который составляет (77,8 ± 1,7)% от веществ общего 
количества. Полученные результаты подтверждают литературные 
данные о  том, что ацетальдегид, или этаналь, является ключевым 
ароматическим соединением в кисломолочных продуктах [27,28,29]. 
В условиях, имитирующих процессы созревания сыров (11 ± 1) °C / 4% 
NaCl, во всех штаммах Streptococcus thermophilus общее количество 
вкусоароматических веществ и их соотношение остаются на исход‑
ном уровне.

3. Выводы
Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что:

 � динамика развития и кислотообразования исследуемых штаммов 
Streptococcus thermophilus в  молоке при оптимальных условиях 
культивирования (41 ± 1 °C) зависит от свойств конкретных штам‑
мов, входящих в состав бактериальных заквасок;

 � в модельной молочной среде, имитирующей условия созревания 
сыров, процессы как кислотообразования, так и развития штам‑
мов Streptococcus thermophilus полностью отсутствуют;

 � процесс гликолиза, то есть гидролиз лактозы, независимо от 
исследуемых штаммов, протекает с  образованием галактозы 
как промежуточного продукта гликолиза. Лактоза сброжена на 
(30 ± 4)%, что обусловлено незначительной буферностью молоч‑
ной среды;

 � исследуемые штаммы Streptococcus thermophilus не проявляют ли‑
политической и обладают слабой протеолитической активностью;

 � образование летучих вкусоароматических веществ в молоке под 
действием штаммов Streptococcus thermophilus при оптимальных 
условиях культивирования (41 ± 1 °C) происходит за счет глубокой 
деструкции продуктов гликолиза и протеолиза.
Таким образом, проведенные исследования подтверждают це‑

лесообразность использования термофильного стрептококка в  ка‑
честве кислотообразующих заквасочных микроорганизмов при 
производстве ферментируемых молочных продуктов, с учетом необ‑
ходимости подбора штаммов Streptococcus thermophilus по их скоро‑
сти развития кислотообразования. Однако невозможность развития 
и метаболизма штаммов термофильного стрептококка в молочных 
средах в условиях, имитирующих режимы созревания сыров, а также 
практическое отсутствие протеолитической и  липолитической ак‑
тивностей относительно белков молока и  молочного жира говорят 
о нецелесообразности рассмотрения Streptococcus thermophilus в ка‑
честве созревающей культуры в сыроделии.
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A BST R ACT
Monitoring and maintaining food quality, safety, and authenticity are the most important concerns in the food industry. The 
cutting-edge flexible sensors for food monitoring precisely meet the needs of acquiring information on multiple parameters in 
small space and more reasonable layout, providing data on mechanical deformations, and conformably attaching to arbitrarily 
curved surfaces. Flexible sensing materials with a large specific surface area, high carrier mobility and carrier density, dense 
active sites, outstanding tunability, and processability, such as two-dimensional carbon nanomaterials, conductive polymers, 
and nanohybrid materials, have further improved the sensitivity, stability, and selectivity of flexible sensors. This article 
attempts to critically review state-of-the-art developments with respect to materials, fabrication techniques, and sensing 
mechanisms of devices, as well as the applications of the electrically-transduced flexible sensors. In addition, this review 
elaborates on the transduction mechanisms of several typical transducers, with a focus on the physics behind, including the 
modulation of doping level, Schottky barrier, and interfacial layer that typically lead to changes in conductivity, work function, 
and permittivity. We also highlight the benefits, technical challenges with corresponding solutions of current flexible sensors, 
and discuss potential strategies to overcome limitations in energy consumption, quantify the trade-offs in maintaining qual‑
ity and marketability, optimize wireless communication, and explore new sensing patterns.
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А ННОТА Ц И Я
Мониторинг и поддержание качества, безопасности и аутентичности пищевых продуктов являются наиболее важ‑
ными проблемными вопросами в пищевой промышленности. Самые современные гибкие сенсоры для мониторинга 
пищевых продуктов точно соответствуют потребностям в получении информации по многим параметрам в неболь‑
шом пространстве и более рациональном размещении, обеспечивая данные по механическим деформациям и при‑
легая соответствующим образом к произвольно изогнутым поверхностям. Гибкие сенсорные материалы с большой 
удельной площадью поверхности, высокой мобильностью носителя и плотностью носителя, плотными активными 
точками, прекрасной настраиваемостью и технологичностью, такие как двумерные углеродные наноматериалы, про‑
водящие полимеры и наногибридные материалы, дополнительно улучшили чувствительность, стабильность и селек‑
тивность гибких сенсоров. В данной статье предпринята попытка критического обзора передовых разработок в отно‑
шении материалов, методов изготовления и сенсорных механизмов устройств, а также применений гибких сенсоров 
с электрическим преобразованием. Кроме того, в данном обзоре рассмотрены механизмы преобразования некоторых 
типичных преобразователей с акцентом на лежащую в основе физику, включая модуляцию уровня легирования, ба‑
рьер Шоттки и межфазный слой, которые обычно приводят к изменениям в проводимости, рабочей функции и диэ‑
лектрической проницаемости. Мы также освещаем пользу, технические проблемы с соответствующими решениями 
современных гибких сенсоров и обсуждаем потенциальные стратегии для преодоления ограничений в потреблении 
энергии, количественном определении плюсов и минусов в поддержании качества и потребительских свойств, опти‑
мизации беспроводной связи и изучения новых сенсорных паттернов.

1. Introduction
1.1. How important is food safety?

The World Health Organization (WHO) pointed out [1] that contami‑
nated food is responsible for causing an estimated 600 million people fall 
ill globally, resulting in 420,000 deaths each year [1]. Over the past few 
years, the increasing awareness among consumers about a healthy life‑
style has sharply raised their familiarity towards food quality and safety 
[2]. Food quality is a reliable indicator that relates to the consumption 
needs and expectations of consumers. Common food quality includes 
factors such as freshness, texture, ingredients, grading of physical ap‑
pearance and so on. It can lead to taste, health, safety, and pleasure [3]. 
Food products with high quality are always expected and demanded by 
consumers [4]. Food safety problems typically include chemical pollution, 
microbial pollution, and physical pollution [2]. Bacteria, viruses, parasites 

and fungi existing in the environment may cause diseases of consumers, 
and they can also easily contaminate the consumable food materials [5]. 
During the past decades, pesticides have been widely used for high yield 
productions [6], while the increasing usage of various pesticides can lead 
to high levels of residues in foodstuff and accumulation in the food chain, 
which poses a huge threat to human health [7,8].

1.2. What are the key concerns in food monitoring?
With the globalization of economy and trade, and the rapid circula‑

tion of various food products around the world, potential food contami‑
nation, and fraudulent food manufacturing have prompted consumers 
to pay more attention to the quality and safety of their food [9]. All this 
has generated the urge to develop food monitoring systems that can 
control and prevent food-borne illnesses, ensure consumer health and 
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safety, and promote the development of the food industry. In recent years, 
significant progress has been made in food quality and safety monitor‑
ing based on traditional laboratory analysis and rigid sensor detection. 
Food quality detection involves measuring various parameters such as 
temperature [10], humidity [11], pH [12], flavor [13], multi-gas [14] and 
freshness marking [15]. On the other hand, food safety monitoring in‑
volves detecting microorganisms [16], pesticides [17], illegal additives 
malachite green [18], melamine [19], antibiotic residues [20] and so on. 
However, traditional rigid sensors exhibit several challenges in food 
monitoring. First, the intrinsic mechanical non-conformability property 
of rigid sensors makes them difficult to adapt to arbitrarily curved sur‑
faces and shape changeable parts (or movable parts). Secondly, rigid sen‑
sors are large, unbendable, and heavy, which makes effective integration 
with detection targets difficult. Thirdly, rigid sensors may not maintain 
consistent contact, resulting in inaccurate or unreliable data collection. 
Finally, manufacturing process of rigid sensors is extremely complex and 
contaminated, and they cannot be manufactured in individualized and 
small batches [21,22].

1.3. Flexible sensing have emerged as a prominent technological 
advancement in the realm of flexible electronics

Compared to conventional rigid sensors, flexible sensors play a crucial 
role in the application of flexible electronics, which possess unique advan‑
tages such as light weight, portability, great flexibility, stretchability, fold‑
ability, and adaptability [23–25]. Flexible electronics refers to circuits and 
electronic components that can retain their functions under circumstanc‑
es of bending or stretching [26–28]. The concept of flexible electronics was 
introduced in the 1960s when copper was patterned on polyimide, result‑
ing in a reduction in the thickness of the solar cell from 400 to 100 µm and 
leading to an unprecedented leap forward in power density [29–31]. Ever 
since then, innovations in materials with greater flexibility and large pro‑
cessability, such as conductive polymers [32–34], organic semiconductors 
[35,36], and amorphous silicon [37,38], have gradually laid the foundation 
for flexible electronics. With the rapid development of material science, 
flexible electronics have recently ridden the wave of carbon nanotubes 
[39,40], graphene platelets [41,42], precious metal nanomaterials (e.  g., 
silver NWs, platinum NPs, etc.) [43,44,45], nanohybrid materials (e.  g., 
CNT-PDMS composites) [46] and even optically transparent hydrogels 
[24], which brings high sensitivity, fast response, low power consumption, 
and long lifespan to flexible sensors. With the unique characteristics such 
as ultrathin, low modulus, light weight, high flexibility, and stretchabil‑
ity [47], flexible sensors precisely meet the needs in food monitoring: ac‑
quiring multi-parameter information in a small space, a more reasonable 
layout, providing data on packaging deformation [48], and conformably 
attaching to the surface of the skin [47]. Simultaneously, the new gen‑
eration of information technology represented by wearable Internet of 
Things (W-IoT) [49], blockchain [50] and cloud computing, have generated 
immense interest for the nascent flexible sensing because it can integrate 
and connect personnel, processes, data, and equipment enabling the high 
adaptability [51], high precision, multiple scale, dynamic non-destructive 
monitoring [49]. Flexible sensing in food monitoring has become increas‑
ingly significant in recent years [44,52,54,55], and is rapidly evolving in its 
application scenarios [44,48,52,53,54,55], and manufacturing methodol‑
ogy [44,53]. The synergy between flexible sensing and developments in 
material science [26–46] and microfabrication technology has been in‑
strumental in the success of both fields with innovations in one driving 
progress and in the other.

In this review, we systematically discuss the configurations, sensing 
mechanisms, and application of flexible sensors in food monitoring. First, 
we summarize the basic architecture regarding flexible substrates, con‑
ductive electrodes, and sensing materials focusing on the unique prop‑
erties (e. g., mechanical, electrical, chemical properties, etc.) of materi‑
als and the fabrication techniques. Secondly, we elaborate the sensing 
mechanisms and transduction mechanisms of several typical transducers 
(i.  e., resistor, electrochemical sensor, and capacitor). Thirdly, we com‑
prehensively discuss the applications of flexible sensors in the catego‑
ries of physical, chemical, and biological aspects. Finally, we provide an 
overview of the benefits and technical challenges of current flexible sen‑
sors, and highlight the potential strategies to improve the performance of 
state-of-the-art flexible food monitoring sensors.

2. Principle of food monitoring flexible sensors
To understand why sensitive detection of physical perturbations, 

chemical analytes, and microbes can be realized in flexible sensors, and 
how sensing materials work (e. g., resistive [58], capacitive [59], piezoelec‑
tric [44,60], potentiometric [61], amperometric [62,63], impedimetric [63] 
sensors, etc.), it is necessary to know the physics behind. A typical flexible 

food monitoring sensor contains a flexible substrate, and two functional 
components: a conductive interconnect/electrode [64,65,66,67] (herein‑
after referred to as “conductive electrode”) which connect the transducer 
and the output interface of data and an active sensing material-equipped 
flexible transducer (i. e., transducing the concentration of analytes or a 
physical perturbation, such as temperature, into an electrical signal). In 
this section, we will systematically introduce the configurations, materi‑
als, and working mechanisms of flexible sensors for food monitoring.

2.1. Flexible substrates
Flexible sensors have intrinsic characteristics including the abil‑

ity to bend [44,51–55], fold [51,55], stretch [68,69,70,71], twist [72], and 
even self-heal [56,73] if damaged. Flexible substrates are the main con‑
tributor to the deformation dynamics of the sensors. Conventional rigid 
substrates such as silicon [74], plastic [75], Al

2O3 [76], etc., have the ad‑
vantages of simple structure, convenient preparation and reliable re‑
sponsiveness. However, the rigidity hinders the capture of analytes and 
results in poor signal transduction [77], which limits the performance 
of conventional sensors. Flexible food monitoring sensors, whether at‑
tached to the living organisms’ surfaces [44,52,55,78] or integrated inside 
or outside of packaging [58], need to be lightweight, small, and easy to use 
[67]. Flexible substrates, taking polymers as an example, are intrinsically 
or molecularly stretchable materials, which use the materials themselves 
to accommodate strain [79]. At the molecular level, mechanical softness 
can be determined by two classifications: tailoring of the chemical struc‑
ture (e. g., the lengths and composition of the side chains and rigidity of 
the backbones) and tuning properties familiar to the polymer engineer‑
ing community (e. g., molecular weight, polydispersity, and cross-linking) 
[80]. The use of flexible substrates can greatly enhance the functionality, 
durability, and versatility of flexible devices, making them ideal for use in 
food monitoring. Among various materials used as substrates for flexible 
sensors in food monitoring, polymers [51,58,81,82] dominate as the most 
commonly employed base material, with a few exceptions using materials 
such as paper [83], carbon paper [84], carbon cloth [84], and others [74]. 
In this section, we will discuss several typical types of polymer substrates 
and paper-based substrates. Although paper and carbon-paper substrates 
are infrequently used as substrate materials, we will introduce them to‑
gether in the same section to provide an overview of their potential use.

2.2. Polymer substrates
In food monitoring, polymers represent the predominant substrate 

material for flexible sensors, accounting for a significant majority of their 
composition. In addition to high flexibility, adaptability and low cost, 
polymer substrates offer a range of unique advantages for flexible sensor 
components, including biocompatibility (e.  g., PEDOT: PSS, HPU, PLA, 
PDMS, PET, etc.) [63,85,86,87], elasticity (e. g., PDMS, PEDOT: PSS, HPU, 
rubber, etc.) [44,58,63,88], and intrinsic stretchability (e. g., PEDOT: PSS, 
PDMS, HPU, rubber, nitrile, etc.) [44,89,90]. Biocompatibility is highly ad‑
vantageous for direct contact measurements between sensors and living 
organisms; elasticity and intrinsic stretchability allow sensors to adapt 
to irregular deformations of the analytes’ surfaces, obtaining more reli‑
able data. The polymers used for flexible substrates can be classified into 
the following categories based on their chemical structure and proper‑
ties: (1) polyimide: PI (polyimide) [51,81,91]; (2) polyester: PET (poly‑
ethylene terephthalate) [59,92], PEN (polyethylene naphthalate) [93]; (3) 
polysiloxane: PDMS (polydimethylsiloxane) [44,58]; (4) biodegradable: 
PLA (polylactic acid) [87]; (5) rubber: rubber [88], nitrile (nitrile rubber) 
[89,90]; (6) polyurethane: HPU (hydrophilic polyurethane) [63]; (7) ep‑
oxy: epoxy (epoxy resin) [82]; (8) polyethylene: PE (polyethylene) [82], 
PVC (polyvinyl chloride) [58], OPP (oriented polypropylene) [62]. Herein, 
we will discuss several typical polymers regarding their physical, chemi‑
cal, and possibly biological properties.

Polyimide (PI): In the polymer family, polyimide (PI) has some notable 
properties. For example, PI is a high-temperature resistant polymer, with 
excellent mechanical and electrical properties. In the field of laser direct 
scribing for flexible PCB [53,58,81], PI is a commonly preferred substrate 
material due to its favorable properties. Xiao and his team [51] proposed 
and developed a flexible battery-free wireless electronic system (FBES) 
for food monitoring. The FBES was fabricated by laser direct scribing on 
commercial PET/PI/Cu film. PI also has good chemical resistance and can 
withstand exposure to many solvents and chemicals. Schöning et al. [94] 
developed calorimetric gas sensors on PI films for more precise detection 
of gaseous H2O2 over a wide H2O2 concentration range. In addition, the 
nature of the PI chemical repeat units plays a key role in the fabrica‑
tion of LDG electrodes [95]. Ever since it was first discovered in 2004 by 
Geim and Novoselov, graphene has garnered significant attention from 
the scientific community owing to its unparalleled properties [96,97,98]. 
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Figure 1. Flexible sensors application architecture. (A) Three typical categories of flexible electronics using physical, chemical, 
and biological sensing mechanism, respectively. E-Skin: Adapted with permission [56]. Copyright 2022, Nature Publishing Group. 

CLIPS: Cl-functionalized iontronic pressure sensitive material. Wearable electronics: Adapted with permission [57]. Copyright 
2016, Nature Publishing Group. ISEs: Ion-selective electrodes. Flexible sensor: The PI film was patterned using laser scribing to 

obtain 3D porous LIG. Then, liquid PDMS was drop-casted and heated for a specific period of time. Finally, the side of PDMS/
LIG was peeled off to obtain the stretchable LIG-based electrode. LIG: Laser induced graphene. (B) Summary of monitoring 

indicators, materials, transduction mechanisms, etc., of three types of flexible sensors (i. e., physical, chemical, and biological) 
used for food monitoring. (a) OP: Organophosphate. (b) PET: Polyethylene terephthalate, PDMS: Polydimethylsiloxane, PEN: 
Polyethylene naphthalate, PLA: Polylactic acid, ITO: Indium Tin Oxide, OPP: Oriented polypropylene. (c) IDE: Interdigitated 

electrodes, Tri-electrode: three electrode system, D-parallel lines: Double parallel lines, P-lollipop sheet: This is a new definition 
here that refers to a flat shape resembling a lollipop. (d) PEDOT: PSS: Poly(3,4-ethylenedioxythiophene) polystyrene sulfonate, 

CAB: Cellulose acetate butyrate, SWCNTs: Single-walled carbon nanotubes, LSG: Laser scribed graphene, rGO: Reduced graphene 
oxide, PPy: Polypyrrole, BP-Ti3C2-MXene: Two-dimensional phosphorene (BP) nanohybrid with graphene-like titanium 

carbide MXene (MXene, 2D material, can be synthesized by etching “A” from MAX phase (“M” represents transition metals, “A” 
represents group IIIA/IVA elements and “X” represents C and/or N elements)), p(D-co-M): poly(N-[3-(dimethylamino)propyl]-
methacrylamide-co-2-N-morpholinoethyl methacrylate), SPPM: SWCNT-PdNP-polystyrene microsphere, IrOx: iIridium oxide, 

OPH: Organophosphorus hydrolase, NPs: Nanoparticles. (C) Timeline of major events in flexible electronics development. PAB: 
Polyclonal antibody biosensor, TENG: Triboelectric nanogenerator.

Рисунок 1. Архитектура применения гибких сенсоров. (A) Три типичных категории гибкой электроники с использованием физического, 
химического и биологического сенсорного механизма, соответственно. Электронная кожа (E-Skin): адаптировано с разрешения [56]. Copyright 

2022, Nature Publishing Group. CLIPS: Cl- функционализованный ионтронный чувствительный к давлению материал. Носимая электроника: 
адаптировано с разрешения [57]. Copyright 2016, Nature Publishing Group. ISEs: ионоселективные электроды. Гибкий сенсор: Пленка PI была 

структурирована, используя лазерное скрайбирование для получения 3D пористого LIG. Затем был нанесен жидкий PDMS методом литья каплями 
и нагрет в течение определенного периода времени. Наконец, была отделена сторона PDMS/LIG для получения растяжимого электрода на основе 
LIG. LIG: лазерно-индуцированный графен. (B) Краткое представление мониторинговых индикаторов, материалов, механизмов преобразования 
и т. д. трёх типов гибких сенсоров (т. е., физический, химический и биологический), используемые для мониторинга пищевых продуктов (a) OP: 
органофосфат. (b) PET: полиэтилентерефталат, PDMS: полидиметилсилоксан, PEN: полиэтиленнафталат, PLA: полимолочная кислота, ITO: Оксид 

индия-олова, OPP: ориентированный полипропилен. (c) IDE: гребенчатые электроды, Tri-electrode: трех электродная система, D-parallel lines: 
двойные параллельные линии, P-lollipop sheet: Это новое определение здесь, которое относится к плоской форме, напоминающей леденец на 

палочке. (d) PEDOT: PSS: поли(3,4- этилендиокситиофен) полистиролсульфонат, CAB: ацетобутират целлюлозы, SWCNTs: одностенные углеродные 
нанотрубки, LSG: лазерно-скрайбированный графен, rGO: восстановленный оксид графена, PPy: полипиррол, BP-Ti3C2-MXene: наногибрид 
двумерного фосфорена (BP) с графено-подобным карбидом титана MXene (MXene, 2D материал, может быть синтезирован путём травления 
“A” из фазы MAX (“M” представляет собой переходные металлы, “A” представляет собой группу элементов IIIA/IVA и “X” представляет собой 

C и/или N элементы)), p(D-co-M): поли(N-[3-(диметиламино)пропил]-метакриламид-ко-2-N-морфолиноэтил метакрилат), SPPM: SWCNT-PdNP- 
полистироловая микросфера, IrOx: оксид иридия, OPH: фосфорорганическая гидролаза, NPs: наночастицы. (C) временная шкала основных 

событий в разработке гибкой электроники. PAB: биосенсор поликлональных антител, TENG: трибоэлектрический наногенератор
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Gomes et al. [99] developed an impedimetric immunosensor based on LIG 
electrodes functionalized with specific antibodies for the detection of 
Salmonella enterica using laser-induced porous graphene produced from 
PI, showing potential in the sensing field.

Polyethylene terephthalate (PET): PET has gained widespread popu‑
larity as a platform for food monitoring sensors, owing to its excellent 
mechanical properties (i. e. bendability, durability, etc.) [100], low cost, 
commercial availability [59], and outstanding adhesion with nanowires 
(mixed with PDMS, ZnO, etc.) [100] and functional ink materials (silver-
nanoparticles ink) [59]. Duan et al. [100] developed a flexible ammonia 
sensor with highly aligned conducting polymer nanowires fabricated by 
a capillary filling-based soft lithography technique on a PET substrate. 
Owing to the PET substrate’s superior mechanical stability and adhesion 
ability to nanowires, after 1200 bending cycles, no physical damage to 
the sensing material (flexible nanowire) was caused by mechanical fa‑
tigue failure of the substrate, which could have resulted in unfavorable 
resistance changes of a sensor. Rooij et al. [59] developed humidity sen‑
sors equipped with planar interdigitated electrodes (IDE) capacitors. The 
extraordinary adhesion between silver ink and PET substrate permitted 
the growth of thicker (up to 15 µm) layers of Ni on substrate. However, 
PET substrates are unsuitable for stretchable sensing platforms due to 
their relatively higher tensile strength (2–4 GPa) [65,67], and high tem‑
perature (>100 °C) [101] material processing is not possible on it because 
of less thermal stability.

Polydimethylsiloxane (PDMS): PDMS is a commonly used flexible sub‑
strate material of flexible sensors for food monitoring due to its unique 
mechanical properties [102], remarkable transparency (under visible 
spectrum) [58], extraordinary biocompatibility, and resistance against 
chemicals such as water and the majority of alcohols and bases [58]. Esc‑
obedo et al. [58] fabricated a smart strain tag through injecting an ac‑
tive material into a microchannel made from PDMS. This flexible strain 
sensor exhibited a considerably good performance with an average gauge 
factor of up to 13000, and an average degree of hysteresis (DH) within 
the range of < 9%. PDMS was also applied as a protective layer for flexible 
PCB (preventing the oxidation of the Cu circuit) [51] and NFC tag (encap‑
sulating and protecting against moisture, liquid, etc.) [58]. Xia et al. [44] 
fabricated a flexible dual-mechanism pressure sensor, where PDMS was 
employed as the substrate due to its exceptional elasticity, as well as the 
cross-linking matrix due to its chemical stability and low relative permit‑
tivity. This sensor demonstrates a long-term stability of over 5000 pres‑
sure cycles and exhibits satisfactory linearity, repeatability, and stability 
when detecting pressures in the range of 0–100 kPa.

2.3. Paper­based substrates
Just like the knight Edgar, who has fewer appearances but is essential 

in Shakespeare’s King Lear, paper-based substrates also play a crucial role 
in the fabrication of flexible food monitoring sensors. Paper-based sub‑
strates possess excellent properties including flexibility [109], breathabil‑
ity [66], hygroscopy [110], ionic conductivity modulation [110] and easily 
forming cross-linked structure with nanosized sensing materials [83], 
which makes them ideal for use as a lightweight, low-cost, recyclable, 
biocompatible starting substrate [83,111]. Tang et al. [83] designed a pa‑
per-supported H2S sensing electrode through loading CuxO-polypyrrole 
conductive aerogel (CuxO-PPy). The flexible electrode exhibits excellent 
H2S sensing and egg spoilage monitoring performance owing to the syn‑
ergetic effect between the different components and 3D porous architec‑
ture. Padalkar et al. [84] developed a ZnO-based biosensor on flexible and 
porous carbon paper/ cloth to detect organophosphates (e. g. paraoxon). 
Due to the three-dimensional substrate and the morphology of the nano‑
materials, the path length for charge carriers was significantly reduced, 
leading to a decrease in recombination losses and an increase in electri‑

cal conductivity. As a result, the device exhibited higher sensitivity and 
lower LOD values. Table 1 summarizes the mechanical, physicochemical 
and thermal properties of the four most used materials of substrates in 
fabrication of food monitoring sensors [104,105].

2.4. Conductive electrodes
Conductive electrodes play a crucial role in the fabrication of flex‑

ible sensors [67,118]. The function of the conductive electrode is to col‑
lect electrical signals from the sensor and transmit them to a proces‑
sor or other circuit for analysis and processing. They are usually made 
of conductive materials such as metal nanoparticles/nanowires (i. e. Au 
[100,113], Ag [58], Ni [59], etc.), conductive ink compound (e.  g., Ag/Cl 
ink, carbon ink, etc.) [114], conductive polymer (e. g. PEDOT: PSS [63], 
polypyrrole [83], etc.), laser-derived graphene (LDG) [91,99], graphene-
carboxymethyl cellulose(G-CMC) [119], etc. The design and fabrication of 
conductive electrodes have a significant impact on the performance and 
sensitivity of sensors.

The fabrication of conductive electrodes and device arrays have been 
investigated via three different approaches:

1. flexible electrodes were fabricated with a micrometer-scale thick‑
ness [59] using non-stretchable materials such as metal [58,100,113], 
polymer [91,99], and paper [83] through various processing techniques 
including inkjet printing [59], screen printing [87], laser irradiation [92], 
photolithography [113], etc.;

2. stretchable electrodes were obtained by intrinsically stretchable 
materials (e. g. PEDOT: PSS [63] and polypyrrole [83]);

3. stretchable electrodes were developed through i) geometric engi‑
neering of non-stretchable but flexible materials and ii) mixing conduc‑
tive ink with intrinsically stretchable polymers such as silicone elastomer 
and polystyrene-block-polyisoprene-block-polystyrene (PS-PI-PS) [90].

Molina-Lopez et al. [59] developed a functional humidity sensor with 
planar interdigitated electrodes (IDE) using an all-additive approach. 
They achieved this by ink-jetting the silver nanoparticle ink onto a PET 
substrate and electrodepositing nickel on silver with nickel thickness 
ranging from a few hundred nanometers to 15 µm on PET. High sen‑
sor stability was obtained by passivating printed silver electrodes with 
nickel. This prevented silver from oxidizing or releasing any possible 
trapped organic residue after interacting with humidity, and also pro‑
vided extra stiffness to reduce strains on the electrode plane. Escobe‑
do et al. [58] fabricated a strain sensing tag by injecting intrinsically 
stretchable conductive polymer PEDOT: PSS into the microchannel 
shaped by a copper mold in a PDMS substrate. Mishra et al. [90] de‑
signed a wearable organophosphorus (OP) glove biosensor via printing 
Ag/AgCl and carbon-based serpentine structures on the glove. This ex‑
cellent geometric structural design allows the electrode to withstand 
extreme mechanical deformations while detecting organophosphate 
(OP) nerve-agent compounds on suspicious surfaces and agricultural 
products. Table 2 summarizes the materials, fabricating methods and 
geometry forms of conductive electrodes in fabrication of flexible sen‑
sors for food monitoring.

3. Flexible sensing materials
Flexible sensors require the integration of various crucial compo‑

nents, including sensing materials that can be incorporated within or 
stacked onto flexible substrates [120]. Sensing materials play a vital 
role in the performance of flexible devices [67], enabling them to detect 
and respond to stimulation of analytes or physical perturbation. The 
electrical and physicochemical properties of sensing materials deter‑
mine the sensitivity, stability, and selectivity of the sensors. Therefore, 
the development and incorporation of advanced sensing materials are 
essential for the fabrication of flexible sensors. Conventional sensing 

Table 1. Summary of the mechanical, physicochemical and thermal properties of typical flexible substrates used in food monitoring sensors
Таблица 1. Краткое представление механических, физико-химических и термических свойств типичных гибких субстратов, 

используемых в сенсорах для мониторинга пищевых продуктов

Materialsa) Flexibility/
Stretchability

Young’s 
modulus [MPa]

Tensile 
strength [MPa]

Thermal stability / Coefficient 
of thermal expansion [K-1]

Chemical 
resistance Transparency Ref.

PI Flexible 2–3 × 103 70–150 Resist temperature (<450 °C)
3–6 × 10–5

Weak acids, 
alkali Low [101,103,

104,105]

PET Flexible 2–4 × 103 80 Resist temperature (<100 °C)
2–8 × 10–5

Dissolvable in 
acetone

High
(> 85%)

[101,103,
104,105]

PDMS Stretchable 1.8b) 6.7b) Resist temperature (<100 °C)
30–31 × 10–5

Ethanol and 
acetone

High
(> 95%) [106,107]

Paper Flexible 2.1–2.8 × 103 40–60 Resist temperature (<100 °C)
0.2–1.6 × 10–5 No No [101,108]

 a) PI: polyimide; PET: polyethylene terephthalate; PDMS: polydimethylsiloxane; b) SYLGARD184 silicone elastomer.
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materials are modular, generally semiconducting and conducting in‑
herently, changing their electrical properties upon exposure to various 
application scenarios [67]. Although their electronic performance ex‑
hibits high carrier mobility and stability, compared to novel nanoma‑
terials such as conductive polymers, they show weaknesses in physical 
and chemical properties: high Young’s modulus, poor controllability 
and tunability of chemical composition and molecular structure [120]. 
The sensing materials need to be lightweight, low-cost, and well com‑
patible with large scale processing [67]. With advancement in nano‑
technology, carbon nanomaterials [67,121], conductive polymers [122], 
nanohybrid materials, metal nanomaterials (e. g., AuNPs, BiNPs, etc.) 
[114] have been demonstrated to be promising sensing materials in 
flexible electronics applications. Numerous materials such as laser-
scribed/induced graphene (LSG/LIG) [92,95,99,123,124,125], laser-
induced porous graphene (LIPG) [112,115], graphene-CMC (carboxy‑
methyl cellulose) [119], SWCNT-PdNP-polystyrene microsphere (SPPM) 
[117], carbon spherical shells (CSS) [88], CuxO-PPy@GO aerogel [83], 
PEDOT: PSS [44,58,126,126,128], poly(N-[3-(dimethylamino)propyl]-
methacrylamide-co-2-N-morpholinoethyl methacrylate) (p(D-co-M)) 
[116], Ti3C2-MXene/BP nanohybrid [112], AuNPs [114], iridium oxide 
(IrOx) nanoparticles [60], etc., have exhibited remarkable performance 
in various research settings. In this section, we focus on three catego‑
ries of nanomaterials: carbon nanomaterials, conductive polymers, and 

nanohybrid materials. The electrical, physical, mechanical, and chemi‑
cal properties, fabrication methods, and sensing mechanisms of sensing 
materials are explained.

3.1. Carbon nanomaterials
The unique electronic, mechanical, and chemical properties of car‑

bon nanomaterials make them very interesting for developing the new 
generation of miniaturized, low-power, ubiquitous sensors [121,129]. 
Low-dimensional carbon structures, with the majority of their atoms ex‑
posed to the surroundings, provide a large specific surface area that can 
be advantageous in achieving high sensitivity [121,130]. In the last few 
years, nanomaterials like carbon spherical shells (CSS), single-walled car‑
bon nanotubes (SWCNTs), laser-scribed graphene (LSG), laser-induced 
porous graphene (LIPG), laser-scribed graphene oxide (LSGO), reduced 
graphene oxide (rGO), etc., have become the most studied carbon-based 
materials for developing food monitoring sensors. In this part, we will 
discuss two types carbon-based nanomaterials systematically.

Single-walled carbon nanotubes (SWCNTs): After their discovery 
in 1991 by Iijima and Ichihashi, carbon nanotubes (CNTs) have been 
extensively researched for their unique electrical, physical, mechani‑
cal, and chemical properties in the development of high-performance 
sensing devices [131]. Sensors equipped with SWCNTs exhibit revers‑
ible stretchability, fast response and substantially higher sensitivity at 

Table 2. Materials, fabricating methods and geometry forms of conductive electrodes in fabrication of food monitoring sensors
Таблица 2. Материалы, методы изготовления и геометрические формы проводящих электродов при изготовлении сенсоров для мониторинга 

пищевых продуктов

Analytes/Monitoring 
indicatorsa) Materials b) Methods of fabrication c) Geometry forms d) Ref.

Temperature Silver conductive paste Stencil printing Planar serpentine structures [58]

Humidity Ag NPs ink
Ni

Inkjet printing
Electroplating IDE [59]

Pressure PDMS
Ag NWs

Spinning coating
Drop-casting Planar sheet [44]

Strain PEDOT: PSS Injecting Nanowire [58]

H2S Cu Commercial Cu foil Planar sheet [83]

PH

Au, Cr
IrOx

Ag/AgCl

e-beam evaporation
Sol-gel process
Electroplating

Planar double electrode 
system [81]

ITO Laser exfoliating and
Evaporating patterning Planar lollipop sheet [61]

PDDA-IrOx LbL IJP and alternate deposition Planar sheet [60]

Sulfonamides LIPG Laser scribing Three-electrode system [112]

NH3 Au Evaporating through copper shadow mask IDE [100]

Isoprene and H2S
ITO
Au

Photolithography
Magnetron sputtering IDE [113]

O2
Ag-OPP cathode

Zinc anode
Commercial available silver-deposited OPP film

Commercial available zinc film Planar sheet [62]

Heavy metal Ag/Cl conductive ink
Carbon conductive ink Printing Planar array [114]

Pesticides Carbon ink
Ag/AgCl

Screen printing
Coating Three-electrode system [87]

LIPG Laser scribing Three-electrode system [115]

Carbon ink and CSS/PCBN Screen printing and drop-casting Three-electrode system [88]

ZnO nanostructures and Ag/AgCl Electrodepositing Three-electrode system [84]

H2O2 PEDOT: PSS/HPU/HRP Screen printing Three-electrode system [63]

LSG
Ag/AgCl

Laser irradiation
Electrodeposition Three-electrode system [92]

CO2 Carbon black Printing Planar double parallel lines [116]

Ethylene gas Gold foil Laser direct writing IDE [117]

OP Ecoflex, carbon ink,
and PS-PI-PS Screen printing Three-electrode system with 

serpentine structures [90]

Biogenic amines LSG Laser scribing Three-electrode system with [91]

Salmonella enterica LSG Laser scribing Planar lollipop sheet [99]
 a) OP: Organophosphate.
 b) Ag NPs: Ag nanoparticles, Ni: Nickel, PDMS: Polydimethylsiloxane, Ag NWs: Ag nanowires, PEDOT: PSS: Poly(3,4-ethylenedioxythiophene) polystyrene 

sulfonate, IrOx: Iridium oxide, ITO: Indium Tin Oxide, PDDA: Polydiallyldimethylammonium, LIPG: Laser induced porous graphene, OPP: Oriented poly‑
propylene, CSS: Carbon spherical shells, PCBN: Printex carbon nanoballs, HPU: Hydrophilic polyurethane, HRP: Horseradish peroxide, LSG: Laser scribed 
graphene, Ecoflex: Ag/AgCl ink with platinum-catalyzed silicone elastomer, PS-PI-PS: Polystyrene-block-polyisoprene-block-polystyrene.

 c) LBL IJP: Layer-by-layer inkjet printing.
 d) IDE: Interdigitated electrodes, Planar lollipop sheet: This is a new definition here that refers to a flat shape resembling a lollipop, formed by a combination 

of a circle and a rectangle.
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room temperature [66,132], owing to their high carrier mobility, excellent 
physical properties, ease of modification, and sizeable surface-area-to-
volume ratio, which provides a huge number of active sites for analytes 
[133,134,135,136]. Yan et al. [117] developed a flexible paper-based che‑
moresistive sensor by modifying a SWCNT-PdNP-polystyrene micro‑
sphere (SPPM) composite (SPPM/FWPCS) for the low-cost and online 
detection of C2H4 from banana. SWCNT-PdNP-PM composites were syn‑
thesized by a method of self-assembly under van der Waals forces, and 
then was pipetted on the sensing area of the interdigitated electrodes and 
dried at room temperature. The sensing mechanism involves the release 
of trapped electrons due to the oxidation and cleavage of ethylene, re‑
sulting in a decrease in resistance. More specifically, the Schottky barriers 
between SWCNTs, PdNPs, and adsorbed oxygen in the sensing composite 
create an electron depletion layer, and adsorbed oxygen (O2–) is formed 
during the process. The concentration of C2H4 can be detected down to 
100 ppb (subppm level). The detection range of a rigid sensor is the total 
amount of ethylene in the entire space, which, coupled with diffusivity of 
gases, leads to hysteresis for the monitoring of fruit ripeness and corrup‑
tion. Flexible sensors can be used to overcome this limitation by placing 
them inside fruit packaging.

Laser-scribed graphene (LSG): The discovery of graphene in 2004 by 
Geim and Novoselov generated great scientific interest because of its 
excellent properties [137–141], including rapid electron mobility, self-
assembly behavior, excellent conductivity, large specific surface area, 
high mechanical strength and stability, etc. [141–149]. Graphene is a 
single layer of sp2-hybridized carbon atoms covalently bound together 
in a honeycomb lattice [140]. First, its outstanding electronic proper‑
ties, such as high carrier mobility and high carrier density, make it a 
promising candidate for fabricating high-performance electrically-
transduced analytical devices [64,148]. Secondly, the surface prop‑
erties of graphene enable it to interact with a wide range of analytes 
through different mechanisms such as van der Waals forces, electron 
transfer, or covalent bonding [140,149], which can lead to changes in 
the conductivity of the sensing layer. Thirdly, graphene’s high surface-
to-volume ratio implies that each carbon atom in graphene functions 
as a surface atom, resulting in the maximum possible surface area per 
unit volume. As a result, the charge transport in graphene is extremely 
sensitive to its chemical surroundings [149,150]. Fourthly, flexible elec‑
tronic devices often undergo mechanical stress and deformation during 
operation, so they require materials that can withstand these stresses 
without breaking or losing their functionality. Graphene, which has 
high mechanical strength and stability, is therefore a promising mate‑
rial for use in flexible electronic devices. By using graphene as a base 
material, flexible electronics can be designed with improved durability 
and reliability, even under harsh operating conditions [146,151]. Tradi‑
tional methods for producing graphene, such as thermal decomposition 
[152,153], mechanical exfoliation [154,155], and chemical vapor depo‑
sition (CVD) [156,157] are time-consuming and complex. In contrast, 
laser-derived graphene (LDG) technology offers an easy, mask-free, and 
low-cost alternative for the production of graphene-based materials. 
The products are now mainly termed laser-scribed graphene (LSG) or 
laser-induced graphene (LIG), etc. [95]. Aparicio-Martínez et al. [92] de‑
veloped a novel, flexible and non-enzymatic electrochemical H2O2 sen‑
sor based on a laser-scribed graphene (LSG) electrode decorated with 
silver nanoparticles (LSG-Ag). They fabricated a graphene electrode on 
a PET substrate that was coated with GO, using a 780 nm 5 mW infra‑
red laser from a DVD unit. And then, they decorated the LSG electrode 
with silver nanoparticles (LSG-Ag). The changes in morphology caused 
by the laser treatment, such as increased roughness, expansion, surface 
defects, and exposure of edge planes, have a significant impact on the 
electrochemical performance of the material [123,158,159]. Specifically, 
during silver electrodeposition, defects and features of LSG acted as nu‑
cleation sites and induced a high density of non-spherical nanoparticles 
(sizes from 70 to 120 nm) with uniform distribution over the LSG layers. 
The sensing mechanism of this amperometric sensor can be described 
as follows: the sensing material’s role is to interact with the analyte 
through the active sites on its surface, while the electrode is maintained 
at a fixed potential and the cathode current is monitored over time. The 
cathode current magnitude is related to the concentration of the ana‑
lyte present. The morphology features of LSG such as 3D architecture, 
surface defects, exfoliation, edge plane exposure and oxygen removal 
were combined with the electrocatalytic activity of AgNps, resulting in 
an overall enhanced non-enzymatic H2O2 detection. The LSG-Ag sensor 
demonstrated low LOD of 7.9 µM, rapid amperometric response within 
3 seconds, as well as high repeatability of 3% R.S.D. and reproducibility 
of 4.5% R.S.D. It also showed minimal loss of performance even after 
continuous bending.

3.2. Conductive polymers
Conductive polymers (CPs) have been acknowledged as a distinctive 

category of organic materials possessing exclusive electrical and opti‑
cal characteristics comparable to those of inorganic semiconductors and 
metals [160]. CPs can be synthesized through simple, versatile, and cost-
effective methods. Furthermore, they can be easily assembled into supra‑
molecular structures with multifunctional capabilities through electropo‑
lymerization processes [161]. The development of various methodologies 
has enabled the modification and tuning of CPs to incorporate them into 
the fabrication of stretchable sensors, which include both physical and 
electrochemical sensors. Such novel innovations are highly desired and 
sought after in various fields of flexible sensing, including temperature 
monitoring, strain sensing, and the high-sensitivity active gas sensing 
(e. g., H2S), as they hold the potential to pave the way for future break‑
throughs. Conjugated π polymers are a class of materials with electrons 
held in their backbones [162], such as poly(3,4-ethylenedioxythiophene) 
(PEDOT) and polypyrrole (PPy). The unsaturated backbone of conductive 
polymers allows for the delocalization of π-electrons, which facilitates 
the movement of charge carriers along an electrical pathway [163,164]. 
Flexible sensing materials that incorporate CPs exhibit RT-sensing ca‑
pabilities and ease of chemical modification. Specifically, the high flex‑
ibility of polymeric materials enables the sensing materials to be easily 
deposited or patterned onto flexible or stretchable substrates, and they 
can withstand mechanical deformation during use, thus maintaining the 
integrity of the sensing layer [67]. As typical examples of conductive poly‑
mers, PEDOT: PSS and polypyrrole (PPy) will be discussed here.

Poly(3,4-ethylenedioxythiophene) polystyrene sulfonate (PEDOT: 
PSS): polythiophene is a fascinating material due to its persistent conduc‑
tivity and impressive electrical conductivity (103 S cm‑1), which is influ‑
enced by the dopant and polymerization type [165,167,167]. PEDOT can 
be polymerized through electrochemical or oxidative chemical methods, 
and it is a polymer with high electrical conductivity [160]. Compared to 
PPy, PEDOT possesses superior chemical [168–170] and thermal [170] 
stability and has been postulated for possible use as an interfacing agent 
[160]. PEDOT can be hybridized with poly(styrenesulfonate) (PSS) to im‑
prove electrical conductivity [171]. PSS was used for doping the PEDOT for 
film fabrication by spin coating and vapor phase polymerization [160]. The 
conductivity mechanism of PEDOT: PSS is based on the synergistic effect 
between PEDOT and PSS, where PEDOT serves as the conductive backbone 
providing the pathway for electron transfer, while PSS acts as the electro‑
lyte stabilizing the polymer chains of PEDOT and regulating the conduc‑
tivity. The highly ordered hybridization between PEDOT and PSS results 
in PEDOT: PSS composite materials with high conductivity. Conductive 
polymers are a popular choice for temperature sensing due to their ease 
of processing and excellent electrical properties, although they may be un‑
stable at high temperatures [172]. However, PEDOT: PSS stands out as one 
of the most stable organic conductive polymers with electrical properties 
similar to those of a metal or semiconductor [173,174]. Escobedo et al. [58] 
designed a temperature sensing tag by printing silver electrodes on a flex‑
ible polyvinyl chloride (PVC) substrate and then drop-casting PEDOT: PSS 
on silver electrodes with a gap of 2 mm. With an increase in temperature, 
the mobility of carriers within the sensing layer is predicted to rise, result‑
ing in a decrease in resistance. This PEDOT: PSS based temperature sensor 
showed a 70% change in resistance for a temperature change of ~60 °C. Ja‑
copo et al. [79] developed a dual-mode highly flexible hydrogel-based H2O2 
sensor, which is based on poly (3,4-ethylenedioxythiophene): polystyrene 
sulfonate (PEDOT: PSS) as the transducer, hydrophilic polyurethane (HPU) 
as the hydrogel matrix, and horseradish peroxide (HRP) as the H2O2 spe‑
cific redox enzyme. The solution containing PEDOT: PSS/HPU/HRP was 
applied onto the work electrode of a three-electrode system using a drop-
casting method. The sensor operated in both amperometric and chemire‑
sistive dual modes. The sensing mechanism can be explained as follows. 
In the amperometric mode, H2O2 undergoes electrochemical reduction in 
the presence of HRP to produce water and oxygen on the surface of the 
modified electrode [175]. The process entails the alteration of the oxida‑
tion state of the iron ion within the heme group present in HRP, result‑
ing in the discharge of electrons that are subsequently transmitted to the 
electrode, thereby inducing a current peak [176,177]. Conductive PEDOT: 
PSS plays a key role in the direct electron transfer between the enzyme and 
the electrode [178]. In the chemiresistive mode, the sensing mechanism 
relies on the conformational change of PEDOT between two molecular 
structures, quinoid and benzoid, in response to H2O2. The quinoid group, 
which has alternating double bonds and more charges, is more conductive 
form leading to an increase in PEDOT: PSS conductivity. The change to the 
fibrillary-like structure of quinoid increases the delocalization of charges 
and π-electrons in the PEDOT backbone, resulting in higher conductivity. 
The conformational change to the coil-like benzoid structure reduces elec‑



525

Луо Д. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 6 № 4  |  2023  |  С. 519–530

tron mobility [126,179]. The HRP and H2O2 reaction initiates the PEDOT 
conformational change to the quinoid structure, resulting in higher con‑
ductivity [178]. The amperometric sensor showed a rapid response time of 
less than 6 seconds, selectivity towards common interferents, and a broad 
detection range spanning from 100 µM to 101.6 mM.

Polypyrrole (PPy): PPy can be traced back to the 1919 studies by Angeli 
and Pieroni, who described the synthesis of pyrrole blacks from pyrrole 
magnesium bromide [180]. PPy is unique among the electronically con‑
ductive polymers in that the pristine form is oxidized by molecular oxygen 
[181]. PPy exhibits impressive conductivity, outstanding redox properties, 
biocompatibility, tunability and processability, as well as environmen‑
tal stability, and could be widely applied in the field of chemical sensing 
[182,183,184]. Conductive polymer aerogels are considered a promising 
option to create versatile electronics due to their mechanical deform‑
ability and their 3D porous structures [185]. Compared to conventional 
porous materials, conductive polymer aerogels possess advantages such 
as regulated conductivity, low density, large specific surface areas, and in‑
terconnected channels, making them suitable for gas sensing applications 
[83]. Shu et al. [83] developed a paper substrate-based flexible H2S sensor 
by incorporating CuxO-polypyrrole conductive aerogel (CuxO-PPy) into 
the sensor design. The aerogel is prepared by in situ polymerization of 
pyrrole with a “big-macromolecular surfactant” of graphene oxide (GO). 
GO is composed of both aromatic regions consisting of benzene rings and 
aliphatic regions consisting of oxygen-containing groups, which give it 
amphiphilic properties [186]. The surface of graphene oxide was improved 
by the self-assembly of positively charged pyrrole monomers through π-π 
stacking and electrostatic interactions, resulting in a better pyrrole dis‑
persion. Additionally, the 3D porous structure of the coated aerogel was 
maintained on the paper substrate, and due to the combined mechanical 
properties of the aerogel and paper, the resulting paper electrode was me‑
chanically flexible and could be easily cut into desired shapes. The sensing 
mechanism of this chemiresistive gas sensor can be speculated as follows. 
First, when the sensor was exposed to H2S, some of the absorbed gas mol‑
ecules dissociated into H+ and S2

‑ (HS-). Secondly, the S2- readily reacted 
with semiconducting CuxO, transforming it into metallic CuxS with good 
conductivity [187,188]. This process facilitated the continuous dissocia‑
tion of H2S molecules, generating more H+ ions. Thirdly, the dissociated 
H+ ions protonated PPy, serving as the host conducting pathway, and 
facilitated electron transfer through multidimensional paths, including 
2D nanosheets and 3D cross-linking frameworks, ultimately improving 
conduction [189]. The CuxO promoted the protonation of PPy. Fourthly, 
the aerogel’s inherently hierarchical and porous micro-nanostructures 
of CuxO-PPy@GO, with a large surface area and pore volume, provided 
abundant reaction sites (such as vacancies, defects, functional groups, 
and sp2-bonded carbon) for gas molecule adsorption [190]. Moreover, the 
loose and porous structure facilitated rapid gas diffusion and worked si‑
multaneously on both the internal and external surfaces. Overall, the ex‑
ceptional sensing performance was attributed to the synergistic function 
of the micro-nanostructures, the strong chemical interaction between 
CuxO and H2S, and the effective proton acid doping with PPy.

3.3. Nanohybrid materials
Nanohybrid materials are distinct combinations of inorganic and or‑

ganic materials [191]. Compared to single-component materials, hybrid 
materials possess a diverse range of functionalities as well as enhanced 
chemical and physical properties. Advanced nanostructures that are 
based on organic/inorganic composites play a significant role in driv‑
ing innovations across various fields [192,193]. Hybrid materials exhibit 
enhanced properties such as higher conductivity, increased porosity, 
improved catalytic activity, and greater optical and electrical poten‑
tial compared to their single-component counterparts [194,195]. When 
polymeric materials are combined with metal oxides or other inorganic 
materials, the resulting composite can exhibit enhanced selectivity and 
unique sensing properties. This is due to the synergistic and geometrical 
effects of the different components [196,197]. Polymer materials and 2D 
graphene-based materials have been shown to have a large surface area 
and good electrical conductivity, but the performance of these devices 
can be further improved by synthesizing nanohybrid materials.

BP-Ti3C2-MXene: Zhu Xiaoyu et al. [115] designed an ultra-trace 
analysis phytoregulator α-naphthalene acetic acid (NAA) sensor fabri‑
cated by two-dimensional phosphorene (BP) nanohybrid with graphene-
like titanium carbide MXene (Ti3C2-MXene. MXene, 2D material, can be 
synthesized by etching “A” from MAX phase (“M” represents transition 
metals, “A” represents group IIIA/IVA elements and “X” represents C and/
or N elements)) on the flexible substrate surface of laser-induced porous 
graphene (LIPG). A BP-Ti3C2-MXene nanohybrid with excellent ambient 
stability is produced through liquid-phase exfoliation of black phospho‑

rus with cuprous chloride and Ti3C2-MXene, which is obtained by etch‑
ing Al layers of Ti3AlC2, using ultrasonic assistance in an organic solvent. 
MXene has a unique thin-layered nanostructure that provides ample 
space for supporting other functionalized nanomaterials. However, the 
performance of MXene is compromised when its nanosheets restack too 
severely, which can damage the effective area [198]. To address this issue, 
a noncovalent nanohybrid between BP and MXene is expected to resolve 
the aggregation of MXene or BP and combine the advantages of both ma‑
terials [199]. The sensing mechanism of this electrochemical sensor is as 
follows. In the amperometric mode, the working electrode modified with 
Ti3C2-MXene/BP biomimetic enzymes exhibits oxidase-like characteris‑
tics (nanozyme) when the zymolyte NAA is electrocatalytically oxidized. 
Electron transfer reactions generate measurable changes in current. 
Since the size of the measured current is proportional to the number of 
NAA molecules in the solution, the relative concentration of the mol‑
ecules can be monitored on a physiological timeline [200]. The LOD of the 
sensor is as low as 1.6 nM with a wide linear range of 0.02–40 µM.

4. Principle of flexible sensing
The sensing layer of a flexible sensor interacts with physical distur‑

bances or analytes, causing changes in its own physical properties, which 
are then transduced into variations of electrical signals (e.  g., current, 
voltage/ Nernst potential, capacitance, etc.) or others by the transducer. 
In this section, we will discuss the sensing principle of electrically-trans‑
duced analytical flexible sensors from the aspects of sensing and trans‑
duction mechanisms.

4.1. Sensing mechanism
A typical sensing device consists of two primary elements: sensing 

material and the transducer [201]. The sensing material is accountable for 
responding to physical perturbation (e. g., temperature, humidity, pres‑
sure, mechanical deformation, etc.) or chemical/biological analytes (e. g., 
gases, pesticides, foodborne pathogens, etc.). This interaction results in a 
modification of one or more properties of the sensing material, which is 
subsequently transformed into detectable signals by the transducer [202–
204]. Sensors capable of detecting physical changes have been achieved 
through the collaborative advancements in material development, in‑
volving the synthesis of materials with novel electrical, optical, and me‑
chanical properties and refinement in the methods of integrating mate‑
rials into devices [205]. In contrast, to advance electrically-transduced 
chemical sensing, there is an added level of complexity posed by the 
chemical interfaces between the sensing material and the analyte [201]. 
The chemical interfaces between the material and the analyte are crucial 
in determining the sensitivity, selectivity, stability, and biocompatibility 
of chemical sensing devices [206–208]. The interaction between sensing 
materials and analytes is a prerequisite for the operation of sensors.

We can classify these interactions as:
1. Non-covalent interactions, including van der Waals forces, hydro‑

gen bonds, coordination bonds, and π–π interactions.
This may result in reversible or partially reversible reactions. For ex‑

ample, the large, electron-rich π–surface of graphene can interact with 
target analytes through van der Waals forces, charge transfer, and π–π 
interactions.

2. Covalent bonding.
This leads to irreversible reactions but brings improvements in selectiv‑

ity and sensitivity. For example, metal oxides contain chemically adsorbed 
oxygen molecules on their surface, which are responsible for the interaction 
with gaseous analytes through oxygen-involved chemical reactions [64].

4.2. Transduction mechanism
The sensing material serves a dual purpose in chemical sensing. Firstly, 

it should have the ability to covalently or noncovalently interact with the 
analyte on its surface. Secondly, it should react to this interaction by al‑
tering its electrically related physical properties. The transduction mecha‑
nism relies on conductivity, work function, or electrical permittivity, which 
can be transformed into a change in resistance, capacitance, or inductance 
[203]. These transduction events, which involve changes in resistance/im‑
pedance, capacitance, current, and voltage/electrical potential, can be de‑
tected and measured using various devices such as resistors, electrochemi‑
cal sensors, capacitors, diodes, and field-effect transistors. The magnitude, 
frequency, and phase of the resulting signal can provide important infor‑
mation about the sensing event [64]. In flexible sensing for food monitor‑
ing, the main transducers are resistors and electrochemical sensors, while 
capacitors are uncommon. Diodes and field-effect transistors are rarely 
seen. The modulation of doping level, Schottky barrier, and the formation 
of dipole and interfacial layer are the basic mechanisms that typically lead 
to changes in conductivity, work function, and permittivity [64].
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А ННОТА Ц И Я
Дефицит белка является важной мировой проблемой. Дополнительным источником белка может стать побочный 
продукт производства сыра и творога — сыворотка. В обзоре обоснована целесообразность использования молоч‑
ной сыворотки в пищевых целях, обусловленная ее составом и биологической ценностью. Кроме того, применение 
сыворотки в качестве продукта питания снижает угрозу загрязнения окружающей среды, возникающую при ути‑
лизации ее в канализацию. Целью данной статьи является сбор, анализ и обобщение данных о применении сыво‑
ротки и  продуктов ее переработки в технологии мороженого и  взбитых замороженных десертов. Приведен ана‑
лиз данных Международной молочной федерации (ММФ) о мировых объемах производства молочной сыворотки, 
а также о количестве высокоценного белка, которому они эквивалентны. Проанализирован современный мировой 
опыт технологий переработки молочной сыворотки и ассортимента продуктов, получаемых в результате их исполь‑
зования. Акцентировано внимание на характеристике и  свойствах продуктов переработки молочной сыворотки 
(концентраты, изоляты, гидролизаты молочных, в первую очередь, сывороточных белков) и мицеллярного казеи‑
на. Оценен и обобщен опыт исследований возможности их использования в производстве мороженого и в других 
пищевых продуктах. Рассмотрено влияние указанных продуктов на технологические, структурно-механические, 
микроструктурные, органолептические показатели мороженого и его биологическую ценность. Отмечено наличие 
как положительного, так и отрицательного опыта применения молочных, включая сывороточные, белков на потре‑
бительские характеристики замороженных продуктов. Обоснована необходимость более детального изучения ре‑
зультатов использования каждого определенного источника молочного белка применительно к конкретным видам 
мороженого и взбитых замороженных десертов.
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A BST R ACT
The deficiency of protein is an important global problem. Whey, as a by-product of the production of cheese and cottage 
cheese, can be an additional source of protein. The feasibility of using whey for food purposes due to its composition and 
biological value is substantiated in the review. Besides, the usage of whey for food purposes reduces threat of environmen‑
tal pollution existing when disposing it into the sewer. The aim of the article was to collect, analyze and summarize data on 
the use of whey and products of its processing in the technology of ice cream and whipped frozen desserts. The analysis of 
the data of the International Dairy Federation (IDF) on the global volumes of milk whey production as well as the amount 
of high-value protein, to which they are equivalent, is given. The modern world experience in processing technologies of 
whey and the product assortment made with its usage has been analyzed. Attention is concentrated on the characteristics 
and properties of whey processed products (concentrates, isolates, milk hydrolysates, first of all, whey proteins) and micel‑
lar casein. The research experience in studying the possibility of their use in the production of ice cream and other foods 
is assessed and summarized. The influence of these products on the technological, structural-mechanical, microstructural 
and organoleptic characteristics of ice cream and on its biological value is considered. The presence of positive and negative 
experience in the usage of dairy proteins, including whey proteins, on the consumer characteristics of frozen food is noted. 
The necessity of more detailed study of results of using each particular source of milk protein in relation to different types 
of ice cream and whipped frozen desserts is substantiated.
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1. Введение
В рамках XXIII Петербургского международного экономического 

форума (ПМЭФ) руководитель Роспотребнадзора Анна Попова от‑
метила, что в рационе россиян дефицит белка составляет в среднем 
11,5% 1, а  по данным «ФИЦ питания и  биотехнологии», ежегодный 
дефицит пищевого белка в  России превышает 1  млн т. Снижение 
потребления белка в  пищу обусловлено недостаточной обеспечен‑
ностью населения Земли данным питательным веществом. Общий 
дефицит белка на планете оценивается в 10–25 млн т в год. При этом, 
по данным Международной молочной федерации (ММФ), в  мире 
производится до 130 млн т молочной сыворотки, что эквивалентно 
более 800 тыс. т высокоценного белка [1].

В России ежегодные объемы подсырной сыворотки во много раз 
превышают объемы ее последующего использования в  пищевых 
целях. Вместе с тем в последние годы мировая рыночная стоимость 
сывороточных белков ежегодно увеличивается в среднем на 4% [2,3]. 
Это обусловлено развитием индустрии производства и популяриза‑
цией применения сывороточных продуктов в спортивном питании, 
молочной продукции и других пищевых продуктах. В России в про‑
изводстве продуктов питания используется 48% вырабатываемой 
сухой сыворотки, а  в  качестве корма для сельскохозяйственных 
животных — 52% 2. На выпуск продуктов детского питания тратится 
более 75% объема производимой деминерализованной сыворотки, 
54% объема концентрата сывороточного белка. Изолят сывороточ‑
ного протеина применяется в спортивном питании и в медицине [4].

Совершенствование биотехнологических процессов переработ‑
ки побочных сырьевых ресурсов, к  которым относится сыворотка, 
является приоритетной стратегической задачей и  корреспонди‑
руется с направлениями Стратегии развития пищевой и перераба‑
тывающей промышленности Российской Федерации на период до 
2030  года 3. В документе подчеркивается необходимость внедрения 
новых технологий, в  том числе биотехнологий, позволяющих зна‑
чительно расширить ассортимент продуктов нового поколения с за‑
данными качественными характеристиками.

Необходимость переработки молочной сыворотки с целью даль‑
нейшего использования также обусловлена стремлением произво‑
дителей к минимизации антропогенного загрязнения окружающей 
среды, связанного с  ее утилизацией в  канализацию. Сыворотка 
обладает крайне высокими значениями показателей биохимическо‑
го и химического потребления кислорода: БПК — 40–60 мг/л, ХПК — 
50–80  мг/л. По литературным данным [5,6], антропогенный вред, 
вызванный неконтролируемым выбросом сыворотки, в 100–175 раз 
превышает аналогичные показатели вредоносного воздействия бы‑
товых сточных вод.

2. Материалы и методы
Поиск научной литературы проводился с использованием поис‑

ковых систем Web of Science, Scopus и Google Scholar, при помощи 
научных электронных библиотек «КиберЛенинка», eLIBRARY, а так‑
же по открытым интернет-источникам. Сбор данных осуществлял‑
ся на русском и английском языках по ключевым фразам со вклю‑
чением оператора «и»: «мороженое», «концентрат сывороточного 
белка», «концентрат молочного белка», «изолят сывороточного бел‑
ка», «изолят молочного белка», «гидролизат сывороточного белка», 
«гидролизат молочного белка», «молочный белок», «сывороточный 
белок», «мицеллярный казеин», «молочная сыворотка», «творожная 
сыворотка», «подсырная сыворотка». По поисковому запросу было 
найдено более 3 500 источников.

В  ходе работы были проанализированы полные тексты статей, 
соответствующих критериям поиска. Статьи, не относящиеся к теме 
исследования, отклоняли после изучения названия и аннотации.

Критерии включения публикации:
1. Публикация создана в период 2015–2023 гг.;
2. Источник проиндексирован в Web of Science, Scopus или РИНЦ;

1 Федеральная служба по надзору в  сфере защиты прав потребителей 
и  благополучия человека (2019). Руководитель Роспотребнадзора Анна По‑
пова в рамках ПЭМФ представила федеральный проект «Здоровое питание» 
и  провела панельную сессию с  представителями органов власти, научного 
сообщества и руководителями крупнейших российских и зарубежных компа‑
ний. Получено с  https://www.rospotrebnadzor.ru/about/info/news/news_details.
php? ELEMENT_ID=12067. Дата обращения 06.07.2023 г.

2 Новости и  аналитика молочного рынка (2019) 10 графиков о  состоя‑
нии рынка молочной сыворотки. Получено с  https://milknews.ru/analitika-
rinka-moloka/rinok-moloka-v-Rossii/grafiki-syvorotka-rf.html. Дата обращения 
06.07.2023

3 Стратегии развития пищевой и  перерабатывающей промышленности 
Российской Федерации на период до 2030 года (Распоряжение Правительства 
РФ № 559-р)

3. Возможно выборочное включение статей, опубликованных ра‑
нее 2015 г. в случае отсутствия новых источников по заданным кри‑
териям поиска.

Критерии исключения:
1. Публикации, вышедшие ранее 2000 г.;
2. Работы, не относящиеся к теме исследования;
3. Отсутствие полных текстов публикаций.

3. Биологическая ценность и технологическая 
функциональность молочной сыворотки и продуктов 
ее переработки
В молочной сыворотке, являющейся побочным продуктом перера‑

ботки молока при производстве сыра, творога или казеина, остается 
около 50% сухих веществ молока-сырья, из которых на долю сыворо‑
точных белков приходится от 0,7 до 0,9%. Биологическая ценность сы‑
вороточных белков обусловлена наличием в их составе 8 незаменимых 
аминокислот (из 18 известных), биоактивных пептидов и многообра‑
зием функций, которые они выполняют в организме человека. К по‑
следним относятся такие функции, как иммуностимулирование, пони‑
жение холестерина в крови, участие в синтезе гормонов и ферментов 
[7–9]. Низкий гликемический индекс сывороточных белков позволяет 
оптимизировать выделение инсулина, регулируя уровень глюкозы 
в крови и тем самым предотвращая возникновение диабета 2-го типа 
[10]. Кроме того, аминокислотный состав сывороточных белков наи‑
более близок к аминокислотному составу мышечной ткани человека 
[11]. Совокупность указанных характеристик сывороточных белков об‑
условливает целесообразность их использования в качестве функцио‑
нальных пищевых ингредиентов в пищевых продуктах [2,12,13].

Биологическая ценность казеина, в  отличие от сывороточных 
белков, несколько ограничивается дефицитом серосодержащей 
аминокислоты цистина. Кроме того, казеин содержит большое ко‑
личество фенилаланина, тирозина и метионина, что затрудняет его 
метаболизм в организме у грудных детей [14].

Помимо биологической ценности сывороточных белков, для про‑
изводителей пищевых продуктов представляют не меньший интерес 
и технологические функциональные свойства указанных компонен‑
тов. Основные из них — растворимость, способность к диспергиро‑
ванию, гелеобразованию, повышению вязкости продукта и  к  фор‑
мированию текстуры, характерной для продуктов с  более высокой 
массовой долей жира [2,15].

По мнению авторов [10], одной из важных физико-химических 
характеристик препаратов сывороточных белков при производстве 
функциональных напитков является диспергируемость. Она зависит 
от способа получения препарата и  характеризует его способность 
к  смачиванию, набуханию и дальнейшему переходу в  раствор. Как 
правило, изоляты и  гидролизаты сывороточных белков обладают 
более высокой диспергируемостью по сравнению с концентратами.

Растворы концентратов сывороточных белков образуют гели при 
концентрации белка более 8–10% и при нагревании до температуры 
80–85 °C и выше. Прочность геля возрастает с увеличением ионной 
силы и рН с 4,5 до 7,5. Исключительно высокой способностью к геле‑
образованию обладают изоляты сывороточных белков: они перехо‑
дят в студнеобразное состояние при температуре 56–58 °C и рН 7–9 
[16]. По данным Токаева и соавторов [10], вязкость препаратов самих 
сывороточных белков зависит от условий и технологии их получе‑
ния. Концентраты и изоляты сывороточных белков, полученные уль‑
тра- и нанофильтрацией, имеют сравнительно низкую вязкость (для 
1%-го раствора около 1·10–3 Па·с). Увеличение концентрации раство‑
ра до 10% влечет за собой повышение вязкости до (3–5)· 10–3 Па·с. 
Вязкость растворов гидролизатов сывороточных белков существен‑
но ниже по сравнению с концентратами и изолятами и не превыша‑
ет 1,5·10–3 Па·с в диапазоне концентрации раствора от 1,0 до 10% [10].

Сывороточные белки за счет способности к  пенообразованию 
положительно влияют на формирование и стабильность воздушной 
фазы во взбитых пищевых продуктах, изменяя межфазное поверх‑
ностное натяжение и повышая способность продуктов к насыщению 
воздухом [17–19]. Помимо указанного, белки, в том числе сыворо‑
точные, участвуют в  формировании оболочек жировых шариков, 
присутствующих в жиросодержащих пищевых продуктах, и тем са‑
мым способствуют дополнительной стабилизации воздушной фазы 
и формированию структуры продукта [20–22].

Эмульгирующие свойства сывороточных белков ниже по сравне‑
нию со свойствами казеина. Вместе с тем концентраты сывороточных 
белков, полученные из подсырной и  солянокислой казеиновой сы‑
воротки, имеют эмульгирующую способность, почти не уступающую 
способности яичного белка. Так, в 100 мл 0,1%-го раствора белкового 
концентрата может быть эмульгировано от 34 до 42 г жира [23].
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Перечисленные биологические и технологические функциональ‑
ные свойства сывороточных белков востребованы и  в  технологии 
мороженого.

4. Продукты переработки молочной сыворотки, способы их 
получения и состав

В  настоящее время при производстве мороженого [20,24] часть 
сухого обезжиренного молочного остатка (СОМО) заменяют сухой 
подсырной сывороткой или концентратами сывороточных и  мо‑
лочных белков, что обусловлено экономической целесообразно‑
стью. При этом сухая подсырная сыворотка по сравнению с другими 
источниками молочных белков содержит меньше белка (не  менее 
10,0%) и больше молочного сахара — лактозы (не менее 70,0%) 4. Эти 
характеристики ограничивают возможности ее применения в про‑
изводстве мороженого, влияя на его органолептические показатели, 
а также на формирование и сохранение структуры продукта в про‑
цессе холодильного хранения.

Альтернативой использованию молочной сыворотки в  качестве 
источника молочного белка является применение таких продуктов ее 
переработки, как концентраты, изоляты, гидролизаты молочных бел‑
ков, включая сывороточные, а также мицеллярный казеин [4,25–29].

В соответствии с национальным стандартом РФ 5, сухие концен‑
траты сывороточных белков в зависимости от массовой доли белка 
подразделяют на продукты марок КСБ-УФ-40, КСБ-УФ-60, КСБ-УФ-80 
с массовой долей белка в сухом веществе не менее 40,0, 60,0 и 80,0% 
и с массовой долей лактозы не менее 47,0, 28,0 и 8,0% соответствен‑
но. Указанное соотношение белка и лактозы делает применение кон‑
центрата сывороточных белков более выгодным с технологической 
точки зрения, нежели использование сухой сыворотки. Кроме того, 
биологическая ценность сухой подсырной сыворотки составляет 
34,51%, КСБ-70 из подсырной сыворотки — 49,6%, КСБ-70 из казе‑
иновой сыворотки — 47,5% [1,30]. Концентраты сывороточных бел‑
ков хорошо растворимы в воде, что, наряду с вышеперечисленными 
свойствами, позволяет применять их в качестве белковых обогати‑
телей для повышения биологической ценности молочных, мясных, 
кондитерских, хлебобулочных и других пищевых продуктов, а также 
использовать в роли стабилизаторов структуры мороженого, низко‑
жирной сметаны, кефира и т. д. [30].

Массовая доля белка в концентратах молочных белков составляет 
не менее 80%, в изолятах молочных и сывороточных белков — от 97,0 
до 97,5%, в гидролизатах — от 60,0 до 90,0%, в мицеллярном казеи‑
не — от 70,0 до 85,5% [25,29,31].

Белки концентратов и изолятов сывороточных белков представле‑
ны в основном фракциями α-лактальбумина и β-лактоглобулинана, 
а концентраты и изоляты молочных белков — казеином и сыворо‑
точными белками как в  том же соотношении, что и  в  молоке, так 
и в измененном [26,32,33]. Казеин в концентратах молочных белков 
присутствует в  мицеллярной форме, которая похожа на форму ка‑
зеинов в молоке, а сывороточные белки находятся в нативной или 
денатурированной форме [34].

Изоляты сывороточных белков характеризуются высокой кон‑
центрацией аминокислот с разветвленными боковыми цепочками, 
которые преобладают в метаболизме мышечной ткани [31].

В  гидролизатах сывороточных белков, полученных мето‑
дом ферментативного гидролиза, наряду с  α-лактальбумином 
и β-лактоглобулинаном присутствуют необходимые организму ами‑
нокислоты, в  том числе незаменимые (триптофан, фенилаланин 
и тирозин, лизин, валин, изолейцин, треонин, метионин и цистеин). 
Это способствует приданию функциональных свойств пищевому 
продукту, при выработке которого они используются [14]. В резуль‑
тате гидролиза белки расщепляются на мелкие фракции, благодаря 
чему гидролизаты сывороточных белков характеризуются понижен‑
ной аллергенностью, по сравнению с  белками молока [35], в  связи 
с чем широко применяются в  гипоаллергенных продуктах специа‑
лизированного питания [10].

Концентраты сывороточных белков получают преимущественно 
удалением минеральных веществ и лактозы из сыворотки различны‑
ми методами обработки сырья: ультрафильтрацией, электродиализом, 
ионным обменом или кристаллизацией лактозы с дальнейшей сушкой 
[25]. Концентраты молочных белков выделяют ультрафильтрацией 
и диафильтрацией молока с последующим выпариванием и высуши‑
ванием на сушилках преимущественно распылительного типа [25]. 
Изоляты сывороточных белков получают методом ионного обмена 

4 ГОСТ 33958–2016 «Сыворотка молочная сухая. Технические условия». М.: 
Стандартинформ, 2019. — 12 c.

5 ГОСТ Р 53456–2022 «Концентраты сывороточных белков сухие. Техниче‑
ские условия». М.: Стандартинформ, 2022. — 10 c.

или микрофильтрации молочной сыворотки. Изоляты молочного 
белка производят посредством осаждения белков казеина и сыворот‑
ки из обезжиренного молока методом диафильтрации. Гидролизаты 
сывороточных белков вырабатывают путем кислотного или фермен‑
тативного гидролиза молочной сыворотки. Глубина ферментативного 
гидролиза составляет 41,0–72,0% от общего содержания белка [14].

Мицеллярный казеин выделяют из молока в процессе многоэтап‑
ной физической фильтрации с использованием специальных микро‑
пористых мембран, что позволяет очистить казеиновый мицелий 
и отделить его от других компонентов, присутствующих в исходном 
сырье. Мицеллярный казеин содержит от 70,0% до 85,5% белка [29].

4.1. Концентраты сывороточных и молочных белков
По имеющимся литературным данным [25,30], наиболее широко 

изученной и  востребованной пищевой промышленностью формой 
молочных белков являются концентраты молочных и сывороточных 
белков, что обусловлено присущим им рациональным соотношени‑
ем цены и качества.

Применение концентратов и изолятов молочных белков ограни‑
чивается, с  одной стороны, дефицитом в  казеине серосодержащей 
аминокислоты цистина, что снижает их биологическую ценность, 
с другой — высоким содержанием фенилаланина, тирозина и мети‑
онина, что вызывает проблемы при метаболизме у  грудных детей 
[14]. Казеин хуже растворим в воде, его коллоидные растворы труд‑
нее поддаются сгущению и сушке, нежели растворы сывороточных 
белков. Поэтому стоимость источников казеина, к которым, наряду 
с концентратами и изолятами молочных белков, относится мицел‑
лярный казеин, более высокая.

В  связи с  вышеизложенным, объем информационных данных 
о целях, возможностях и результатах применения концентратов сы‑
вороточных белков в производстве пищевых продуктов, в частности 
мороженого, доминирует над количеством публикаций, отражаю‑
щих указанные аспекты применительно к другим источникам мо‑
лочных белков.

В  литературе имеются сведения об использовании и  рекомен‑
дуемых дозировках концентратов сывороточных белков для повы‑
шения пищевой ценности, влияния на структурно-механические 
и  органолептические характеристики продуктов питания, включая 
низкожирные. Так, в публикации [30] приведена информация о воз‑
можности применения концентратов сывороточных белков как бел‑
ковых обогатителей, способных повысить биологическую ценность 
молочных, мясных, кондитерских, хлебобулочных и других пищевых 
продуктов, а также в качестве стабилизаторов структуры морожено‑
го, низкожирной сметаны, кефира и других продуктов.

В работе [34] представлены результаты исследований фракционного 
состава молочно-белковых концентратов «Неопролакт У (1)» и Promilk 
Kappa Optimum 85. Определено, что «Неопролакт У  (1)» содержит 
3  фракции сывороточных белков (α-лактальбумин, β-лактоглобулин 
и  иммуноглобулин) и  3 фракции казеина (αs1-казеин, αs2-казеин, 
β-казеин). Promilk Kappa Optimum 85 включает в себя 2 фракции сы‑
вороточных белков (α-лактальбумин и β-лактоглобулин) и 2 фракции 
казеина (αs1-казеин, αs2-казеин). Рассчитаны абсолютные значения 
фракций сывороточных белков и казеина [36].

Физико-химические, структурно-механические и  микрострук‑
турные показатели мороженого с применением концентрата белка 
Nutrilac CH-7611 приведены в работе [37]. Установлено, что мороже‑
ное с указанным концентратом по органолептическим свойствам не 
уступает мороженому с высоким содержанием жира, обладает вдвое 
меньшей калорийностью и высокой биологической ценностью.

Авторы [38] разработали композиционный состав обезжиренно‑
го мороженого. Использование концентратов сывороточных белков 
совместно с  инулином позволяет компенсировать органолептиче‑
ские ощущения отсутствия жира в мороженом. Помимо этого, ука‑
зано, что внесение концентрата сывороточных белков в количестве 
2,0% в  мороженое с  низкой массовой долей жира обеспечивает за 
счет белка не менее 20% его энергетической ценности. Это позво‑
ляет наносить на упаковку продукта дополнительную информацию, 
говорящую о высоком содержании белка в продукте.

В  работе [39] рассмотрен аспект применения концентратов сы‑
вороточных белков для восполнения количества сухих веществ, 
недостаток которых обусловлен заменой в  мороженом сахарозы 
глюкозно-фруктозным сиропом. Указанный прием позволил сни‑
зить количество добавленного сахара в продукте на 10,0%, калорий‑
ность — на 12,0%, гликемический индекс — в 1,5 раза.

По данным тех же авторов статьи [40], внесение 3,0% концентрата 
сывороточных белков в мороженое приводит к повышению его био‑
логической ценности на 15,0%.
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В  патенте № 2661396 С1, полученном ООО  «Йошкар-Олинским 
Хладокомбинатом», автор Танерова  Л.  Н. [41] предложила способ 
производства и  состав белкового мороженого. Задача изобретения 
заключалась в том, чтобы получить мороженое функционального на‑
значения с высоким содержанием белка, обогащенное витаминами 
А, В, Е, низкокалорийное, без сахара, консервантов, глютена и сои, 
которое подходит для потребления пациентами с инсулинозависи‑
мым сахарным диабетом и спортсменами в целях набора мышечной 
массы. В рецептуре одновременно присутствуют: концентрат сыво‑
роточных белков — от 8,0 до 9,0%; концентрат молочных белков — от 
6,9 до 7,9%; молоко цельное — от 33,0 до 38,0%; масло сливочное — от 
0,1 до 0,5%.

Работа [42] посвящена исследованию влияния на характеристики 
мороженого с  массовой долей жира 5% использования сывороточ‑
ных белков в  композиции с трансглютаминазой. В  статье указано, 
что применение названных ингредиентов позволяет увеличить 
вязкость смеси для мороженого, улучшив тем самым структурно- 
механические характеристики мороженого с  невысокой массовой 
долей жира и его термоустойчивость.

В  публикации [43] представлены результаты исследования ха‑
рактеристик мороженого с массовой долей жира 8,0%, СОМО 10,0% 
и с дополнительным внесением в рецептуру 1,0–5,0% концентрата 
сывороточных белков. Установлено, что включение в  состав моро‑
женого концентрата сывороточных белков в  указанных количест‑
вах приводит к  повышению титруемой кислотности в  1,1–1,9 раза 
и динамической вязкости смесей в 1,2–2,9 раза. Скорость таяния 
мороженого при этом снижается в  3 раза через 60 мин выдержки. 
В ходе эксперимента установлено, что внесение в мороженое от 1,0 
до 3,0% концентрата сывороточных белков приводит к повышению 
дисперсности кристаллов льда и  воздушной фазы, к  улучшению 
характеристик текстуры мороженого, в  том числе к  снижению его 
твердости в  1,4–8,3 раза, и  к  формированию полноты сливочного 
вкуса. Однако дальнейшее увеличение массовой доли концентрата 
сывороточных белков способствует снижению количества воздуш‑
ных пузырьков с размером до 50 мкм, что является нежелательным 
фактором. Таким образом, обоснована нецелесообразность исполь‑
зования в продукте более 3,0% концентрата сывороточных белков.

Авторы [44] изучили возможность замены в  мороженом от 1,0 
до 4,0% СОМО на концентраты сывороточных белков. Установлено, 
что по мере повышения массовой доли концентратов сывороточных 
белков возрастает вязкость, кислотность и взбитость смеси для мо‑
роженого, что обусловлено увеличением массовой доли белка в про‑
дукте. По результатам исследований рекомендована замена не более 
3,0% СОМО на концентраты сывороточных белков.

В работе [45] также обосновано использование с целью обогаще‑
ния мороженого концентратов сывороточных белков в  количестве 
не более 3,0%. Отмечено, что внесение 1,0, 2,0 и 3,0% концентратов 
сывороточных белков приводит к  нарастанию вязкости смеси для 
мороженого в 1,65, 1,8 и 2,48 раза соответственно. Оказывает поло‑
жительное влияние на термоустойчивость мороженого и  дисперс‑
ность кристаллов льда в  продукте, размер которых по окончании 
3 месяцев хранения не превышал 34 мкм. При этом констатирована 
нецелесообразность превышения массовой доли общего белка в мо‑
роженом более 6,5%, так как это приводит к чрезмерному увеличе‑
нию вязкости смеси для мороженого.

В публикации [46] изучено влияние концентрата молочных бел‑
ков, полученного методом нанофильтрации (НФ-концентрат), на 
состояние и  дисперсность воздушной фазы мороженого. Отмече‑
но, что по мере увеличения массовой доли СОМО, заменяемой на 
НФ-концентраты, средний диаметр воздушных пузырьков умень‑
шается и не превышает 44 мкм. Максимальная площадь поверхно‑
сти воздушных пузырьков зафиксирована в образце со степенью за‑
мены 20% СОМО. Дальнейшие исследования свидетельствуют о том, 
что замена 20 и 30% СОМО на НФ-концентрат не приводит к суще‑
ственному изменению органолептических свойств мороженого от‑
носительно контрольного образца, а замена 50,0% СОМО привносит 
в продукт нежелательный «сывороточный» привкус.

По данным [19], введение 3,0% концентрата сывороточных бел‑
ков во взбитые замороженные кисломолочные десерты позволяет 
повысить вязкость смеси для их выработки в 4,4 раза, а взбитость — 
в 1,4 раза. Отмечено также положительное влияние концентрата сы‑
вороточных белков на стабильность воздушной фазы десертов при 
их длительном холодильном хранении.

В  статье [11] нашли отражение результаты исследований мо‑
роженого с  повышенным содержанием белка и  углеводов за счет 
использования композиции концентрата сывороточных белков 
и  мальтодекстрина. Авторами отмечено, что образец мороженого 

с применением КСБ-80 обладал гармоничным вкусом и сбалансиро‑
ванной консистенцией.

Результаты эксперимента по оптимизации рецептуры морожено‑
го с использованием белковых обогатителей (сывороточных белков) 
представлены в  публикации [47]. В  ходе исследований проведено 
симплекс-решетчатое планирование эксперимента, в результате ко‑
торого найдены оптимальные соотношения молочных компонентов 
в рецептуре продукта: сухого и сгущенного молока — 8,7% и 5,1% со‑
ответственно, белкового обогатителя — 1,3%. Приготовленное в ре‑
зультате эксперимента мороженое характеризовалось хорошими 
органолептическими показателями, взбитостью 64,4% и  высоким 
показателем биологической ценности — 61,92%.

Структуру мороженого с  низкой массовой долей жира стабили‑
зировали путем использования композиции камеди семян лалле‑
мантии королевской (балангу ширази) и концентрата сывороточных 
белков [48]. В процессе работы был сделан вывод о том, что приме‑
нение комплекса из 0,4% камеди и 5,0% концентрата сывороточных 
белков позволяет при низкой массовой доле жира в продукте имити‑
ровать органолептические и  структурно-механические характери‑
стики мороженого с более высокой массовой долей жира.

В публикации [26] представлены данные о влиянии концентра‑
тов белков на реологические показатели йогурта. Установлено, что 
внесение концентрата сывороточных белков позволяет повысить 
влагоудерживающую способность продукта до 80%. Наибольшая 
динамическая вязкость 19,3 Па·с и  наибольшее значение когезии 
0,4  Н·с зафиксированы в  образце с  концентратом сывороточных 
белков.

Показана возможность применения КСБ-УФ в технологии произ‑
водства низкожирной сметаны [30]. Для промышленного внедрения 
рекомендована рецептура сметаны с массовой долей жира 10%, в со‑
став которой входит 0,6% концентрата сывороточных белков.

В  работе [49] представлены результаты исследований приме‑
нения концентрата молочных белков с  массовой долей белка 56% 
и 85% в качестве заменителей СОМО в смеси для мороженого. От‑
мечено, что массовая доля белка остается одинаковой в мороженом, 
при этом массовую долю сухих веществ дополняют полидекстрозой 
до одинаковых значений во всех исследуемых образцах. В результа‑
те установлено, что смеси для мороженого с концентратом молоч‑
ных белков обладают более высокой вязкостью, большей степенью 
дестабилизации жира и лучше сохраняют форму порции.

Наряду с положительными результатами исследований и с выво‑
дами о рациональности использования концентратов сывороточных 
и  молочных белков, в  литературе встречаются экспериментально 
подтвержденные заключения противоположного характера. Так, 
в публикации [50] отмечено, что цветовая и вкусовая характеристи‑
ки концентратов часто являются ограничивающими факторами для 
более широкого применения концентратов сывороточных белков 
в  молочном производстве и  не позволяют использовать значимые 
их количества (не более 1%) во избежание негативного влияния на 
качество самого продукта. В работах [17,18,38,43,51] указывается на 
то, что присутствие концентратов сывороточных белков в  составе 
пищевых продуктов не всегда положительно влияет на пенообразу‑
ющую способность смесей, на эмульгирующую способность белков 
и на динамику кристаллообразования в мороженом.

В статье [20] приведены результаты изучения последствий при‑
менения концентрированных форм молочного и сывороточных бел‑
ков с  целью повышения содержания белка в  мороженом пломбир 
при одновременном снижении затрат на сырье. В  качестве источ‑
ника белка рассматривался концентрат сывороточных белков марки 
WPC80 Mlekovita с массовой долей белка не менее 80%. В результате 
исследований отмечено, что вязкость смесей при применении кон‑
центрата сывороточных белков снижалась в 2 раза, а средний диа‑
метр воздушных пузырьков увеличивался в 1,23–1,26 раза.

В работе [22] указано, что при использовании концентратов сы‑
вороточных белков с массовой долей белка 65% и 80% наблюдалось 
снижение взбитости и повышение твердости мороженого.

В  публикации [24] установлено отрицательное влияние замены 
СОМО сухими веществами подсырной сыворотки на динамическую 
вязкость смеси, термоустойчивость, дисперсность воздушной фазы 
и органолептические показатели мороженого с заменой 50% СОМО. 
Однако при этом отмечается, что доля белка в мороженом в экспе‑
рименте увеличилась с 3,4 до 5,9%; доля лактозы снизилась с 5,4 до 
3,2%; доля минеральных веществ уменьшилась с 0,9 до 0,45%.

В  статье [11], отражающей результаты экспериментов по повы‑
шению содержания белка и  углеводов в  мороженом посредством 
использования композиции концентрата сывороточных белков 
и  мальтодекстрина, авторами отмечено, что образец мороженого 
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с  применением КСБ-35 обладал слабой, льдистой структурой и  ха‑
рактеризовался наличием крупных кристаллов льда.

4.2. Изоляты и гидролизаты сывороточных белков
Помимо информации о  функциональных свойствах и  возмож‑

ностях применения концентратов сывороточных белков в  произ‑
водстве пищевых продуктов, в том числе мороженого, в литерату‑
ре присутствуют сведения об аналогичных аспектах исследований 
применительно к  другим продуктам переработки сыворотки. Так, 
в публикации [52] приведены результаты экспериментов по подбору 
оптимальной дозировки изолята сывороточных белков для исполь‑
зования в  замороженном молочном десерте. Количество изолята 
сывороточных белков в эксперименте варьируется от 10 до 25% от 
массы молока. Установлено, что оптимальное содержание изоля‑
та сывороточных белков составляет не более 20% от массы молока. 
Замороженный десерт с указанной массовой долей изолята сыворо‑
точных белков обладает приятным вкусом и  ароматом. Отмечено, 
что в  нем отсутствуют крупные кристаллы льда. При превышении 
указанной дозировки наблюдают снижение растворимости изолята 
сывороточных белков, чрезмерное увеличение вязкости смеси для 
десерта, уменьшение взбитости продукта, формирование мучнистой 
консистенции, наличие горького привкуса и  выраженного запаха 
сыворотки. Снижение дозировки изолята сывороточных белков до 
10% приводит к  формированию десерта со слабовыраженным вку‑
сом и льдистой структурой.

Использование изолята сывороточных белков при изготовлении 
замороженных десертов повышенной пищевой ценности, предназ‑
наченных для употребления посетителями фитнес-клубов, вызыва‑
ет увеличение динамической вязкости смесей для их производства 
и взбитости продукта [4]. Аналогичный эффект наблюдается и при 
внесении изолята сывороточных белков в  состав йогуртов, о  чем 
свидетельствует улучшение реологических характеристик, а именно 
твердости, липкости, разжевываемости, упругости и клейкости гото‑
вого продукта [26].

В  статье [29] приведены результаты применения композиций 
изолята сывороточных белков и мицеллярного казеина с массовой 
долей белка 95,0% и 85,5% соответственно в смесях для мороженого. 
Исследовано 8 комбинаций, отличающихся количественным соотно‑
шением источников сывороточного белка. Отобран образец с соот‑
ношением мицеллярного казеина и  изолята сывороточных белков 
20:80. Разработана рецептура мороженого с общей массовой долей 
сухих веществ 25,4% и с заявленной массовой долей белка 18,0%.

В работе [53] опубликованы выводы о возможности применения 
изолята сывороточных белков из буйволиного молока в технологии 
мороженого. В процессе исследования изолятом сывороточных бел‑
ков заменяли 25, 50, 75 и 100% СОМО. По мере увеличения в продук‑
те массовой доли изолята сывороточных белков массовая доля белка 
возрастает, а содержание лактозы значительно снижается (P < 0,05). 
Одновременно с этим снижается и сопротивляемость продукта тая‑
нию, что отрицательно сказывается на его потребительских свойст‑
вах. На основании изложенных в публикации данных автор сделал 
вывод о том, что максимально допустимая замена СОМО на изолят 
сывороточных белков не должна превышать 50,0%.

Авторы [54] исследуют динамическую вязкость, показатели 
структуры и консистенции сливочного мороженого с массовой долей 
жира 10% и молочного мороженого с массовой долей жира 6% и 3%. 
При этом мороженое с массовой долей жира 3% и 6% вырабатывали 
с добавлением 4% изолята сывороточных белков. Это позволило зна‑
чительно повысить вязкость смесей для мороженого. Отмечено, что 
твердость и устойчивость к таянию маложирных образцов мороже‑
ного также существенно выросли.

В работе [55] приведены результаты сравнения качественных пока‑
зателей мороженого, приготовленного с использованием изолята сы‑
вороточных белков различных способов гликирования. Гликирован‑
ный изолят сывороточных белков получают путем инкубации изолята 
сывороточных белков с D-аллозой, D-псикозой, D-глюкозой, D-фрук‑
тозой и с другими сахарами при определенных условиях. Отмечено, 
что все гликированные изоляты сывороточных белков обладают спо‑
собностью к  насыщению воздухом и  к  образованию пены наравне 
с нативными изолятами сывороточных белков. Указанная тенденция 
сохраняется при использовании их в производстве  мороженого. Уста‑
новлено, что изоляты сывороточных белков, гликированные редкими 
сахарами D-аллозой и D-псикозой, обладают высокой антиоксидант‑
ной активностью, которая сохраняется при добавлении их в мороже‑
ное. В  работе сделан вывод, что в  результате применения гликиро‑
ванных изолятов сывороточных белков можно получить мороженое 
хорошего качества с высокой антиоксидантной способностью.

Исследована возможность применения конъюгата к-каррагинана 
с изолятом молочного белка в качестве стабилизатора в технологии 
производства мороженого в дозировке 0,1–0,2% [56]. Отмечено, что 
смеси для мороженого, стабилизированные конъюгатом, показыва‑
ли более низкие значения по показателям качества текстуры и ре‑
ологическим показателям, чем механическая смесь к-каррагинана 
с  изолятом молочного белка. Существенных отличий по взбитости 
и твердости в образцах мороженого не обнаружено. Установлено, что 
введение конъюгата к-каррагинана с изолятом молочного белка по‑
вышает устойчивость образцов мороженого к таянию за счет лучшей 
влагоудерживающей способности.

Результаты исследования влияния вида и источника белка на ми‑
кроструктуру и скорость таяния мороженого представлены в статье 
[57]. Мороженое вырабатывают с  применением концентрата мо‑
лочных белков, изолята сывороточных белков и  функциональных 
белков Procream до концентрации общего белка в продукте 4–10%. 
Установлено, что значение средних размеров кристаллов льда и воз‑
душных пузырьков, а также взбитость не зависят от источника белка 
или от его концентрации. Отмечено, что скорость таяния увеличива‑
ется с повышением массовой доли белка в продукте, за исключени‑
ем мороженого с Procream, который обеспечивает высокую устойчи‑
вость к таянию во всех образцах.

В статье [58] описано исследование применения изолята сыворо‑
точных белков с целью повышения массовой доли белка до 6, 8 и 10% 
в  мороженом из буйволиного молока. Результаты эксперимента 
показывают, что возрастание массовой доли белка снижает индекс 
текучести (с  0,86 до 0,57) и  повышает коэффициент консистенции 
(с 0,18 до 4,22 Па·с) смеси для мороженого. При этом отмечено от‑
рицательное влияние увеличения массовой доли белка в  продукте 
на некоторые показатели за счет использования изолята сывороточ‑
ных белков. Взбитость уменьшается с 94,9 до 33,9%, твердость уве‑
личивается с 13,60 до 47,66 Н, и скорость таяния возрастает с 0,24 до 
0,74  г/мл. Сделан вывод о том, что при увеличении массовой доли 
белка в продукте снижается количество деэмульгированного жира, 
а также интенсивность образования агломератов жировых шариков.

Не менее активно в настоящее время изучается возможность при‑
менения гидролизатов сывороточных белков в  продуктах питания. 
Имеются данные об их использовании в технологии молочных продук‑
тов [59], в том числе йогуртов [60,61], муссов и взбитых десертов [62].

В статье [20] приведены результаты использования гидролизатов 
сывороточных белков в технологии мороженого пломбир. Отмечено, 
что вязкость смесей для мороженого и  степень дисперсности кри‑
сталлов льда при применении гидролизата сывороточных белков 
повышаются, а термоустойчивость снижается.

Авторы [63] показали, как ферментативно гидролизованный бе‑
лок улучшает качество структуры продукта по сравнению с натив‑
ным белком и влияет на гелеобразующую, пенообразующую, водоу‑
держивающую и эмульгирующую способности.

В патенте RU2 708 331 С2 [64] описан способ производства ягод‑
ного десерта с кислородом, обогащенного гидролизатом сывороточ‑
ных белков с высокой степенью гидролиза (около 60%), в количестве 
1–3% от объема сыворотки.

Результаты исследований поверхностно-активных свойств гидро‑
лизата казеината натрия и применения его в технологии мороженого 
взамен гидроколлоида или эмульгатора (Е  472b) с  целью формиро‑
вания чистой этикетки представлены в работе [65]. Автором получен 
казеинат натрия с низкой степенью гидролиза (2,2–2,4%) [65,66]. От‑
мечено, что использование гидролизата в  качестве гидроколлоида 
нецелесообразно в связи с негативным влиянием на взбитость и ста‑
бильность структуры продукта. Напротив, замена эмульгирующего 
вещества привела к получению продукта, сравнимого по технологиче‑
ским и органолептическим показателям со стандартным мороженым.

Изучено влияние гидролизованного нанофильтрованного кон‑
центрата ультрафильтрованного пермеата кислой сыворотки на 
качественные показатели молочного мороженого [67]. В результате 
работы сделан вывод о том, что кислая сыворотка не влияет на устой‑
чивость мороженого к  таянию, но при этом снижает  температуру 
замерзания смеси. При этом отмечено, что криоскопическая тем‑
пература и температура стеклования (Tg) понижаются по мере уве‑
личения количества кислой сыворотки в  мороженом, а  гидролизо‑
ванный нанофильтрованный концентрат ультрафильтрованного 
пермеата кислой сыворотки может быть использован в мороженом 
для замены не более 20% сухих веществ молока.

По мнению авторов ряда исследований, ограничивающим фак‑
тором применения гидролизатов сывороточных белков в пищевых 
продуктах является их горький вкус, обусловленный наличием в их 
составе горьких пептидов [20,65].
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5. Заключение
Изложенная информация в целом позволяет сделать вывод о це‑

лесообразности применения продуктов переработки молочной сы‑
воротки в  целях создания новых видов мороженого, обладающего 
прогнозируемыми и востребованными на сегодняшний день потре‑

бительскими свойствами. Однако это не исключает необходимость 
более детального изучения аспектов применения в  производстве 
мороженого каждого конкретного источника молочного белка, что 
обусловлено наличием в научной литературе противоположных ре‑
зультатов исследований одних и тех же изучаемых параметров.
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ВЛИЯНИЕ рН НА ИЗВЛЕЧЕНИЕ БЕЛКОВ 
ИЗ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ SUS SCROFA
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А ННОТА Ц И Я
Поджелудочная железа (ПЖ) свиней содержит множество ферментов, структурных, регуляторных, секреторных, ре‑
цепторных и других биологически активных веществ, обеспечивающих как функционирование органа, так и его био‑
логическую роль в организме. Целью настоящей работы было изучение влияния изменения pH в 0,9%-м растворе хло‑
рида натрия, использующегося в качестве экстрагента, на эффективность извлечения биологически активных веществ 
белковой природы из поджелудочной железы свиней. Экстракцию проводили 0,9% NaCl, 0,9% NaCl pH ≤ 4 и 0,9% NaCl, 
pH=8,5 со скоростью перемешивания 400 об/мин в течение 150 мин при 4 ºС, соотношение ПЖ: экстрагент 1:5, супер‑
натант отделяли центрифугированием. Концентрация белка была измерена биуретовой реакцией на полуавтомати‑
ческом биохимическом анализаторе Biochem SA. Протеомный состав экстрактов и нативной поджелудочной железы 
оценивали методом одномерного электрофореза по Лэммли в 10% полиакриламидном геле в камере VE-10. Полные 
цифровые изображения электрофореграмм получали с помощью сканера Bio-5000 Plus, затем их редактировали в гра‑
фическом редакторе и анализировали с помощью программного обеспечения ImageJ. При определении интенсивности 
белковых фракций отмечалось, что применение 0,9% NaCl способствовало большему выходу в экстрагент белков с мо‑
лекулярными массами (Мм) 200 кДа, 150 кДа, 69 кДа, 52 кДа и 33 кДа, смещение рН в кислую область стимулировало 
выход фракций с молекулярными массами 130 кДа, 50 кДа, 49 кДа, 45 кДа, 40 кДа, 30 кДа и 27 кДа, а в щелочную — толь‑
ко 47 кДа и 42 кДа. Большинство протеолитических ферментов ПЖ имеет молекулярную массу в диапазоне 34–23 кДа, 
за исключением незрелой формы карбоксипептидаз с Мм 45–47 кДа, на полученных электрофореграммах наибольшая 
интенсивность белковых полос выражена в области с Мм менее 33 кДа. Также отмечалось присутствие интенсивных 
белковых фракций в области молекулярных масс менее 50–52 кДа и 40 кДа, что может соответствовать таким энзимам, 
как панкреатическая липаза и фосфолипаза А2, и наличие белковых фракций с Мм выше 130 кДа, соответствующих 
различным типам и изоформам коллагена и ламинина. Кроме того, такие процессы, как белковая агрегация и протео‑
лиз также могут оказывать влияние на молекулярно-массовое распределение белковых фракций.

ФИНАНСИРОВАНИЕ: Исследование выполнено в рамках темы НИР FNEN-2019–0008 государственного задания ФГБНУ «ФНЦ пищевых си‑
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INFLUENCE OF pH ON PROTEIN EXTRACTION 
FROM SUS SCROFA PANCREAS
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A BST R ACT
The porcine pancreas contains various enzymes, structural, regulatory, secretory, receptor and other biologically active sub‑
stances that ensure both the functioning of the organ and its biological role in the organism. The aim of this work was to study 
the influence of pH changes in 0.9% sodium chloride solution used as an extractant on the efficiency of bioactive protein isola‑
tion from the porcine pancreas. The extraction was carried out with the 0.9% NaCl, 0.9% NaCl pH=4 and 0.9% NaCl pH= 8.5 
with a stirring speed of 400 rpm for 150 min at 4 ºC; the ratio of pancreas: extractant was 1:5, the supernatant was separated by 
centrifugation. The protein concentration was measured by a biuret reaction on a semi-automatic biochemical analyzer Biochem 
SA. The proteomic composition of extracts and native pancreas was evaluated by 10% SDS-PAGE according to Laemmli method 
in the “VE10” chamber. Digital images of electrophoregrams were obtained using a Bio-5000 Plus scanner, edited in a graphic 
editor and analyzed using ImageJ software. When determining the intensity of protein fractions, it was noted that the use of 
0.9% NaCl contributed to a greater yield of proteins with molecular weights of 200 kDa, 150 kDa, 69 kDa, 52 kDa and 33 kDa into 
the extractant; a pH shift to the acidic area stimulated the yield of fractions with molecular weights of 130 kDa, 50 kDa, 49 kDa, 
45 kDa, 40 kDa, 30 kDa and 27kDa, and a pH shift to the alkaline area — only 47 kDa and 42 kDa. Most pancreas proteolytic en‑
zymes have a molecular weight in a range of 34–23kDa, excepting the immature form of carboxypeptidases with MW 45–47kDa. 
The greatest intensity of protein bands was observed in the region with MW less than 33kDa on the obtained electrophoregrams. 
The presence of intense protein fractions in the region of molecular weights of less than 50–52kDa and 40kDa was also noted, 
which may correspond to enzymes such as pancreatic lipase and phospholipase A2, and the presence of protein fractions with 
MW above 130 kDa corresponding to various types and isoforms of collagen and laminin. In addition, such processes as protein 
aggregation and proteolysis can also influence the molecular weight distribution of protein fractions.
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1. Введение
Поджелудочная железа (ПЖ)  — сложный орган, состоящий из 

дифференцированных клеток и  внеклеточного матрикса, орга‑
низованных надлежащим образом для обеспечения ее эндокрин‑
ных и экзокринных функций [1]. Эндокринный отдел организован 
в структуры, известные как островки Лангерганса. Они состоят из 
пяти типов клеток, продуцирующих такие гормоны, как инсулин, 
глюкагон, грелин, соматостатин и др. [2]. Экзокринная ПЖ является 
источником ферментов, необходимых для процесса пищеварения 
[3], включая протеолитические (трипсин и  химотрипсин, которые 
секретируются в виде проферментов: трипсиногена, химотрипси‑
ногена, карбоксипептидаза и  эластаза), липолитические (липаза, 
фосфолипаза и  эстераза), гликолитические (лактаза и  амилаза) 
и  нуклеолитические (рибонуклеаза и дезоксирибонуклеаза) энзи‑
мы [4,5]. Кроме того, ПЖ содержит множество структурных, регуля‑
торных, секреторных, рецепторных и др. белков, обеспечивающих 
как функционирование органа, так и его биологическую роль в ор‑
ганизме.

Поджелудочные железы (ПЖ) свиней ранее активно использо‑
вались в  больших количествах с  целью получения инсулина для 
пациентов с сахарным диабетом [6], однако сокращение объема пе‑
реработки скота после 1990-х годов [7], а также внедрение техноло‑
гий рекомбинантной ДНК [8] привели к резкому снижению объемов 
переработки этого животного сырья. В  настоящий момент проте‑
омный профиль ПЖ свиней продолжает изучаться [9], а некоторые 
пищевые ферменты по-прежнему получают из ПЖ свиней [10,11,12]. 
Интересно, что компоненты ПЖ, в  частности децеллюляризован‑
ный внеклеточный матрикс поджелудочной железы, полученный 
из поджелудочной железы крысы, могут способствовать развитию 
ткани поджелудочной железы человека. В связи с этим протеом де‑
целлюляризованной поджелудочной железы свиней разного возра‑
ста и пола был также изучен с целью идентификации биоактивных 
молекул, играющих ключевую роль в  создании тканеспецифичных 
сигналов для инженерии тканей in vitro [13].

В  Российской Федерации коэффициент переработки поджелу‑
дочной железы свиней, несмотря на высокое содержание в ней цен‑
ных биоактивных веществ, довольно низкий, и  важными остаются 
вопросы разработки простых технологических решений для извле‑
чения белковых веществ из тканевого матрикса, что соответствует 
принципам циркулярной экономики. Экстракция на водной основе 
остается самым бюджетным методом, при котором наиболее важ‑
ным является знание значения изоэлектрической точки (pI) целе‑
вых белков [14]. При смещении рН в щелочную или кислую область 
белки приобретают отрицательный или положительный заряд. Это 
приводит к электростатическому отталкиванию между молекулами 
и  гидратации заряженных остатков, что способствует повышению 
растворимости белков [14,15]. Более того, соли также могут стабили‑
зировать белковые молекулы [14,16]. К примеру, космотропные соли, 
такие как NaCl, действуют как стабилизатор белка и образуют поляр‑
ную структуру воды [14,17].

Целью настоящей работы было изучение влияния изменения pH 
в 0,9%-м растворе хлорида натрия, использующегося в качестве экс‑
трагента, на эффективность извлечения биологически активных ве‑
ществ белковой природы из поджелудочной железы свиней.

2. Объекты и методы
Поджелудочная железа свиней была отобрана на ООО «Пушкин‑

ский мясной двор», Московская область, г. Пушкино. Животное сы‑
рье очищали от соединительных тканей, замораживали при минус 
18 °C, затем в  замороженном виде измельчали и  замораживали до 
дальнейшего проведения экстракции. Измельченную поджелудоч‑
ную железу (ПЖ) размораживали при температуре 4 °C и смешивали 
с  экстрагентом в  соотношении 1:5. Экстракцию проводили в лабо‑
раторной диспергирующей установке (ЛДУ, «Лаботекс», Россия) со 
скоростью перемешивания 400 об/мин; время экстрагирования со‑
ставляло 150 мин при 4 °C.

Было проведено 3 экстракции со следующими экстрагентами:
1) 0,9%-й раствор натрия хлорида (ООО «Гематек», Россия), (0,9% 

NaCl);
2) 0,9%-й раствор NaCl (ООО «Гематек», Россия) с добавлением 1М 

уксусной кислоты (х. ч., «Компонент-Реактив», Россия) до дости‑
жения в растворе значения рН 4,0;

3) 0,9%-й раствор натрия хлорида (ООО «Гематек», Россия) с добав‑
лением 1М гидроксида натрия (PanReac AppliChem, США) до до‑
стижения в растворе значения pH 8,5.
Значение pH экстрагентов регистрировали с  использованием 

pH-метра ST3100-F (OHAUS, США).

По завершении процесса экстракции супернатант отделяли цент‑
рифугированием в течение 5 минут со скоростью 3 500 об/мин (ELMI 
CM-6M, Латвия). В  каждом образце была измерена концентрация 
белка путем проведения биуретовой реакции на полуавтоматиче‑
ском биохимическом анализаторе Biochem SA (HTI, США) с исполь‑
зованием коммерческого реактива «Общий белок» (HTI, США). Изме‑
рения выполнялись в трех повторностях.

Протеомный состав экстрактов и нативной поджелудочной железы 
оценивали методом одномерного электрофореза по Лэммли. Пробо‑
подготовку образцов осуществляли следующим образом: 100  мкл / 
100 мг образца смешивали с 1000 мкл лизирующего раствора (9 М мо‑
чевина (PanReac, Германия), 5% β-меркаптоэтанол (PanReac, Germany), 
2% тритон Х-100 (Helicon, Россия), 2% амфолины рH 3–10 (Serva, Гер‑
мания)). Полученный гомогенат осветляли центрифугированием 
при 14 000 об/мин в течение 20 минут. Затем супернатант отделяли 
и добавляли к нему в соотношении 1:1 белковый буфер. Для приго‑
товления белкового буфера в  пробирки типа «эппендорф» вносили 
следующие компоненты: 1 мл 10%-го додецилсульфата натрия (SDS, 
Panreac, Испания), 250 мкл концентрированного β-меркаптоэтанола 
(PanReac, Germany), 625 мкл 0,5 М Трис-HCl (PanReac, Germany), 1,5 г 
мочевины (PanReac, Germany), бромфеноловый синий (Helicon, Рос‑
сия) для придания буферу темной окраски, после чего доливали воду 
до объема 5 мл. Смесь супернатанта с белковым буфером прогревали 
на кипящей водяной бане в течение 5 минут. Для проведения одно‑
мерного электрофореза использовали камеру VE-10 (Helicon, Россия) 
и заполняли ее 10%-м полиакриламидным гелем. Поверх него залива‑
ли 6%-й гель, сделав в нем лунки для внесения образцов. Исследуемые 
образцы вносили в количестве 15 мкл. В качестве буфера использова‑
ли раствор, содержащий 25 мМ трис-HCl (PanReac, Germany), 192 мМ 
глицина (PanReac, Germany) и 0,1% SDS (PanReac, Germany). Электро‑
форез осуществляли при следующих параметрах: первые 30 минут — 
60 В и далее при 120 В, пока фронт красителя (бромфеноловый синий 
(Helicon, Россия)) не достигнет нижнего края гелевых пластин. В ка‑
честве раствора стандартов применяли маркер, состоящий из пре‑
паратов  — стандартов молекулярных масс (Thermo Scientific, США). 
Окрашивание белков проводили в растворе следующего состава: 10% 
уксусной кислоты (Fisher scientific, United Kingdom), 25% изопропа‑
нола (PanReac, Germany), 0,05% кумасси G-250 (Helicon, Россия). Для 
удаления не связавшегося красителя использовали 10%-ю уксусную 
кислоту (Fisher scientific, United Kingdom). Окрашивание азотнокис‑
лым серебром (PanReac, Germany) осуществляли согласно методике 
[18]. Электрофореграммы были выполнены в трех повторностях. Для 
проведения компьютерной денситометрии применяли электрофоре‑
граммы, находившиеся во влажном состоянии. Их полные цифровые 
изображения получали с помощью сканера Bio-5000 Plus (Serva, Гер‑
мания) в режиме 600 ppi 2D-RGB. Полученные цифровые изображения 
редактировали в графическом редакторе и анализировали с помощью 
программного обеспечения ImageJ (National Institutes of Health, США).

Результаты рассчитывались с  использованием программы 
STATISTICA 10.0 и представлялись в виде «среднее значение ± стан‑
дартное отклонение». Статистическую достоверность определяли од‑
нопараметрическим ANOVA тестом с применением критерия Шеффе. 
Вероятность 0,05 была выбрана в качестве значимого уровня.

3. Результаты и обсуждение
Результаты определения концентрации белка в экстрактах, полу‑

ченных с использованием 0,9% натрия хлорида, а также с примене‑
нием 0,9% натрия хлорида с разными начальными значениями pH, 
представлены в Таблице 1.

Таблица 1. Результаты определения концентрации белка 
в экстрактах

Table 1. Results of determination of the protein concentration in the extracts

Экстрагент 0.9% NaCl 0.9% NaCl, 
pH = 4

0.9% NaCl, 
pH = 8,5

Концентрация белка 
в экстракте, г/л 24,41 ± 1,08 21,59 ± 1,66 22,69 ± 1,78

Статистически значимых изменений концентраций белка в экс‑
трактах с различными начальными значениями pH обнаружено не 
было, однако при использовании в качестве экстрагента 0,9%-го рас‑
твора хлорида натрия отмечалась наибольшая концентрация белка 
в  экстракте, которая превышала содержание белка в  экстракте со 
смещенным в кислую область значения pH на 15,1%. Молекулярно-
массовое распределение белкового состава полученных экстрактов 
оценивали посредством денситометрии одномерных электрофоре‑
грамм, представленных на Рисунке 1.
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Для дальнейшего анализа выбрано изображение электрофоре‑
граммы, окрашенной азотнокислым серебром. Обработка получен‑
ного изображения электрофореграмм с  помощью программного 
комплекса ImageJ представлена в виде графика (Рисунок 2), где ка‑
ждой белковой полосе на электрофореграмме соответствовал опре‑
деленный пик. Площади каждого пика были измерены и выражены 
в условных единицах. Результаты приведены в Таблице 2.

Во всех экстрактах присутствовали высокомолекулярные фрак‑
ции с  молекулярной массой (Мм) 200 кДа, 160 кДа и  140 кДа. Они 
отсутствовали в  нативной ПЖ, в  которой проявлялась фракция 
с Мм 170 кДа (площадь пика 683 ± 25 у. е.). Наибольшее присутствие 
фракции с Мм 200 кДа отмечалось в экстракте 0,9% NaCl и состави‑
ло 2180,8 ± 50,3 у. е., статистически достоверно превышая вариант со 
смещением значения рН в щелочную область на 14,4% (p ≤ 0,05). Зна‑
чения площадей пиков для белковых фракций с Мм 160 кДа и 140 кДа 
незначительно отличались между образцами. Фракция с Мм 150 кДа 
наблюдалась во всех образцах, однако интенсивнее всего она про‑
являлась в экстракте с 0,9%-м раствором NaCl (699,3 ± 29,3 у. е.). Это 
значение превышало величину ее интенсивности в ПЖ и в экстрак‑

тах с рН = 4 и pH ≤ 8,5 в 1,3 раза (p ≤ 0,05), 1,9 раза (p ≤ 0,05) и 1,8 раза 
(p ≤ 0,05) соответственно. Наименьшая интенсивность фракции 
150 кДа отмечалась в экстрактах со смещением рН в кислую и ще‑
лочную области (366,7 ± 7,5 и 397,3 ± 66,8 у. е.) и была ниже ее интен‑
сивности в ПЖ на 29,7% (p ≤ 0,05) и 23,8% (p ≤ 0,05) соответственно.

Белковая фракция в области молекулярных масс 130 кДа присут‑
ствовала во всех образцах и наиболее интенсивно проявлялась в на‑
тивной ПЖ (4310,0 ± 63,1 у. е.), превышая ее интенсивность во всех 
экстрактах в 1,8 раза (p ≤ 0,05), 1,3 раза (p ≤ 0,05) и 1,6 раза (p ≤ 0,05) 
соответственно. Наибольший выход этой белковой фракции на‑
блюдался при использовании варианта со смещением значения 
рН в  кислую область. Интенсивность фракции 130 кДа составила 

Рисунок 1. Одномерные электрофореграммы экстрактов 
и ткани поджелудочной железы

Figure 1. One-dimensional electrophoregrams of extracts and tissue 
of pancreas

Ст — стандарт молекулярных масс; 1 — нативная поджелудочная желе‑
за (ПЖ); 2 — экстракт ПЖ с 0,9%-м раствором NaCl; 3 — экстракт ПЖ 
с 0,9%-м раствором NaCl (pH = 4); 4 — экстракт ПЖ с 0,9%-м раствором 
NaCl (pH = 8,5)

Рисунок 2. График интенсивности белковых фракций
Figure 2. Graph of the intensity of protein fractions

Ст — стандарт молекулярных масс; 1 — нативная поджелудочная желе‑
за (ПЖ); 2 — экстракт ПЖ с 0,9%-м раствором NaCl; 3 — экстракт ПЖ 
с 0,9%-м раствором NaCl (pH = 4); 4 — экстракт ПЖ с 0,9%-м раствором 
NaCl (pH = 8,5)

Таблица 2. Площади пиков, соответствующих мажорным белковым фракциям
Table 2. Peak areas corresponding to major protein fractions

Площадь пиков, у. е.

Мм, кДа 200 170 160 150 140 130 95

ПЖ н/о 683,2 ± 25,4 н/о 521,3 ± 16,6a н/о 4310,0 ± 63,1a 1146,2 ± 28,4

0,9% NaCl 2180,8 ± 50,3a н/о 295,0 ± 49,1 699,3 ± 29,3b, c 259,4 ± 58,6 2433,1 ± 105,8b, c н/о

0,9% NaCl, pH = 4 2027,6 ± 75,0 н/о 264,1 ± 19,5 366,7 ± 7,5b, d 257,0 ± 23,3 3204,7 ± 97,3b, d н/о

0,9% NaCl, pH = 8,5 1906,3 ± 129,4b н/о 305,2 ± 32,4 397,3 ± 66,8b, d 369,5 ± 47,5 2660,7 ± 157,5b, с н/о

Площадь пиков, у. е.

Мм, кДа 85 72 69 52 50 49 47

ПЖ 568,5 ± 44,2 500,9 ± 15,6 н/о 2644,3 ± 50,4a 1452,6 ± 34,4a 890,5 ± 32,3a 682,6 ± 7,7a

0,9% NaCl н/о н/о 3782,9 ± 23,3a 967,7 ± 76,9b 8724,9 ± 142,6b, c 4248,8 ± 56,2b, c 1190,5 ± 16,1b, c

0,9% NaCl, pH = 4 н/о н/о 732,9 ± 17,5b н/о 11582,6 ± 404,8b, d, e 4813,8 ± 234,4b, d 3492,1 ± 17,4b, d, e

0,9% NaCl, pH = 8,5 н/о н/о 804,2 ± 54,5b н/о 6035,1 ± 1075,9b, d, f 4202,3 ± 95,4b, c 5695,6 ± 146,8b, d, f

Площадь пиков, у. е.

Мм, кДа 45 44 42 40 33 30 27

ПЖ н/о 4332,5 ± 129,6 н/о 11641,1 ± 222,2a 14781,7 ± 394,8a 7976,0 ± 411,4a 4711,1 ± 202,2a

0,9% NaCl 1213,4 ± 10,4a н/о н/о 10397,6 ± 84,5b, c 16720,4 ± 309,2b, c 12119,8 ± 224,3b, c 11206,1 ± 188,6b, c

0,9% NaCl, pH = 4 1581,9 ± 49,6b, c н/о 794,8 ± 57,7a 10967,9 ± 124,5b, d 15935,2 ± 177,5b, d 16266,4 ± 111,9b, d, e 12203,1 ± 239,4b, d, e

0,9% NaCl, pH = 8,5 1405,5 ± 30,9b, d н/о 1619,8 ± 57,3b 10736,8 ± 177,9b 16520,2 ± 140,5b 14230,6 ± 62,8b, d, f 9986,1 ± 146,4b, d, f

Примечание: н/о — не обнаружено, * a-b, c-d, e-f — разные буквы обозначают статистически достоверные различия (p ≤ 0,05).
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3204,7 ± 97,3 у. е. и превышала величины вариантов с применением 
0,9% NaCl и со смещением рН в щелочную область на 31,7% (p ≤ 0,05) 
и  20,4% (p ≤ 0,05) соответственно. Белковые фракции с  Мм 95 кДа, 
85 кДа и 72 кДа проявлялись только в нативной поджелудочной же‑
лезе и отсутствовали в экстрактах, в то время как белковая фракция 
с Мм 69 кДа обнаруживалась только в экстрактах. С наибольшей ин‑
тенсивностью — в экстракте 0,9% NaCl (3782,9 ± 23,3 у. е.), что превы‑
шало ее интенсивность экстрактах с рН ≤ 4 и pH ≤ 8,5 в 5,2 раза (p ≤ 0,05) 
и 4,7 раза (p ≤ 0,05) соответственно. В нативной ПЖ четко проявля‑
лась фракция с Мм 52 кДа с интенсивностью 2644,3 ± 50,4 у. е., кото‑
рая присутствовала только в экстракте с 0,9% NaCl и отсутствовала 
в двух других экстрактах. Ее выход в  экстракт был в  2,7 раза ниже 
(p ≤ 0,05), чем детектировалось в ПЖ.

Наиболее ярко были выражены белковые полосы в  области Мм 
менее 50 кДа. Так, в нативной ПЖ присутствовали белковые фрак‑
ции с  Мм 50, 49 и  47 кДа, однако их выраженность в  экстрактах 
была существенно выше. Наибольшая интенсивность фракции с Мм 
50 кДа наблюдалась в экстракте со смещением рН в кислую область 
и  составляла 11582,6 ± 404,8 у.  е. Это значение превышало величи‑
ну интенсивности данной фракции в ПЖ, в экстрактах с 0,9% NaCl 
и со смещением рН в щелочную область в 8,0 раз (p ≤ 0,05), в 1,3 раза 
(p ≤ 0,05) и в 1,9 раза (p ≤ 0,05) соответственно. Интенсивность фрак‑
ции 50 кДа в экстракте с рН ≤ 8,5 составила 6035,1 ± 1075,9 у. е. и была 
ниже ее интенсивности в  других экстрактах на 30,8% (p ≤ 0,05) 
и  47,9% (p ≤ 0,05) соответственно. Интенсивность фракции с  Мм 
49 кДа была выше в экстрактах в среднем в 4,7–5,4 раза (p ≤ 0,05) по 
сравнению с тканью ПЖ. Наибольшая интенсивность фракции с Мм 
49 кДа наблюдалась в экстракте со смещением рН в кислую область 
(4813,8 ± 234,4 у. е.), превышая величину ее интенсивности в экстрак‑
тах с  0,9% NaCl и  со смещением рН в  щелочную область на 13,3% 
(p ≤ 0,05) и 14,6% (p ≤ 0,05) соответственно. Отмечается возрастающее 
проявление фракции (Мм 47 кДа) в ряду ПЖ < 0,9% NaCl < 0,9% NaCl, 
pH ≤ 4 < 0,9% NaCl, pH ≤ 8,5 (682,6 ± 7,7 < 1190,5 ± 16,1 < 3492,1 ± 17,4 < 
<  5695,66 ± 146,8). Так, наибольшая интенсивность фракции с  Мм 
47 кДа наблюдалась в экстракте со смещением рН в щелочную об‑
ласть, превышая величину ее интенсивности в  ПЖ, в  экстрактах 
с 0,9% NaCl и со смещением рН в кислую область в 8,3 раза (p ≤ 0,05), 
4,8 раза (p ≤ 0,05) и 1,6 раза (p ≤ 0,05) соответственно. При этом интен‑
сивность фракции 47 кДа в экстракте с 0,9% NaCl была ниже ее ин‑
тенсивности в других экстрактах на 65,9% (p ≤ 0,05) и 78,7% (p ≤ 0,05) 
соответственно. Белковая фракция 44 кДа была представлена только 
в  нативном сырье, однако в  экстрактах проявлялись полосы бел‑
ков с  Мм 45 и  42 кДа. Наибольшая интенсивность фракции с  Мм 
45 кДа наблюдалась в экстракте со смещением рН в кислую область 
(1581,9 ± 49,6 у. е.), превышая величину ее интенсивности в экстрак‑
тах с  0,9% NaCl и  со смещением рН в  щелочную область на 30,4% 

(p ≤ 0,05) и  12,6% (p ≤ 0,05) соответственно. Белковая фракция с  Мм 
42 кДа детектировалась только в  экстрактах с  модифицированной 
величиной рН, причем в экстракте со смещением рН в щелочную об‑
ласть ее интенсивность составила 1619,8 ± 57,3 у. е., превышая вели‑
чину варианта с рН ≤ 4,5 в 2,0 раза (p ≤ 0,05).

Полосы на электрофореграммах в области Мм 40–27 кДа обнару‑
живались во всех образцах. Белковая фракция в области молекуляр‑
ных масс 40 кДа наиболее интенсивно проявлялась в нативной ПЖ 
(11641,1 ± 222,2 у. е.), превышая ее интенсивность во всех экстрактах 
12,0% (p ≤ 0,05), 6,1% (p ≤ 0,05) и 8,4% (p ≤ 0,05) соответственно. В отно‑
шении белковой фракции с Мм 33 кДа, напротив, наблюдалось уве‑
личение ее интенсивности в экстрактах. Наибольшей она была при 
использовании 0,9% NaCl и  со смещением рН в  щелочную область 
(16720,4 ± 309,2 у. е. и 16520,2 ± 140,5 у. е. соответственно), и превы‑
шала ее интенсивность в  нативной ПЖ на 13,1% (p ≤ 0,05) и  11,8% 
(p ≤ 0,05) соответственно. В целом, резких отличий в изменении ин‑
тенсивности фракций 40 и 33 кДа не отмечалось. Белковые полосы 
в области Мм 30 кДа в экстрактах проявлялись интенсивнее по срав‑
нению с нативным сырьем. Наибольшая интенсивность наблюдалась 
в экстракте со смещением рН в кислую область (16266,4 ± 111,9 у. е.), 
превышая величину ее интенсивности в  ПЖ, в  экстрактах с  0,9% 
NaCl и  со смещением рН в  щелочную область в  2,0 раза (p ≤ 0,05), 
на 34,0% (p ≤ 0,05) и  14,3% (p ≤ 0,05) соответственно. Интенсивность 
фракции 30  кДа в  экстракте с  использованием 0,9% NaCl состави‑
ла 12119,8 ± 224,3 у.  е. и  была ниже ее интенсивности в  экстрактах 
со смещением рН в кислую и щелочную области на 25,5% (p ≤ 0,05) 
и 14,4% (p ≤ 0,05) соответственно. Интересно заметить, что в натив‑
ном сырье присутствовали фракции 27 и 26 кДа с площадями пиков 
2763 ± 74 и 1948 ± 157 у. е. соответственно (в Таблице 2 представлена 
сумма 4711,1 ± 202,2 у.  е.), а  в  трех экстрактах они были представ‑
лены одной мажорной фракцией с  площадью 11206,1 ± 188,6, 
12203,1 ± 39,4 и 9986,1 ± 146,4 у. е. Ее интенсивность была выше в экс‑
трактах в среднем в 2,1–2,6 раза (p ≤ 0,05) по сравнению с тканью ПЖ. 
Наименьшая интенсивность наблюдалась в экстракте со смещением 
рН в щелочную область и была ниже ее величины в экстрактах с 0,9% 
NaCl и со смещением рН в кислую область на 10,9% (p ≤ 0,05) и 18,2% 
(p ≤ 0,05) соответственно.

В целом, наиболее заметные отличия на треках электрофореграм‑
мы наблюдались в области 50 кДа и ниже. Различная интенсивность 
белковых фракций, их отсутствие в  экстрактах свидетельствует не 
только о низкой экстрактивности определенных белков, но и об их 
энзиматической модификации, протеолизе или об агрегации в про‑
цессах экстракции. ПЖ содержит множество ферментов, структур‑
ных, регуляторных, секреторных, рецепторных и  др. белков. В  Та‑
блице 3 приведены характеристики основных протеолитических 
ферментов, присутствующих в ПЖ.

Таблица 3. Характеристики основных протеолитических ферментов, присутствующих в ПЖ свиней
Table 3. Characteristics of the main proteolytic enzymes present in porcine pancreas

Фермент Мм, кДа pI pHопт Ссылки

Трипсиноген
Трипсин
Пептидаза S1

25,9 6,85

7,0–9,0 [10,19–22]24,4/23,5* 7,0/8,26*

23,3 8,26

Химотрипсиноген
В2
A
Химотрипсин
A
B
Пептидаза S1
C
Пептидаза S1

27,5–29,2

7,0–8,0 [11,23–28]

27,5–29,1/25,6* 6,68–7,43/6,86*

25,7

27,3 ± 0,5

24,1 8,3

24,1 4,7

23,9 6,1

28,9/27,3* 4,96/4,96*

25,9 4,86

Карбоксипептидаза
A1
B

8,0–10,0

[12,29–33]47,2/45,6/34,7* 5,13/5,13/5,46* 7,5

47,4/45,8/34,7* 5,24/5,24/5,73 7,6–7,7

Эластаза
Химотрипсиноподобная эластаза 1
Пептидаза S1
Химотрипсиноподобная эластаза 2A
Пептидаза S1

21,9–28,821 8,0–10,0

[12,34–37]

28,8/27,1/25,9* 8,42/8,11/8,44*
8,7

8,1–8,8
8,5–9,0

8,0

25,7 8,44

28,7/27,1/25,8* 8,33/8,08/7,68*

25,6 7,68
Примечание: * для зрелого белка в случаях, когда есть белок-предшественник с сигнальным пептидом, пропептидом или пептидом активации.
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Согласно систематизированным данным, приведенным в Табли‑
це 3, большинство протеолитических ферментов ПЖ имеют моле‑
кулярную массу в диапазоне 34–23 кДа, за исключением незрелой 
формы карбоксипептизаз с Мм 45–47 кДа. На полученных электро‑
фореграммах наибольшая интенсивность белковых полос выражена 
в области с Мм менее 33 кДа. Как правило, теоретические Мм и pI 
немного отличаются от расчетных вариантов [38,39]. Это происходит 
в  связи с  наличием посттрансляционных модификаций (фосфори‑
лирование, гликозилирование и  т.  д.), с  отщеплением сигнальных 
или иных последовательностей, с образованием белковых комплек‑
сов, различных белковых изоформ, а также ввиду неспецифического 
протеолитического расщепления и деградации белка [40].

Вариант рН со смещением в щелочную сторону находился вбли‑
зи изоэлектрических точек эластаз и  зрелой формы трипсина, 
которые расположены в  области 27 кДа, площадь пика с  рН ≤ 8,5 
была ниже ее величины в экстрактах с 0,9% NaCl и со смещением 
рН в  кислую область на 10,9% (p ≤ 0,05) и  18,2% (p ≤ 0,05) соответ‑
ственно. Незрелые формы карбоксипептидаз в области 45–47 кДа 
характеризовались кислой pI, наибольшая интенсивность фракции 
с  Мм 47 кДа наблюдалась в  экстракте со смещением рН в  щелоч‑
ную область, превышая величину ее интенсивности в  экстрактах 
с 0,9% NaCl и со смещением рН в кислую область в 4,8 раза (p ≤ 0,05) 
и в 1,6 раза (p ≤ 0,05) соответственно. В области 40 кДа существен‑
ных различий по интенсивности белковых фракций не наблю‑
далось, в  этом в диапазоне молекулярных масс могут находиться 
такие белки, как свиная панкреатическая фосфолипаза A2 [41], ан‑
нексин A1 [42], а в области 50–52 кДа — свиная панкреатическая ли‑
паза [43], α-амилаза [44], рецептор гастрина [45]. Панкреатическая 
триацилглицероллипаза и белок-2, связанный с липазой поджелу‑
дочной железы, имеют pI 5,73–6,10 [46,47], а наибольшая интенсив‑
ность фракции с Мм 50 кДа наблюдалась в экстракте со смещением 
рН в  кислую область. Это превышало величину ее интенсивности 
в экстрактах с 0,9% NaCl и со смещением рН в щелочную область 
в  8,0 раз (p ≤ 0,05), в  1,3 раза (p ≤ 0,05) и  в  1,9 раза (p ≤ 0,05) соот‑
ветственно. Кроме того, в ПЖ свиней идентифицируются различ‑
ные типы ламинина в  области Мм 200 кДа [48,49], коллаген и  его 
изоформы [50–53] с  диапазоном молекулярных масс 116–315 кДа 
[54–62], что соответствует молекулярно-массовому распределению, 
полученному в нашей работе.

ПЖ содержит также множество структурных, регуляторных, се‑
креторных, рецепторных и др. белков, а в одной фракции на одно‑
мерном электрофорезе, как правило, содержится множество белков 
со сходной молекулярной массой, но с  различной изоэлектриче‑
ской точкой [63,64]. Кроме того, изменение молекулярно-массового 
распределения белков может быть следствием протеолитической 

 активности энзимов, которые в большом количестве присутствуют 
в ткани ПЖ. Для карбоксипептидаз оптимум действия лежит в об‑
ласти рН 7,5–7,7 [31,32], а для трипсина и химотрипсина — в обла‑
сти 7,0–9,0 [10,11,21,22,26,27], в  то время как для смеси пищевых 
ферментов ПЖ оптимумом считается рН 8–10 [12]. В нашей работе 
рассмотрены разные варианты рН при экстракции, но значительной 
изменчивости белковых полос, связанных с высокой активацией эн‑
зимов, отмечено не было. Это связано с тем, что ферменты трипсин 
и химотрипсин секретируются в виде проферментов: трипсиногена, 
химотрипсиногена [4,5], а сама экстракция проходила при 4 ºС, что 
было существенно ниже оптимальной температуры действия при‑
сутствующих энзимов [12]. С другой стороны, животные ткани под‑
вергаются процессам автолиза [65], которые также происходят в тка‑
нях ПЖ post mortem и при экстракции [66–69], что может отражаться 
на молекулярно-массовом распределении белкового профиля при 
проведении электрофоретического анализа.

4. Выводы
Поджелудочная железа свиней содержит множество биологи‑

чески активных веществ, включая гормоны и  пищеварительные 
ферменты. При изучении влияния рН на молекулярно-массовое 
распределение белковых фракций в  полученных экстрактах было 
показано, что наибольшая интенсивность белковых фракций от‑
мечалась в  области молекулярных масс менее 50 кДа. Это соответ‑
ствует таким энзимам, как панкреатическая липаза (50–52 кДа), 
незрелые формы карбоксипептидаз (45–47 кДа), фосфолипаза А2 
(40 кДа), эластаза и зрелые формы трипсина (27 кДа). В целом, боль‑
шинство протеолитических ферментов имеет молекулярную массу 
в диапазоне 34–23 кДа, что соответствовало наибольшей интенсив‑
ности белковых полос на полученных треках. Также наблюдалось 
присутствие белковых фракций, соответствующих согласно вели‑
чине молекулярных масс различным типам и  изоформам колла‑
гена и  ламинина. При анализе интенсивности белковых фракций 
отмечалось, что применение 0,9% NaCl способствовало больше‑
му выходу в  экстрагент белков с  молекулярными массами 200 кДа 
(2180,8 ± 50,3 у. е.), 150 кДа (699,3 ± 29,3 у. е.), 69 кДа (3782,9 ± 23,3 у. е.), 
52 кДа (967,7 ± 76,9 у. е.) и 33 кДа (16720,4 ± 309,2 у. е.). Смещение рН 
в  кислую область стимулировало выход фракций с  молекулярными 
массами 130 кДа (3204,7 ± 97,3 у. е.), 50 кДа (11582,6 ± 404,8 у. е.), 49 кДа 
(4813,8 ± 234,4 у. е.), 45 кДа (1581,9 ± 49,6 у. е.), 40 кДа (10967,9 ± 124,5 у. е.), 
30 кДа (16266,4 ± 111,9 у. е.) и 27 кДа (12203,1 ± 239,4 у. е.), а в щелоч‑
ную — только 47 кДа (5695,6 ± 146,8 у. е.) и 42 кДа (1619,8 ± 57,3 у. е.). 
Кроме того, такие процессы, как белковая агрегация и протеолиз так‑
же могут оказывать влияние на молекулярно- массовое распределе‑
ние белковых фракций.
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The aim of this study is to enhance the comprehension of the mechanism of enzymatic gelation in milk by visualizing the 
evolution of its microstructure through transmission electron microscopy. In order to minimize the potential for artifacts dur‑
ing the preparation process and eliminate any possible difficulties in interpreting the resulting images, three distinct methods 
were employed in the research: shading the surface topography with vacuum deposition of heavy metal, negative staining of 
the specimen with a heavy metal solution and replicating a cleavage of a quick-frozen sample. The selection of time intervals 
for sampling the gel during its evolution is determined by the most probable significant modifications in the resulting gel. 
Based on the research, it has been shown that natural milk is a nonequilibrium system from the perspective of statistical ther‑
modynamics. A notable observation is that the glycomacropeptides forming the hair layer on the surface of casein micelles 
are unevenly distributed, leading to the formation of micelle dimers and trimers. It has been determind that during the initial 
stage of enzymatic gelation in milk, clusters of loosely bound micelles are formed in areas with the highest concentration. 
The formation of micelle chains is absent at this stage due to the non-anisometric nature of micelles and the energetic disad‑
vantage of their formation. It has been found that under the influence of enzymatic gelation near the gel point, a hierarchical 
process involving the transformation of the milk’s protein component is activated. The trigger mechanism for this process is 
a cooperative conformational transition in clusters of casein micelles, which initiates a chain of more energy-intensive reac‑
tions in the following sequence: hydro­phobic interactions → hydrogen bridges → electrostatic interactions → calcium bridges. 
The result is the conversion of loosely bound micelle clusters into denser aggregates, predominantly contributing to the 
formation of milk curd. It is worth noting that gelation in milk can be regarded as a process that reduces the free energy of 
the dispersed system. Understanding the correlation between the decrease in the free energy value during gelation and the 
physical properties of the finished cheese and other dairy products continues to be a relevant area of research.
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А ННОТА Ц И Я
Цель этой работы заключается в улучшении понимания механизма ферментативного гелеобразования в молоке за 
счёт визуализация эволюции его микроструктуры с помощью просвечивающей электронной микроскопии. Для сни‑
жения возможности возникновения артефактов препарирования и устранения проблем достоверной интерпретации 
получаемых изображений в  работе были использованы три различных способа подготовки препаратов к  исследо‑
ваниям: оттенение топографии поверхности вакуумным напылением тяжелого металла; негативное окрашивание 
препарата раствором тяжелого металла; репликация скола быстрозамороженного образца. Выбор моментов време‑
ни отбора образцов геля в процессе его эволюции обусловлен наиболее вероятными существенными изменениями 
в образующемся геле. В результате исследований показано, что с точки зрения статистической термодинамики на‑
туральное молоко является неравновесной системой. Отмечено, что волосковый слой казеиномакропептидов на по‑
верхности мицелл казеина распределён неравномерно, что способствует образованию димеров и тримеров мицелл. 
Определено, что в первичной фазе ферментативного гелеобразования в молоке образуются слабосвязанные кластеры 
мицелл в местах их наибольшей концентрации. Образования цепочек мицелл на этом этапе не наблюдается, что объ‑
ясняется отсутствием анизометрии мицелл и энергетической невыгодностью их образования. Установлено, что при 
ферментативном гелеобразовании в молоке вблизи гель-точки запускается иерархический процесс преобразований 
белковой составляющей молока. Спусковым механизмом этого процесса является кооперативный конформационный 
фазовый переход в кластерах мицелл казеина, который вызывает цепочку более энергоёмких реакций в последова‑
тельности: гидрофобные взаимодействия → водородные связи → электростатические взаимодействия → кальциевые 
мостики. Результатом чего является преобразование слабосвязанных кластеров мицелл в более плотные агрегаты, 
преимущественно из которых окончательно формируется молочный сгусток. Отмечено, что в целом гелеобразова‑
ние в молоке можно рассматривать как процесс, снижающий величину свободной энергии, а определение того, как 
уровень снижения величины свободной энергии молока при гелеобразовании связано с  физическими свойствами 
готового сыра и других молочных продуктов остаётся актуальной темой исследований.
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1. Introduction
The central aspect in the technological process of cheese manufac‑

ture, one of main dairy products, resides in the milk gel formation. Nu‑
merous researchers from different countries dedicated their works to 
studying this process and defining optimal methodologies for regulating 
the gelation process in milk.

The process of rennet milk coagulation, according to the prevailing 
current opinion, can be subdivided into two partially overlapping main 
phases: the primary (enzymatic) phase, which involves the hydrolysis of 
κ-casein micelles resulting in the formation of paracasein and the partial 
aggregation of destabilized micelles; and the secondary (non-enzymatic) 
aggregation phase, which encompasses the complete aggregation of mi‑
celles into a cohesive spatial gel structure and its densification.

The enzymatic phase mechanism has been thoroughly explained in 
[1,2], with a quantitative understanding of its interaction with various 
environmental factors. In [3], it is demonstrated that during gelation, 
stronger bonds tend to substitute weaker bonds. This occurs due to the 
denaturation of micelle structures, which exposes new reactive centers 
according to a hierarchical order: hydrophobic interactions → hydrogen 
bonds → electrostatic attraction → calcium bridges. Additionally, the inves‑
tigation highlights the ongoing relevance of determining how individual 
casein micelles contribute to the microstructure of milk curds.

In previous studies [4,5], researchers observed that enzymatic desta‑
bilization of casein micelles leads to their transformation into a “molten 
globule” state, accompanied by micelle swelling, which is visually clear 
through an increase in their size. It signifies the initial stage of subse‑
quent conformational changes.

The initial aggregation of rennet-destabilized casein micelles during the 
enzymatic phase has been confirmed by electron microscopic photographs 
obtained by various researchers [6,7]. Furthermore, it is observed that co‑
operative transitions take place in casein molecules towards the end of the 
enzymatic phase. These transitions are a result of conformational changes 
that substantially alter the properties of casein micelles and their subse‑
quent restructuring [8,7]. It is important to note that while these processes 
occurring with proteins in the gelation phase are often referred to as dena‑
turation, caseins are rheomorphic proteins, meaning that their conforma‑
tion depends on the surrounding environment. Therefore, it is more correct 
to describe the changes as conformational rather than denaturation.

The conformational changes in milk proteins and their kinetics, which 
play a crucial role in determining the characteristics of the final product, 
have been a subject of interest for many researchers [9,10]. However, the 
conformational changes of proteins within casein micelles induced by 
different milk-clotting enzymes and their specific effects on the proper‑
ties of the resulting milk curd are still not sufficiently studied.

The understanding of the state of milk protein system near the gel point, 
specifically the transition mechanism from the primary gelation phase to 
the secondary phase, is still limited and not fully comprehended. At this 
stage, clusters of micelles or their aggregates reach a state where they are 
no longer actively engaged in random motion known as Brownian motion. 
Nevertheless, there must be a mechanism facilitating intensive interactions 
between these clusters, leading to the formation of a common structure.

In the secondary phase of rennet coagulation, which typically takes 
place under conditions of relative rest of the milk, there is continued ag‑
gregation of micelles that have undergone conformational changes. This 
aggregation process ultimately results in the formation and densification 
of a milk curd  [11,12].

The mechanism of micelle aggregation in this phase can be described 
by the von Smoluchowski theory for diffusion-limited aggregation (DLA), 
according to some authors [13,14]. The theory suggests that the rate of 
aggregation is limited by particle diffusion, and it occurs through random 
collision and joining of particles of destabilized micelles [15].

The percolation model of gelation or the fractal model of cluster-clus‑
ter aggregation offer a broad understanding of the process, but they do 
not fully clarify how clusters of micelles from the primary phase interact 
with one another to form a unified spatial structure.

Researchers are increasingly recognizing the secondary gelation 
phase as including two substages: micellar aggregation and densification 
of the milk curd, resulting in the formation of a three-dimensional struc‑
ture. In this context, paper [16] focuses on the primary descriptive models 
of gelation in milk. The findings reveal that the majority of these models 
solely address the micellar aggregation substage, neglecting the densifi‑
cation substage. However, more recent models are applicable to a broader 
range of conditions and accurately distinguish both substages.

Electron microscopy is extensively applied in numerous studies re‑
garding the mechanism and kinetics of milk gel formation. Its usage en‑
ables the visualization of specific moments during these processes and 

enhances our comprehension of gelation mechanism. Different methods 
of electron microscopy, such as transmission, scanning, and high reso‑
lution, are employed in these studies. In an early work [17], dedicated 
to electron microscopy analyses of milk proteins and dairy products, it 
was highlighted that a deeper understanding of how microstructure in‑
fluences the properties of the final product enables the development of 
production processes focused on making high-quality products.

Modern researchers [18] confirm it and emphasize that analyzing the 
microstructure of cheeses at various stages of their production enhances 
the comprehension of manufacturing processes and the connection be‑
tween cheese microstructure, product quality, and functionality. This un‑
derstanding ultimately enables the optimization of production methods.

In [19], researchers examined the impact of high-pressure treatment 
on the microstructure of casein micelles in milk using electron micros‑
copy. The findings revealed three phenomena associated with increasing 
pressure and processing time: the reduction in size of casein micelles, 
deformation and loss of their round shape, and the formation of agglom‑
erated micelle fragments with more intense treatment (higher pressure 
and/or longer duration). This agglomeration resulted in an overall in‑
crease in the average diameter of micelles.

The microstructure of milk curd samples was examined [20] using trans‑
mission and scanning electron microscopy. The results of this study prove 
a notable interaction between coagulation temperature and the coagula‑
tion characteristics of milk protein, which requires certain modifications in 
cheesemaking procedures. It is worth mentioning that reducing the coagu‑
lation temperature significantly alters the microstructure of the milk curd, 
leading to a decreased tendency for syneresis during curd cutting.

Exciting advancements in research methodologies are becoming more 
prevalent, enabling us to get supplementary knowledge regarding the 
intricate transformations that occur within protein microstructures dur‑
ing the manufacture of dairy products. Consequently, to investigate the 
impact of endogenous milk protein additives on the microstructure and 
properties of milk gels, a super-resolution microscopy technique called 
Stimulated Emission Depletion (STED) was used [21].

The effect of temperature on the structure of casein micelles and the 
gelation process in milk was examined through the use of transmission 
electron microscopy and field emission scanning electron microscopy 
(FESEM) in [22]. The findings revealed a clear correlation between the 
temperature, microstructure of casein micelles, and the gelation charac‑
teristics of cow’s milk.

The impact of pH on the microstructure of casein micelles was stud‑
ied in [23] using direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy 
(dSTORM). dSTORM-visualization of casein micelle aggregates at a pH of 
4.5, which was below the isoelectric point of caseins, demonstrated that 
β-casein dispersed throughout the protein network and revealed minus‑
cule pores within the structure at the nanoscale level.

Super-resolution microscopy is a powerful method for analyzing the 
microstructure of complex colloidal systems in conditions that closely re‑
semble their natural state. In a study cited as [24], Coherent Anti-Stokes 
Raman Scattering microscopy (CARS) showed that the use of fluorescent 
dye during the preparation of milk gel does not affect the visualization of 
its microstructure, while offering exceptionally high resolution.

In relation to electron microscopy, diverse techniques are used to 
prepare specimens for research. The researcher’s selection of a particu‑
lar area of interest within the sample also holds significant importance. 
Nevertheless, the process of choosing microscopy methods and preparing 
specimens unavoidably gives rise to preparation artifacts and challenges 
in accurately interpreting the resulting images.

In [25], three techniques were applied to prepare specimens for study‑
ing milk proteins using transmission electron microscopy, aiming to as‑
sess and eliminate preparation artifacts while gaining supplementary in‑
sights. Research findings indicate that utilizing the ultra-fast freeze-chip 
method, as opposed to fixation with glutaraldehyde, enables the visual‑
ization of finer structures within milk’s casein micelles.

Even with the multitude of techniques available for investigating the 
microstructure of milk gel and the diverse specimen preparation meth‑
ods used, it is notable that the majority of studies focus solely on either 
the morphology and microstructure of casein micelles or the microstruc‑
ture of the completed milk curd, encompassing its initial and final states. 
Intermediate states are typically depicted solely through theoretical 
models. A comprehensive depiction of the development of milk gel mi‑
crostructure during enzymatic gelation, substantiated by (electron) mi‑
croscopic images confirming this evolution, is currently missing.

The primary objective of this study is to enhance comprehension of 
the process of enzymatic gelation in milk and to visually depict the evo‑
lution of the microstructure of rennet milk gel through the application 
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of transmission electron microscopy and a range of specimen prepara‑
tion methods.

2. Objects and methods
2.1. Materials

The research used the following:
 � milk sourced from AgriVolga LLC, the village of Burmasovo, Uglich 

district, Yaroslavl region, Russia, the Yaroslavskaya cow breed, with 
a raw milk fat content ranging from 4% to 4.2% and protein content 
between 3.4% and 3.7%;

 � milk-clotting enzyme of Chy-max® M 1000 Liquid, manufactured by 
Chr Hansen A/S, based in Hoersholm, Denmark.

2.2. Methods
2.2.1. Milk preparation

The milk underwent pre-treatment, which involved heating to 40±1 °C 
and standardizing it by adjusting the casein/fat ratio to 0.7. The milk 
pasteurization was carried out in a tank at a temperature of 68±1 °C for 
10 minutes, followed by cooling to a temperature of 36±1 °C. Enzymatic 
coagulation was then initiated by adding the enzyme at a ratio of 0.0025–
0.0075% and stirring the milk for 2 minutes. The milk coagulation process 
took place at a temperature of 35±1 °C.

2.2.2. Electron microscopy
Electron microscopic examinations of the microstructure of milk 

components and milk gel were conducted using an EM-410 transmission 
electron microscope (Philips, the Netherlands). To minimize distortions 
caused by the microscope’s electron beam on the sample, investigations 
were performed using the microscope’s electron beam at a minimal cur‑
rent and a voltage of 40 kV.

Three different methods were used for preparing specimens for elec‑
tron microscopy:

I. Shading of surface topography by vacuum deposition of heavy metal (MS)
Milk samples, obtained from a common reservoir at specific time 

intervals after adding rennet, were fixed at room temperature using a 
2% glutaraldehyde solution in 0.1 M Sorenson phosphate buffer with 
a pH of 7.2 for 20 minutes (0.1 ml milk to 1 ml fixative). Subsequently, 
the fixed samples were diluted with distilled water at a ratio of 1:100. 
A 5 µl drop of the diluted, fixed sample was then transferred using a 
pipette onto a 400-mesh copper grid coated with nitrocellulose film 
(parlodium) and held for 2 minutes. Afterward, excess solution was re‑
moved from the grid’s surface with filter paper, and the grid was dried in 
a vacuum chamber at room temperature. To enhance sample contrast, a 
3–5 nm thick layer of platinum (Pt) was deposited on the sample’s sur‑
face at a 24° angle using vacuum metal sputtering in a vacuum chamber 
[26]. The thickness of the applied metal was monitored using a quartz 
sensor. The completed sample, featuring shadows reflecting its surface 
topography due to the metal deposition, was then ready for examina‑
tion in the electron microscope.

II. Negative staining of the preparation with a heavy metal solution (NS)
Samples of milk were collected from a common reservoir at specific 

time intervals after adding the rennet enzyme. All selected specimens 
were fixed at room temperature using a 2% glutaraldehyde solution in 
0.1 M Sorenson phosphate buffer at pH 7.2 for 20 minutes (at a ratio of 
0.1 ml of milk to 1 ml of fixative). Subsequently, the fixed samples were 
diluted with distilled water at a ratio of 1:100.

A 5 µl drop of the fixed sample was pipetted and transferred onto a 
copper grid coated with a nitrocellulose film (parlodium) and held for 2 
minutes to ensure dispersed particles adhered to the film’s surface. To 
enhance contrast, negative staining was employed by pipetting a 2 µl 
drop of a 4% uranyl acetate solution onto the fixed sample on the grid 
and holding for 4 minutes [27,28]. Excess solution was removed with 
filter paper, and the grid was dried in a vacuum chamber at room tem‑
perature. The resulting sample was transferred to an electron micro‑
scope for analysis.

III. Frozen Fracture Replication (FFR)
Gel samples were collected at distinct stages of its formation. The 

samples were carefully taken from the milk gel as minimally deformed 
parallelepipeds and placed into specially prepared tanks measuring about 
2 × 2 × 8 mm made of aluminum foil.

To freeze the samples, a precisely controlled process was employed us‑
ing a polished copper block cooled with liquid nitrogen to a temperature 
of –180 °C. The freezing rate was maintained at no less than –100 °C s‑1 to 
prevent the formation of ice crystals in the sample. Subsequently, the frozen 

sample was placed in a cold vacuum chamber, where it was split crosswise 
at a temperature of –170 °C and held for one minute to remove surface ice.

To obtain a contrasting replica of the prepared cleavage surface of a 
milk gel sample, a 3–5 nm thick layer of platinum (Pt) was applied to the 
sample’s surface at a 24º angle and a temperature of –130 ºC in a vacuum 
chamber using thermal vacuum metal sputtering. Subsequently, to obtain 
a durable replica, a layer of carbon (C) with a thickness of 20–30 nm was 
also applied at a 90º angle. The thickness of the applied material was 
controlled by a quartz sensor.

After the replica was applied to the cold cleaved sample, it was 
promptly removed from the vacuum chamber and separated from the 
sample using a heated sodium hypochlorite (NaOCl) solution and then 
washed with toluene, acetone, and ethanol. Finally, it was rinsed with dis‑
tilled water. The resulting finished replica of the cleavage surface of the 
milk gel sample was placed on a 400-mesh copper grid and transferred to 
an electron microscope for research.

Images of the microstructure of the prepared specimens, captured at 
various magnifications using an electron microscope, were then analyzed. At 
each stage of the study, at least ten obtained images were analyzed, and the 
most representative ones were selected for further examination and analysis.

3. Results and discussion
Electron microscopy provides a means to visually observe changes in 

casein micelles and their interactions during the gelation process in milk. 
This can be achieved using different specimen preparation methods for mi‑
croscopy. However, the selection of research methods and specimen prepa‑
ration techniques for microscopy invariably introduces the possibility of 
preparation artifacts and challenges in interpreting the resulting images.

In this study, the use of three distinct specimen preparation methods 
allowed for a reduction in the influence of preparation artifacts on re‑
search result interpretation. Consequently, it enhanced our understand‑
ing of the intricate mechanism underlying enzymatic gelation in milk.

For microscopy specimen preparation, milk samples were obtained at 
specific time points denoted by letters in Figure 1, which represents the 
gelation kinetics of milk due to enzymatic activity. These time points were 
selected based on previous literature highlighting significant changes in 
the resulting gel during milk gelation.

In Figure 2, the electron microscopy images captured at time point (A) 
depict casein micelles in the original pasteurized milk. Image (a) in this 
figure was generated using heavy metal shading (MS), which effectively 
reveals the micelles as spherical structures of different sizes. This obser‑
vation aligns with the widely accepted notion of their typical shape.

Figure 1. Kinetics of enzymatic gelation in milk
Рисунок 1. Кинетика ферментативного гелеобразования в молоке

Figure 2. Casein micelles in pasteurized milk. 
Methods: (a) — MS, (b) — NS

Рисунок 2. Мицеллы казеина в пастеризованном молоке. 
Методы: (a) — MS, (b) — NS
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The utilization of the negative contrast (NS) technique with uranyl 
acetate in the specimen allowed for the generation of image (b), which 
reveals that the ideal spherical shape of the casein micelles is not ac‑
curate and demonstrates the existence of a specific shell (hydrophilic 
hairbrush), on the micellar surface, that in general is not uniform. In a 
previous study [15], the presence of a casein macropeptide brush on the 
micellar surface was noted, although it was depicted as uniform. This un‑
evenness indicates that different areas of the micelles have various levels 
of hydrophilicity. However, this unevenness specifies that in the original 
milk, as clear from both images, dimers and trimers of micelles, formed 
due to weak hydrophobic interactions, may also be present.

However, both methods of specimen preparation mentioned have a 
notable drawback: they require preliminary chemical treatment and 
strong dilution of the solution. These processes can potentially introduce 
preparation artifacts and prevent an accurate assessment of the micelles’ 
native state and volume distribution in milk. The presence of dimer and 
trimer micelles observed in the images could possibly be attributed to 
such artifacts, thus additional research using a different, non-destructive 
method is required. Figure 3 presents an image that demonstrates the 
distribution of micelles across a microvolume of milk. This image was 
generated using the ultra-fast freezing-fracture method (FFR) for speci‑
men preparation, which enables the preservation of the micelles’ native 
state and volume distribution.

The image presented in Figure 3(a) provides evidence supporting the 
presence of dimers and trimers of casein micelles in milk, as also ob‑
served in Figure 2; perhaps they are weakly bound by hydrophobic inter‑
actions, but they are not regarded as mere preparation artifacts. Though 
there may be debates among researchers regarding the existence of these 
dimers and trimers in natural milk. Figure 3(a), despite its clear simplic‑
ity, necessitates careful analysis and addresses a significant question. 
In the realm of statistical thermodynamics, most researchers view milk 
as an equilibrium disperse system. This implies that the dispersed par‑
ticles (casein micelles) should be uniformly distributed throughout the 
entire volume, i. e., the level of fluctuations in their location should be 
minimum from a thermodynamic perspective. However, as evident from 
the image and several similar ones we have obtained, the distribution of 
casein micelles in reality is highly uneven across the milk volume. Some 
areas contain a considerable number of micelles, while others exhibit an 
absence of micelles altogether. Importantly, this is not a result of prepa‑
ration artifacts. These observations lead to two conclusions. Theoreti‑
cal conclusion: milk can be considered as a nonequilibrium system; and 
practical one: gelation primarily initiates in areas where casein micelles 
accumulate, forming primary clusters of micelles. These findings contrib‑
ute to a deeper understanding of the gelation mechanism in milk.

Figure 3(b) displays high-magnification images of two casein micelles 
with different sizes. It is evident that both micelles show a complex inter‑
nal structure, similar to the images described in [29]. While these images 
are occasionally interpreted as evidence of submicellar structure within 
casein micelles, it is more probable that they signify the complex nature of 
the overall micelle structure. Furthermore, the image clearly shows a halo 
surrounding the micelles. However, this image clearly shows a halo, fram‑
ing the micelles, but these are not glycomacropeptides, which are much 
smaller in size, but the area of their interaction with the environment.

The widely-held belief among researchers is that the structure of ren‑
net milk gel can be described as a spatial (three-dimensional) network of 
casein micelle chains. This notion is often supported by repeated artistic 
illustrations (models), suggesting that individual micelles form chains 
during the initial stages of enzymatic gelation. However, experimental 
data from various researchers have revealed contradictions to the tradi‑

tional views on the gel structure. In our opinion, this prevailing belief is 
erroneous for two reasons. Firstly, systems inherently strive to minimize 
free energy, and the formation of chains becomes energetically unfavor‑
able when glycomacropeptides are uniformly removed from the micelle 
surface. Instead, it is more plausible that these glycomacropeptides are 
randomly clustered together. Secondly, the formation of primary chains 
would require an anisometric arrangement of hydrophobic areas on the 
micelle surface, which is unlikely, unsupported by observations, and lacks 
confirmation from any evidence. The photographs in Figure 4 illustrate 
the formation of small, loosely bound clusters of micelles during the ini‑
tial phase of enzymatic gelation, represented at time point (B) in Figure 1.

At this moment, the milk-clotting enzyme molecules eliminated the 
glycomacropeptides of κ-casein from the surface of some micelles and 
formed a hairy layer with hydrophilic properties on the surface of the mi‑
celles. Consequently, the surface of the micelle (or a part of it) turned into a 
hydrophobic surface, which is not energetically favorable for the dispersed 
system. To reduce its free energy, the system aims to minimize the size of 
free hydrophobic areas by connecting micelles into clusters through hydro‑
phobic interactions. Figure 4(a) and Figure 4(b), obtained using different 
methods, clearly show the formation of these loosely bound micelle clus‑
ters. However, the presence of any chains is not evident.

Figure 5 displays images of large clusters of casein micelles observed 
at time point (C) in Figure 1, marking the end of the initial stage of en‑
zymatic gelation. By this time, approximately 80–90% of the glycomac‑
ropeptides attached to the micelles’ surface were removed by the milk-
clotting enzymes. Images obtained through various techniques reveal 
that the majority of micelles are arranged in large, loosely connected 
clusters. It’s important to mention that despite these changes, the vis‑
cosity of the milk remains relatively unchanged throughout the primary 
gelation phase. This can be attributed to the well-known Einstein for‑
mula (1), which states that the viscosity η of a dispersed system is solely 
dependent on the volume fraction of the dispersed phase, rather than the 
sizes of non-interacting particles.
 η = η

0 (1 + 2,5ϕ) (1)
where η0 is the viscosity of the dispersion medium, ϕ is the volume fraction of 

the dispersed phase.

The electron microscopic studies of the gelation process at this stage 
yield results that are consistent with earlier findings in [30,31] obtained 
through different methods and indicate the occurrence of a clustering 
process of casein micelles as a preliminary step prior to coagulation.

Figure 3. Distribution of micelles over a microvolume of 
milk (a) — FFR method; (b) — enlarged images of casein 

micelles — NS method
Рисунок 3. Распределения мицелл по микрообъему молока (a) — метод 

FFR; (b) -увеличенные изображения мицелл казеина — метод NS

Figure 4. Formation of clusters of casein micelles in the 
primary gelation phase. Methods: (a) — MS, (b) — NS

Рисунок 4. Образование кластеров мицелл казеина в первичной фазе 
гелеобразования. Методы: (a) — MS, (b) — NS

Figure 5. Clusters of casein micelles at the end of the primary 
gelation phase. Methods: (a) — MS, (b) — NS

Рисунок 5. Кластеры мицелл казеина в конце первичной фазы 
гелеобразования. Методы: (a) — MS, (b) — NS
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Regarding the timeframe, the formation of large clusters of casein mi‑
celles occurs around the “gel point”, which refers to the moment when 
the viscosity of the dispersed system rapidly increases. Consequently, 
investigations were conducted on the microstructure of the resulting 
gel immediately after reaching the gel point (time point D — Figure 1). 
 Figure 6 presents electron microscopy images depicting the state of ca‑
sein micelle clusters at this specific time.

Based on the photographs and a comparison with Figure 5, it is evi‑
dent that both the micelles within the clusters and the clusters them‑
selves experienced notable structural alterations after reaching the gel 
point. Prior to the gel point, the micelles maintained a spherical shape, 
and the bonds between them in the clusters were relatively weak (hy‑
drophobic). However, after the gel point, only a few spherical micelles 
remained within the clusters, with some disintegrating, unfolding, and 
forming multiple intermicellar bonds.

Our observation suggests that during the final stage of the primary 
gelation phase, there is a cooperative conformational transition similar 
to a second-order phase transition in casein molecules, forming micelles 
and clusters of micelles. This transition has two main effects: first, the 
increase in micelle size due to enhanced hydration and volume frac‑
tion, resulting in a slight viscosity increase, and, secondly, the signifi‑
cant alteration of physicochemical properties of the micelles, facilitat‑
ing the formation of a cohesive milk gel structure. Loosely bound micelle 
clusters transform into coherent aggregates of remaining micelles and 
protein particles after the conformational transition. These aggregates 
gradually become denser through fluctuation, oscillatory, and rotational 
movements of casein micelles and protein particles within the aggregate, 
leading to the formation of additional intermicellar bonds. Subsequent‑
ly, these aggregates serve as the starting materials for the formation of 
the three-dimensional spatial structure of the milk gel in the secondary 
phase. This viewpoint is supported by the analysis of a series of gel state 
images at the end of the secondary gelation phase. Figure 7 displays pho‑
tographs capturing the progression of casein micelles clustering into a 
cohesive structure. The photographs vividly show the formation of small 
micelle aggregates, their mutual interactions, and the subsequent emer‑
gence of a unified structure. 

The studies conducted prove a notable drawback despite their appar‑
ent clarity. The method employed for direct transmission electron mi‑
croscopy involves the deposition of dispersed particles on a flat substrate, 
resulting in significant deformation of the particles. Consequently, the 

three-dimensional structure of clusters and aggregates can only be in‑
ferred from their two-dimensional representations in photographs. Fur‑
thermore, this method proves inadequate for assessing the evolution of 
gel structure during coagulation and syneresis, as the structural deforma‑
tions become catastrophic in nature. Therefore, alternative methods are 
necessary to examine these changes. In [32], scanning electron micros‑
copy was used to capture images of the structure of the final milk gel. 
The findings clearly illustrate that the gel primarily consists of aggregates 
(flakes) formed by micelles and protein particles rather than chains of 
micelles, which aligns with our own results.

Our investigation into the microstructure of the milk gel using the 
ultrafast freeze-cleavage transmission electron microscopy method 
showed similar results (Figure 8(a)). If the image obtained by scanning 
electron microscopy provides a comprehensive view with a large depth of 
field, allowing for a quasi-three-dimensional assessment of the structure, 
transmission electron microscopy presents an image of a random cross-
sectional cleavage of the structure of studied sample. It is highly unlikely 
that such a random cleavage would consistently pass through chains of 
micelles. Thus, the photograph presented above depicts a cross-sectional 
cleavage of the spatial structure formed by aggregates of micelles. It is 
important to note that the gel’s characteristic size can be influenced by 
the size of the gel’s unit cell, which varies based on the properties of the 
milk and the processing techniques used. In this case, the cells have an 
average size of approximately 5 µm, which is similar to the characteristic 
sizes of micelle clusters near the gelation point. Evidently, this size af‑
fects the gel’s permeability and, accordingly, the rate of syneresis.

Figure 8(b) illustrates the location of the milk fat globule within the 
milk gel structure. This photograph demonstrates that the fat globule, as 
it undergoes the gelation process, gets a secondary protein shell, which 
serves as a protective measure for the fat against lipolysis during the stor‑
age of cheese.

Therefore, the experimental confirmation of the hypothesis that the 
composition of rennet milk gel consists of sequential chains of distinct 
casein micelles is absent, thus rendering it an inadequate description of 
the gel structure. Instead, it can be proposed that milk gel structuring 
occurs on two levels: localized structuring within clusters of micelles 
and overall structuring of a pre-existing cluster system. It is highly prob‑
able that the final gel structure is formed during the coagulation process 
through the aggregation of pre-formed aggregates of casein  micelles.

To complete the description of the milk gel structure, it is crucial to 
elucidate its topological characteristics. The key aspect to consider is that 
the topology of the resulting structure should minimize the energy of 
the phase interface during the sol-gel transition. During enzymatic gela‑
tion, para-κ-casein, which has a notable hydrophobic nature, is formed. 
Namely, an additional phase interface appears, leading to an increase in 
free (excess) interphase energy. According to the Gibbs-Helmholtz prin‑
ciple, this energy tends to spontaneously decrease in dispersed systems. 
As a result, the entropy of the system decreases due to the increased pro‑
portion of ordered entities within the surrounding water structure. The 
hydrophobic interactions between para-κ-casein molecules and water 
molecules contribute to an increase in entropy and the system transition 
to a more favorable energetic state. Furthermore, the combination of mi‑
celles into a single, compact structure is advantageous in terms of energy 
dynamics for the system. This combination minimizes contact of hydro‑
phobic areas with water, and, consequently, the interaction of identical 
hydrophobic areas also contributes to a reduction in the system’s overall 
free energy. The process of diminishing interfacial energy is further fa‑
cilitated through the aggregation of micelles, which goes with a decline 
in free surface energy as a consequence of decreased specific surface area 
of dispersed phases upon intermolecular contacts among the micelles’ 
hydrophobic areas. Additionally, the formation of a curd at specific stages 
involves the participation of ionic, hydrogen, and van der Waals bonds.

Figure 6. Clusters of casein micelles at the beginning of the 
secondary gelation phase Methods: (a) — MS, (b) — NS
Рисунок 6. Кластеры мицелл казеина в начале вторичной фазы 

гелеобразования Методы: (a) — MS, (b) — NS

Figure 7. Interaction of aggregates of casein micelles during 
the formation of an integral structure. Methods: (a), (b) — NS

Рисунок 7. Взаимодействие агрегатов мицелл казеина при 
образовании целостной структуры. Методы: (a), (b) — NS

Figure 8. Structure of milk gel. FFR method
Рисунок 8. Структура молочного геля. Метод FFR
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During the process of gelation, milk undergoes a transition from a 
stable dispersed state to a metastable state. The phase separation of the 
metastable system does not occur through the emergence of nuclei of two 
finished phases followed by competitive growth, as assumed in the chain 
model. Instead, it is attributed to the initial formation of numerous small 
nonequilibrium areas (clusters) within the metastable system, which 
show slight variations in concentration and have the ability to gradually 
merge and approach an equilibrium state. Consequently, the transforma‑
tion of the dispersed system (milk) into a structured one (milk curd) oc‑
curs as a result of this process.

From the perspective outlined, the milk curd can be characterized 
within the realm of scientific discourse as a bicontinuum system. There 
one continuum corresponds to whey, while the other continuum relates 
to a structured protein matrix. These continua permeate each other mu‑
tually. The main condition for the emergence, existence, and develop‑
ment of this system lies in the organization of its topology, prioritizing 
the minimization of the interface between the continua. The conver‑
sion of milk into a milk curd occurs under the influence of deterministic 
and stochastic factors. Deterministic processes dictate the fundamental 
nature and properties of the curd’s topology, whereas stochastic pro‑
cesses govern their distortion or dispersion within a specific confidence 
interval.

4. Conclusion
Based on the conducted research, the following conclusions can be drawn.
From the perspective of statistical thermodynamics, natural milk 

shows characteristics of a non-equilibrium system, as proved by the un‑
even distribution of casein micelles throughout its volume.

The uneven distribution of a glycomacropeptide hair layer on the sur‑
face of casein micelles in milk contributes to the generation of dimer and 
trimer micelles.

During the initial phase of enzymatic gelation in milk, loosely bound 
clusters of micelles form at areas of the highest micelle concentration. 
Due to the weak nature of these hydrophobic bonds, these clusters have 
minimal impact on the viscosity changes observed in milk. The formation 
of micelle chains does not occur at this stage, which can be attributed to 
the absence of micelle anisometry, and the energetic disadvantage asso‑
ciated with their formation.

During the enzymatic gelation process in milk near the gel point, a 
hierarchical transformation process of the protein component of milk is 
activated. The trigger mechanism for this process is a cooperative con‑
formational phase transition in clusters of casein micelles, leading to a 
sequential chain of increasingly energy-intensive reactions in the order: 
hydrophobic interactions → hydrogen bonds → electrostatic attraction → 
calcium bridges. The result is the conversion of loosely-bound micelle 
clusters into more densely packed aggregates.

Ultimately, the resulting milk curd predominantly consists of indi‑
vidual aggregates and constitutes a bicontinuous system. In this sys‑
tem, one continuous phase is the whey while the other continuous 
phase is a structured protein matrix. These two phases permeate each 
other mutually.

Generally, the gelation phenomenon in milk can be conceptualized as 
an energy-reducing process. Investigating the correlation between the 
reduction in milk’s free energy during gelation and the physical charac‑
teristics of the final cheese and other dairy products continues to be an 
ongoing subject of scientific inquiry.
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А ННОТА Ц И Я
В настоящее время актуальной остается проблема дефицита макро- и микронутриентов в рационах населения. Одним 
из перспективных направлений ее решения является разработка способов производства отечественных пищевых ин‑
гредиентов с целью создания на их основе обогащенных микронутриентами пищевых продуктов. Биотехнологиче‑
ский способ получения таких ингредиентов считается одним из актуальных, а наиболее широко применяемым ми‑
кроорганизмом в пищевой промышленности являются дрожжи Saccharomyces cerevisiae. Целью данной работы стало 
изучение возможности обогащения хлебопекарных дрожжей микроэлементами: цинком и хромом. В ходе исследо‑
вания подтверждена возможность фортификации дрожжей в процессе культивирования периодическим способом на 
солодовом сусле с добавлением растворов солей —  источников микроэлементов: сульфата цинка (ZnSO4 × 5H2O) и хло‑
рида хрома (III) (CrCl3 × 6H2O). Оптимальными дозировками выбранных солей микроэлементов для обогащения были 
250 мг Zn / дм3 и 500 мкг Cr / дм3. При этом наблюдалось увеличение содержания сырого протеина (СП) на 11,6 ± 0,5%. 
При использовании данного сочетания (250 мг Zn / дм3 + 500 мкг Cr / дм3) удалось достичь оптимальных результатов 
в процессе одновременного обогащения объекта двумя микроэлементами. Это позволило получить образец с кон‑
центрацией 263,4 ± 13 мг Zn / 100 г дрожжей (процент встраивания —  58,8%) и 308,2 ± 15 мкг Cr / 100 г дрожжей (процент 
встраивания —  34,4%). Также наблюдалось повышение количества сырого протеина на 30 ± 1,5%. Была изучена воз‑
можность включения полученных экспериментальных образцов в состав пищевых продуктов, и в качестве модели 
было выбрано изделие массового потребления —  хлеб. Образцы хлеба были произведены с полной заменой дрожжей 
без обогащения на фортифицированные цинком и хромом. Органолептическая оценка и исследование таких важных 
показателей, как влажность и  кислотность, продемонстрировали, что экспериментальные образцы могут быть ис‑
пользованы в пищевой промышленности после прохождения необходимых тестов на безопасность. Для восполнения 
рекомендуемой суточной нормы поступления в организм микроэлементов при употреблении 100 г эксперименталь‑
ного образца хлеба были рассчитаны значения: 68,5 ± 3,4% для цинка и 19,2 ± 1,0% для хрома.
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A BST R ACT
Currently, the problem of deficiency of macro- and micronutrients in the diet of the population remains relevant. One of the 
promising areas for solving this problem is the development of methods for the production of domestic food ingredients with 
the aim of creating food products fortified with microelements on their basis. The biotechnological method for production of 
such ingredients is considered one of the most relevant. The most widely used microorganism in the food industry is the Saccha‑
romyces cerevisiae yeast. The aim of the research was to study the possibility of baker’s yeast enrichment with microelements: 
zinc and chromium. The possibility of yeast fortification during batch fermentation on malt wort with the addition of salt solu‑
tions —  sources of trace elements (zinc sulfate (ZnSO4 × 5H2O) and chromium (III) chloride (CrCl3 × 6H2O)) was confirmed. The 
optimal dosages of the selected trace element salts for fortification were 250 mg Zn/dm3 and 500 µg Cr/dm3. An increase in the 
crude protein content by 11.6 ± 0.5% was also observed. When using this combination (250 mg Zn / dm3 + 500 µg Cr / dm3), it was 
possible to reach optimal results in the process of simultaneous enrichment of the object with two microelements. It makes pos‑
sible to obtain a sample with a concentration of 263.4 ± 13 mg Zn / 100 g of yeast (percentage of incorporation was 58.8%) and 
308.2 ± 15 µg Cr / 100 g of yeast (percentage of incorporation was 34.4%). An increase in the crude protein content by 30 ± 1.5% 
was also observed. The possibility of including the produced experimental samples in food products was studied. Bread as a mass 
consumer product was chosen as a model. Experimental bread samples were produced with a complete replacement of yeast 
without enrichment with yeast fortified with zinc and chromium. Organoleptic evaluation and study of important parameters 
such as moisture and acidity demonstrated that the experimental samples can be used in the food industry after passing the 
necessary safety tests. The values of replenishing the norms of physiological needs in microelements when consuming 100 g of 
the experimental bread sample were calculated: 68.5 ± 3.4% for zinc and 19.2 ± 1.0% for chromium.
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1. Введение
В настоящее время перспективным направлением развития пи‑

щевой промышленности является получение новых отечествен‑
ных натуральных пищевых ингредиентов. Одним из возможных 
способов их производства является биотехнология, позволяющая c 
минимальными усилиями достичь заданных свойств конечной про‑
дукции [1,2]. Широко используемыми биологическими объектами 
в пищевой отрасли являются дрожжи [1,2]. Дрожжи применяют в ка‑
честве ведущего элемента в  производстве хлебобулочных изделий 
и этанола, в пивоварении, виноделии, и т. д. Также дрожжи использу‑
ют в качестве источника биологически ценных компонентов, таких 
как белок, витамины группы B, провитамин D2 и др. Стоит отметить, 
что скор незаменимых аминокислот у дрожжевых белков приближен 
к содержанию данных аминокислот в белках животного происхожде‑
ния [3,4]. Хлебопекарные дрожжи рода Saccharomyces cerevisiae счи‑
таются подробно изученными микроорганизмами, что позволяет 
использовать их в качестве модельного объекта для различных ис‑
следований [5]. Особенностью S. cerevisiae является высокая лабиль‑
ность к внешнему воздействию, что способствует необходимому от‑
клику и обеспечивает высокий потенциал для производства целевых 
метаболитов и биопродуктов [6].

На сегодняшний день наблюдается несовершенство пищевых 
паттернов населения, приводящих к  микронутриентной недо‑
статочности, что является остро стоящей проблемой [7]. Дефицит 
микронутриентов играет важную роль в  развитии алиментарно-
зависимых состояний, которые, в  свою очередь, могут способст‑
вовать возникновению различных заболеваний. Одним из таких 
заболеваний является сахарный диабет II-типа (СД2), который, по 
данным Федерального регистра, распространен среди ~ 4,6 млн че‑
ловек в России [8]. СД 2 —  патологическое состояние, при котором 
нарушена эффективность использования гормона углеводного об‑
мена —  инсулина. В условиях низкой производительности инсулина 
снижается проницаемость плазматических мембран для глюкозы, 
в связи с чем уровень сахара в биологических жидкостях повыша‑
ется. Этому сопутствует рост осмотического давления, что приво‑
дит к  обезвоживанию организма. На фоне этого состояния может 
возникнуть дефицит электролитов (Na, K, Ca, Mg). В  свою очередь 
такой дисбаланс приводит к  общей и  мышечной слабости, к  сни‑
жению функциональности крови и регенерации, а также к пораже‑
нию глаз и  к  другим негативным последствиям [9]. Поддержанию 
нормального физиологического состояния организма и  уменьше‑
нию риска прогрессирования СД 2 способствует употребление важ‑
ных для синтеза и секреции инсулина микроэлементов [10]. Инсу‑
лин производят β-клетки островков Лангерганса, чувствительные 
к концентрации глюкозы в крови. В зрелых секреторных гранулах 
кроме инсулина находятся ионы Zn2+, которые отвечают за био‑
синтез и  хранение гормона. Цинк не только входит в  состав мно‑
гих ферментов, но и участвует в процессах метаболизма, регуляции 
экспрессии генов и  др. Дефицит цинка, наблюдаемый примерно 
у 2 млрд человек, может привести к развитию анемии, к нарушению 
иммунологической реактивности, к циррозу печени и к другим не‑
гативным последствиям [11,12]. Хром (Cr) —  эссенциальный микро‑
элемент, который нормализует проницаемость клеточных мембран 
для глюкозы, управляет процессами использования и депонирова‑
ния сахара клетками и  увеличивает чувствительность рецепторов 
тканей к инсулину, а также отвечает за нормальное функциониро‑
вание сердечно-сосудистой системы. Хром также благотворно вли‑
яет на организм при инфекционных процессах и в условиях окис‑
лительного стресса. Дефицит хрома может приводить к снижению 
толерантности к глюкозе и уровня ЛПВП, а также к повышению хо‑
лестерина [13,14]. Таким образом, для микроэлементной профилак‑
тики прогрессирования СД 2 необходимо ежедневное потребление 
цинка (Zn) и  хрома (Cr) в  количестве (согласно МР 2.3.1.0253–21 1) 
12 мг и 40 мкг соответственно.

Источниками биодоступного цинка являются продукты животно‑
го происхождения, такие как мясо (говядина, баранина, свинина, до‑
машняя птица), рыба и морепродукты (устрицы), имеющие высокую 
стоимость [15]. Ценными источниками хрома могут служить также 
яйца, мясо, печень, сыр [16]. При этом стоит отметить ингибирующее 
влияние продуктов, в составе которых содержится фитин или фити‑
новая кислота, на усвоение цинка из таких источников, например, из 
пшеницы и из других злаковых культур [17,18].

1 МР 2.3.1.0253–21 «Нормы физиологических потребностей в  энергии 
и  пищевых веществах для различных групп населения Российской Федера‑
ции» Москва: ЦЕНТРМАГ, 2023. — 80 с.

Во многих работах отечественных и  зарубежных исследователей 
отмечена более высокая биологическая доступность микроэлементов 
из микробиологических источников по сравнению с неорганически‑
ми формами, а также их экологическая чистота и  способность сни‑
жать токсичность металлов. В работах [19–20] показана возможность 
получения органических форм селена (Se) с использованием микро‑
организмов: селенометионин-обогащенные Bifidobacterium bifidum, 
а также селеноцистеин-обогащенные Streptococcus thermophilus и En­
terococcus faecium. В исследовании [21] отмечено преимущество селен- 
обогащенных дрожжей как натурального органического источника 
селенометионина, имеющего более высокую эффективность по 
сравнению с неорганическим селеном в терапии когнитивных нару‑
шений у мышей. Рядом ученых описано успешное получение микро‑
организмов, обогащенных органическими формами микроэлемен‑
тов, путем культивирования дрожжей Yarrowia lipolytica на средах 
с добавлением неорганической соли Se (селенита) [22], а также бакте‑
рий Lactobacillus rhamnosus и Lactococcus lactis на средах с добавлени‑
ем хлорида магния [23]. По результатам отмечено, что полученные 
магний-обогащенные бактерии были успешно применены в произ‑
водстве фортифицированного мороженого. В  работе [24] исследо‑
вали влияние биодоступности обогащенных хромом (Cr) дрожжей 
и хлорида хрома на показатели роста цыплят-бройлеров. Отмечена 
более высокая биодоступность хрома из органических источников 
по сравнению с  неорганическими, а  также улучшение показателей 
роста цыплят и  характеристик тушек при использовании в  рацио‑
нах Cr-обогащенных дрожжей. В работах [25,26,27,28] рассматривали 
возможность применения различных родов бактерий (Lactobacillus, 
Streptococcus, Enterococcus, Bifidobacterium, Bacillus) в  качестве объек‑
тов для обогащения микроэлементами: селеном (Na2SeO3), цинком 
(ZnO), марганцем (MnCl2), медью (CuCl2). Результаты данных работ 
подтверждают перспективность проведения исследований по форти‑
фикации микробной биомассы эссенциальными микроэлементами.

В ряде работ показано, что дрожжи являются перспективной систе‑
мой для обогащения микроэлементами, т. к. содержат витамины, иг‑
рающие регуляторную роль в метаболизме человека. К ним относится, 
например, рибофлавин, образующий с цинком более эффективное сое‑
динение [29,30], а также эргостерин —  провитамин D2 [31]. Дефицит ви‑
тамина D, как известно, является глобальной проблемой, затрагиваю‑
щей примерно 1 млрд человек, из которых чуть более 123 млн являются 
гражданами России [32–33]. Недостаток витамина D в рационе может 
приводить к нарушениям метаболизма кальция и фосфатов, что, в свою 
очередь, вызывает некорректную минерализацию костной ткани [34]. 
Также дефицит витамина D снижает иммунную защиту организма 
и несет риск возникновения сердечно-сосудистых заболеваний [35].

Таким образом, биотехнологический способ получения пищевых 
ингредиентов на основе обогащенных микроэлементами микроор‑
ганизмов является актуальным и перспективным. Однако практиче‑
ски отсутствуют систематизированные данные о влиянии способов 
фортификации дрожжей на уровень встраивания микроэлементов, 
на их биодоступность, а также на технологические показатели обога‑
щенных дрожжей при использовании их в хлебопечении.

Целью данной работы стало исследование возможности обогаще‑
ния хлебопекарных дрожжей Saccharomyces cerevisiae эссенциальны‑
ми микроэлементами (цинком и хромом).

Для достижения поставленной цели были сформулированы сле‑
дующие задачи:
1) Исследовать возможность обогащения хлебопекарных дрожжей 

микроэлементами (Zn и Cr) индивидуально и сочетано;
2) Исследовать возможность использования обогащенных дрожжей 

в производстве пищевых продуктов (на примере хлеба).

2. Объекты и методы
Объектом данного исследования стали дрожжи рода Saccharomyces 

cerevisiae из коллекции микроорганизмов ВНИИ пищевой биотехно‑
логии. В качестве источников микроэлементов были выбраны неор‑
ганические соли, разрешенные ТР ТС 021/2011 2 для использования 
в пищевой промышленности, в том числе в производстве биологиче‑
ски активных добавок (БАД): сульфат цинка (ZnSO4 × 5H2O) и хлорид 
хрома (III) (CrCl3 × 6H2O).

Экспериментальные образцы обогащенных дрожжей получа‑
ли периодическим способом культивирования в течение 18 ч. при 
30 ± 2 °C, 200 RPM. Биофортификацию осуществляли путем внесения 

2 ТР ТС 021/2011 Технический регламент Таможенного союза «О безопас‑
ности пищевой продукции», утв. решением Комиссии Таможенного союза от 
9 декабря 2011 г. № 880.
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растворов солей в питательную среду. В качестве значимого фактора 
рассматривали дозировку микроэлемента.

Экспериментальные образцы хлебобулочных изделий были из‑
готовлены из одной партии сырья, включающей муку пшеничную 
(ГОСТ Р 26574–2017 3), сахар (ГОСТ 33222–2015 4), не йодированную 
соль (ГОСТ Р 51574–2018 5), сухое молоко (ГОСТ 33629–2015 6), масло 
подсолнечное (ГОСТ 1129–2013 7), а также на основе одного штамма 
дрожжей.

Содержание микроэлементов в  дрожжах определяли методом 
атомно-адсорбционной спектрометрии с  электротермической ато‑
мизацией на приборе Agilent 240Z (Agilent Technologies, США) по 
ГОСТ Р 57162–2016 8.

Определение содержания сырого протеина в  образцах дрожжей 
проводили по методу Кьельдаля согласно ГОСТ Р 57221–2016 9 на 
установке Vapodest (Gerhardt, Германия).

Аминокислотный состав образцов хлеба определяли методом 
ВЭЖХ согласно ГОСТ 32195–2013 10 на хроматографе AZURA (Knauer, 
Германия). Детектирование осуществляли при ʎ = 570 нм и ʎ = 440 нм 
(для пролина).

Для органолептической характеристики полученных образцов 
хлеба проводили оценку по 5-балльной шкале по следующим пока‑
зателям: форма, поверхность, цвет, пропеченность, промес, пори‑
стость, вкус, запах. Определение кислотности и  влажности прово‑
дили согласно ГОСТ 5670–96 11 и ГОСТ 21094–2022 12 соответственно.

В  таблицах приведены средние арифметические значения и  их 
стандартные отклонения (ẋ  + SD; n = 3). Статистическая обработка 
результатов исследования выполнена с использованием пакета про‑
грамм STATISTICA 6.0. Критический уровень значимости нулевой 
статистической гипотезы (p) принимали равным 0,05.

3. Результаты и обсуждение
3.1. Исследование возможности обогащения хлебопекарных дрожжей 

микроэлементами (Zn и Cr) индивидуально и сочетанно
Основываясь на теоретических и практических данных о способ‑

ности дрожжей аккумулировать минеральные вещества [36], изучали 
возможность получения обогащенных ингредиентов на их основе.

Первым этапом исследования стала фортификация дрожжей ми‑
кроэлементами индивидуально. В качестве значимого фактора была 
выбрана дозировка Zn, в качестве соли-источника которого исполь‑
зовали сульфат цинка (ZnSO4 × 5H2O). Полученный вариант должен 
был отличаться повышенным содержанием СП и показать накопле‑
ние цинка дрожжами. Результаты фортификации хлебопекарных 
дрожжей сульфатом цинка приведены на Рисунке 1.

По результатам отмечено, что внесение сульфата цинка в дозиров‑
ках 250 и 500 мг Zn /дм3 позволяет достичь статистически значимого 
(р < 0,05) увеличения содержания сырого протеина в фортифициро‑
ванных дрожжах по сравнению с контролем, что соответствовало на‑
шей гипотезе. При этом между вариантами обогащённых дрожжей 
отличия были незначительны, что дает возможность использовать 
меньшую дозировку соли микроэлемента для получения целево‑
го ингредиента. Таким образом, оптимальной выбрали дозировку 
250 мг Zn/дм3, вызывающую повышение содержания сырого протеи‑
на на 11,6 ± 0,5%. Это позволяет получить дрожжи со степенью обога‑
щения 82,1%, при которой концентрация микроэлемента составляет 
683 ± 34  мг Zn на 100  г дрожжей. Полученные данные коррелируют 
с результатами Sheykhi et al. [36], которые установили, что накопле‑
ние цинка в дрожжах увеличивается при повышении концентраций 
сульфата цинка в питательных средах.

3 ГОСТ 26574–2017 «Мука пшеничная хлебопекарная. Технические усло‑
вия». —  Москва: Стандартинформ, 2018. — 21 с.

4 ГОСТ 33222–2015 «Сахар белый. Технические условия». —  Москва: Стан‑
дартинформ, 2019. — 22 с.

5 ГОСТ Р 51574–2018 «Соль пищевая. Общие технические условия». —  Мо‑
сква: Стандартинформ, 2018. — 12 с.

6 ГОСТ 33629–2015 «Консервы молочные. Молоко сухое. Технические ус‑
ловия». —  Москва: Стандартинформ, 2017. — 13 с.

7 ГОСТ 1129–2013 «Масло подсолнечное. Технические условия». —  Москва: 
Стандартинформ, 2019. — 20 с.

8 ГОСТ Р 57162–2016 «Вода. Определение содержания элементов методом 
атомно-абсорбционной спектрометрии с  электротермической атомизаци‑
ей». —  Москва: Стандартинформ, 2019. — 23 с.

9 ГОСТ Р 57221–2016 «Дрожжи кормовые. Методы испытаний». —  Москва: 
Стандартинформ, 2020. — 57 с.

10 ГОСТ 32195–2013 «Корма, комбикорма. Метод определения содержания 
аминокислот». —  Москва: Стандартинформ, 2020. — 23 с.

11 ГОСТ 5670–96 «Хлебобулочные изделия. Методы определения кислотно‑
сти». —  Москва: Стандартинформ, 2006. — 9 с.

12 ГОСТ 21094–2022 «Изделия хлебобулочные. Методы определения влаж‑
ности». —  Москва: Стандартинформ, 2022. — 17 с.

Далее, основываясь на результатах собственных исследова‑
ний [37] и  данных Zhang  S.  Q. et al. [38] о  невысокой абсорбции 
неорганического и  пищевого хрома и  способности образова‑
ния пептидными структурами дрожжевой клетки биоплексов 
с  ионами Cr, изучали возможность получения обогащенных ин‑
гредиентов  —  источников биодоступного Cr. В  данном экспе‑
рименте дозировка хрома варьировала в  пределах от 100 до  
1000 мкг / дм3, в качестве соли-источника использовали хлорид хро‑
ма (III) (CrCl3 × 6H2O) [37]. Результаты фортификации дрожжей хлори‑
дом хрома представлены на Рисунке 2.

По результатам отмечено, что внесение хлорида хрома в  до‑
зировках менее 1000 мкг Cr / дм3 позволяет достичь статистически 
значимого (р < 0,05) увеличения содержания сырого протеина в фор‑
тифицированных дрожжах по сравнению с  контролем. Дозировка 
свыше 750 мкг Cr / дм3 вызвала ингибирование развития культуры, 
что соотносится с данными Lipinska E. et al. [39], в исследовании ко‑
торых отмечается, что в высоких дозах хром может подавлять рост 
дрожжей. Среди вариантов обогащенных дрожжей также имелись 
значимые различия, при этом оптимальной оказалась дозировка 
500 мкг Cr / дм3, вызывающая повышение содержания сырого проте‑
ина на 26 ± 1,3%, при которой обогащение составило 43,1% —  концен‑
трация микроэлемента 512,5 ± 25 мкг Cr на 100 г дрожжей.

Полученные данные подтверждают возможность обогащения 
хлебопекарных дрожжей S. cerevisiae микроэлементами со статисти‑
чески значимым улучшением технологических показателей. Поло‑
жительный отклик культуры на обогащение дает возможность для 
проведения дальнейших исследований фортификации дрожжей со‑
четано с целью получения вариантов с накоплением одновременно 
цинка и хрома.

В  ходе следующего эксперимента были рассмотрены различ‑
ные дозировки цинка, при оптимальной дозировке хрома, равной 
500 мкг Cr / дм3. Результаты фортификации дрожжей сочетано пред‑
ставлены на Рисунке 3.

Примечание: * статистически значимые отличия (р < 0,05) от показателя 
контроля.

Рисунок 1. Показатели сырого протеина и процента 
встраивания цинка обогащенных сульфатом цинка 

хлебопекарных дрожжей S. cerevisiae
Figure 1. Crude protein and percent of zinc incorporation in zinc sulfate 

enriched baker’s yeast S. cerevisiae

 
Примечание: * статистически значимые отличия (р < 0,05) от показателя 
контроля.

Рисунок 2. Показатели сырого протеина и процента 
встраивания хрома обогащенных хлоридом хрома 

хлебопекарных дрожжей S. cerevisiae
Figure 2. Crude protein and percent of chromium incorporation  

in chromium chloride enriched baker’s yeast S. cerevisiae
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По результатам отмечено, что обогащение дрожжей цинком 
и хромом одновременно позволяет достичь значимого (р < 0,05) уве‑
личения содержания сырого протеина по сравнению с  контролем. 
Среди фортифицированных вариантов также отмечены значимые 
различия, при этом оптимальными были дозировки 250 мг Zn / дм3 
и  500 мкг Cr/дм3, вызывающие повышение содержания сырого 
протеина на 30 ± 1,5%. Это позволяет достичь обогащения цинком 
58,8% и  хромом 34,4%, концентрации микроэлементов достигали 
263,4 ± 13 мг Zn/100 г дрожжей и 308,2 ± 15 мкг Cr/100 г дрожжей со‑
ответственно.

Полученные данные подтверждают возможность сочетанного 
обогащения хлебопекарных дрожжей S. cerevisiae со статистически 
значимым улучшением технологических показателей.

3.2. Исследование возможности использования обогащенных дрожжей 
в производстве пищевых продуктов (на примере хлеба)

Для подтверждения возможности применения полученных обо‑
гащенных хлебопекарных дрожжей в  пищевой промышленности 
проводили наработку экспериментальной партии фортифицирован‑
ных дрожжей с подобранными оптимальными дозировками микро‑
элементов. Затем были изготовлены образцы хлеба с полной заме‑
ной дрожжей, при этом не производилось обогащение в рецептуре 
контрольного образца. Результаты представлены на Рисунке 4.

Влажность и кислотность полученных образцов соответствовали 
требованиям ГОСТ Р 58233–2018 13 и  составляли 42,60% и  3,0 град. 
у контроля и 44,07% и 3,0 град. у опытного образца.

Проводили органолептическую оценку полученных образцов 
хлебобулочных изделий по восьми качественным показателям. Ре‑
зультаты представлены на Рисунке 5.

Как видно из профилограммы, при органолептической оценке 
были отмечены незначительные различия в показателях хлеба с вне‑
сением в  рецептуру экспериментальных дрожжей по сравнению 
с контролем. Показано, что в основном эти различия касались таких 
показателей хлеба, как «форма», «поверхность» и «пористость».

13 ГОСТ Р 58233–2018 «Хлеб из пшеничной муки. Технические условия». —  
Москва: Стандартинформ, 2019. — 14 с.

Сопутствующей частью данного исследования было определение 
аминокислотного и элементного состава для подтверждения повы‑
шения пищевой ценности получаемого продукта. Поэтому далее был 
проведен аминокислотный анализ полученных экспериментальных 
образцов хлеба. Результаты представлены в Таблице 1.

Таблица 1.  Аминокислотный состав белковых веществ 
образцов хлеба

Table 1. Amino acid composition of protein substances in bread samples

Аминокислота, мг/100 г Хлеб Контроль Хлеб Zn+Cr
Валин (Val) 325,02 ± 42,25 319,02 ± 41,47

Изолейцин (Ile) 304,35 ± 36,52 323,69 ± 38,84*
Лейцин (Leu) 597,65 ± 77,69 594,70 ± 77,31
Лизин (Lys) 98,58 ± 6,90 257,42 ± 18,02*

Метионин (Met) 111,15 ± 8,89 121,38 ± 9,71*
Треонин (Thr) 255,44 ± 30,65 234,18 ± 28,10*

Триптофан (Trp) 1356,72 ± 176,37 1870,98 ± 243,23*
Фенилаланин (Phe) 377,09 ± 26,40 380,93 ± 26,67

Незаменимые, всего 3426,03 ± 171,30 4102,3 ± 205,12*
Аспарагиновая кислота (Asp) 412,21 ± 32,98 384,59 ± 30,77*

Серин (Ser) 440,49 ± 39,64 401,78 ± 36,16*
Глутаминовая кислота (Glu) 3037,55 ± 212,63 2824,06 ± 197,68*

Пролин (Pro) 871,40 ± 61,00 908,30 ± 63,58
Глицин (Gly) 268,58 ± 18,80 262,91 ± 18,40
Аланин (Ala) 241,45 ± 16,90 246,75 ± 17,27
Тирозин (Tyr) 124,06 ± 14,89 128,35 ± 15,40
Гистидин (His) 80,86 ± 6,47 256,99 ± 20,56*
Аргинин (Arg) 126,16 ± 8,83 295,97 ± 20,72*

Заменимые, всего 5602,77 ± 280,13 5709,70 ± 285,49
Всего: 9028,77 ± 496,58 9812,01 ± 539,66*

Незаменимые: Заменимые 1: 1,63 1: 1,39
Примечание: * статистически значимые (р < 0,05) отличия от показателя 
хлеба с дрожжами без обогащения.

Примечание: * статистически значимые отличия (р < 0,05) от показа‑
теля контроля.

Рисунок 3. Показатели сырого протеина и процента 
встраивания цинка и хрома обогащенных сульфатом 

цинка и хлоридом хрома хлебопекарных дрожжей 
S. cerevisiae

Figure 3. Crude protein and percent of zinc and chromium incorporation 
in baker’s yeast S. cerevisiae enriched with zinc sulfate 

and chromium chloride

(А)                                                                                                                (B)
Рисунок 4. Экспериментальные образцы хлебобулочных изделий: (А) —  контроль с дрожжами без обогащения; 

(B) —  опыт с дрожжами, обогащенными цинком и хромом
Figure 4. Experimental samples of bakery products: (A) —  control with yeast without enrichment; 

(B) —  experiment with yeast enriched with zinc and chromium

Рисунок 5. Профилограмма экспериментальных образцов 
хлебобулочных изделий: контроль —  с дрожжами, 

без обогащения; опыт —  с дрожжами, обогащенными 
цинком и хромом

Figure 5. Profilogram of the experimental samples of bakery products: 
сontrol —  with yeast, without enrichment; еxperimental sample — 

 with yeast enriched with zinc and chromium
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Отмечено, что в опытных образцах хлеба содержалось достовер‑
но большее количество незаменимых аминокислот (в 1,2 раза), чем 
у контрольных образцов, полученных в аналогичных условиях.

Далее определяли содержание исследуемых микроэлементов 
в образцах хлеба с обогащенными дрожжами для выявления возмож‑
ности обеспечения профилактики микронутриентной недостаточно‑
сти. Расчет количества необходимых веществ для восполнения реко‑
мендуемой суточной нормы физиологической потребности (РСНП) 
в цинке и хроме согласно МР 2.3.1.0253–21 приведен в  Таблице 2.

Таблица 2. Расчетное значение восполнения рекомендуемой 
суточной нормы физиологической потребности согласно 
МР 2.3.1.0253–21 при употреблении хлеба с добавлением 

обогащенных ингредиентов
Table 2. Calculated value of replenishment of the recommended daily 

physiological requirement according to MR2.3.1.0253–21 when eating bread 
with the addition of enriched ingredients

Наименование 
микроэлемента РСНП

Верхний допу-
стимый уровень 

потребления
Хлеб Zn + Cr,

100 г

Цинк (Zn) 12 мг/сут. 25 мг/сут. 68,5 ± 3,4%
Хром (Cr) 50 мкг/сут. 250 мкг/сут. 19,2 ± 1,0%

Как видно из Таблицы 2, необходимо употребление не более 100 г 
опытного образца хлеба для восполнения более 15% от РСНП, что 
подтверждает возможность использования обогащенных дрожжей 
для получения пищевых продуктов, одним из направлений приме‑
нения которых будет являться профилактика микронутриентной 
недостаточности.

4. Выводы
Таким образом, экспериментально доказана возможность по‑

лучения обогащенных цинком и хромом хлебопекарных дрожжей 
с  улучшенными технологическими показателями для внесения 
их в  состав продуктов питания на примере хлебобулочных изде‑
лий. Обогащенные пищевые продукты с  применением данных 
образцов могут быть использованы для профилактики микрону‑
триентной недостаточности. Так как данная форма «обогащенных 
микроэлементами хлебопекарных дрожжей» не входит в перечень 
разрешенных к  применению в  пищевом производстве согласно 
ТР  ТС 021/2011, необходимо проведение дальнейших исследова‑
ний их биобезопасности. После прохождения всех контрольных 
испытаний данные ингредиенты будут представлять собой пер‑
спективный источник микронутриентов для производителей и по‑
требителей.
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