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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
В  статье рассматриваются нейропротекторные эффекты пептидомиметика СС‑18 с  последовательностью 
CTKSICTKKTLRTCPPIC, полученной методом молекулярной пептидной трансплантации. Цель исследования — оце-
нить влияние пептидомиметика на уровень активных форм кислорода (АФК) в митохондриях клеток нейробласто-
мы человека (SH-SY5Y) при окислительном стрессе, вызванном ротеноном. Синтез пептидомиметика проводил-
ся методом твердофазного синтеза Fmoc (SPPS) с последующей очисткой с использованием высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Влияние пептидомиметика на жизнеспособность клеток SH-SY5Y оценива-
ли в  диапазоне концентраций от 5 до 150 мкг/мл методом MTT‑теста. Также было проведено прогнозирование 
биологических свойств пептида с  использованием баз данных Cybase, APD и  ADMET. Результаты показали, что 
пептидомиметик СС‑18 обладает нейропротекторным действием, которое заключается в  снижении уровня АФК 
в  митохондриях клеток SH-SY5Y. Механизм действия пептидомиметика связан с  активацией экспрессии генов, 
ответственных за антиоксидантную защиту, таких как SOD1, SOD3, NQO1, GSS и GAPDH. Это способствует предо-
твращению гибели нейронов. Полученные данные подтверждают потенциал пептидомиметика СС‑18 как эффек-
тивного антиоксидантного средства для профилактики и лечения нейродегенеративных заболеваний, связанных 
с окислительным стрессом. Перспективным направлением являются исследования, доказывающие эффективность 
пептидомиметика СС‑18 в клинической практике.
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A BST R ACT
The article discusses the neuroprotective effects of the peptidomimetic CC‑18 with the sequence CTKSICTKKTLRTCPPIC 
obtained by the method of molecular peptide transplantation. The aim of the study was to evaluate the effect of the peptido-
mimetic on the level of reactive oxygen species (ROS) in the mitochondria of human neuroblastoma cells (SH-SY5Y) under 
oxidative stress caused by rotenone. The peptidomimetic was synthesized by Fmoc solid-phase synthesis (SPPS) followed by 
purification using high performance liquid chromatography (HPLC). The effect of the peptidomimetic on viability of SH-SY5Y 
cells was evaluated in the concentration range from 5 to 150 micrograms/ml by the MTT test. The biological properties of the 
peptidomimetic were also predicted using the Cybase, APD, and ADMET databases. The results showed that the CC‑18 pep-
tidomimetic has a neuroprotective effect, reducing the level of ROS in the mitochondria of SH-SY5Y cells. The mechanism of 
action of the peptidomimetic is associated with the activation of expression of genes responsible for antioxidant protection, 
such as SOD1, SOD3, NQO1, GSS and GAPDH. This helps to prevent the death of neurons. The data obtained confirms the 
potential of the CC‑18 peptidomimetic as an effective antioxidant agent for the prevention and treatment of neurodegenera-
tive diseases associated with oxidative stress. A promising area of further research are studies proving the effectiveness of the 
CC‑18 peptidomimetic in clinical practice.
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1.	 Введение
Окислительный стресс (ОС) — физиологическое явление, при ко-

тором дисбаланс окислительных и антиоксидантных процессов в ор-
ганизме приводит к  выработке избыточного количества активных 
форм кислород (АФК), повреждающих клетки и способствующих раз-
витию заболеваний. Наиболее подвержены ОС нервные клетки  [1]. 
Возникновение некоторых нервных заболеваний тесно связано 
с  избытком АФК и  свободных радикалов в  организме, в  основном 
гидроксильного радикала (HO·), супероксид-анионного радикала 
O2•(–)) и  радикала DPPH (2,2-дифенил‑1-пикрилгидразил)  [2]. При 
избытке активных форм кислорода нарушается клеточная сигнали-
зация, что вызывает повреждение белков и ДНК, а также иницииру-
ет пероксидацию полиненасыщенных жирных кислот. В результате 
дестабилизируются клеточные мембраны, что приводит к поврежде-
нию нейробластомов и запуску апоптоза [3]. Окислительный стресс, 
сопровождающийся агрегацией белков, реактивацией клеточного 
цикла, апоптозом и митохондриальной дисфункцией, обнаружива-
ется при болезни Паркинсона (БП) [4]. Из-за высокой скорости мета-
болизма и потребления кислорода мозг является органом, особенно 
уязвимым к окислительному стрессу. Хотя патофизиология нервной 
системы изучена не до конца, большинство исследований различных 
моделей нейронных расстройств, воспроизводящих важные аспекты 
заболевания, выявили такие ключевые элементы, как окислитель-
ный стресс, митохондриальная дисфункция, нейровоспаление и т. д. 
АФК запускают механизм, приводящий к нарушению функции нерв-
ных клеток и в конечном счете к нейродегенерации. Разнообразные 
неврологические заболевания, в  том числе болезнь Альцгеймера 
(БА), болезнь Паркинсона, боковой амиотрофический склероз (БАС), 
болезнь Хантингтона (БХ), рассеянный склероз (РС) и ишемический 
инсульт, связаны с  окислительным стрессом. Понимание влияния 
окислительного стресса на развитие этих заболеваний крайне важно 
для разработки новых методов лечения [5].

Изменение соотношения глутатион/дисульфид глутатиона (GSH/
GSSG) при болезни Паркинсона указывает на то, что окислительный 
стресс играет ключевую роль в  патогенезе гибели нервных клеток. 
В посмертных образцах мозга пациентов с болезнью Паркинсона ко-
личество продуктов перекисного окисления липидов примерно в 10 
раз выше, чем в других областях мозга у пациентов контрольной груп-
пы того же возраста. АФК приводят к гибели нейробластом человека 
SH-SY5Y  [4]. Следовательно, контроль и  регуляция окислительного 
стресса могут быть перспективным терапевтическим подходом для 
пациентов с  болезнью Паркинсона. Современные методы лечения 
болезни Паркинсона направлены на повышение уровня дофамина [6]. 
Однако эти подходы не являются долгосрочным решением, поскольку 
каждый из них со временем теряет эффективность по мере прогресси-
рования дофаминергической нейродегенерации. Неудовлетворитель-
ные результаты лечения традиционными противопаркинсонически-
ми препаратами побудили к поиску новых альтернатив [6].

Разрабатываются превентивные стратегии, препятствующие 
повреждению нейронов и других структур нервной системы и спо-
собствующие сохранению когнитивных, сенсорных и двигательных 
функций. Исследователи изучают возможность использования ан-
тиоксидантов и других молекул, которые могут помочь защититься 
от окислительного стресса и предотвратить или замедлить прогрес-
сирование заболеваний головного мозга. Расширение знаний о роли 
окислительного стресса в  патогенезе неврологических расстройств 
открывает возможности для создания более эффективных методов 
лечения и профилактики этих заболеваний для улучшения качества 
жизни пациентов.

К  перспективным веществам, направленным на профилактику 
и лечение нервных болезней, вызванных образованием АФК, отно-
сятся биологически активные пептиды (БАП) с антиоксидантными 
свойствами  [7]. Следует отметить, что на потребительском рынке 
специализированные, функциональные и  персонализированные 
продукты питания, обогащенные БАП, представлены в недостаточ-
ном ассортименте. Одной из причин является то, что пептиды, попа-
дая в желудочно-кишечный тракт (ЖКТ), подвергаются протеолизу 
и, соответственно, теряют биологическую активность. Поэтому в по-
следние годы разрабатываются химические и биологические мето-
ды модификации пептидов [8,9]. Эти методы включают в себя либо 
нисходящие подходы, то есть выделение пептидов непосредствен-
но из источника белка [10], либо восходящие подходы, при которых 
пептиды с заранее определенной последовательностью производят-
ся с помощью химического синтеза или рекомбинантной техноло-
гии [11]. Все эти инструменты позволили собрать обширную коллек-
цию пептидов и  разработать такие базы данных, как база данных 
пептидов, которая находится в свободном доступе [12].

При этом многие биотехнологические компании активно разра-
батывают технологии пероральной доставки пептидов и/или прово-
дят исследования показаний к их применению [13].

Схематическая оценка стратегий разработки пептидов для перо-
рального введения представлена на Рисунке 1 [14].

Одним из перспективных направлений сохранения устойчивости 
пептида к действию протеаз и обеспечения термостабильности яв-
ляется встраивание пептидных последовательностей в устойчивый 
к протеолизу каркас. Такой метод создания новых пептидов с задан-
ными свойствами называется молекулярная пептидная трансплан-
тация [15]. Циклизация стала эффективным инструментом повыше-
ния стабильности пептидов и ограничения их трехмерной структуры 
для усиления желаемого биологического эффекта. Например, благо-
даря этому методу, например, гидрофобная область циклизованного 
аналога мелиттина осталась неизменной, что обеспечило сохране-
ние его противомикробной активности и снижение гемолитической 
активности. Циклические пептиды называют пептидомиметиками 
или пептидами нового поколения [16].

Пептидомиметики как терапевтическое средство привлекают 
большое внимание из-за их способности к  пероральному всасы-
ванию и  доступу к  труднодоступным внутриклеточным мишеням. 
Авторы [17] провели химическую оптимизацию пептида, что позво-
лило создать новый клинический препарат для перорального при-
менения, известный как LUNA18.

Одним из примеров использования циклических пептидов в те-
рапевтических целях является пептидомиметик циклоспорин. Он 
одобрен в качестве иммунодепрессанта и доступен в двух препара-
тах: мягкие желатиновые капсулы циклоспорина и раствор цикло-
спорина для приема внутрь, которые назначаются для лечения после 
трансплантации почек, печени и сердца. Синтезированный пепти-
домиметик десмопрессин, модифицированный аналог вазопресси-
на, был разработан в форме таблеток для лечения несахарного ди-
абета. Десмопрессин обладает более высокой антидиуретической 
активностью, чем натуральный вазопрессин, и незначительной сосу-
досуживающей активностью. Также он обладает пролонгированным 
антидиуретическим действием по сравнению с нативным вазопрес-
сином, отчасти из-за его устойчивости к деградации вазопрессина-
зой [18]. Однако целесообразность циклизации пептидов как общей 
стратегии для повышения пероральной биодоступности все еще из-
учается. Нильсен и др. исследовали физико-химические параметры 
и пероральную абсорбцию 125 циклических пептидов [19].

Цель работы — оценка нейропротекторных свойств нового цикличе-
ского пептидомиметика с последовательностью CTKSICTKKTLRTCPPIC 
путем изучения динамики АФК в митохондриях нейробластом чело-
век SH-SY5Y на фоне индуцированной ротеноном генерации АФК.

2.	 Объекты и методы

2.1. Характеристика объекта исследования
В  качестве объекта исследования использовали синтезированный 

пептидомиметик СС‑18 с последовательностью CTKSICTKKTLRTCPPIC, 
разработанный на основе циклического пептида из базы данных ци-
клических пептидов Cybase) (Sybase CIS, США) с  номером  [Nphe5] 
SFTI‑1(100). Синтез пептидомиметика проводился в  компании 
Pepmic (Китай) с  использованием твердофазного метода Fmoc, 
после чего осуществлялась очистка посредством высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с  применением хро-
матографической колонки SHIMADZU Inertsil ODS-SP (SHIMADZU, 
Япония). Прогнозирование свойств и  биодоступности пептидоми-
метика выполнялось на основе данных из следующих ресурсов: APD, 
Peptidomimetic Property Calculator (Awesome Labs LLC, США) и плат-
формы ADMET.

Молекулярная пептидная трансплантация последовательности 
TKKTLRT, идентифицированной с помощью молекулярного докинга 
в  протеомных базах данных, в  устойчивый к  протеолизу цикличе-
ский пептид  [Nphe5] SFTI‑1(100) позволила создать новый цикли-
ческий пептидомиметик с  аминокислотной последовательностью 
CTKSICTKKTLRTCPPIC после выравнивания по базе данных APD. 
По серверу Peptidomimetic Ranker биологическая активность пептида 
составляет 0,668782 ед. Пептиды считаются биоактивными при по-
казателе более 0,5 ед. Прогнозирование физико-химических свойств 
пептидомиметика с  использованием базы данных APD позволило 
определить следующие характеристики: молекулярная формула 
C83H150N24O24S4, молекулярная масса — 1996 Да, общий заряд — + 4, 
общее гидрофобное соотношение составляет 39 %. Гидрофобность 
пептида по Уимли-Уайту (суммарная энергия переноса пептида 
без остатка из воды на поверхность раздела POPC) составляет 3,23. 
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Рисунок 1. Схематическая оценка стратегий разработки пептидов для перорального введения пептидов. (a) Ингибиторы 
протеазы, усилители проницаемости эффективны для перорального введения пептидов. (b) Для перорального введения 

успешно используются усилители проницаемости, такие как салкапрозат натрия (SNAC), соли желчных кислот и каприлат 
натрия. Они обеспечивают прохождение молекулы через слизистый слой, клеточные мембраны и плотные соединения.  

(c) Химическая модификация и циклизация являются подходящими инструментами для изменения физико-химических 
свойств пептидов и, таким образом, применяются для перорального введения пептидов [14].

Figure 1. Schematic evaluation of the strategies for the development of peptides for oral delivery of peptides. (a) Protease inhibitors, permeation enhancers 
are effective for oral delivery of peptides. (b) Permeation enhancers, such as salcaprozate sodium (SNAC), bile acid salts and sodium caprylate, are success-
fully used for oral delivery. They enable passage of the molecule through the mucus layer, cell membranes and tight junctions. (c) Chemical modification 
and cyclyzation are suitable instruments for changing physico-chemical properties of peptides and, therefore, are used for oral delivery of peptides [14].
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Потенциал связывания с белками (индекс Бомана) равен 1,4 ккал/моль. 
Пептидомиметик обладает хорошей растворимостью в  воде, изо
электрическая точка составляет 9,34. Значение logP равно 1,6 моль/л 
(оптимальный диапазон: от — 0,5 до 3 моль/л), а  logD7,4–0,869 ло-
гарифмических моль/л (оптимальный диапазон: от 0,5 до 3 моль/л).

Поскольку в  последовательности содержится четное количест-
во остатков Cys, пептидомиметик формирует дефензиноподобную 
β-структуру, стабилизированную дисульфидными связями. Хрома-
тограмма синтезированного пептидомиметика CC‑18 продемон-
стрирована на Рисунке 2. На Рисунке 3 представлен масс-спектр 
пептида СС‑18.

2.2. Клетки и их культивирование
Использование in vitro модельных систем значительно расши-

рило возможности нейробиологии и  нейронаук. Клетки в  культуре 
представляют собой эффективную платформу для изучения функци-
ональности белков и  молекулярных механизмов, лежащих в  основе 
конкретных явлений, для понимания патогенеза заболеваний и ин-
фекций, а также для проведения предварительных испытаний лекар-
ственных препаратов. В нейробиологии основными типами клеточ-
ных культур являются линии человеческих нейронных клеток. В связи 
с  вышеизложенным в  эксперименте была использована клеточная 
линия нейробластомы человека SH-SY5Y, которую культивировали 
в  среде DMEM (10 % эмбриональная бычья сыворотка, 1 % L‑глута-
мин, 1 % пируват натрия, 1 % пенициллин/стрептомицин) (Capricorn 
Scientific, Германия). Условия культивирования: относительная влаж-
ность 95 %, температура 37 °С. Замена среды производилась каждые 
3 дня в течение всего периода культивирования. Перед каждым экспе-
риментом клетки исследовали на наличие микоплазмы.

2.3. Определение цитотоксичности CС‑18
Для последующей работы с пептидомиметиком CС‑18 необходи-

мо выявить наибольшую концентрацию, при которой рост клеток 
либо стимулируется, либо не меняется.

Клетки были рассажены в  96-луночный планшет в  количестве 
0,5 × 106 клеток на лунку в 100 мкл среды. По достижении 70 % кон-
флюэнтности к  клеткам добавили CС‑18 в  разных концентрациях 
(5, 25, 50, 75, 100, 150 мкг/мл). Ротенон был добавлен как вещество, 
индуцирующее редокс. По данным [20], ротенон используют в экспе-
риментах на лабораторных животных для индуцирования болезни 
Паркинсона.

Клетки инкубировали с  экстрактами в  течение двух дней. 
На третий день к  клеткам добавили 10 мкл раствора MTT 
(3-(4,5-Dimethylthiazol‑2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)) (конеч-
ная концентрация 0,5 мг/мл). После планшет убирали в CO2-инкубатор 
на 4 часа. Затем смесь среды и MTT удаляли. Далее добавляли 100 мкл 
DMSO и убирали планшет повторно в CO2-инкубатор на 30 минут. По-
глощение оценивали на планшетном фотометре с блоком для кювет 
Multiskan Spectrum (Thermo Fisher Scientific, США) при длине волны 
559 нм. Каждая из экспериментальных лунок была повторена 8 раз. 
Эксперимент был проведен в трехкратной повторности.

2.4. Изменение количества АФК в митохондриях
Для определения относительного количества АФК был исполь-

зован краситель 6-карбокси-H2DCFDA (6-Карбокси‑2′,7′-дихлороди
гидрофлуоресцеин диацетат). Клетки рассаживали в  24-луночный 
планшет в  количестве 2 × 104 клеток на лунку. По достижении кон-
флюэнтности до 70 % к  клеткам добавили пептид CС‑18 и  ротенон 
в  концентрации, определенной на предыдущем этапе. На третий 

Рисунок 2. Хроматограмма пептидомиметика CC‑18: по оси абсцисс — время удерживания (мин), 
по оси ординат — интенсивность сигнала детектора

Figure 2. Chromatogram of CC‑18 peptidomimetic: on the x-axis — retention time (min), on the y-axis — detector signal intensity (mV)

Рисунок 3. Масс-спектр пептидомиметика СС‑18, на оси абсцисс m/z обозначает массу, деленную на число зарядов, 
на оси ординат — интенсивность пика (принята за 100)

Figure 3. Mass spectrum of the CC‑18 peptidomimetic; x-axis — m/z means mass divided by the charge number, y-axis — peak intensity (taken for 100)
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день культивирования у клеток собирали среду и промывали теплым 
раствором HBSS. Затем H2DCFDA развели до концентрации 10 мкг/мл 
в DMEM ввиду ингибирования H2DCFDA сывороткой. Наличие АФК 
определяли на проточном цитофлоуриметре BD Fortessa (BD, США).

2.5. Изменение экспрессии маркеров накопления АФК
Клетки были рассажены в  6-луночный планшет в  количестве 

5 × 104 клеток на лунку. На следующий день к  клеткам добавляли 
пептид CС‑18 и  ротенон по схеме, указанной ранее в  концентра-
ции. Через два дня клетки были трипсинизированы и собраны для 
выделения РНК. Выделение РНК проводили с  помощью реагента 
ExtractRNA («Евроген», Россия) по протоколу производителя. Обрат-
ная транскрипция была сделана с  помощью набора SuperScript IV 
(Invitrogen, США), затем проводили количественную ПЦР с прайме-
рами, указанными в Таблице 1, использовали набор 50Х SYBR Green I 
(«Евроген», Россия).

Таблица 1. Праймеры для оценки изменения экспрессии 
маркеров миграции

Table 1. Primers for assessing changes in expression of migration markers

Название гена Последовательность, 5’ -> 3’

GAPDH
GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG

ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

SOD1
CTCACTCTCAGGAGACCATTGC

CCACAAGCCAAACGACTTCCAG

SOD3
ACGCTGGCGAGGACGACCTG

GCTTCTTGCGCTCTGAGTGCTC

NQO1
CCTGCCATTCTGAAAGGCTGGT

GTGGTGATGGAAAGCACTGCCT

GSS
CCAAGACCGAAGGCTGTTTGTG

TGTGACCTCTCCAGCAGTAGAC

2.6. Статистический анализ
Результаты исследований выражены в  виде среднего значе-

ния ± стандартного отклонения. Все эксперименты были повторены 
три раза. Результаты исследования жизнеспособности клеток линии 
SH-SY5Y были проанализированы с  помощью метода нелинейной 
регрессии. В  рамках остальных экспериментов для сравнения ре-
зультатов использовали тест Крускала-Уоллиса.

3.	 Результаты и обсуждение
Клетки SH-SY5Y часто используются в  качестве in vitro моделей 

для изучения функций и дифференциации нейронов. Они являются 
адренергическими по фенотипу, но также экспрессируют дофами-
нергические маркеры и поэтому используются для изучения болез-
ни Паркинсона, нейрогенеза и других характеристик клеток мозга.

При исследовании токсичности МТТ тестом пептидомиметика 
СС‑18 на клетках установлено, что пептидомиметик не цитотокси-
чен, так как во всех исследуемых вышеуказанных концентрациях 
гибель клеток SH-SY5Y не наблюдалась. При концентрациях пепти-
домиметика 5, 25, 50, 75, 100 и 150 мкг/мл отмечается достоверная 
пролиферация клеток на 5, 4, 5, 7, 8 и 7 % (Р ≤ 0,05). Результаты иссле-
дований представлены на Рисунке 4.

Результаты проведенного исследования соответствуют данным, 
полученным в  работе  [20], где показано, что нейропротекторный 
пептид Tat-NTS демонстрирует эффективность (сохраняет актив-
ность в течение 2 ч) и является нетоксичным при введении различ-
ными способами, такими как пероральный, подкожный, внутрибрю-
шинный и внутривенный.

На Рисунке 5 представлены данные о накоплении активных форм 
кислорода в клетках SH-SY5Y.

Пептидомиметик С18 способствует нормализации редокс-
состояния в  клетках SH-SY5Y. Так, добавление СС‑18 в  дозировке 
100 мкг/мл сократило количество АФК на 35 %, нивелировав присут-
ствие ротенона.

Результаты исследований согласуются с  данными  [21], кото-
рые показали, что пептид Tat-NTS предотвращал образование АФК 
в  нейронах, а  также ингибировал ядерную транслокацию ANXA1 
в  микроглии, вызванную ишемическим повреждением мозга. 
ANXA1 оставался в цитоплазме и подвергался модификации через 
SUMO‑окисление, после чего связывался с IKKα и NBR1. Это вызыва-
ло аутофагическую деградацию IKKα, что дополнительно подавляло 
путь NF‑κB и  снижало высвобождение провоспалительных цито-
кинов IL‑1β и TNF‑α в микроглии. В результате ослаблялся апоптоз 
нейронов и  улучшалось восстановление неврологических функций 
после ишемии мозга.

На Рисунке 6 представлены данные об экспрессии генов редокс-
маркеров GAPDH, SOD1, SOD3, NQO1 и GSS.

Пептидомиметик индуцирует элиминацию АФК и, как следствие, 
снижается экспрессия маркеров редокс. У генов SOD1 (супероксид-
дисмутаза), NQO1, GSS (глутатионсинтаза) и  GAPDH (гликолитиче-
ский фермент глицеральдегид‑3-фосфатдегидрогеназа) достоверно 
снижается экспрессия на 40,83; 50,6; 35,5; 38,7 и 35,3 % в сравнении 
с их уровнем при инкубировании с ротеноном. Данный эффект ука-
зывает на снижение количества супер-анион кислорода, гидроксог-
рупп и перекиси водорода как ключевых и наиболее значимых АФК. 
SOD1 относится к классу ферментов, которые катализируют превра-
щение супероксидных радикалов в  кислород и  перекись водорода. 
У  всех млекопитающих, включая человека, есть три изоформы су-
пероксиддисмутазы: Cu/ZnSOD (SOD1), митохондриальная MnSOD 
(SOD2) и внеклеточная Cu/ZnSOD (SOD3). Нарушение их антиокси-
дантной функции связывают с заболеваниями с нарушением функ-
ции нервной системы и других [22,23].

В  нашем эксперименте активность SOD1 при окислительном 
стрессе клеток снижается на фоне применения пептидомиметика 
СС‑18, что свидетельствует об ослаблении окислительного стресса 
в клетках и согласуется с исследованиями [24–26], в которых дока-
зано, что снижение экспрессии SOD1 связано с  ослаблением окис-
лительного повреждения, включая перекисное окисление липидов 
мембран, карбонилирование белков и разрыв ДНК.

Исследования  [27] показали, что активный центр рекомбинант-
ного цитозольного фермента NQO1 содержит нековалентно связан-
ный флавин в  форме ФАД и  способен генерировать восстановлен-
ный флавин (ФАДН2) путем окисления НАД(Ф)Н в  экспериментах 
с  очищенным ферментом и  в  клеточных системах, экспрессирую-
щих NQO1. Таким образом, NQO1 функционирует как НАД(Ф)Н‑за-
висимая супероксидредуктаза, поддерживая восстановленный фла-
вин. Следует отметить, что высокий уровень NQO1, наблюдаемый 
во многих типах клеток как до, так и после индукции в результате 
стрессовых реакций, может компенсировать более низкую скорость 
восстановления супероксида с помощью NQO1. Кроме того, по дан-
ным  [28], высокий уровень экспрессии NQO1 обнаружен в  тканях, 
подвергающихся воздействию высокого уровня кислорода, таких 
как роговица, хрусталик глаза, дыхательные пути и кровеносные со-
суды. В клетках, чувствительных к окислительному стрессу, включая 
адипоциты, NQO1 обеспечивает дополнительную защиту от пере-
кисного окисления липидов [29]. Поэтому в эксперименте мы изучи-
ли экспрессию NQO1.

В  исследованиях установлено, что экспрессия NQO1 достовер-
но снижается на 50,6 % в сравнении с уровнем при инкубировании 
с  ротеноном. Следовательно, NQO1 может функционировать как 
белок, чувствительный к  окислительно-восстановительным про-
цессам, и как окислительно-восстановительный переключатель. Это 
согласуется с  исследованиями  [30], в  которых предполагается, что 
локальное соотношение пиридиновых нуклеотидов приводит к вос-
становлению ФАД и  к  изменению конформации белка. Изменение 
конформации приводит к потере связывания с антителами, которые 
нацелены на несколько участков NQO1. Это конформационное из-
менение обратимо и  зависит от уровня восстановленных пириди-
новых нуклеотидов и  окислительно-восстановительного состояния 

Рисунок 4. Результаты исследования токсичности 
пептидомиметика на клетках SH-SY5Y: статистически 

значимые результаты (р < 0,05) наблюдались при 
концентрации пептида 0 и 150 мкг/мл, что было 

подтверждено с помощью теста Крускала-Уоллиса
Figure 4. Results of the study of the toxicity of the peptidomimetic on the 

SH-SY5Y cells: statistically significant results (р < 0.05) were observed 
at the peptide concentrations of 0 and 150 µg/ml, which was confirmed 

by the Kruskal-Wallis test
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Контроль Ротенон

Ротенон + СС-18 (100 мкг/мл)
Рисунок 5. Результаты исследований по накоплению активных форм кислорода в клетках SH-SY5Y (клетки слева 

от разделяющей линии — без АФК, справа — с наличием АФК): значения достоверно отличались друг от друга (р < 0,001), 
что подтверждено с помощью теста Крускала-Уоллиса

Figure 5. Results of the study of the accumulation of reactive oxygen species in the SH-SY5Y cells (cells to the left of the separating line — without ROS, 
to the right — with ROS): values significantly differ from each other (р < 0.001), which was confirmed by the Kruskal-Wallis test
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Рисунок 6. Экспрессии генов SOD1, SOD3, NQO1, GSS и GAPDH – маркеров редокс 
в клетках SH-SY5Y: значения достоверно отличались друг от друга (*** - р < 0,005; **** - 
р < 0,001); ns – значения статистически незначимы. Анализ результатов был подтвержден с 
помощью теста Крускала-Уоллиса 

Figure 6. Expression of the genes SOD1, SOD3, NQO1, GSS and GAPDH – redox 
markers in the SH-SY5Y cells: values significantly differ from each other (*** - р < 0.005; **** 
- р < 0.001); ns – values are statistically non-significant. Analysis of the results was confirmed by 
the Kruskal-Wallis test  

 
Пептидомиметик индуцирует элиминацию АФК и, как следствие, снижается 

экспрессия маркеров редокс. У генов SOD1 (супероксиддисмутаза), NQO1, GSS 
(глутатионсинтаза) и GAPDH (гликолитический фермент глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназа) достоверно снижается экспрессия на 40,83; 50,6; 35,5; 38,7 и 35,3 % 
в сравнении с их уровнем при инкубировании с ротеноном. Данный эффект указывает на 
снижение количества супер-анион кислорода, гидроксогрупп и перекиси водорода как 
ключевых и наиболее значимых АФК. SOD1 относится к классу ферментов, которые 
катализируют превращение супероксидных радикалов в кислород и перекись водорода. У 
всех млекопитающих, включая человека, есть три изоформы супероксиддисмутазы: 
Cu/ZnSOD (SOD1), митохондриальная MnSOD (SOD2) и внеклеточная Cu/ZnSOD (SOD3). 
Нарушение их антиоксидантной функции связывают с заболеваниями с нарушением 
функции нервной системы и других [22,23].  

В нашем эксперименте активность SOD1 при окислительном стрессе клеток 
снижается на фоне применения пептидомиметика СС-18, что свидетельствует об 
ослаблении окислительного стресса в клетках и согласуется с исследованиями [24–26], в 
которых доказано, что снижение экспрессии SOD1 связано с ослаблением окислительного 
повреждения, включая перекисное окисление липидов мембран, карбонилирование белков 
и разрыв ДНК. 

Исследования [27] показали, что активный центр рекомбинантного цитозольного 
фермента NQO1 содержит нековалентно связанный флавин в форме ФАД и способен 
генерировать восстановленный флавин (ФАДН2) путем окисления НАД(Ф)Н в 
экспериментах с очищенным ферментом и в клеточных системах, экспрессирующих NQO1. 
Таким образом, NQO1 функционирует как НАД(Ф)Н-зависимая супероксидредуктаза, 
поддерживая восстановленный флавин. Следует отметить, что высокий уровень NQO1, 
наблюдаемый во многих типах клеток как до, так и после индукции в результате стрессовых 
реакций, может компенсировать более низкую скорость восстановления супероксида с 
помощью NQO1. Кроме того, по данным [28], высокий уровень экспрессии NQO1 
обнаружен в тканях, подвергающихся воздействию высокого уровня кислорода, таких как 
роговица, хрусталик глаза, дыхательные пути и кровеносные сосуды. В клетках, 

Рисунок 6. Экспрессии генов SOD1, SOD3, NQO1, GSS и GAPDH — маркеров редокс в клетках SH-SY5Y: значения достоверно 
отличались друг от друга (*** — р < 0,005; **** — р < 0,001); ns — значения статистически незначимы. Анализ результатов был 

подтвержден с помощью теста Крускала-Уоллиса
Figure 6. Expression of the genes SOD1, SOD3, NQO1, GSS and GAPDH — redox markers in the SH-SY5Y cells: values significantly differ from each other 

(*** — р < 0.005; **** — р < 0.001); ns — values are statistically non-significant. Analysis of the results was confirmed by the Kruskal-Wallis test
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флавина. Защита от протеасомной деградации белков с  помощью 
NQO1 зависела от уровня пиридиновых нуклеотидов. Это позволяет 
предположить, что на взаимодействие NQO1 с белками-мишенями 
может напрямую влиять соотношение NAD(P)H: NAD(P)+ и конфор-
мация белка. Поэтому NQO1 может быть потенциальным сенсором 
восстановленных пиридиновых нуклеотидов, который реагирует на 
изменения в окислительно-восстановительной среде пиридиновых 
нуклеотидов, изменяя свою конформацию.

Что касается биохимии окислительно-восстановительного меха-
низма защиты NAD(P)H от окисления и протеолитического расще-
пления, можно предположить следующее. В  нормальных условиях, 
когда уровень NAD(P)H высок, NQO1 принимает восстановленную 
конформацию после переноса гидрида от NAD(P)H к  кофактору 
FAD в  NQO1. В  присутствии эффективных акцепторов электронов, 
таких как некоторые хиноны, восстановленная форма флавина су-
ществует очень недолго. Однако в отсутствие эффективных акцеп-
торов электронов реакция между O2 и восстановленным флавином 
протекает медленно, что свидетельствует о заметной стабильности 
восстановленной формы фермента в таких условиях. Рентгеновская 
кристаллография, биохимические и  вычислительные исследования 
позволили предположить, что стабильность восстановленной фор-
мы NQO1 частично обусловлена стабилизацией разделения зарядов 
в восстановленном флавине с помощью белка [31]. Восстановленную 
и окисленную формы NQO1 можно различить с помощью редокс-за-
висимых антител, которые связываются с окисленным, но не с вос-
становленным NQO1 (Рисунок 7) [30].

В  присутствии НАД(Ф)Н, но в  отсутствие эффективного акцеп-
тора электронов в  виде хинона, удалось иммунопреципитировать 
лишь небольшое количество NQO1, что свидетельствует о наличии 
восстановленной формы NQO1. По мере снижения уровня НАД(Ф)
Н NQO1 больше не может поддерживать восстановленную конфор-
мацию, а присутствие окислительно-восстановительных ферментов 
способствует поддержанию определенных белков в окисленной фор-
ме, что необходимо для эффективного связывания с антителами при 
иммунопреципитации. NQO1 претерпевает конформационные из-
менения при связывании с восстановленными пиридиновыми нук-
леотидами, что приводит к потере иммунореактивности по отноше-
нию к антителам, которые связываются с седьмой спиралью домена 
каталитического ядра или С‑концом. Восстановленная и окисленная 
конформации NQO1 не были структурно охарактеризованы, но неде-
натурирующие гели явно демонстрируют различия в миграционных 
свойствах восстановленной и окисленной конформаций фермента. 
В  исследовании  [32] было продемонстрировано, что NQO1 может 
существовать как минимум в  трех различных конформационных 
формах: восстановленной, окисленной и  инактивированной, кото-
рые по-разному взаимодействуют с  антителами и,  следовательно, 
по-разному влияют на взаимодействие с  нижестоящими белками.

В целом это подчеркивает зависимость структуры NQO1 от окис-
лительно-восстановительных процессов и конформации, а также то, 

как она может играть альтернативную роль в  восприятии окисли-
тельно-восстановительных процессов и/или переключении между 
ними. Изменения в окислительно-восстановительном статусе пири-
диновых нуклеотидов приводят к изменению конформации NQO1, 
что, в свою очередь, может модулировать последующие взаимодей-
ствия NQO1. Вопрос о том, приводят ли конформационные измене-
ния в NQO1 к изменению расположения белка, остается открытым 
и  требует дальнейшего изучения. Известно, что NQO1 в  основном 
находится в  цитозоле, но, по некоторым данным, в  разных типах 
клеток он также присутствует в  значительных количествах в  ядре, 
митохондриях и мембранах [3,15,33].

Тот факт, что соотношение пиридиновых нуклеотидов определяет 
конформацию NQO1, о чем свидетельствует связывание редокс-спе-
цифичных антител, позволяет предположить, что NQO1 также может 
служить редокс-датчиком, как и другие флавопротеины. Изменение 
функциональности NQO1, особенно в  отношении взаимодействия 
с  другими белками и  РНК, в  зависимости от окислительно-восста-
новительного состояния пиридиновых нуклеотидов, открывает ин-
тересные возможности для передачи сигналов, зависящих от окис-
лительно-восстановительных процессов. Следовательно, экспрессия 
NQO1 при индуцированном редокс-состоянии отражает жизнеспо-
собность клеток SH-SY5Y. Это указывает на нейропротекторное дей-
ствие пептидомиметика в эксперименте.

В эксперименте нами рассмотрена экспрессия глутатионсинтазы 
(GSS). В присутствии GSS из глутамата, цистеина и глицина выраба-
тывается глутатион (CSH), участвующий в антиоксидантной системе 
и способный защищать клетки от повреждения липидными перок-
сидами. С помощью глутатиона поддерживается окислительно-вос-
становительный баланс в клетке и в организме в целом. Снижение 
активности CSS приводит к  ослаблению антиоксидантной защиты, 
накоплению липидных пероксидов и  запуску ферроптоза  — типа 
гибели клеток. Под действием глутатиона ферроптоз подавляется, 
поскольку липидные пероксиды превращаются в соответствующие 
спирты. Таким образом, истощение запасов глутатиона является ос-
новной причиной запуска ферроптоза [34–36].

По данным  [37,38], ингибирование GSS приводит к  нарушению 
синтеза GSH, который является необходимым кофактором для глу-
татионпероксидазы (GPX2). Нарушение синтеза GSH ослабляет ак-
тивность GPX2, что, в свою очередь, приводит к выработке липидных 
АФК и ферроптозу [39].

В  исследовании  [40] установлено, что подавление GPX2 делает 
эпителиальные клетки лёгких чувствительными к  окислительному 
повреждению. Повышение уровня GPX2 ослабляет апоптотическую 
реакцию клеток MCF7 на окислительный стресс.

В результате исследований установлено, что на фоне использова-
ния пептидомиметика экспрессия CSS была выше, чем в контроле, 
на 307 %, но ниже, чем при инкубировании с ротеноном, на 35,4 %. 
Это свидетельствует о  нивелировании окислительного действия 
ротенона на клетку и,  соответственно, о  предупреждении гибели 

Рисунок 7. Схематическое изображение редокс-зависимой иммунореактивности NQO1. Когда НАД(Ф)Н легко доступен, 
NQO1 принимает восстановленную конформацию (синяя), что препятствует связыванию антител с редокс-зависимыми 

эпитопами в спирали 7 (A180) и с С‑концевыми хвостами. Когда уровень НАД(Ф)Н падает, фермент не может поддерживать 
восстановленную конформацию, и редокс-зависимые эпитопы становятся доступными для иммунопреципитации (IP) [30]

Figure 7. Schematic illustration of the redox-dependent immunoreactivity of NQO1. When NAD(P)H is easily available, NQO1 adopts the reduced conforma-
tion (blue), which prevents binding antibodies to redox-dependent epitopes within helix 7 (A180) and to the C‑terminal tails. When the NAD(P)H levels 

decrease, the enzyme is not able to maintain the reduced conformation and redox-dependent epitopes become available for immunoprecipitation (IP) [30]
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нейробластом от АФК. Следовательно, пептидомиметик СС‑18 уча-
ствует в регуляции окислительно-восстановительных реакций. Дан-
ное исследование показало, что СС‑18, вероятно, может напрямую 
взаимодействовать как с глутатионсинтетазой, так и с GPX2. Можно 
предположить, что и  глутатионсинтетаза является потенциальной 
мишенью пептидомиметика СС‑18.

В присутствии НАД(Ф)Н, но также в отсутствие эффективного ак-
цептора электронов в виде хинона удалось иммунопреципитировать 
лишь небольшое количество NQO1, что свидетельствует о наличии 
восстановленной формы NQO1. Отдельные восстановленная и окис-
ленная конформации NQO1 не были структурно охарактеризованы, 
но не денатурирующие гели явно демонстрируют различия в мигра-
ционных свойствах восстановленной и  окисленной конформаций 
фермента  [32]. В последующих исследованиях  [33] было продемон-
стрировано, что NQO1 может существовать как минимум в трех раз-
личных конформационных формах: восстановленной, окисленной 
и  инактивированной, которые по-разному взаимодействуют с  ан-
тителами и, следовательно, по-разному влияют на взаимодействие 
с нижестоящими белками.

Исследование на гликолитическом ферменте GAPDH является осо-
бенно интересным, так как по нему можно судить об окислительно-
восстановительных свойствах белка. Во-первых, GAPDH по своей 
природе более реактивен по отношению к  H2O2, чем большинство 
других редокс-регулируемых белков. Также GAPDH гораздо более 
распространен, чем большинство других белков, регулируемых окис-
лительно-восстановительными процессами. Цитозольная концент-
рация тетрамерного GAPDH оценивается в ∼ 240 мкМ, что означает, 
что цитозольная концентрация тиолов активного центра GAPDH 
составляет почти 1 мМ. Такое сочетание повышенной тиоловой ре-
активности и  высокой концентрации теоретически делает GAPDH 
наиболее значимым белком-мишенью для ротенона, помимо спе-
циализированных тиоловых пероксидаз, и позволяет предположить, 
что GAPDH должен эффективно конкурировать за ротенон [41]. Учи-
тывая цитозольную распространенность, GAPDH является наиболее 
значимой мишенью H2O2 в  клетке, помимо специализированных 
тиолпероксидаз, поэтому мы исследовали его изменение в  нашем 
эксперименте. В исследованиях авторов [42] экспериментально было 
установлено, что GAPDH является наиболее значимой непероксидаз-
ной мишенью для окислителей внутри клеток. Научно обосновано, 
почему GAPDH обладает исключительной реакционной способно-
стью по отношению к  H2O2. В  GAPDH тиолат C152 — аминокислот-
ный остаток цистеина — является реактивным нуклеофилом актив-
ного центра. Кроме того, хорошо известно, что GAPDH чувствителен 
к  окислительной инактивации из-за прямой реакции тиолата C152 
с H2O2, в результате которой образуется сульфеновая кислота и после-
дующие продукты окисления. Доказано, что реакция между C152 в ак-
тивном центре белка и H2O2 катализируется ранее неизвестным, вы-
сококонсервативным и специализированным механизмом, который, 
подобно механизму, используемому тиолпероксидазами, стабилизи-
рует специфическое переходное состояние реакции и  способствует 
отщеплению уходящей группы, обеспечивая специализированный 
путь переноса протонов. Примечательно, что этот механизм влияет 
только на реакционную способность C152 по отношению к H2O2, не 
затрагивая реакционную способность по отношению к  гликолити-
ческому субстрату глицеральдегид‑3-фосфату (G3P). Таким образом, 
реакционная способность C152 по отношению к H2O2 и G3P регули-
руется отдельными механизмами, которые не связаны друг с другом. 
Эти результаты противоречат ранее существовавшим представлени-
ям о тиолах, которые в целом являются реакционноспособными или 
нереакционноспособными, и, таким образом, позволяют лучше по-
нимать процесс окисления тиолов в белках.

По данным [43], GAPDH легко окисляется в своем активном цен-
тре цистеином в  ответ на умеренное повышение уровня внутри-
клеточного пероксида водорода (H2O2). Ни один другой фермент не 
окисляется H2O2 [44]. GAPDH отличается от других тиолсодержащих 
белков тем, что реакционная способность H2O2 по отношению к ти-
олу его активного центра выше, чем у белковых тиолов в целом [42]. 
Окисление тиола GAPDH сначала приводит к сульфинированию (R-
SH + H2O2 → R-SOH + H2O), а затем к глутатионированию (R-SOH + 
GSH → R-SSG + H2O). В результате происходит обратимое ингибиро-
вание гликолитической активности GAPDH [43].

Следует отметить, что GAPDH обладает «встроенным» каталити-
ческим механизмом, который значительно повышает скорость ре-
акции между H2O2 и тиолом в активном центре. Этот механизм объ-
ясняет, почему кажущаяся константа скорости второго порядка для 
окисления GAPDH при pH 7 значительно выше, чем для других бел-
ков, регулируемых окислительно-восстановительными процессами.

Предлагаемый механизм, специфичный для H2O2, основан на 
стабилизации переходного состояния и  на содействии отщепле-
нию группы, подобно каталитическим принципам, применяемым 
к  специализированным тиолпероксидазам. В  частности, повышен-
ная чувствительность GAPDH к  H2O2 зависит от протонного реле, 
которое позволяет отщепляющемуся гидроксильному иону превра-
щаться в молекулу воды. Одна из причин, по-видимому, заключается 
в том, что участок, способствующий окислению в GAPDH, не виден 
при изучении кристаллической структуры. Остатки, участвующие 
в  реакции с  H2O2, структурно незаметны, поскольку не образуют 
собственной полости активного центра. Участок реакции с  H2O2 
представляет собой неглубокую вогнутость на внутренней поверх-
ности канонического активного центра, а цепь передачи протонов 
в основном скрыта внутри белка и взаимодействует с полостью ак-
тивного центра только через один остаток (T153). Следует отметить, 
что гликолитическую и  пероксидазную активность GAPDH можно 
полностью отделить друг от друга несмотря на то, что, обе активно-
сти зависят от одного и того же нуклеофильного тиола. Предполага-
ется, что тиол в целом «активирован», и поэтому нет необходимости 
в  отдельном механизме окисления тиола. Почти исключительное 
внимание к  нуклеофильным свойствам, возможно, также способ-
ствовало распространению мнения о том, что значения pKa тиолов 
являются ключевыми факторами, определяющими их реакционную 
способность по отношению к  H2O2. Однако в  рамках концепции, 
ориентированной на нуклеофилы и  pKa, практически невозможно 
найти мутаций, которые избирательно устраняют чувствительность 
к  окислению, сохраняя при этом каноническую каталитическую 
функцию, или наоборот.

Противоречие легко устраняется, если признать, что продуктивное 
окисление тиолов H2O2 требует завершения всего реакционного пути, 
на котором возникают кинетические барьеры, не связанные с  ини-
циирующей нуклеофильной атакой. Таким образом, для существен-
ного повышения скорости реакции с H2O2 требуются каталитические 
механизмы, воздействующие на переходное состояние и  уходящую 
группу. Действительно, разделение пероксидазной и  гликолитиче-
ской реактивности в наших экспериментах было достигнуто за счет 
прерывания функций, повышающих скорость реакции. Эти функции 
способствуют протеканию последующих стадий реакции и не связаны 
с инициирующей нуклеофильной атакой. Тот факт, что гликолитиче-
скую и  пероксидазную реакции можно разделить, не противоречит 
тому, что нуклеофильность C152 является общим условием как для 
гликолитической, так и для пероксидазной реакций.

Специфическая чувствительность GAPDH к  H2O2 в  сочетании 
с его высокой концентрацией в цитозоле подтверждает идею о том, 
что GAPDH действует как датчик H2O2 в условиях длительного воз-
действия H2O2. Сначала системы тиолпероксидаз поддерживают 
низкий уровень H2O2, но их постоянная активность приводит к исто-
щению запасов NAPDH, что, в свою очередь, замедляет поглощение 
H2O2. Возникающее в результате повышение внутриклеточной ста-
ционарной концентрации H2O2 приводит к  S‑сульфенилированию 
GAPDH, за которым быстро следует S‑глутатионилирование. При-
мечательно, что восстановительная реактивация S‑глутатионилиро-
ванного GAPDH зависит от NADPH‑зависимых восстановительных 
систем. Таким образом, S‑глутатионилирование сохраняет GAPDH 
в неактивном состоянии до тех пор, пока уровень NADPH не восста-
новится до уровня, позволяющего реактивировать GAPDH. Это, ско-
рее всего, создает петлю обратной связи для саморегуляции. Таким 
образом, GAPDH может действовать как «защитник второй линии» 
после тиолпероксидаз, усиливая выработку НАДФН. Это обеспечива-
ет поддержку НАДФН‑зависимых «защитников первой линии» в их 
антиоксидантной функции. Реактивность GAPDH в отношении H2O2 
может быть точно настроена таким образом, чтобы реагировать на 
небольшое повышение общего уровня H2O2.

Приведенные выше результаты позволяют предположить, что 
клетки SH-SY5Y с  низкой экспрессией GAPDH лучше поддержива-
ют уровень НАДФН в  условиях окислительного стресса при вклю-
чении СС‑18 по сравнению с клетками, где в эксперименте не был 
использован исследуемый пептид. Полученные данные согласуются 
с исследованиями [45], в которых доказано, что клетки с низкой экс-
прессией GAPDH способны поддерживать уровень НАДФН при воз-
действии H2O2.

Пептидомиметик СС‑18 был получен в результате молекулярной 
пептидной трансплантации аминокислотных последовательностей 
в циклический пептид из базы данных циклических пептидов Cybase 
с номером [Nphe5] SFTI‑1(100). Такая стратегия гибридизации позво-
лила комбинировать функциональные фрагменты двух различных 
пептидов для создания гибридного пептидомиметика с  заданной 
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направленностью и  устойчивого к  протеолизу. Этот подход сегод-
ня применяется в  различных исследованиях благодаря своей про-
стоте и эффективности  [44,45]. При разработке пептидомиметиков 
еще одной важной задачей является выявление функциональных 
пептидных фрагментов в больших библиотеках пептидных последо-
вательностей. Благодаря стремительному развитию компьютерных 
технологий, виртуальный скрининг на основе вычислений сделал 
возможным высокопроизводительный скрининг функциональных 
пептидомиметиков. Молекулярный докинг, проведенный в  нашем 
исследовании, подтвердил эффективность выявления пептидных 
последовательностей с высокой антиоксидантной активностью и аф-
финностью к целевым белкам. Эти результаты, возможно, позволят 
значительно сократить трудозатраты при отборе потенциально пер-
спективных пептидов. Результаты исследований подтверждают, что 
с помощью программных инструментов для докинга белков и пеп-
тидов можно получить пептидомиметики с заданными свойствами 
и биологической направленностью. Следует отметить, что у каждого 
программного обеспечения для докинга есть свои алгоритмические 
предпочтения, которые могут влиять на производительность в  за-
висимости от конкретной задачи. Это особенно важно для быстро-
го скрининга при разработке пептидомиметиков и  молекулярном 

проектировании. Но не следует останавливаться только на молеку-
лярном докинге при разработке новых пептидомиметиков. Следу-
ет активно применять и  продвигать модели клеточного скрининга 
с  использованием репортерных генов, поскольку они значительно 
повышают эффективность скрининга и,  в  отличие от виртуально-
го скрининга, пригодны для разработки пептидомиметиков. Такие 
клеточные анализы обеспечивают выявление всех потенциальных 
биоактивных мишеней без риска их упущения. Кроме того, резуль-
таты клеточных анализов более убедительны и надежны.

4.	 Выводы
Синтезированный циклический пептидомиметик СС‑18 облада-

ет нейропротекторными свойствами благодаря активации экспрес-
сии генов, регулирующих реакцию на окислительный стресс. Это 
способствует элиминации АФК в  клетках. Следовательно, можно 
предположить, что СС‑18 регулирует экспрессию генов SOD1, SOD3, 
NQO1, GSS и GAPDH — маркеров редокс-состояния в нервных клет-
ках. Представленный комплекс исследований подтверждает гипо-
тезу о положительной роли пептидомиметиков в предупреждении 
развития неврологических заболеваний, вызванных окислитель-
ным стрессом.
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This study evaluates the physicochemical and microbiological quality indicators of 81 cheese samples (soft, semi-hard, and 
hard) produced in Iran, Saudi Arabia, and Turkey and marketed in Iraq. Samples were analyzed over storage periods of up to 60 
days at 4 °C. Hydroxymethylfurfural (HMF) was quantified using HPLC-DAD, while total viable counts, Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, and yeasts/molds were determined by plate count methods. Antioxidant activity and reducing power of water-
soluble extracts were assessed using DPPH and ferric reducing assays, respectively. Results showed a wide range of HMF con-
tent, with higher values generally observed in semi-hard and hard cheeses. Microbial analysis revealed that soft cheeses had 
the highest total viable counts and yeast/mold counts, though all values were within permissible limits except for some E. coli 
occurrences. Antioxidant activity and reducing power were highest in hard cheeses, particularly those from Turkey. Storage 
time significantly influenced moisture content and peroxide values across all cheese types. This study highlights considerable 
variability in cheese quality across origins and types. Findings support the need for routine quality control and stricter storage 
guidelines to ensure consumer safety.
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А ННОТА Ц И Я
В  данном исследовании осуществлена оценка физико-химических и  микробиологических показателей качества 
81 образца сыра (мягкого, полутвердого и твердого), произведенного в Иране, Саудовской Аравии и Турции, и реали-
зуемого в Ираке. Образцы анализировали в процессе хранения до 60 дней при 4 °C. Проведена количественная оценка 
гидроксиметилфурфурола (ГМФ) методом ВЭЖХ с использованием детектора на диодной матрице; общее микроб-
ное число, количество Staphylococcus aureus, Escherichia coli и дрожжей/плесеней определяли с использованием метода 
подсчета колониеобразующих единиц. Антиоксидантную активность и  восстановительную способность оценивали 
с использованием метода на основе DPPH и анализа восстановления железа, соответственно. Результаты показали 
широкий диапазон содержания ГМФ с более высокими уровнями, обнаруженными в полутвердых и твердых сырах. 
Микробиологический анализ показал, что мягкие сыры имели наиболее высокие значения общего микробного числа 
и дрожжей/плесеней, но оставались в рамках допустимых пределов за исключением нескольких случаев обнаружения 
E. coli. Антиоксидантная активность и восстановительная способность были наибольшими в твердых сырах, особенно 
в сырах из Турции. Продолжительность хранения оказывала значимое влияние на содержание влаги и пероксидное 
число во всех видах сыра. Данное исследование подчеркивает существенную вариабельность в  качестве образцов 
сыра в  зависимости от их происхождения и  вида. Результаты подтверждают необходимость регулярного контроля 
качества и более строгих руководств по хранению для обеспечения безопасности потребителей.

1.	 Introduction
Cheese is a  widely consumed dairy product that provides essential 

nutrients, including proteins, fats, vitamins, and minerals, as well as 
a diverse range of bioactive compounds with potential health-promoting 
properties. The chemical composition, microbial safety, and antioxidant 
capacity of cheese vary significantly by type (soft, semi-hard, or hard), 
manufacturing conditions, and storage practices. As cheese is a perish-
able product, quality deterioration during storage, particularly under 
refrigeration, can compromise consumer safety and product shelf-life. 
Therefore, understanding the physicochemical and microbiological 
changes that occur during cheese storage is critical for ensuring quality 
and consumer health. One of the interesting compounds that form dur-
ing heat treatment or storage of dairy products is 5‑hydroxymethylfur-

fural (HMF). HMF is a marker of heat-induced reactions, particularly the 
Maillard reaction and sugar dehydration, and its accumulation is associ-
ated with potential health risks, including genotoxicity and mutagenic-
ity [1,2]. Although HMF is regulated in products such as honey and fruit 
juice, its presence in cheese is less studied and not yet legislatively con-
trolled, despite evidence that heat treatment and prolonged storage can 
elevate HMF concentrations [1].

Equally important is the microbial quality of cheese. Cheese can 
harbor various microorganisms, including spoilage bacteria and food-
borne pathogens such as Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and, in 
rare cases, Salmonella. These contaminants may originate from raw milk, 
unhygienic processing, or post-processing contamination  [3,4]. While 
certain microorganisms are essential for flavor development in cheese, 
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uncontrolled microbial growth poses serious safety risks. Thus, periodic 
monitoring of microbial indicators is crucial, particularly during storage, 
to evaluate hygiene, shelf-life, and overall safety [3].

Additionally, cheese possesses antioxidant properties owing to pep-
tides, amino acids, vitamins, and fatty acids. This antioxidant activity is 
associated with neutralizing free radicals and reducing oxidative stress, 
thereby providing additional health benefits [5]. The antioxidant profile 
of cheese can change during storage due to proteolysis and microbial ac-
tivity, leading to the release of bioactive peptides with radical-scavenging 
and metal-reducing capacities [6,7].

Despite the importance of these parameters, few comparative studies 
have evaluated the chemical and microbiological quality of cheese pro-
duced in different countries under standardized storage conditions. This 
is particularly relevant in markets where cheeses imported from neigh-
boring countries are widely available. Differences in manufacturing prac-
tices, heat treatment, and hygiene standards between these countries can 
lead to considerable variations in product quality.

Given this context, the present study examines the physicochemical 
characteristics, microbial quality, and antioxidant potential of soft, semi-
hard, and hard cheeses from three different countries Iran, Saudi Ara-
bia, and Turkey. This study aims to assess and compare the quality and 
safety of commercially available cheeses by monitoring changes in HMF 
content, moisture, peroxide value, microbial counts, antioxidant activ-
ity, and reducing power during refrigerated storage (4 °C), using validated 
analytical techniques such as HPLC, the DPPH assay, and microbiological 
plating methods.

2.	 Objects and methods

2.1. Sample collection
A  total of 27 cheese samples were collected, with three replicates 

per type, resulting in 81 individual samples representing all cheese cat-
egories included in the study. The selected cheeses were commercially 
available products from various brands sold in markets and stores across 
Babylon Governorate, Iraq, from November 2024 to February 2025. The 
cheese samples from three countries: Iran, Saudi Arabia, and Turkey (A, 
B, and C, respectively) were categorized into three main types: soft, semi-
hard, and hard cheese. All samples were assigned alphanumeric codes 
that indicated three attributes: cheese type, the sample number within 
each category (1–3), and the country of origin. Soft cheeses were labeled 
with the prefix CHS, semi-hard cheeses with CHM, and hard cheeses with 
CHH. The letters I, S, and T represented cheeses from countries A, B, and 
C, respectively.

Accordingly, the soft cheese samples were designated as CHS1-I, 
CHS2-I, CHS3-I (country A); CHS1-S, CHS2-S, CHS3-S (country B); and 
CHS1-T, CHS2-T, CHS3-T (country C). The semi-hard samples included 
CHM1-I, CHM2-I, CHM3-I (country A); CHM1-S, CHM2-S, CHM3-S 
(country B); and CHM1-T, CHM2-T, CHM3-T (country C). The hard cheese 
samples were labeled as CHH1-I, CHH2-I, CHH3-I (country A); CHH1-S, 
CHH2-S, CHH3-S (country B); and CHH1-T, CHH2-T, CHH3-T (country C).

During sample selection, strict criteria were applied to ensure that the 
samples reflected the consumption of popular brands across different age 
groups and income levels, while also accounting for product availability 
during the study period.

To standardize the starting point for comparative analysis across the 
different cheese types, a “zero-time” reference point was established for 
all baseline analyses prior to storage. This standardization was based on 
production dates, with no more than five days elapsed from production 
date for any of the soft cheese samples, given their high perishability. For 
semi-hard and hard cheeses, where post-production market availability 
can vary, the zero-time point was defined so that selected samples dif-
fered in production date by no more than 15 days. This 15‑day window 
was chosen because the lower moisture and higher stability of semi-hard 
and hard cheeses minimize significant physicochemical or microbial 
changes during this period, ensuring baseline consistency  [8]. For ex-
ample, samples available two months and two months plus 10 days after 
production were considered to fall within the same zero-time window. 
This reference point served as a unified baseline for evaluation, ensuring 
consistency in comparisons across cheese types and countries of origin 
and improving the accuracy of subsequent storage-related assessments.

2.2. Determination of Hydroxymethylfurfural (HMF)
A  0.5 g portion of the cheese sample was placed into a  50 mL cen-

trifuge tube. To this, 9 mL of ultrapure water (containing 0.1 % formic 
acid) was added, followed by 0.5 mL of Carrez I solution (potassium fer-
rocyanide) and 0.5 mL of Carrez II solution (zinc acetate). The mixture 
was homogenized for 1 minute and then centrifuged at 4.000 rpm for 
10 minutes at 4 °C (Anezka T 30B centrifuge, Janetzki and Schnuch AG, 

Germany). The supernatant was transferred to a new 50 mL centrifuge 
tube. An additional 5 mL of ultrapure water was added to the residue, 
followed by homogenization and centrifugation as previously described. 
This step was repeated once more, collecting the upper liquid layer (su-
pernatant) each time.

From the pooled supernatant, 1 mL was transferred to a 1.5 mL Eppen-
dorf tube and centrifuged at 14,000 rpm for 10 minutes at 4 °C (MSB010.
CX1.5, Gallenkamp, England). The resulting supernatant was filtered 
through a 0.2 µm membrane filter [9,10].

For HPLC analysis, 20 µL of the filtered extract was injected directly in-
to the system. An HPLC-DAD system (Azura, Knauer, Germany) equipped 
with an automatic injector (D1357) and a diode array detector (DAD 2.1L) 
was used. Detection was performed at 285 nm. The mobile phase consist-
ed of water: methanol (10 : 90 v/v) at a flow rate of 1 mL/min. Separation 
was achieved using a C18 column (Shimpack, Shimadzu, Japan) measur-
ing 4.6 × 250 mm. A standard calibration curve for HMF was prepared at 
concentrations of 0, 0.05, 0.5, 5, 25, and 50 µg/mL.

2.3. Microbiological analysis of cheese samples
Prior to conducting the microbiological tests, 10 g of each cheese sam-

ple was homogenized in 90 mL of sterile 2 % (w/v) sodium citrate solution. 
Serial decimal dilutions were then prepared using sterile 0.1 % peptone 
water. Microbiological analysis was performed by enumerating the fol-
lowing microorganisms as described by Hernández-Morales et al. [11] and 
Rashtchi et al. [12]: Total viable count was determined on nutrient agar. 
Staphylococcus aureus was enumerated on Mannitol Salt Agar (MSA). The 
medium was sterilized at 121 °C for 15 minutes (Systec: yx‑280b, Italy). 
The samples were inoculated using the pour plate technique and incu-
bated at 37 °C for 24 hours (FAV 061, Memmert, England). Colony-forming 
units were expressed as log cfu/g for all cheese samples [13]. Escherichia 
coli was detected on MacConkey agar using the pour plate method. Sam-
ples were incubated at 37 °C for 24 hours (FAV 061, Memmert, England), 
and colonies were then counted [14]. Salmonella spp. detection was car-
ried out by weighing 1 g (Ohauscalaxy Germany) of each cheese sample 
and pre-enriching it in Tetrathionate broth, followed by incubation at 
37 °C for 24 hours (FAV 061, Memmert, England). One milliliter of the first 
dilution was then plated onto Salmonella-Shigella agar, and incubated 
at 37 °C for 24 hours (FAV 061, Memmert, England). Grown colonies were 
counted accordingly [15]. Yeasts and molds were enumerated on Potato 
Dextrose Agar (PDA) prepared by dissolving 39 g in 1 L of water and ster-
ilized at 121 °C for 15 minutes (Systec: yx‑280b, Italy). Chloramphenicol 
was prepared by dissolving 1 g in 10 mL of 70 % ethanol, and 1 mL of the 
prepared solution was added per liter of PDA. The pour plate technique 
was used for inoculation, and plates were incubated at 25 °C for 5–7 days 
(FAV 061, Memmert, England) [16].

2.4. Preparation of water-soluble extracts (WSEs) of cheese
Twenty grams of freeze-dried cheese samples were ground into a fine 

powder and mixed with 180 mL of distilled water. The mixture was then 
sonicated in an ultrasonic water bath (Model LUC‑405, Labocon, United 
Kingdom) for 60 minutes at 40 °C. After cooling, the water-soluble ex-
tract (WSE) was centrifuged at 6000 × g for 20 minutes at 4 °C (Anezka 
T 30B centrifuge, Janetzki and Schnuch AG, Germany) to remove the fat 
layer. The supernatant was filtered through Whatman No. 2 filter paper, 
followed by additional filtration through a  0.22 µm membrane filter to 
remove residual impurities. The clarified WSE was stored at –20 °C until 
further analyses were performed [17].

2.5. Antioxidant activity determination
The antioxidant activity of the water-soluble extracts (WSEs) was 

determined using the 2,2‑diphenyl‑1‑picrylhydrazyl (DPPH) assay, as 
described by Uzunsoy [18]. A volume of 1.5 mL of WSE was mixed with 
1.5 mL of freshly prepared DPPH solution (60 µM in 95 % methanol) and 
incubated in the dark at room temperature for 45 minutes. Absorbance 
was then measured at 517 nm using a  UV-visible spectrophotometer 
(SP‑3000nano, Optima, Japan). The radical- scavenging activity of the 
WSEs was calculated using the following equation:
	 DPPH radical scavenging activity (%) = [1 – (AWSE / AB)] × 100,	 (1)
where AB is the absorbance of the blank (deionized water); AWSE is the 

absorbance of the sample (Water-Soluble Extract, WSE).

2.6. Reducing power assay
The reducing power assay was conducted according to the method de-

scribed by Ramos et al. [19] with slight modifications. A volume of 250 µL 
of the water-soluble extract (WSE) was mixed with 250 µL of phosphate 
buffer (0.2 M, pH 6.6) and 250 µL of potassium ferricyanide (1 %). The mix-
ture was incubated at 50 °C for 20 minutes (FAV 061, Memmert, England). 
Subsequently, 250 µL of trichloroacetic acid (10 %) was added, and the 
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mixture was centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes (Model: PLC‑036H, 
Labnet, USA). From the resulting supernatant, 500 µL was collected and 
mixed with 400 µL of distilled water and 100 µL of ferric chloride (0.1 %). 
The final mixture was incubated at 50 °C for 10 minutes. Absorbance was 
measured at 700 nm using a UV-visible spectrophotometer (SP‑3000na-
no, Optima). The reducing power of the sample was calculated as follows:
	 (%) Reducing power = [(AbsM – AbsB) / AbsM] × (100),	 (2)
where AbsM is the absorbance of the sample; AbsB is the absorbance of the 

blank.

2.7.	Storage evaluation
Storage tests were conducted at 4 °C for different cheese types: soft 

cheeses were evaluated at 0, 7, 14, 21, and 28 days of storage, while semi-
hard and hard cheeses were evaluated at 0, 15, 30, 45, and 60 days.

2.8. Determination of moisture content
The moisture content of the cheese samples was determined by dry-

ing the samples in an oven at 105 °C (Schutzart-Din 4005 D-IP, Germany) 
until a constant weight was achieved. The moisture content was calcu-
lated based on weight loss, according to the method described by Cebeci 
et al. [20].

2.9. Determination of peroxide value
The peroxide value was determined according to the method of Saad 

et al. [21]. Briefly, 5 g of cheese was dissolved in 30 mL of glacial acetic 
acid/chloroform mixture (3:2, v/v). Then, 1 mL of saturated potassium 
iodide solution and 40 mL of distilled water were added. The mixture was 
titrated with 0.1 N sodium thiosulfate (Na2S2O3) until the yellow color 
disappeared. Next, 0.5 mL of 1 % starch solution was added, and titration 
continued until the blue color disappeared.

The peroxide value was calculated using the following equation:
	 Peroxide value (mEq/kg sample) = S × N × l000 / W,	 (3)
where S is the volume of sodium thiosulfate solution, mL; N is the normality 

of the sodium thiosulfate solution; W is the weight of the cheese sample, g.

2.10. Statistical analysis
The data were statistically analyzed using a two-way analysis of vari-

ance (Two-Way ANOVA) at α = 0.05, followed by the Least Significant Di
fference (LSD) test for multiple comparisons. This was done to evaluate 
the effects of the two independent variables — cheese type and country 
of manufacture — as well as their first-order interaction. The analysis was 
performed using SPSS software, version 13 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3.	 Results and discussion

3.1.	Determination of Hydroxymethylfurfural (HMF)
Figure 1 presents the chromatographic profiles of hydroxymethyl-

furfural (HMF) standard alongside those of the cheese samples. These 
profiles reveal varying HMF concentrations across the samples. Table 1 
displays the quantified HMF content in the tested cheese samples, with 
cheese samples from country A containing HMF in the range of ND (Not 
Detected) to 1.8410 µg/g. In cheese samples from country B, HMF levels 
ranged from ND to 1.7856 µg/g, while country C samples exhibited con-
centrations ranging from ND to 1.4436 µg/g.

These findings are consistent with those reported by Li et al. [1], who 
evaluated four furfural compounds, including 5‑hydroxymethylfurfural 
(5-HMF), in various cheese types available in the Chinese market. Their 
results demonstrated significantly higher concentrations of furfural com-
pounds, especially 5-HMF, in semi-hard and hard cheeses compared to 

soft and fresh varieties. The researchers attributed these differences to 
heat processing of milk prior to cheesemaking, which may influence HMF 
formation. This supports the hypothesis that HMF could serve as a reli-
able indicator for assessing heat processing intensity [22].

Given the potential toxicity of HMF, its concentration in foods must 
be regulated. Current regulations by the Codex Alimentarius and the Eu-
ropean Union specify a maximum HMF limit only for honey, ranging from 
40 to 80 mg/kg, depending on the country of origin  [23,24]. Similarly, 
the International Federation of Fruit Juice Producers  [25] recommends 
a maximum concentration of 10 mg/L in fruit juices and 25 mg/kg in fruit 
juice concentrates. Additionally, the Codex standard [24] considers a con-
centration of 25 mg/kg in apple juice as a marker of degradation and/or 
excessive heat treatment.

Despite its toxicological importance, no maximum allowable HMF 
concentration has been established for other food categories [26–28]. Ac-
cording to Xing et al. [29], HMF levels in dairy products ranged from 37 
to 891 mg/kg as measured by HPLC-DAD, although other studies have 
reported varying concentrations across dairy products.

3.2. Analysis of microbiological indicators
Table 2 shows the bacterial counts in the cheese samples. ANOVA re-

sults revealed significant differences (p < 0.05) in bacterial counts across 
cheese types and countries of origin, including a significant interaction 
effect.

The average total bacterial count was as follows: cheeses from coun-
ty A, 3.595 log CFU/g; cheeses from country B, 3.357 log CFU/g; and chees-
es from country B, 3.521 log CFU/g. When categorized by cheese type, 
the total bacterial count was highest in soft cheeses (4.226  log CFU/g), 
followed by semi-hard cheeses (3.458 log CFU/g) and hard cheeses 
(2.788 log CFU/g). All values were below the maximum permissible limit 
of 5.47 log CFU/g as defined by the European Commission [30].

Table 2 also highlights the presence of yeasts and molds in cheese 
samples from all three countries. ANOVA confirmed significant differenc-
es (p < 0.05) in yeast and mold counts based on cheese type and origin, in-
cluding a significant interaction effect. Generally, cheeses from Country 
C exhibited higher contamination levels compared to those from Coun-
tries B and A. Regarding cheese type, soft cheeses contained significantly 
higher yeast and mold populations than semi-hard and hard varieties. 
Notably, the mean count in soft cheeses approached the acceptable limit 
of 2 log CFU/g defined by the standard [14], whereas counts in semi-hard 
and hard cheeses remained well below this threshold.

Airborne contamination, production equipment, and plastic packag-
ing films are major sources of mold contamination in cheeses. Airborne 
transmission is particularly critical, as the presence of molds negatively 
affects the sensory qualities of cheese and poses a potential health risk 
due to their ability to produce mycotoxins [31].

The results also confirmed the presence of Staphylococcus spp. in 
some soft and semi-hard cheese samples from the three countries, while 
the bacterium was not detected in any of the hard cheeses. ANOVA results 
showed significant differences (p < 0.05) between brands based on cheese 
type and origin, with a notable interaction effect. Although Staphylococ‑
cus counts varied among the three countries, with Country C exhibiting 
notably higher average counts than Countries A and B, all recorded lev-
els remained significantly below the maximum permissible limit of 2 log 
CFU/g [32,33].

Contamination by Staphylococcus aureus may occur via three main 
pathways: presence in raw milk, cross-contamination from infected han-
dlers, and contact with contaminated surfaces or equipment. Inadequate 

Table 1. Hydroxymethylfurfural (HMF) content (µg/g) in cheese samples
Таблица 1. Содержание гидроксиметилфурфурола (ГМФ) (мкг/г) в образцах сыра

Cheese type / Country 
of origin Peak area, % Concentration, µg/ml Sample volume, ml Sample weight, g Final concentration 

(µg/g)

CHH2-I 105.206 0.7671 ± 0.06 1.2 0.5 1.8410 ± 0.07

CHH3-T 100.142 0.7218 ± 0.05 1.0 0.5 1.4436 ± 0.09

CHM1-S 102.396 0.7440 ± 0.06 1.2 0.5 1.7856 ± 0.07

CHM2-T 94.241 0.6684 ± 0.03 0.9 0.5 1.2032 ± 0.06

CHS2-T 49.006 0.2543 ± 0.04 0.8 0.5 0.4069 ± 0.08

CHS1-I 37.531 0.1493 ± 0.06 1.0 0.5 0.2987 ± 0.03

CHS2-S 38.737 0.1603 ± 0.04 0.8 0.5 0.2565 ± 0.04

* Soft cheese samples: CHS1-I, CHS2-I, CHS3-I (country A); CHS1-S, CHS2-S, CHS3-S (country B); and CHS1-T, CHS2-T, CHS3-T (country C). Semi-hard samples: 
CHM1-I, CHM2-I, CHM3-I (country A); CHM1-S, CHM2-S, CHM3-S (country B); and CHM1-T, CHM2-T, CHM3-T (country C). Hard cheese samples: CHH1-I, CHH2-I, 
CHH3-I (country A); CHH1-S, CHH2-S, CHH3-S (country B); and CHH1-T, CHH2-T, CHH3-T (country C).
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Table 2. Results of microbiological analysis of the cheese samples
Таблица 2. Результаты микробиологического анализа образцов сыра

Cheese sample Total viable count,
log CFU/g

S. aureus,
log CFU/g Salmonella E. coli,

log CFU/g
Yeasts and molds,

log CFU/g

Soft cheeses

CHS1-I 4.11 ± 0.02 1.47 ± 0.04 ND 1.49 ± 0.08 1.82 ± 0.09

CHS2-I 4.62 ± 0.04 1.39 ± 0.04 ND 1.43 ± 0.06 1.91 ± 0.05

CHS3-I 4.41 ± 0.04 ND ND 1.50 ± 0.05 2.62 ± 0.07

CHS1-S 4.12 ± 0.06 ND ND 1.38 ± 0.07 2.51 ± 0.05

CHS2-S 3.91 ± 0.03 ND ND 1.43 ± 0.09 ND

CHS3-S 4.31 ± 0.05 1.39 ± 0.06 ND ND 2.82 ± 0.09

CHS1-T 4.23 ± 0.04 1.39 ± 0.07 ND ND 1.81 ± 0.06

CHS2-T 3.81 ± 0.03 1.60 ± 0.08 ND ND 1.73 ± 0.09

CHS3-T 4.52 ± 0.08 1.00 ± 0.05 ND 1.51 ± 0.09 2.20 ± 0.07

L.S.D (Cheese type) 0.260 0.155 — 0.045 0.500

L.S.D (Country of origin) 0.194 0.374 — 0.434 0.136

Semi-hard cheeses

CHM1-I 3.54 ± 0.07 ND ND ND ND

CHM2-I 3.49 ± 0.04 ND ND ND ND

CHM3-I 3.49 ± 0.07 ND ND ND ND

CHM1-S 3.30 ± 0.09 ND ND ND 1.54 ± 0.04

CHM2-S 3.54 ± 0.05 1.39 ± 0.07 ND 1.44 ± 0.07 1.60 ± 0.07

CHM3-S 3.54 ± 0.05 ND ND 1.53 ± 0.05 1.77 ± 0.09

CHM1-T 3.59 ± 0.05 ND ND 1.34 ± 0.09 1.72 ± 0.04

CHM2-T 3.32 ± 0.09 1.39± 0.05 ND ND 1.81 ± 0.07

CHM3-T 3.32 ± 0.08 1.39 ± 0.08 ND ND ND

L.S.D (Cheese Type) NS 0.461 — 0.030 0.050

L.S.D (Country of origin) 0.043 0.463 — 0.466 0.460

Hard cheeses

CHH1-I 3.00 ± 0.07 ND ND ND ND

CHH2-I 2.80 ± 0.08 ND ND ND ND

CHH3-I 2.90 ± 0.04 ND ND ND 1.72 ± 0.06

CHH1-S 2.70 ± 0.09 ND ND ND ND

CHH2-S 2.50 ± 0.08 ND ND ND ND

CHH3-S 2.30 ± 0.04 ND ND ND 1.30 ± 0.07

CHH1-T 2.90 ± 0.05 ND ND ND 1.40 ± 0.07

CHH2-T 3.00 ± 0.04 ND ND ND 1.60 ± 0.09

CHH3-T 3.00 ± 0.09 ND ND ND 1.81 ± 0.05

L.S.D (Cheese type) 0.048 — — — 0.066

L.S.D (Country of origin) 0.072 — — — 0.140

Averages

Soft cheeses avg. 4.226 0.915 — 0.971 2.177

Semi-hard cheeses avg. 3.458 0.463 — 0.538 0.937

Hard cheeses avg. 2.788 — — — 0.870

Country A avg. 3.595 0.317 — 0.491 0.896

Country B avg. 3.357 0.308 — 0.642 1.282

Country C avg. 3.521 0.752 — 0.316 1.564

* Results as mean ± SD (standard deviation); ND: Not Detected; L.S.D.: Least Significant Difference; Soft cheese samples: CHS1-I, CHS2-I, CHS3-I (country A); 
CHS1-S, CHS2-S, CHS3-S (country B); and CHS1-T, CHS2-T, CHS3-T (country C). Semi-hard samples: CHM1-I, CHM2-I, CHM3-I (country A); CHM1-S, CHM2-S, 
CHM3-S (country B); and CHM1-T, CHM2-T, CHM3-T (country C). Hard cheese samples: CHH1-I, CHH2-I, CHH3-I (country A); CHH1-S, CHH2-S, CHH3-S 
(country B); and CHH1-T, CHH2-T, CHH3-T (country C).
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pasteurization or the use of low-quality 
starter cultures may also contribute to 
contamination [34].

Table 2 indicates the presence of 
Escherichia coli in some cheese samples. 
ANOVA analysis revealed significant dif-
ferences (p < 0.05) between brands across 
cheese types and countries of origin, with 
a  significant interaction effect. These 
results suggest a  correlation between 
cheese texture and bacterial contamina-
tion, as E. coli was predominantly found 
in soft cheeses, to a lesser extent in semi-
hard cheeses, and was absent in hard 
cheeses.

The contamination levels were evalu-
ated against GSO standards  [33], which 
specify maximum limits of 1 log CFU/g 
for soft cheeses and 0 log CFU/g for semi-
hard cheeses. While most samples ad-
hered to these limits, samples CHM2-S, 
CHM3-S, and CHM1-T exceeded the per-
missible thresholds by 1.44, 1.53, and 
1.34  log CFU/g, respectively. Notably, 
these exceedances were significant even 
when accounting for measurement un-
certainty and method-related errors. All 
hard cheese samples from the three coun-
tries were free from E. coli, in compliance 
with the standards [33,34].

The elevated E. coli counts observed 
in some samples reflect potential defi-
ciencies in hygiene and sanitation during 
manufacturing and handling. As a  fecal 
contamination indicator, the presence of 
E. coli is of serious concern, underscoring 
the need for strict quality control and ad-
herence to food safety protocols through-
out the production and supply chain.

Finally, Salmonella spp. was not detect-
ed in any of the cheese samples, meeting 
the requirements of absence in 25 grams 
as specified by the standard [32,34].

3.3. Determination of antioxidant activity
Table 3 presents the antioxidant activ-

ity of extracts obtained from the cheese 
samples. The results indicate a  distinct 
trend based on texture, with hard cheeses 
exhibiting the highest antioxidant ac-
tivity, followed by semi-hard and soft 
cheeses. While significant differences 
were observed between cheeses from 
countries A and B and between B and C, 
no significant difference was found be-
tween countries A and C. Statistical anal-
ysis confirmed that both cheese type and 
country of origin significantly influenced 
antioxidant activity (p  < 0.0001), with 
a  significant interaction between these 
two factors.

Revilla et al.  [35] and Kose and Oc-
ak  [36] attributed variations in anti-
oxidant activity to milk type, processing 
methods, and storage periods. Their find-
ings demonstrated a  gradual increase in 
antioxidant potential over time due to 
ongoing proteolysis, which leads to the 
release of soluble peptides and sulfur-
containing amino acids. In contrast to 
these consistent trends regarding storage 
time, other studies have reported diver-
gent results at specific time points. For 
instance, Al-Hamdani et al. [37] observed 
high antioxidant activity (63 %) in soft 
white cheese stored for 21 days, where-
as no antioxidant activity was detected 

Figure 1. HPLC chromatograms of hydroxymethylfurfural (HMF) standard and cheese samples
Рисунок 1. ВЭЖХ хроматограммы стандартного образца гидроксиметилфурфурола (ГМФ) и образцов сыра
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in extracts of full-fat and low-fat soft 
cheese in other research [38]. Given that 
the soft cheeses in the present study were 
analyzed after 28 days at 4 °C, the lower 
activity observed here (compared to Al-
Hamdani) suggests that specific compo-
sitional differences, rather than storage 
duration, were primarily responsible for 
the variation. The antioxidant activity 
values for semi-hard cheeses in the pres-
ent study were notably higher than the 
23.35 ± 0.82 % reported by Uzunsoy  [18] 
for Camis cheeses after 30 days of stor-
age. This increase is consistent with the 
effect of ripening time, as the semi-hard 
cheeses in this study were stored for 
60 days at 4 °C, allowing for greater pro-
teolysis compared to the 30‑day period in 
Uzunsoy's study. Regarding hard cheeses, 
the findings of the current study align 
closely with those of Chen et al. [39], who 
reported approximately 47 % activity for 
Cheddar cheese. It is important to note 
that Chen et al. observed these results 
after a  substantially longer storage pe-
riod of 16 weeks (112 days), whereas the 
hard cheeses in the present study reached 
comparable levels after only 60 days. This 
indicates that the hard cheeses in this 
study underwent rapid protein degrada-
tion and release of antioxidant peptides 
within the first two months of storage.

3.4. Determination of reducing power
Table 3 shows the reducing pow-

er values of the cheese samples. The 
mean reducing power values were 
42.544 ± 8.194 % for cheeses from coun-
try A, 42.22 ± 11.686 % for cheeses from 
country B, and 44.231 ± 12.031 % for 
cheeses from country C.  Regarding 
cheese types, the mean reducing power 
was 31.252 ± 2.509 % for soft cheeses, 
42.587 ± 2.281 % for semi-hard cheeses, 
and 55.155 ± 4.142 % for hard cheeses.

The lowest reducing power was ob-
served in sample CHS1-I at 27.21 ± 0.567 %, 
while the highest was found in the hard 
cheese sample from country C (CHH1-T), 
at 60.56 ± 0.523 %.

Statistical analysis indicated signifi-
cant effects of both cheese type and coun-
try of origin, along with a significant first-
order interaction between these variables. 
Significant differences (p < 0.05) in reduc-
ing power were observed between cheeses 
from countries A  and C and between 
cheeses from countries B and C, while 
no significant differences were found 
between cheeses from countries A and B 
(p > 0.05).

Ramos et al.  [19] reported that bioac-
tive compounds in cheese extracts pos-
sess reducing power, with the ability to 
donate electrons and neutralize oxida-
tive intermediates generated during lipid 
oxidation. This property enables them to 
act as both primary and secondary anti-
oxidants. Jafari et al.  [40] observed that 
cheese samples exhibited higher reduc-
ing power compared to other dairy prod-
ucts, potentially due to a lower electrode 
potential (Eh) for redox reactions. While 
milk typically has an Eh of approximately 
+150 mV, cheese exhibits an Eh of around 
–250 mV. Although the precise mecha-
nisms underlying this reduction remain 

Figure 1 (end). HPLC chromatograms of hydroxymethylfurfural (HMF) standard 
and cheese samples

Рисунок 1 (окончание). ВЭЖХ хроматограммы стандартного образца 
гидроксиметилфурфурола (ГМФ) и образцов сыра
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unclear, it is generally attributed to lactose fermentation into lactic acid 
by starter bacteria and the partial reduction of oxygen to water.

Sarić et al. [41] also demonstrated that Kupres cheese, a semi-hard va-
riety, exhibited reducing power. Key contributors to this property include 
free amino acids, low- and high-molecular-weight peptides, and proteins, 
all of which are effective at scavenging free radicals. The antioxidant ac-
tivity of peptides is influenced by factors such as radical scavenging abil-
ity, metal ion binding capacity, and ferric ion reduction, which depend on 
the peptide’s amino acid composition, molecular weight, physical struc-
ture, content of sulfhydryl-containing amino acids (e. g., cysteine and 
methionine), aromatic residues (e. g., tryptophan, tyrosine, and phenyl-
alanine), histidine content, and hydrophobicity.

Furthermore, differences in reducing power among cheeses may be 
attributed to the content of compounds derived from milk and those 
generated by microbial activity. Milk-derived antioxidants include 
α-tocopherol, ascorbic acid, whey proteins, caseins, and minerals. Ad-
ditionally, although fatty acids are not direct antioxidants, they may 
contribute indirectly to reducing power by interacting with other antioxi-
dants (e. g., vitamin E and β-carotene). Microbial metabolites such as folic 
acid, known for its antioxidant capacity and ability to reduce Fe3+ to Fe2+, 
may also enhance cheese’s reducing power [42].

The values obtained in the present study were notably higher than 
those reported by Ramos et al. [19], who found that the reducing power of 
Gouda cheese was 11.2 % after 90 days of storage at 10 °C.

3.5. Effect of storage duration on moisture content
Figure 2A illustrates the impact of storage duration on the mois-

ture content of the soft cheese samples, stored for 28 days at 4 °C. The 
moisture content of the soft cheese samples was 56.0 ± 2.5, 62.3 ± 2.3, 
60.3 ± 2.6, 54.8 ± 2.5, 55.3 ± 2.8, 55.0 ± 2.51, 58.4 ± 2.4, 55.1 ± 2.5, and 
61.0 ± 2.3 % for CHS1-I, CHS2-I, CHS3-I, CHS1-S, CHS2-S, CHS3-S, 
CHS1-T, CHS2-T, and CHS3-T, respectively. The greatest reduction in 
moisture content was observed in CHS1-S, with a 14.10 % decrease after 
28 days of storage at 4 °C. Statistical analysis revealed that both cheese 
type and country of origin, as well as their interaction, had significant 
effects on moisture content.

Figure 2B shows the effect of storage time on the moisture content 
of the semi-hard cheese samples, stored for 60 days at 4 °C. The mois-
ture content was 43.77 ± 2.5, 40.26 ± 2.3, 42.76 ± 2.6, 39.96 ± 2.5, 43.56 ± 2.8, 
43.76 ± 2.51, 48.66 ± 2.4, 39.46 ± 2.5, and 40.06 ± 2.3 % for CHM1-I, CHM2-I, 
CHM3-I, CHM1-S, CHM2-S, CHM3-S, CHM1-T, CHM2-T, and CHM3-T, re-
spectively. The most significant moisture loss, 22.14 %, was observed in 
CHM2-T after 60 days of storage at 4 °C.

Figure 2C displays the effect of storage duration on the moisture con-
tent of the hard cheese samples, stored for 60 days at 4 °C. The moisture 
contents were 37.31 ± 2.2, 35.36 ± 5.2, 36.35 ± 2.6, 34.24 ± 1.3, 33.34 ± 5.2, 
27.59 ± 4.2, 36.41 ± 4.2, 38.19 ± 7.2, and 37.48 ± 8.2 % for CHH1-I, CHH2-I, 
CHH3-I, CHH1-S, CHH2-S, CHH3-S, CHH1-T, CHH2-T, and CHH3-T, re-
spectively. The greatest reduction in moisture content was observed in 
CHH2-T, with a 25.4 % decrease after 60 days of storage at 4 °C.

These findings are consistent with those reported by Perveen et 
al.  [43], who noted a  reduction in moisture content during refrigerated 
storage of cheese. This moisture loss could be attributed to structural 
protein breakdown (syneresis), leading to water expulsion. Additionally, 
variations in water activity, salt content, and protein interactions con-
tribute to the gradual reduction in the water-holding capacity of cheese 
over time.

3.6. Effect of storage duration on peroxide value
Table 4 presents the effect of storage duration on the peroxide value 

of the cheese samples. For soft cheeses stored at 4 °C for 28 days, the 
peroxide value showed a significant increase, rising from an initial range 
of 0.56–0.79 meq/kg on day 0 to a final range of 1.73–1.96 meq/kg at the 
end of the storage period.

Similarly, for semi-hard cheeses stored for 60 days, the peroxide val-
ue increased progressively from an initial range of 0.41–0.63 meq/kg to 
a final range of 1.58–1.81 meq/kg. Hard cheeses, also stored for 60 days, 
exhibited a  comparable upward trend, with values rising from 0.44–
0.61 meq/kg on day 0 to 1.63–1.76 meq/kg by day 60.

Statistical analysis revealed significant effects of both cheese type and 
country of origin on the peroxide value throughout the storage duration. 
These results align with those of Siddique and Park  [44], who reported 
a significant increase (p < 0.05) in peroxide values in goat milk Cheddar 
cheese over four months compared to fresh samples, indicating progres-
sive lipid oxidation during extended storage. The consistent increase ob-
served from day 0 to the final measurement across all cheese types in the 
present study further confirms this progressive oxidative trend.

Table 3. Antioxidant activity and reducing power (%) 
in cheese samples under study

Таблица 3. Антиоксидантная активность и восстановительная 
способность (%) в исследуемых образцах сыра

Cheese type / 
Country of origin

Antioxidant 
activity, % ± SD

Reducing power, 
% ± SD

Soft cheeses

CHS1-I 24.262 ± 0.143 30.46 ± 0.759

CHS2-I 25.117 ± 0.113 33.11 ± 1.018

CHS3-I 28.078 ± 0.154 36.14 ± 1.109

CHS1-S 28.386 ± 0.588 27.21 ± 0.567

CHS2-S 27.740 ± 0.514 30.51 ± 0.986

CHS3-S 28.424 ± 0.314 29.44 ± 0.575

CHS1-T 28.921 ± 0.212 31.47 ± 0.674

CHS2-T 29.565 ± 0.154 29.42 ± 0.560

CHS3-T 30.869 ± 1.324 33.51 ± 0.511

Semi-hard cheeses

CHM1-I 40.435 ± 0.929 40.62 ± 0.690

CHM2-I 40.121 ± 0.815 44.41 ± 0.502

CHM3-I 40.642 ± 1.039 45.11 ± 0.940

CHM1-S 35.382 ± 0.573 39.76 ± 0.120

CHM2-S 36.604 ± 0.154 40.78 ± 0.225

CHM3-S 34.535 ± 0.149 45.32 ± 0.367

CHM1-T 37.588 ± 0.605 40.21 ± 0.450

CHM2-T 38.525 ± 0.148 42.57 ± 0.228

CHM3-T 35.352 ± 0.147 44.51 ± 0.407

Hard cheeses

CHH1-I 49.659 ± 1.714 55.62 ± 0.441

CHH2-I 47.583 ± 1.487 48.32 ± 0.510

CHH3-I 50.529 ± 0.553 49.11 ± 0.890

CHH1-S 45.328 ± 0.186 53.64 ± 0.390

CHH2-S 46.046 ± 0.155 55.73 ± 0.396

CHH3-S 47.285 ± 0.648 57.59 ± 0.566

CHH1-T 52.118 ± 0.223 60.56 ± 0.523

CHH2-T 50.606 ± 0.227 58.54 ± 0.445

CHH3-T 46.617 ± 1.179 57.29 ± 0.804

Averages by cheese type

Soft cheeses 27.929 ± 2.066 31.252 ± 2.509

Semi-hard cheeses 37.687 ± 2.366 42.587 ± 2.281

Hard cheeses 48.419 ± 2.368 55.155 ± 4.142

Averages by country

Cheeses from country A 38.492 ± 3.319 42.544 ± 8.194

Cheeses from country B 36.637 ± 2.526 42.220 ± 11.686

Cheeses from country C 38.870 ± 4.418 44.231 ± 12.031

Significance of variables and interactions

Cheese type p < 0.0001 p < 0.0001

Country of origin p < 0.0001 p < 0.0001

Cheese type × Country interaction p < 0.0001 p < 0.0001

* p-value at 0.05; Results as mean ± SD (standard deviation); Soft cheese sam-
ples: CHS1-I, CHS2-I, CHS3-I (country A); CHS1-S, CHS2-S, CHS3-S (country 
B); and CHS1-T, CHS2-T, CHS3-T (country C). Semi-hard samples: CHM1-I, 
CHM2-I, CHM3-I (country A); CHM1-S, CHM2-S, CHM3-S (country B); and 
CHM1-T, CHM2-T, CHM3-T (country C). Hard cheese samples: CHH1-I, 
CHH2-I, CHH3-I (country A); CHH1-S, CHH2-S, CHH3-S (country B); and 
CHH1-T, CHH2-T, CHH3-T (country C).
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Figure 2. Effect of storage duration on the moisture content of the cheese samples (A) Soft cheeses stored at 4 °C for 28 days; 
(B) semi-hard cheeses, and (C) hard cheeses stored at 4 °C for 60 days

Рисунок 2. Влияние продолжительности хранения на содержание влаги в образцах сыра (A) Мягкие сыры (4 °C, 28 суток); 
(B) полутвердые сыры и (C) твердые сыры (4 °C, 60 суток)
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4.	 Conclusion
The present study provides a  comprehensive comparison of cheese 

quality parameters across products from three different countries (Iran, 
Saudi Arabia, and Turkey). Findings reveal that cheese type significantly 
influences physicochemical profiles, with hard cheeses exhibiting superior 
antioxidant capacity due to advanced proteolysis and texture-dependent 
composition, while country of origin affects initial microbial quality and 
specific compositional variations. HMF accumulation was more pro-
nounced in semi-hard and hard cheeses, reflecting the impact of prolonged 
ripening periods and the progression of Maillard reactions during storage 
rather than initial heat treatment. While bacterial counts were generally 

within acceptable limits, some soft cheese samples exhibited elevated E. 
coli counts, suggesting lapses in hygiene or post-processing contamina-
tion that require targeted intervention. The antioxidant potential, assessed 
through DPPH and reducing power assays, was highest in hard cheeses, 
supporting their functional food value. These findings underscore the need 
for strict adherence to type-specific storage protocols and enhanced moni-
toring of microbial safety to ensure consistent quality, particularly for im-
ported products. Moreover, the role of cheese as a source of antioxidants 
may provide functional food benefits if appropriately processed and stored. 
Further studies should explore peptide profiling and metabolomic changes 
during storage to optimize cheese quality and safety.

Table 4. Effect of storage duration on peroxide value (meq/kg)
Таблица 4. Влияние продолжительности хранения на пероксидное число (мэкв/кг)

A. Soft cheeses

Country Cheese code
Storage duration

0 days 7 days 14 days 21 days 28 days

Country A

CHM1-I 0.61 ± 0.02 0.89 ± 0.03 1.23 ± 0.01 1.53 ± 0.02 1.79 ± 0.03

CHM2-I 0.63 ± 0.02 0.92 ± 0.01 1.25 ± 0.01 1.55 ± 0.02 1.81 ± 0.04

CHM3-I 0.47 ± 0.01 0.76 ± 0.01 1.09 ± 0.01 1.39 ± 0.02 1.65 ± 0.03

Country B

CHM1-S 0.58 ± 0.02 0.89 ± 0.01 1.20 ± 0.01 1.50 ± 0.01 1.74 ± 0.04

CHM2-S 0.61 ± 0.02 0.90 ± 0.01 1.23 ± 0.01 1.53 ± 0.01 1.77 ± 0.02

CHM3-S 0.61 ± 0.02 0.89 ± 0.01 1.23 ± 0.01 1.53 ± 0.01 1.76 ± 0.04

Country C

CHM1-T 0.51 ± 0.02 0.80 ± 0.01 1.13 ± 0.01 1.43 ± 0.01 1.68 ± 0.03

CHM2-T 0.41 ± 0.02 0.72 ± 0.01 1.03 ± 0.02 1.33 ± 0.01 1.58 ± 0.04

CHM3-T 0.50 ± 0.03 0.79 ± 0.01 1.12 ± 0.03 1.42 ± 0.02 1.67 ± 0.03

L.S.D. for cheese type 0.035 0.020 0.016 0.016 0.040

L.S.D. for country of origin 0.023 0.027 0.030 0.030 0.028

B. Semi-hard cheeses

Country Cheese code
Storage duration

0 days 15 days 30 days 45 days 60 days

Country A

CHS1-I 0.65 ± 0.01 0.97 ± 0.01 1.28 ± 0.01 1.58 ± 0.02 1.83 ± 0.02

CHS2-I 0.56 ± 0.01 0.85 ± 0.01 1.18 ± 0.01 1.48 ± 0.02 1.73 ± 0.03

CHS3-I 0.59 ± 0.02 0.87 ± 0.02 1.20 ± 0.01 1.50 ± 0.02 1.75 ± 0.02

Country B

CHS1-S 0.79 ± 0.02 1.07 ± 0.02 1.41 ± 0.01 1.71 ± 0.02 1.96 ± 0.02

CHS2-S 0.62 ± 0.01 0.92 ± 0.01 1.23 ± 0.01 1.53 ± 0.02 1.78 ± 0.03

CHS3-S 0.68 ± 0.02 0.98 ± 0.02 1.30 ± 0.01 1.60 ± 0.02 1.85 ± 0.03

Country C

CHS1-T 0.60 ± 0.01 0.90 ± 0.01 1.22 ± 0.01 1.52 ± 0.02 1.77 ± 0.02

CHS2-T 0.57 ± 0.01 0.88 ± 0.01 1.19 ± 0.01 1.49 ± 0.02 1.74 ± 0.03

CHS3-T 0.71 ± 0.01 1.01 ± 0.01 1.33 ± 0.01 1.63 ± 0.02 1.88 ± 0.03

L.S.D. for cheese type 0.027 0.026 0.026 0.026 0.026

L.S.D. for country of origin 0.026 0.033 0.027 0.026 0.026

C. Hard cheeses

Country Cheese code
Storage duration

0 days 15 days 30 days 45 days 60 days

Country A

CHH1-I 0.61 ± 0.02 0.89 ±0.02 1.23 ±0.01 1.53 ± 0.03 1.76 ± 0.04

CHH2-I 0.57 ± 0.02 0.87 ±0.02 1.19 ±0.02 1.49 ± 0.03 1.72 ± 0.03

CHH3-I 0.44 ± 0.02 0.72 ±0.02 1.06 ±0.03 1.36 ± 0.02 1.63 ± 0.04

Country B

CHH1-S 0.57 ± 0.02 0.89 ±0.02 1.19 ±0.02 1.49 ± 0.02 1.73 ± 0.03

CHH2-S 0.55 ± 0.03 0.83 ±0.03 1.17 ±0.01 1.47 ± 0.02 1.72 ± 0.03

CHH3-S 0.52 ± 0.02 0.84 ±0.03 1.14 ±0.01 1.44 ± 0.04 1.69 ± 0.03

Country C

CHH1-T 0.53 ± 0.02 0.85 ±0.02 1.15 ±0.01 1.45 ± 0.02 1.69 ± 0.03

CHH2-T 0.56 ± 0.02 0.86 ±0.02 1.18 ±0.01 1.48 ± 0.03 1.73 ± 0.04

CHH3-T 0.55 ± 0.02 0.85 ±0.02 1.17 ±0.02 1.47 ± 0.04 1.72 ± 0.03

L.S.D. for cheese type 0.055 0.047 0.056 0.055 0.057

L.S.D. for country of origin NS 0.025 NS NS NS
* Results as mean ± SD (standard deviation); L.S.D.: Least Significant Difference; NS: Not significant (p > 0.05).
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ 
В ПЛОДАХ SORBUS AUCUPARIA НЕСТАНДАРТНЫМИ МЕТОДАМИ
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А ННОТА Ц И Я
Фенольные соединения являются важными биологически активными веществами, отвечающими за цвет, вкус и аро-
мат растительного сырья. В  статье представлены результаты исследований растительного сырья, а  именно Sorbus 
Aucuparia (рябины красной), по содержанию фенольных соединений. Для исследования были отобраны по 3 образца 
из обезвоженных и замороженных плодов рябины красной сорта Nevezhinskaya. Выбор методов анализа фенольных 
соединений в плодах рябины красной осуществлялся на основе изучения нормативной документации, регламенти-
рующей методы определения биологически активных веществ фенольной природы, а также научно-технических пу-
бликаций по данной теме. Для экстракции были выбраны ацетон и этанол; количественное определение проводили 
фотоэлектроколориметрическим и  титриметрическим методами. Проведено сравнение результатов, полученных 
разными методами. Установлено, что наибольшее количество фенольных соединений экстрагируется этанолом (40 %). 
В качестве подходящего сырья были определены замороженные плоды рябины красной. Полученные данные могут 
быть использованы при разработке методов анализа фенольных соединений в растительном сырье.
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A BST R ACT
Phenolic compounds are important biologically active substances that are responsible for color, taste and aroma of plant raw 
materials. The paper presents the results of the study of the plant raw material, namely Sórbus aucupária (mountain ash), 
in terms of the content of phenolic compounds. For investigation, three samples were taken from dried and frozen fruits of 
mountain ash of the Nevezhinskaya variety each. Methods for the analysis of phenolic compounds in the mountain ash fruits 
were chosen based on the study of the normative documentation regulating methods for determining biologically active phe-
nolic substances as well as the scientific-technical publications on this theme. Acetone and ethanol were chosen for extrac-
tion. Quantification was performed by the photoelectrocolorimetric and titrimetric methods. The comparison of the results 
obtained by different methods was carried out. It has been established that the highest quantity of phenolic compounds was 
extracted by ethanol (40 %). Frozen mountain ash fruits were found to be the most suitable raw material. The data obtained 
can be used in the development of the methods for analysis of phenolic compounds in plant raw materials.

1.	 Введение

1.1. Химическая природа фенольных соединений
Биологически активные вещества имеют различную химическую 

природу. Отдельно следует выделить группу фенольных соединений, 
ключевая роль которых заключается в  обеспечении антиоксидант-
ной защиты растения от  воздействия свободных радикалов и,  как 
следствие, в снижении окислительного стресса.

Состав соединений фенольной природы в плодах Sórbus aucupária 
(далее — рябины красной) отражен во многих научных работах. Ис-
следуемые плоды описываются как растительное сырье, содержа-
щее как полимерные фенольные соединения (рутин, изокверцетин, 
кверцетин), так и  мономерные (кумарины, катехины, антоцианы, 
лейкоантоцианы и  халконы, относящиеся к  ряду флавоноидов). 
Фенольные соединения описываются авторами как химические 
соединения полимерной природы с  выраженной антиоксидантной 
активностью; такие свойства выявлены у  кофеилхинных кислот, 
флавоноидов и проантоцианидинов [1,2]. Фитохимический профиль 
плодов и вегетативных частей рябины выполняет функцию защиты 
от экзогенных и эндогенных факторов стресса; листья и плоды раз-

личных сортов и видов используются в народной медицине и в пи-
щевых целях [3].

В этнофармакологии фенольные соединения растений использу-
ются в качестве натуральных средств для лечения бактериальных, ви-
русных и воспалительных заболеваний, в том числе опухолей, а так-
же для лечения диабета, неврологических и  сердечно-сосудистых 
заболеваний  [4]. Фармокологическое действие перечисленных фе-
нольных соединений свидетельствует об их капилляроукрепляющем 
и гипотензивном эффектах. Галловая кислота, кемпферол, куркумин, 
кверцетин и ресвератрол являются мощными противоопухолевыми 
агентами и  антиоксидантами; их действие связано с  активацией 
онкогенов и инактивацией генов-супрессоров опухолей [5]. Феноль-
ное соединение аукупарин, выделенное из плодов рябины красной, 
препятствует развитию фиброза легких благодаря противовоспали-
тельному действию и подтверждает свой потенциал в качестве тера-
певтического средства при лечении идиопатического легочного фи-
броза  [6]. Фенольные соединения считаются защитными агентами 
с терапевтическим потенциалом в условиях окислительного стресса; 
в научной литературе также описаны их цитотоксические свойства 
в отношении раковых клеток [2].

ДЛЯ ЦИТИРОВАНИЯ: Нициевская, К. Н., Станкевич, С. В., Бородай, Е. В. 
(2026). Определение содержания фенольных соединений в  плодах Sorbus 
aucuparia нестандартными методами. Пищевые системы, 9(1), 25–31. 
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2026-9-1-25-31
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Антибактериальные свойства плодов рябины красной описаны 
в отношении Enterococcus faecalis, E. coli и Pseudomonas aeruginosa, ко-
торые способствуют антибактериальной защите клеток почек при их 
повреждении [7].

В работе [8] оценивалось антипролиферативное, противомикроб-
ное и антиоксидантное действие ацетоновых, этанольных и водных 
экстрактов из жмыха рябины. Экстракты, полученные из жмыха ря-
бины, эффективно подавляли рост нежелательных микроорганиз-
мов, особенно грамположительных бактерий. В  целом результаты 
исследования свидетельствовали о том, что жмых рябины является 
перспективным источником натуральных соединений, обладающих 
антиоксидантной и биологической активностью.

1.2. Экстрагирование фенольных соединений
В настоящее время научные исследования рябины красной ведут-

ся по нескольким ключевым направлениям; одним из них является 
формирование вкусо-ароматического букета продукта с  функцио-
нальными свойствами, обеспечивающими его хранимоспособность 
за счет консервирующих свойств органических кислот растительно-
го сырья [9].

В научной литературе установлено, что классификация природ-
ных фенольных соединений осуществляется на основе биогенетиче-
ского принципа  [10]. Данная классификация учитывает количество 
фенольных колец в  структуре соединения и  тип фрагментов, свя-
зывающих эти кольца. В результате выделяют пять основных клас-
сов [10]: 1) фенольные кислоты, представляющие собой производные 
бензойной и коричной кислот; 2) флавоноиды; 3) таннины, которые 
подразделяются на  гидролизуемые и  конденсированные; 4)  стиль-
бены; 5) лигнаны. Все перечисленные классы относятся к вторичным 
метаболитам растительного происхождения. Кроме того, существу-
ет группа синтетических пространственно-затрудненных фенолов. 
Они находят применение в качестве стабилизаторов пищевых про-
дуктов, а также растительных и технических масел с целью предо-
твращения окислительных процессов.

Определение мономерных фенольных соединений, в  частности 
флавоноидов и кумаринов, а также антраценпроизводных соедине-
ний осуществляется с  использованием неводных растворителей — 
диметилсульфоксида, ацетона и диметилформамида [11].

1.3. Методы обнаружения и количественного определения фенольных 
соединений

В научной литературе описано множество методов обнаружения 
фенольных соединений и  типов растворителей-экстрагентов, что 
обусловлено разнообразием химической природы этих веществ. 
В работе [12] идентификацию флавоноидных соединений на приме-
ре травы кипрея узколистного проводили путем растворения сырья 
в 70 и 95 %-ном этаноле с последующим добавлением хлороформа 
для исключения из смеси гидрофобных соединений.

Особенности физических свойств фенольных соединений прояв-
ляются в их способности растворяться в полярных растворителях; эту 
особенность многие авторы используют при разработке своих мето-
дов. Например, был создан метод и определены параметры количе-
ственного анализа суммы флавоноидов в цветках Tripleurospermum 
inodorum flores с  пересчетом на  рутин. Для анализа использовали 
дифференциальную спектрофотометрию при длине волны 410  нм 
и 70 %-ный этанольный экстрагент [13].

Проведены исследования по  определению оптимального экс-
трагента при разработке метода количественного определения 
суммы флавоноидов в  цветках форзиции промежуточной Forsythia 
intermedia zabel, в  качестве которого был выбран 30 %-ный этанол. 
Ранее фармакологическими исследованиями установлено, что экс-
тракт из  цветков форзиции проявляет выраженное гепатопротек-
торное действие [14].

Для количественного определения суммы флавоноидов в лекар-
ственном растительном сырье в качестве экстрагента также исполь-
зуют водно-этанольные растворы различной концентрации [15].

Фенольные соединения мономерной природы содержат неболь-
шое количество гидроксильных групп, поэтому в качестве раствори-
телей для их выделения применяют бензол, хлороформ, эфир, эти-
лацетат и ацетон [16].

Для хроматографического анализа флавоноидов и  гидроксико-
ричных кислот проводят этанольное извлечение из цветков сирени 
рода Syringa (Oleaceae) (70 %-ный этанол, 1:30) [17].

В  качестве реагентов для высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ) чаще используют дистиллированную воду, ме-
танол и ледяную уксусную кислоту; детектирование проводится при 
длинах волн 280, 303, 330 и 360 нм [18].

Химический состав экстрактов из плодов рябины красной опре-
делялся с помощью ультра- высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием 
и спектрофотометрических методов. Основными фенольными сое-
динениями были неохлорогеновая и хлорогеновая кислоты [8].

Применение газохроматографических методов, по  сравнению 
с ВЭЖХ, требует дополнительной стадии пробоподготовки — дери-
ватизации фенолов [19].

По данным литературы, при определении количественного и ка-
чественного содержания соединений фенольной природы в  спек-
трофотометрическом анализе используют комплексы с  солями 
металлов. В таком методе (в частности, в реакции взаимодействия 
с алюминия хлоридом) происходит батохромный сдвиг при макси-
муме поглощения в области ультрафиолетовых волн.

Качественное обнаружение флавоноидов описано и в других пу-
бликациях реакциями: цианидиновой пробы, ацетатом свинца, с ре-
активом Вильсона [17].

Качественные и  количественные методы включают применение 
тонкослойной хроматографии и УФ-спектрофотометрии. В статье [20] 
авторы определяли содержание флавоноидов в  цветках, листьях 
и побегах боярышника в пересчете на гиперозид (λ = 412 нм), а для 
боярышника кроваво-красного и  однопестичного  — содержание 
суммы флавоноидов в  пересчете на  2P-O-рамнозида витексин 
(λ = 392  нм). В  другом источнике  [21] методом тонкослойной хро-
матографии авторами установлено наличие в траве фацелии пиж-
молистной фенолкарбоновых кислот (хлорогеновой, кофейной) 
и флавоноидов (рутина и кверцетина). При определении основных 
классов биологически активных веществ авторами использовались 
химические реакции, например, хроматография, спектроскопия 
в УФ-областях и ИК-областях спектра [22].

По мнению авторов, определение флаванонов возможно с помо-
щью УФ-спектроскопии и  флуориметрии. В  качестве аналита, как 
правило, выступает гесперидин, реже — нарингенин. Представляет 
интерес подход к определению гесперидина в апельсиновых соках. 
Он основан на обработке образца специфическим ферментом геспе-
ридин 6-O-α-L-рамнозил-β-D-глюкозидазой из  грибов Acremonium 
sp. DSM 24697 с последующим УФ-детектированием образующегося 
гесперетина при λ = 323 нм [23].

Анализ УФ-спектров также лежит в основе методов капиллярного 
электрофореза и ВЭЖХ [24,25] с диодно-матричным, флуориметри-
ческим или масс-спектрометрическим детектированием.

Растительное сырье содержит сложный химический состав феноль-
ных соединений, относящихся к  различным классам органических 
веществ. Для их идентификации классически используют хроматогра-
фические методы. Для этого необходимо предварительное извлечение 
аналитов и их концентрирование. Поэтому применяют различные ва-
рианты жидкостной и твердофазной экстракции или их сочетание, что 
значительно увеличивает трудоемкость анализа и его стоимость [26].

За рубежом в последнее время уделяют внимание масс-спектро-
метрическому детектированию (МС), в том числе тандемному и вы-
сокому разрешению для повышения селективности и  чувствитель-
ности определения [27].

По мнению авторов, метод ВЭЖХ позволяет определять группы 
флавоноидов  [28]. При определении оптических изомеров флава-
нонов методом ВЭЖХ достигнуто хиральное разделение шести пар 
изомеров (флаванона, нарингенина, гесперетина, эриодиктиола, 
ликвиритигенина и  пиностромбина) на  колонке Chiralpak AD‑3R 
(2,1 × 150  мм, 3 мкм) с тройным квадрупольным тандемным масс-
спектрометрическим детектированием в режиме мониторинга мно-
жественных реакций [29].

Ультра-ВЭЖХ–МС позволяет одновременно определять 11 фла-
ванонов в  растительном сырье. Диапазоны количественного опре-
деления: эриоцитрин, гесперидин, неогесперидин и эриодиктиол — 
0,4–1000 нг/мл; ликвиритин — 0,4–300 нг/мл. Эти соединения были 
определены в  образцах люцерны, золотарника, фацелии, гречихи, 
лакрицы и лаванды [30].

В исследованиях [17,31] полифенольные соединения также иден-
тифицировали методом ВЭЖХ–МС.

В работе [32] для анализа антиоксидантов или определения анти-
оксидантной способности сложных образцов предложено использо-
вать методы спектрофотометрии.

В  фармакологии исследования растительного сырья с  хлоридом 
алюминия спектрофотометрически описаны в работах других авто-
ров [33–35]. Группой ученых подбирались оптимальные условия для 
экстрагирования фенольных соединений из  растительного сырья, 
включая анализ для реакции комплексообразования с  хлоридом 
алюминия [36].



27

Нициевская К. Н. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 9 № 1  |  2026  |  С.  25–31

В публикации [37] описана разработка экспресс-метода количест-
венного определения действующих веществ в траве зверобоя. Метод 
основан на экстракции флавоноидов и последующем спектрофото-
метрическом определении комплекса рутина с хлоридом алюминия 
при длине волны λ = 415 нм.

В  работе авторов  [33] представлены исследования сиропов 
из  лекарственно-растительных трав — душицы обыкновенной, ча-
бреца и листьев мяты перечной, при которых использовали длину 
волны λ = 410 нм. Авторы [13] при разработке метода количественно-
го определения суммы флавоноидов в цветках трехреберника непа-
хучего проводили исследования при длине волны λ = 410 нм.

В  публикации  [15] описаны УФ-спектры экстрактов цветков 
липы с максимумом поглощения при длине волны λ = 279 нм. Про-
веден сравнительный анализ суммарного содержания флавоноидов 
в различных видах сырья боярышника кроваво-красного (Crataegus 
sanguinea) в  пересчете на  гиперозид  [38]. По  мнению авторов, для 
большинства исследуемых экстрактов в  качестве стандарта может 
служить рутин, а  определение содержания суммы биофлавонои-
дов в пересчете на рутин следует проводить в интервале длин волн 
408–420 нм. Для экстрактов, имеющих максимум поглощения в об-
ласти 421–435 нм, следует использовать в качестве стандарта квер-
цетин [35]. При исследовании цветков липы [15] экстрагентом высту-
пал этанол с максимальным спектром поглощения на длине волны 
λ = 408 нм.

Авторами статьи [39] в качестве основы для разработки методики 
был использован метод, предполагающий спектрофотометрический 
анализ комплексов с реактивом Folin-Ciokalteu. Проведена сравни-
тельная оценка содержания фенольных соединений, а также антиок-
сидантной и антирадикальной активности 70 % водно-этанольного 
экстракта травы кровохлебки лекарственной (Sanguisorba officinalis L.), 
собранной в разные фазы развития [40]. В исследовании авторов [34] 
дана характеристика двадцати фенольных соединений, в том числе 
антиоксидантов в плодах, соке и выжимках сладкой рябины красной.

Количественное выражение полимерных фенольных соединений 
описывается как содержание рутина в работах [41–43].

Наличие фенольных фрагментов в  структуре флаванонов явля-
ется причиной электрохимической активности. Для их определения 
используют методы электроанализа. Результаты исследований вы-
ражаются в количественном определении гесперидина и нарингина 
в  комплексах с  ртутью при использовании фосфатного буферного 
раствора (рН 11) — ацетонитрил (1:1) [44].

Существует мнение  [45], что для структурно родственных фе-
нольных антиоксидантов, как правило, не  удается достичь элек-
трохимического разрешения пиков или ступеней окисления 
при использовании традиционных углеродистых электродов. 
Дифференциально-импульсная вольтамперометрия на  стеклоугле-
родном электроде позволяет определять кверцетин и лютеолин при 
совместном присутствии.

Авторы статьи [46] для одновременного определения содержания 
хлорогеновых кислот и  ванилина в  присутствии кофеина предло-
жили использовать квадратно-волновую адсорбционную инверси-
онную вольтамперометрию, что позволило установить потенциалы 
окисления для хлорогеновой кислоты и ванилина — 0,68. Предложен-
ный метод характеризуется широким диапазоном определяемых 
концентраций (2,8–170 мкМ для хлорогеновых кислот и 3,3–330 мкМ 
для ванилина), а также низкими пределами обнаружения (0,40 мкМ 
для ClO4- и  0,38  мкМ для ванилина). Эффективность метода была 
подтверждена при анализе образцов растворимого кофе с ванилью.

Сенсоры на  основе углеродных наноматериалов различных ти-
пов  [47] дают возможность одновременно определять природные 
фенольные антиоксиданты: фенольные кислоты, ароматические 
альдегиды, ванилин и  гваякол, флавоноиды. Было разработано не-
сколько вольтамперометрических сенсоров, основой которых слу-
жит оксид графена, восстановленный с  помощью боргидрида на-
трия, гидразина или сероводорода [48].

Угольно-пастовый электрод с  включенными наночастицами 
Fe3O4 предложен авторами для одновременного определения сина-
повой, сиреневой кислот и рутина [49].

Авторами  [50] разработаны чувствительные и  селективные сен-
соры на  основе полифурфураля для одновременного определения 
природных фенольных антиоксидантов.

Также успешно применяется при анализе растительного сырья 
метод капиллярного электрофореза  [51,52]. Зонный капиллярный 
электрофорез с  различными типами детектирования дает возмож-
ность проводить одновременное определение флаванонов в  ком-
понентах растительного происхождения, в том числе в присутствии 
фенольных соединений других классов.

В настоящем исследовании проведен анализ нормативной базы, 
регламентирующей оценку биологически активных веществ феноль-
ной природы, а  также научно-технических публикаций последних 
лет по данной тематике. На основании полученных данных обосно-
ван выбор методов определения фенольных соединений, наиболее 
часто применяемых и  демонстрирующих наилучшие результаты 
при исследовании растительного сырья. Цель работы — обоснование 
и выбор метода количественного определения фенольных соедине-
ний в плодах рябины красной.

2.	 Объекты и методы

2.1. Объекты исследований
В  ходе проведения исследований количественного содержания 

веществ фенольной природы использовали плоды Sorbus Aucuparia 
(далее — рябины красной), собранные в Новосибирской области (пе-
риод сбора — 2022 год):

	� образец №  1 (обезвоженный образец) — технологическая обра-
ботка основана на принципах сушки сырья для дальнейшего хра-
нения. Параметры дегидратации плодов проводились по  прин-
ципу конвективной сушки в  температурных режимах 60 ± 2,0 °C 
при 100 % конвекции. В конце процесса обезвоживания содержа-
ние влаги в сырье было на уровне 7,0 ± 1,0 %.

	� образец №  2 (замороженный образец) — технологическая обра-
ботка и хранение основаны на принципах низкотемпературной 
обработки при температуре (– 18 ± 2) °C, влажности 75–80 %.
Исследование образцов № 1 и № 2 на содержание влаги проводи-

ли по ГОСТ 24027.2‑80 1.
Отбор проб проводился по  ГОСТ  24027.0‑80 2; для исследования 

были отобраны по 3 образца обезвоженных и замороженных плодов 
рябины.

2.1. Методы исследований

2.1.1. Метод 1 — экстракция и последующее колориметрическое 
определение на длине волны 400 нм
Содержание мономерных фенольных соединений, в  частности 

флавоноидного ряда, определяли по ГОСТ 28887‑2019 3 (п. 6.13). Ме-
тод выбран в связи с простотой выполнения и возможностью оценки 
его применимости для выделения фенольных соединений из плодов 
рябины с  последующим спектрофотометрическим определением. 
Сущность метода: отбор пробы плодов рябины массой 0,20 ± 0,001 г 
с дальнейшей экстракцией в присутствии 4 см3 дистиллированной 
воды и 20 см3 ацетона (исследование 1) или 95 %‑го этанола (иссле-
дование 2) при температуре (20,0 ± 2,0) °C в течение 60 минут в отсут-
ствие светового воздействия. Далее проводили фильтрацию через 
бумажный фильтр («синяя лента») и определяли оптическую плот-
ность при длине волны λ = 400 нм на фотоэлектрическом колориме-
тре КФК‑2 (ЗОМ, Россия). В качестве раствора сравнения применяли 
дистиллированную воду.

Содержание массовой доли мономерных фенольных соединений 
(в  частности флавоноидного ряда) в  образцах плодов рябины (мг) 
рассчитывали по формуле (1):

	 X
D
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×

×
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24
8 37

100
100,
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где: D — количественная единица оптической плотности образца, е. д.; 
24 — количественный объем пробоподготовки, см3; m — масса пробы 
рябины, г; 8,37 — коэффициент пересчета оптической плотности; W — 
содержание влаги в плодах, %.

2.1.2. Метод 2 — колориметрическое определение при длине волны 
400 нм с построением градуировки по рутину
Анализ количественного содержания фенольных соединений 

(%) проводили с  построением градуировочной шкалы по  рути-
ну. Сущность метода заключалась в  отборе пробы плодов ряби-
ны с  последующим экстрагированием 40 %‑м этанолом объемом 
30  см³. Процесс экстрагирования проводился при использовании 
обратного холодильника при температуре (60,0 ± 2,0) °C в  течение 
60 минут. Следующим этапом была фильтрация через бумажные 
фильтры («синяя лента») полученных экстракционных извлечений 
пробы в мерную колбу вместимостью 100 см3. Процесс экстракции 

1	 ГОСТ 24027.2‑80 «Сырье лекарственное растительное. Методы определе-
ния влажности, содержания золы, экстрактивных и дубильных веществ, эфир-
ного масла». М.: ИПК Издательство стандартов, 1998. — 10 с.

2	 ГОСТ 24027.0‑80 «Сырье лекарственное растительное. Правила приемки 
и методы отбора проб». М.: ИПК Издательство стандартов, 1998. — 5 с.

3	 ГОСТ 28887‑2019 «Пыльцевая обножка. Технические условия». М.: Стан-
дартинформ, 2019. — 16 с.
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повторяли дополнительно два раза, после чего доводили общий объ-
ем до метки 40 %‑м этанолом (раствор А).

Сущность исследования заключалась в следующем: в мерную кол-
бу вместимостью 25 см³ вносили 1 см³ раствора А, добавляли 1 см³ 
2 %‑го хлорида алюминия и доводили объем до метки 95 %‑м этано-
лом. Метод предусматривал подготовку раствора сравнения — сме-
шивание в мерной колбе вместимостью 25 см3 раствора А объемом 
1 см3 и 0,2 см3 уксусной кислоты ледяной с дальнейшим доведением 
до метки 95 %‑м этанолом. Пробы оставляют на 40 мин в защищен-
ном от света помещении. Далее определяли оптическую плотность 
при длине волны λ = 400  нм на  колориметре фотоэлектирическом 
КФК‑2 (ЗОМ, Россия).

Количественное содержание фенольных соединений (%) в плодах 
рябины в пересчете на рутин проводили согласно формуле (2) [36]:

	 X
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,
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где: D — количественная единица оптической плотности образца, е. д.; 
248 — удельный показатель пересчета при поглощении рутина в при-
сутствии алюминия хлорида; V — объем раствора А, см3; m — масса про-
бы плодов рябины, г; 1,1 — поправочный коэффициент на неполноту 
экстракции фенольных соединений; W — содержание влаги в плодах, 
%; V1 — объем колбы для экстракционных извлечений (100  см3); V2 — 
объем колбы при пробоподготовке к исследованиям (25 см3).

2.1.3. Метод 3 — экстракция этанолом и последующее 
колориметрическое определение на длине волны 590 нм
Фотоэлектроколориметрическое определение массовой концен-

трации полифенолов проводили по  ГОСТ  34798‑2021 4. Анализ экс-
тракта (на основе 40 %-ного этанола) из плодов рябины обусловлен 
применяемостью разных методов для оценки фенольных соедине-
ний. Подготовка пробы заключалась в смешивании 10 см³ экстракци-
онного извлечения раствора А (по методу 2), 8 см³ раствора карбок-
симетилцеллюлозы (КМЦ) и 0,5 см³ раствора лимонно-аммиачного 
железа (III), с последующим доведением объема дистиллированной 
водой до метки мерной колбы (25 см³ в нашем исследовании) и пе-
ремешиванием содержимого до получения однородной смеси. Затем 
колбу с  пробой выдерживали при температуре (20 ± 5) °C в течение 
10 мин. Подготовка раствора сравнения проводилась аналогично 
пробоподготовке образца, с  заменой 0,5  см3 раствора лимонноам-
миачного железа (III) на 0,5 см3 раствора аммиака. Подготовленные 
пробы при температуре (20 ± 5) °C выдерживали в  течение 10 мин 
и  определяли оптическую плотность при длине волны λ = 590  нм 
на колориметре фотоэлектирическом КФК‑2 (ЗОМ, Россия).

Содержание массовой доли полифенольных соединений в плодах 
рябины (мг/дм3) вычисляли по формуле (3):
	 X = D × K,	 (3)
где: D — количественная единица оптической плотности образца, е. д.; 

К — коэффициент пересчета (К = 820).

2.1.4. Метод 4 — перманганатометрия
Количественное определение фенольных соединений в  плодах 

рябины проводили окислительно-восстановительным титрованием 
(перманганатометрией). Выражение результата титрования при-
водили в  пересчете на  содержание рутина в  образцах. Пробопод-
готовка заключается в  экстрагировании, в  качестве растворителя 
использовали дистиллированную воду температурой (98,0 ± 2,0) °C 
в  количестве 50  см3, продолжительность этапа составляла 5 мин. 
Процесс титрования заключался в  подготовке экстрагированного 
извлечения в объеме 10 см3, 10 см3 дистиллированной воды, 6 капель 
индикатора индигокармина в колбу для титрования. В качестве ти-
транта использовали раствор перманганата калия в  концентрации 
0,05 н, процесс титрования считался оконченным до фиксирования 
устойчивой желтой окраски. Содержание массовой доли фенольных 
соединений в плодах рябины по рутину (%) находили по формуле (4):

	 w
V V
m V

=
× ×

× ×
×

3 2
1000

100
,

%,p-pa k

n
	 (4)

где: 3,2 — масса рутина (мг), необходимого для окисления в процессе ти-
трования; Vр-ра — объем израсходованного титранта, см3; Vк — объем 
экстрагированной пробы (50 см3); Vn — объем экстракционного извле-
чения (10 см3); m — масса пробы плодов рябины, г.

Обработка результатов количественного анализа фенольных сое-
динений плодов рябины проводили с использованием статистических 
методов обработки данных в условиях трех параллельных определений.

4	 ГОСТ 34798‑2021 «Продукция пивоваренная. Идентификация. Фотоэлек-
троколориметрический метод определения массовой концентрации полифе-
нолов». М.: Российский институт стандартизации, 2021. — 11 с

Обработку данных проводили с  применением регрессионного 
анализа программы MS Excel, при проверке адекватности получен-
ных данных использован F-критерий Фишера, при расчете значимо-
сти коэффициентов — t-критерий Стьюдента.

3.	 Результаты и обсуждение
При выборе растворителя для экстракции традиционно рекомен-

дуется учитывать природу экстрагируемого вещества (тип растения, 
части растения) [18,19].

За основу метода 1 был взят метод, разработанный для пыльце-
вой обножки. В  качестве экстрагента был выбран ацетон, что объ-
ясняется химической природой соединения, так как ацетон не всту-
пает в  химическое взаимодействие с  экстрагируемым веществом. 
Образцы плодов рябины в  замороженном виде подвергались экс-
тракции в  присутствии ацетона примерно в  1,8 раза эффективнее 
по сравнению с обезвоженными плодами.

Зависимости содержания фенольных соединений от измеряемой 
оптической плотности в образцах плодов рябины, а также получен-
ные значения представлены в Таблицах 1 и 2 (фенольных соедине-
ний, мг/100 г — в Таблице 1; флаваноидов, % — в Таблице 2).

Для сравнения двух экстрагентов по  методу 1 замена ацетона 
95 %-ным этанолом при извлечении флавоноидных соединений 
имела более низкие средние значения, чем при использовании 
по аналогичному методу 1 с применением ацетона (исследование 1). 
При исследовании содержания флавоноидов раствор для извлече-
ния должен находиться в условиях кислой среды рН 2–4 е. д., т. к. при 
извлечении возможен переход полисахаридных комплексов. Одним 
из решений этой проблемы предлагается исследование экстрактов, 
полученных при извлечении путем осаждения 95 %-ным этанолом. 
В Таблице 1 отображены зависимости по содержанию фенольных со-
единений от измеряемой оптической плотности в образцах плодов 
рябины с применением метода 2. Содержание фенольных соедине-
ний было примерно в 1,5 раза выше в замороженных плодах рябины 
по сравнению с обезвоженными, что подтверждалось разницей меж-
ду объектами исследования в 0,080 %.

Таблица 1. Сравнительная характеристика результатов разных 
методов количественного определения 
фенольных соединений (p = 0,95, n = 3) 

Table 1. Comparative characteristics of the results of different methods for 
quantification of phenolic compounds (p = 0.95, n = 3) 

Для обезвоженных плодов Для замороженных плодов

анализ
зависимых 
факторов

Xср ± ∆Xcр*
анализ

зависимых 
факторов

Xср ± ∆Xcр*

Метод 1 колориметрическое определение на длине волны 400 нм
(c экстракцией ацетоном)

Y = 2,88 – 1,14x
1,74 ± 0,01

Y = — 0,18 + 3,53x
3,11 ± 0,03

R = 0,76; F = 0,34 R = 0,90; F = 0,20

Метод 1 колориметрическое определение на длине волны 400 нм
(с экстракцией 95 % этанолом)

Y = 2,83 – 1,47x
1,39 ± 0,004

Y = 1,64 + 0,46x
2,05 ± 0,007

R = 0,86; F = 0,244 R = 0,70; F = 0,330

Метод 3 колориметрическое определение на длине волны 590 нм
(с экстракцией 40 % этанолом)

Y = 3,50 + 3,06x
5,61 ± 0,04

Y = – 2,11 + 17,39x
9,25 ± 0,06

R = 0,70; F = 0,36 R = 0,95; F = 0,15
* Примечание: ± ∆Xcр — расхождение между параллельными измерениями 
p = 0,95.

Метод 3, согласно стандарту и проведенному литературному об-
зору, применим для производства продукции с содержанием этано-
ла. Концентрация обнаруженных полифенолов была выше в заморо-
женных плодах рябины по сравнению с обезвоженными.

Метод 2 основан на  количественном определении фенольных 
соединений посредством использования дифференциальной спек-
трофотометрии в  сочетании реакции с  комплексом алюминия 
хлорида; был разработан для гортензии древовидной. Его выбор 
объясняется устойчивостью комплекса химических соединений 
и доступностью при измерении и обработке данных. Процесс оп-
ределения флавоноидов в  плодах рябины по  методу 2 имел наи-
меньшие показатели средних значений. При сравнении с методом 
1 результаты по  содержанию флавоноидов были меньше, однако 
этот факт можно объяснить определением только рутина из  всех 
флавоноидных соединений.
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При сравнении метода 2 (с использованием алюминия хлорида) 
с литературными данными авторов содержание флавоноидов соста-
вило 0,49–1,24 % [53].

Исследования фенольных соединений по методу 4, основанному 
на методе окислительно-восстановительного титрования, проводят-
ся на плодах рябины красной в замороженном и обезвоженном виде. 
Содержание фенольных соединений в образце № 2 (замороженные 
плоды) в 1,3 раза больше в сравнении с обезвоженными образцами. 
Перманганатометрия при сравнении данных образцов по средним 
значениям (Xср) (Таблица 1) различны не более чем на 20 %.

Наиболее доступным методом для определения фенольных сое-
динений был метод 4, не требующий дополнительного оборудования 
для проведения количественных измерений и применяемый на пло-
дах рябины красной. Опираясь на полученные количественные дан-
ные, можно судить об обнаружении фенольных соединений различ-
ной природы: метод 1 направлен на исследование общего содержания 
фенольных соединений, методы 2 и 4 — на пересчет по рутину, метод 
3 — на выделение полифенолов. Используемые методы имели ошибку 
не более 1 %. В сравнении с высокоэффективной жидкостной хрома-
тографией методы 1 и 3 указывали на общее содержание фенольных 
соединений. Они являются нестандартными и возможны для приме-
нения после дополнительных исследований и разработки на их осно-
ве новых методов количественного анализа фенольных соединений.

Таблица 2. Сравнительная характеристика результатов 
разных методов количественного определения фенольных 

соединений по рутину (p = 0,95, n = 3) 
Table 2. Comparative characteristics of the results of different methods for 

quantification of phenolic compounds in terms of rutin (p = 0.95, n = 3) 

Метод 2 колориметрический при длине волны 400 нм 
с построением градуировки по рутину

анализ 
зависимых 
факторов

Xср ± ∆Xcр*
анализ 

зависимых 
факторов

Xср ± ∆Xcр*

Y = –0,03 + 1,29x
0,03 ± 0,002

Y = — 0,09 + 3,12x
0,04 ± 0,005

R = 0,98; F = 0,09 R = 0,75; F = 0,32
Метод 4. Перманганатометрия

Y = 1,35 + 0,03x
1,38 ± 0,06

Y = 1,66 + 0,5x
1,66 ± 0,02

R = 0,92; F = 0,16 R = 0,95; F = 0,15
* Примечание: ± ∆Xcр — расхождение между параллельными измерени-
ями p = 0,95.

По данным авторов, содержание фенольных соединений плодов 
рябины зависит от  биологических особенностей сорта или вида, 
а также от климатических условий в конкретный год заготовки сы-
рья. Например, рябина сорта Sorbus sibirica превосходила сорт Sorbus 
aucuparia на 12,8 % [17,53].

4.	 Выводы
Приведены данные о количественном содержании фенольных со-

единений в плодах рябины с применением разных методов. Не все 
применяемые методы имели соответствующую анализу плодового 
сырья область применения. Используемые методы не применялись 
ранее для анализа плодового сырья, в  частности плодов рябины. 
В ходе исследования определены наиболее оптимальные экстраген-
ты для выделения фенольных соединений.

Из  используемых методов установлено, что для обезвоженных 
и  замороженных плодов рябины в  качестве экстрагента подходят 
ацетон и  95 %-ный этанол (метод 1), а также 40 %-ный этанол (ме-
тод 3). Наибольшее выделение фенольных соединений наблюдалось 
при использовании метода 3 и составило 5,61 мг/100 г для обезво-
женных плодов и 9,25 мг/100г для замороженных плодов.

При сравнении числовых данных отмечено, что выход феноль-
ных соединений наиболее выражен при исследовании заморожен-
ных плодов рябины. Данный факт можно объяснить разрушением 
клеточной структуры растительной ткани при воздействии низких 
температур. Обезвоженные плоды рябины подвергались восстанов-
лению клеточной структуры, что, возможно, потребовало увеличе-
ния времени экстракции данного вида сырья.

Также можно предположить частичное разрушение фенольных 
соединений в процессе конвективной сушки, вызванное высокими 
температурами и изменением осмотического давления.

Использование представленных методов анализа фенольных 
соединений позволило получить новые данные о  применимости 
различных методов для оценки обезвоженных и  замороженных 
плодов рябины. Полученные результаты количественного ана-
лиза распространяются на  данные образцы растительного сырья 
при условии соблюдения всех параметров проведения исследова-
ний по приведенным в статье методам. Представленный научный 
материал может служить теоретической базой для формирования 
показателей безопасности растительного сырья по  содержанию 
фенольных соединений и  разработки соответствующих методов 
контроля.
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А ННОТА Ц И Я
В  данной статье обсуждается вопрос использования промышленных методов каскадно-селективной мембранной 
фильтрации для очистки ферментативных гидролизатов сывороточных белков и  фракционирования биоактивных 
пептидов. Основное внимание уделено комплексной оценке влияния данного технологического процесса на  ами-
нокислотный состав, биологическую ценность и  кинетику переваривания in vitro полученных пептидных фракций 
в сравнении с интактными белками. Нативный и термоденатурированный концентрат сывороточных белков гидро-
лизовали биферментной композицией (Alcalase и  Formea CTL) и  фракционировали методами ультра-, нанофиль-
трации и  обратного осмоса. Основные результаты показали, что разработанный процесс каскадно-селективной 
ультра-нанодиафильтрации позволяет эффективно удалять высокомолекулярные белковые соединения, минераль-
ные вещества и свободные аминокислоты. При этом в составе гидролизатов сохраняется фракция пептидов с моле-
кулярной массой 0,4–5 кДа, обладающая максимальными антиоксидантной (1280 и 979 мкМ ТЭ/г БЭ) и АПФ-инги-
бирующей (IC50 = 0,10 и 0,19 мг/мл) активностями. Очищенные гидролизаты характеризовались сбалансированным 
аминокислотным профилем (отношение НАК/ЗАК 0,77–0,78), высоким содержанием BCAA (19,07–19,20 г/100 г белка) 
и повышенным коэффициентом утилитарности (0,71–0,72) по сравнению с исходными концентратами сывороточ-
ных белков. Оценка перевариваемости на модели INFOGEST 2.0 подтвердила высокую биодоступность, более быс-
трое и полное переваривание фракционированных гидролизатов по сравнению интактными белками. Полученные 
результаты открывают перспективы промышленного масштабирования технологии производства гидролизатов сы-
вороточных белков и их использования в качестве функциональных ингредиентов. Такие ингредиенты могут приме-
няться при создании продуктов функционального и специализированного питания, включая протеиновые формулы 
для спортивного питания, нутритивной поддержки при метаболическом синдроме и возрастной саркопении, а также 
для коррекции хронического оксидативного стресса и профилактики гипертонии.
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A BST R ACT
This article discusses the application of industrial cascade-selective membrane filtration techniques for the purification of en-
zymatic hydrolysates of whey proteins and the fractionation of bioactive peptides. The main focus is on a comprehensive assess-
ment of the impact of this technological process on the amino acid composition, biological value, and in vitro digestion kinetics 
of the obtained peptide fractions in comparison with intact proteins. Native and heat-denatured whey protein concentrates were 
hydrolyzed using a two-enzyme system (Alcalase and Formea CTL) and fractionated by ultrafiltration, nanofiltration, and reverse 
osmosis. The key results showed that the developed cascade-selective ultra-nanodiafiltration process effectively removes high-
molecular-weight protein compounds, minerals, and free amino acids. The hydrolysates retain a peptide fraction with a molecu-
lar weight of 0.4–5 kDa, which exhibits maximal antioxidant (1280 and 979 µM TE/g protein equivalent) and ACE-inhibitory 
(IC50 = 0.10 and 0.19 mg/mL) activities. The purified hydrolysates were characterized by a balanced amino acid profile (EAA/NEAA 
ratio of 0.77–0.78), a high content of BCAA (19.07–19.20 g/100 g protein), and an increased coefficient of utility (0.71–0.72) 
compared to the initial whey protein concentrates. Digestibility assessment using the INFOGEST 2.0 model confirmed high 
bioavailability, as well as faster and more complete digestion of the fractionated hydrolysates compared to intact proteins. The 
obtained results open prospects for the industrial scaling of the technology for producing whey protein hydrolysates and their 
use as functional ingredients. Such ingredients can be applied in the development of functional and specialized food products, 
including protein formulas for sports nutrition, nutritional support for metabolic syndrome and age-related sarcopenia, as well 
as for the correction of chronic oxidative stress and the prevention of hypertension.
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1.	 Введение
Современные мировые тенденции в  области пищевой про-

мышленности, нутрициологии, спортивного, детского и  специ-
ализированного питания предопределяют повышенный спрос 
на  коммерческие концентраты белков, сбалансированные по  ами-
нокислотному составу и  обладающие высокой биологической цен-
ностью [1,2]. В данном аспекте особое внимание уделяется белкам 
молочной сыворотки, биологическая ценность и  аминокислотный 
индекс усвояемости (PDCAAS) которых сопоставимы с яичным бел-
ком, считающимся эталонным. Белки молочной сыворотки характе-
ризуются высоким содержанием незаменимых аминокислот и ами-
нокислот с разветвленной цепью (BCAA), которые играют ключевую 
роль в  активации mTOR-пути и  стимуляции мышечного белкового 
синтеза. Кроме того, они богаты серосодержащими аминокислота-
ми, задействованными в  одноуглеродном метаболизме, процессах 
сворачивания и функционирования белков; именно эти аминокис-
лоты служат лимитирующим субстратом для синтеза глутатиона — 
ключевого внутриклеточного антиоксиданта [3,4]. Высокий уровень 
сбалансированности аминокислотного профиля в сочетании с высо-
кой биодоступностью и  быстрой абсорбцией делает сывороточные 
белки ключевым компонентом специализированных протеиновых 
формул для различных физиологических потребностей в  спортив-
ном питании (ускорение восстановления и  рост мышечной массы) 
[5–8], геронтологическом питании (профилактика саркопении) 
[9,10], детском питании (аминокислотный профиль максимально 
приближен к грудному молоку) [11–13], клинической нутрициологии 
(восстановление после травм и операций) [14–16] и пр.

Наряду с  нативными сывороточными белками особый научный 
и практический интерес представляют их гидролизованные формы, 
получаемые путем направленной ферментативной биоконверсии 
пептидных связей в аминокислотной последовательности белковой 
молекулы. В  отличие от  нативных форм белка, гидролизаты сыво-
роточных белков обладают рядом доказанных преимуществ, вклю-
чая более быстрое переваривание и транспорт аминокислот в кро-
воток [17], сниженную аллергенность [18], более высокую скорость 
смачиваемости и  растворимости, повышенную термоустойчивость 
в широком диапазоне pH [19]. С развитием современных аналити-
ческих методов в  области пищевой пептидомики в  гидролизатах 
сывороточных белков идентифицирован широкий спектр биоактив-
ных пептидов, проявляющих регуляторные функции в  организме 
и  оказывающие целенаправленное физиологическое воздействие, 
выходящее за рамки простого нутритивного обеспечения организ-
ма. Многочисленными исследованиями доказано, что данные сое-
динения обладают рядом фармакологических эффектов, таких как 
антиоксидантная [17,20–22], антигипертензивная [23–26], антидиа-
бетическая [27–30], антимикробная [31,32] и иммуномодулирующая 
[33–35] активности. Указанные эффекты обусловлены наличием в их 
структуре специфических аминокислотных последовательностей, 
способных взаимодействовать с  ключевыми биологическими ми-
шенями. Выход пептидов с  целевой биологической функцией на-
прямую зависит от субстратной специфичности протеаз (комплекса 
протеаз), конформационных особенностей и  аминокислотной по-
следовательности белкового субстрата, а также от степени гидроли-
за, регулируемой кинетическими параметрами процесса (субстрат-
ферментное соотношение, pH, температура, продолжительность 
реакции) [36]. При этом следует констатировать, что даже исполь-
зование современных методов таргетированной ферментативной 
биоконверсии белка, основанных на селективном протеолизе, при-
водит к  получению гетерогенных смесей пептидов и  свободных 
аминокислот с  полимодальным распределением по  молекулярной 
массе и  с  вариабельным профилем биоактивности [37]. В  связи 
с этим биоактивные пептиды, полученные в результате таргетиро-
ванной биоконверсии сывороточных белков, требуют дальнейшей 
очистки от компонентов сложной матрицы гидролизата и последу-
ющего фракционирования с  целью сохранения/усиления биофунк-
циональных свойств. В  работах [38,39] показано, что повышенное 
содержание свободных аминокислот в гидролизатах, особенно при 
глубоком протеолизе, увеличивает горечь и  осмотичность, снижая 
их биологическую ценность по сравнению с очищенными пептида-
ми. Кроме того, технологический процесс получения гидролизатов 
сопряжен с  необходимостью коррекции электрохимических пара-
метров среды (поддержание статического рН), что предопределяет 
необходимость дополнительной обработки реакционной смеси для 
снижения рН, ионной силы и  концентрации солей. В  то  же время 
в ряде работ [40,41] отмечено, что ферментативный гидролиз эффек-
тивно снижает антигенность молочных белков, однако протеазы, яв-
ляясь белковыми веществами, способны сенсибилизировать иммун-

ную систему и инициировать перекрестные аллергические реакции. 
Таким образом, разработка эффективных технологий мембранной 
очистки и фракционирования биоактивных пептидов представляет-
ся актуальным и стратегически важным направлением для решения 
обозначенных проблем, что напрямую будет способствовать повы-
шению биологической ценности, функциональности и безопасности 
конечного продукта.

Целью данного исследования является разработка технологии 
мембранного фракционирования и очистки ферментативных гидро-
лизатов сывороточных белков, направленной на селективное удале-
ние балластных компонентов, включая свободные аминокислоты, 
минеральные вещества и  остаточные протеазы. Разрабатываемая 
технология позволяет получать гидролизаты, обогащенные пептид-
ными фракциями с целевой биологической активностью, в частно-
сти антиоксидантной и  АПФ-ингибирующей. Кроме того, в  работе 
исследовано влияние проведенной обработки на  аминокислотный 
профиль, биологическую ценность и кинетику переваривания in vitro 
гидролизатов по  сравнению с  интактными концентратами белков. 
Данные исследования являются критически важными для решения 
технологических задач, связанных со стандартизацией состава и би-
одоступностью активных пептидных фракций, что позволит в пол-
ной мере реализовать их терапевтический потенциал в  создании 
продуктов специализированного назначения от  гипоаллергенных 
смесей и средств энтерального питания до спортивных нутрицевти-
ков и функциональных продуктов, направленных на профилактику 
возраст-индуцированных заболеваний, таких как хронический ок-
сидативный стресс организма и гипертония.

2.	 Объекты и методы

2.1. Объекты
Сладкая сыворотка, полученная от  производства полутвердого 

сыра «Мантова», была предоставлена компанией ООО  «Итальян-
ские традиции» (Москва, Россия). Коммерческие ферментные пре-
параты Alcalase 2.4L (субтилизин) с протеолитической активностью 
2,4 AU-A/г и  Formea CTL (химотрипсиноподобная эндопротеаза) 
с  протеолитической активностью 300 KPROT/г были приобретены 
у  российского дистрибьютора компании Novozymes A/S, (Багсверд, 
Дания). Все реактивы, используемые в  исследовании, были анали-
тической степени чистоты. Во  всех экспериментах использовалась 
бидистиллированная вода.

2.2. Концентрирование сывороточных белков
Подсырную сыворотку подогревали до  температуры (40 ± 5) °C 

в вискубаторе FlowTech 4/5–10 (Them, Дания), обезжиривали и очи-
щали от  казеиновой пыли на  лабораторном сепараторе FJ 90 PP 
(MilkyDay, Чехия). Осветленную и обезжиренную сыворотку разделя-
ли на две аликвотные части равного объема. Первую часть подсыр-
ной сыворотки (CHW (RC)) пастеризовали в  вискубаторе FlowTech 
4/5–10 (Them, Дания) при температуре (72 ± 2) °C с  выдержкой 
20–25 с и охлаждали до температуры (10 ± 2) °C. Концентрирование 
белка проводилось с  использованием ультрафильтрации на  пилот-
ной экспериментальной установке AL 362 (ООО «Альтаир», Россия), 
оснащенной блоком мембранных элементов из полиэфирсульфона 
с  отсечкой по  молекулярной массе (MWCO) 5 кДа. Концентриро-
вание белка осуществляли при давлении 0,50 ± 0,05 МПа на  входе 
в мембранный аппарат и 0,37 ± 0,03 МПа на выходе. Объемный фак-
тор концентрирования составлял 5, что соответствовало на выходе 
массовой доли белка 3,4 %. Другую часть сыворотки подвергали тер-
моденатурации белка (CHW (RC) HD) в вискубаторе FlowTech 4/5–10 
(Them, Дания) в присутствии 10 мМ сульфата кальция при темпера-
туре (95 ± 2) °C и  продолжительности 120 минут. Термоденатуриро-
ванный белок отделяли с  использованием технологии Centry Whey 
на  экспериментальной декантерной центрифуге периодического 
действия при скорости вращения 4000 об/мин (3500 g), температу-
ре (55 ± 5) °C и продолжительности процесса 10 минут, что позволяло 
получать концентрат с массовой долей белка 11 %. Полученный кон-
центрат стандартизовали вторичной сывороткой до массовой доле 
белка 3,4 % и подвергали одноступенчатой гомогенизации при дав-
лении 45 МПа на  плунжерном гомогенизаторе HomoLab 2.20 (FBF, 
Италия).

2.3. Гидролиз сывороточных белков
Ферментативный гидролиз концентратов сывороточных белков 

CHW (RC) и CHW (RC) HD проводили с использованием бифермент-
ной системы Alcalase 2.4L (субтилизин) и Formea CTL (химотрипси-
ноподобная эндопротеаза) в соотношении 75/25 в пересчете на бел-
ковую часть. Гидролиз осуществляли в  биореакторе с  рубашкой 
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(«Алхитех», Россия) объемом 5000 мл с  магнитной мешалкой SP‑16 
(MIULAB, Китай), соединенных последовательно с  циркулирующей 
водяной баней. Биореактор был оборудован pH-метром Starter 300 
с электродом ST 320 (Ohaus, США) и перистальтическим насосом для 
дозирования 5 М раствора гидроксида калия, что обеспечивало под-
держание статического рН реакционной среды с допустимым откло-
нением ± 0,02. Процесс гидролиза проводили биферментной компо-
зицией в  соотношении ферментов (в  пересчете на  белковую часть) 
к  субстрату 1:1000 (мас./мас.) при температуре (51 ± 1) °C, активной 
кислотности реакционной среды 8,30 ± 0,02 ед. рН и продолжительно-
сти 180 минут. Термическую инактивацию ферментных препаратов 
осуществляли посредством непрерывной подачи гидролизата через 
трубчатый теплообменник в соседний биореактор, где гидролизат сы-
вороточных белков мгновенно нагревался до температуры (87 ± 2) °C 
и выдерживался на протяжении 10 минут, после чего происходило его 
охлаждение до температуры (10 ± 2) °C по обратной схеме.

2.4. Очистка и фракционирование гидролизатов  
сывороточных белков

Гидролизаты сывороточных белков очищали от  высокомолеку-
лярных белковых соединений на пилотной экспериментальной уста-
новке AL 362 (ООО «Альтаир», Россия) с использованием ультрафиль-
трационных мембранных модулей из полиэфирсульфона с MWCO 5 
и 10 кДа. Рабочее давление на входе в мембранный аппарат состав-
ляло 0,50 ± 0,05 МПа, а на выходе — 0,37 ± 0,03 МПа. Очистка от сво-
бодных аминокислот и  минеральных солей, а также концентриро-
вание пептидов проводились на той же установке с использованием 
нанофильтрационного мембранного модуля из  полиэфирсульфона 
с MWCO 0,4 кДа. Давление на входе/выходе поддерживали на уровне 
1,5/1,1 МПа соответственно. Диафильтрацию проводили с примене-
нием обратноосмотической воды в соотношении 1:1 к концентрату 
гидролизованных белков. Снижение активной кислотности прово-
дили на промежуточной стадии диафильтрации путем введения 1М 
раствора соляной кислоты до достижения уровня рН 6,8. Концент-
рированные образцы гидролизованных сывороточных белков по-
сле процесса очистки и  фракционирования подвергались дегидра-
тации на  распылительной сушилке BXT‑2000MLH (Shanghai Yuhua 
Instrument Equipment Co. Ltd, Китай) с  диаметром форсунки 1  мм 
при температуре воздуха на входе (175 ± 5) °C и на выходе — (75 ± 5) °C.

2.5. Химический и физический анализ
Для исследования физико-химических свойств сыворотки ис-

пользовались стандартизованные методы. Массовую долю белка 
(в  эквиваленте) определяли методом Кьельдаля через содержание 
общего азота в  соответствии с  ISO 1871:2009 1, ISO 8968–1:2014 2 
на  автоматическом анализаторе Kjeltec‑2400 (Foss Electric, Дания) 
с  последующим его пересчетом на  белок с  коэффициентом 6,28. 
Массовую долю жира определяли методом Гербера в  соответствии 
с ISO 19662:2018 3 и ISO 11870:2009 4. Массовую долю лактозы опре-
деляли ферментативным методом в соответствии с ISO 26462:2010 5. 
Массовую долю сухих веществ измеряли термогравиметрическим 
методом в соответствии с ISO 6731:2010 6. Общее содержание мине-
ральных веществ определяли сжиганием высушенных образцов при 
температуре 550 °C в  муфельной электропечи МП‑2УМ (Утянский 
завод лабораторных электропечей, Литва) в  соответствии с  мето-
дикой [42]. Активную кислотность измеряли потенциометрическим 
методом с помощью стационарного pH-метра Aquasearcher AB33PH 
с электродом ST 320 (Ohaus, США). Концентрацию кальция, магния, 
натрия, калия и фосфора определяли с помощью оптической эмис-
сионной спектроскопии с индуктивно связанной плазмой (ICP-OES) 
на  приборе Agilent 5110 ICP-OES (Agilent Technologies, Малайзия) 
в соответствии с методикой производителя.

Молекулярно-массовое распределение белково-пептидных фрак-
ций проводили методом высокоэффективной жидкостной хромато

1	 ISO 1871:2009 «Food and feed products  — General guidelines for the deter-
mination of nitrogen by the Kjeldahl method». International Standard confirmed, 
2009. — 7 p.

2	 ISO 8968–1:2014 «Milk and milk products — Determination of nitrogen con-
tent -Part 1: Kjeldahl principle and crude protein calculation». International Stan-
dard confirmed, 2014. — 18 p.

3	 ISO 19662:2018 «Milk — Determination of fat content — Acido-butyrometric 
(Gerber method)». International Standard confirmed, 2018. — 15 p.

4	 ISO 11870:2009 «Milk and milk products — Determination of fat content — 
General guidance on the use of butyrometric methods». International Standard 
confirmed, 2009. — 7 p.

5	 ISO 26462:2010 «Milk — Determination of lactose content — Enzymatic meth-
od using difference in pH. International Standard confirmed, 2010. — 11 p.

6	 ISO 6731:2010 «Milk, cream and evaporated milk  — Determination of total 
solids content (Reference method)». International Standard confirmed, 2010. — 5 p.

графии в соответствии с протоколом [43] на хроматографе «МАЭСТРО» 
(ООО «Интерлаб», Россия). Хроматографическое разделение про-
водили при температуре 25 °C и  скорости потока 1 мл/мин с  введе-
нием образца объемом 20 мкл в  аналитическую колонку ZORBAXE 
С18 250  мм × 4,6  мм, диаметр пор 300 Å (Agilent Technologies Inc., 
США). Детекцию осуществляли при длине волны 214 и 280 нм. В по-
лученных хроматограммах с использованием программного обеспе-
чения «Мультихром» (ООО «Амперсенд», Россия) было идентифици-
ровано относительное содержание фракций с молекулярно-массовым 
распределением: < 1 кДа, 1–5 кДа, 5–10 кДа и > 10 кДа.

Содержание и идентификацию аминокислот определяли соглас-
но ГОСТ Р 55569–2013 7 и  методике М 04–94–2021 8 «Пищевая про-
дукция. Методика измерений массовой доли аминокислот методом 
капиллярного электрофореза с  использованием системы капил-
лярного электрофореза «Капель»» на приборе «Капель 205М» (ООО 
«Люмэкс- маркетинг», Россия). В качестве аналитических стандартов 
использовали чистые аминокислоты с  содержанием основного ве-
щества не менее 98 % (Sigma-Aldrich, США).

2.6. Анализ функциональных свойств и биологической ценности
Степень гидролиза оценивали спектрофотометрическим методом 

согласно протоколам, описанным в  [44,45], на  спектрофотометре-
флуориметре Feyond-A400 (Allsheng, Китай) с применением реакти-
ва TNBS (2,4,6‑тринитробензолсульфоновая кислота), специфически 
реагирующего с первичными аминогруппами с образованием хро-
мофора с максимумом поглощения при длине волны 340 нм.

Определение антиоксидантной активности по  методу TEAC 
проводили в  соответствии с  протоколом [46]. Метод основан 
на  способности образца нейтрализовать катион-радикал ABTS 
(2,2’-азинобис(3‑этилбензтиазолин‑6‑сульфоновой кислоты)) с  по-
следующим выражением антиоксидантной активности в  экви-
валентах Тролокса относительно калибровочного графика. Ней-
трализацию катион-радикала ABTS оценивали с  использованием 
спектрофотометра-флуориметра Feyond-A400 (Allsheng, Китай) при 
длине волны 734 нм.

Оценку гипотензивных свойств гидролизованных белков мо-
лочной сыворотки проводили по  способности ингибировать ан-
гиотензин‑1‑превращающий фермент (АПФ) в  соответствии 
с  протоколом [47,48] и  выражали в  концентрации (мг  белка/мл), 
ингибирующей 50 % активности АПФ (IC50). Кинетику возрастания 
интенсивности флуоресценции регистрировали в  течение 15  мин 
с  интервалом в  20 с  на  микропланшетном спектрофотометре-
флуориметре Feyond-A400 (Allsheng, Китай) при температуре 37 °C, 
длине волны возбуждения и регистрации флуоресценции 320 и 420 
нм соответственно.

Расчеты сбалансированности аминокислотного состава, такие 
как аминокислотный скор, отношение незаменимых аминокислот 
(НАК) к заменимым аминокислотам (ЗАК), отношение незаменимых 
кислот к  общему содержанию аминокислот в  белке, коэффициент 
утилитарности, избыточность и  сопоставимую избыточность неза-
менимых аминокислот, индекс незаменимых аминокислот прово-
дили в соответствии с общепринятыми методиками, приведенными 
в работе [49].

Моделирование переваривания in vitro осуществляли по  стан-
дартизированному международному протоколу INFOGEST 2.0 [50]. 
Анализ продуктов переваривания на каждой стадии процесса про-
водили по методикам, описанным в [51], с изменением в части оцен-
ки коэффициента перевариваемости. В  частности, к  инкубацион-
ной смеси по окончании каждой стадии переваривания добавлялся 
24 % раствор трихлоруксусной кислоты (ТХУ) для осаждения белков 
и пептидов с молекулярной массой более ~1–3 кДа. Образцы инку-
бировали при комнатной температуре, охлаждали до 4 °C и центри-
фугировали (8000g) в течение 10 минут. Для измерения содержания 
белка в осадке применялся анализ по методу Кьельдаля. Коэффици-
ент перевариваемости (КП) рассчитывался по формуле 1:
	 КП = (mисх × Бисх — (mисх × Бисх — mФ × БФ))/(mисх × Бисх) × 100	 (1),
где: mисх — масса исходного образца, г; mФ — масса фильтрата после цен-

трифугирования, г; Бисх — белок в  исходном образце, %; БФ — белок 
в фильтрате после центрифугирования, %

7	 ГОСТ Р 55569–2013 «Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Опреде-
ление протеиногенных аминокислот методом капиллярного электрофореза». 
М.: Стандартинформ, 2020. — 18 с.

8	 М 04–94–2021 «Пищевая продукция. Методика измерений массовой доли 
аминокислот методом капиллярного электрофореза с использованием систе-
мы капиллярного электрофореза «Капель»». ООО «Люмэкс-маркетинг», 2021. 
(Свидетельство об аттестации методики измерений № 032/RA.RU.311278/2022 
от 15 апреля 2022 г.).
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2.7. Статистика
Статистический анализ данных был выполнен с использованием 

пакета программного обеспечения Statistica 2010 (Statsoft, США). Все 
измерения проводились в трех независимых повторностях. Резуль-
таты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение 
(SD). Статистический анализ экспериментальных данных осуществ-
ляли с помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) 
и апостериорного теста Тьюки с использованием пакета статистиче-
ских программ RStudio (Posit Software, США) при уровне значимости 
p < 0,05.

3.	 Результаты и обсуждение

3.1. Оценка биологической активности гидролизованных фракций 
сывороточных белков

Молекулярная масса пептидов является ключевым фактором, 
определяющим их функциональные и биоактивные свойства в бел-
ковых гидролизатах. Контроль молекулярно-массового распределе-
ния на этапе производства позволяет целенаправленно изолировать 
фракции с заданной биологической активностью (антиоксидантной 
и антигипертензивной) и одновременно производить очистку от вы-
сокомолекулярных соединений и свободных аминокислот. В данном 
исследовании гидролизаты сывороточных белков фракционирова-
ли последовательно на полиэфирсульфоновых мембранах с разме-
ром пор 10 кДа (УФ‑10), 5 кДа (УФ‑5), 0,4 кДа (НФ‑0,4) и 0,1 нм (ОО). 
На каждом этапе проводили диафильтрацию обратноосмотической 
водой для максимальной очистки и получения валидных результа-
тов. Исследование молекулярно-массового распределения в  исход-
ном сырье, гидролизатах, а также в их белково-пептидных фракциях 
(ретентатах) представлено на Рисунке 1.

Анализ молекулярно-массового распределения показал, что 
в концентратах CHW (RC) и CHW (RC) HD доминируют высокомоле-
кулярные белковые фракции с  молекулярной массой выше 10 кДа, 
что характерно для негидролизованных белков молочной сыворотки 
и  ассоциированных форм (димеров/тримеров) гликомакропептида 
[52]. Также в составе концентратов CHW (RC) и CHW (RC) HD иденти-
фицировано 7,7 % и 10,5 % фракций с молекулярной массой 5–10 кДа, 
что соотносится с молекулярной массой мономерной формы глико-
макропептида (~7,5 кДа) [53] и  протеозо-пептонной фракции PP8S 
(~9,0 кДа) [54]. Кроме того, в анализируемых белковых концентратах 
идентифицировано 2,5 % (CHW (RC)) и 3,6 % (CHW (RC) HD) фракций 
с  молекулярной массой 1–5 кДа, очевидно, представляющих собой 
протеозо-пептонную фракцию PP8F (~4,0 кДа) [55] и  другие пеп-
тидные фрагменты частичного расщепления белков аутохтонными 
протеазами молока. В  образах гидролизатов сывороточных белков 
CHW (RC) и CHW (RC) HD со степенью гидролиза 19,9 ± 0,4 и 21,2 ± 0,8 
соответственно отмечено резкое снижение доли высокомолекуляр-
ной фракции (> 10 кДа) до 1,21 % и 1,32 % по сравнению с интактны-
ми белками. В обоих образцах гидролизатов доминируют фракции 
с  молекулярной массой 1–5 кДа (51,8 % и  59,5 %) и  в  меньшей сте-
пени фракции с молекулярной массой 5–10 кДа (37,4 % и 27,2 %). Со-
держание короткоцепочечных пептидов и  свободных аминокислот 
в гидролизатах сывороточных белков находилось на уровне 9,6 % для 
CHW (RC) и 12,0 % для CHW (RC) HD. Применение для очистки гидро-
лизатов ультрафильтрации с  MWCO 10 кДа привело к  селективной 

изоляции и концентрированию высокомолекулярных белковых сое-
динений, на долю которых приходилось 68,6 % для CHW (RC) и 61,1 % 
для CHW (RC) HD. Последующая ультрафильтрация с  MWCO 5 кДа 
позволила получить фракции с доминированием пептидов средне-
го размера (5–10 кДа) 88,3 % и 84,1 % соответственно при отсутствии 
высокомолекулярных белковых компонентов, что указывает на  се-
лективное удаление негидролизованных белков и протеолитических 
ферментов (по  данным Uniprot, молекулярная масса субтилизина 
~38 кДа, а химотрипсиноподобной эндопротеазы ~27 кДа). Дальней-
шее фракционирование гидролизатов сывороточных белков CHW 
(RC) и  CHW (RC) HD с  использованием нанофильтрации с  MWCO 
0,4 кДа позволило получить ретентат, где основная масса белковых 
веществ (74,4 % и  78,7 %) приходится на  пептиды с  молекулярной 
массой 1–5 кДа. В то же время в ретентате, полученном нанофиль-
трацией, 22,3 % и  19,2 % составляют фракции с  молекулярной мас-
сой < 1 кДа, удержание которых может объясняться селективностью 
мембраны, а также возникновением эффекта поляризационной кон-
центрации на поверхности мембраны и формированием вторичного 
динамического слоя с меньшей пористостью [56,57]. Пермеат, полу-
ченный после нанофильтрации и  сконцентрированный обратным 
осмосом, состоял исключительно из  компонентов с  молекулярной 
массой < 1 кДа, представляя собой смесь свободных аминокислот 
и короткоцепочечных пептидов.

На следующем этапе было проведено комплексное исследование 
взаимосвязи между молекулярно-массовым распределением пеп-
тидных фракций, полученных методами каскадной ультра- и нано-
фильтрации, и их биологической активностью (Рисунок 2).

Полученные данные демонстрируют существенные различия 
в  биологической активности между нативными и  термоденатури-
рованными белками, а также их гидролизатами. Гидролизаты CHW 
(RC) и CHW (RC) HD показали в 5,2 и 5,0 раза более высокую антиок-
сидантную активность (984 и 768 мкМ ТЭ/г БЭ) по сравнению с на-
тивным и  термоденатурированным концентратами сывороточных 
белков (189 и 153 мкМ ТЭ/г БЭ) соответственно. Среди фракций наи-
большей антиоксидантной активностью обладала фракция 0,4–5 кДа 
(1280 и 979 мкМ ТЭ/г БЭ), что в среднем на 29 % выше, чем у соответ-
ствующих гидролизатов сывороточных белков. Фракция 5–10  кДа 
продемонстрировала умеренную антиоксидантную активность (430 
и 380 мкМ ТЭ/г БЭ), в то время как фракция > 10 кДа (271 и 217 мкМ 
ТЭ/г БЭ) по антиоксидантной активности была незначительно выше 
соответствующих гидролизатов до момента их фракционирования. 
При этом фракция < 0,4 кДа характеризовалась минимальной анти-
оксидантной активностью (18 и  15 мкМ ТЭ/г БЭ), что свидетельст-
вует о потере антиоксидантных свойств при переходе к свободным 
аминокислотам и короткоцепочечным пептидам. Результаты оцен-
ки АПФ-ингибирующей активности показали, что для гидролизатов 
CHW (RC) и  CHW (RC) HD характерно ее увеличение в  65 и  48 раз 
по сравнению с соответствующими концентратами нативных (сни-
жение IC50 с 17,61 до 0,27 мг БЭ/мл) и термоденатурированных (сни-
жение IC50 с 22,89 до 0,48 мг БЭ/мл) белков. Максимальной АПФ-ин-
гибирующей активностью обладала фракция 0,4–5 кДа гидролизатов 
нативных белков (IC50 = 0,10  мг БЭ/мл) и  термоденатурированных 
белков (IC50 = 0,19  мг БЭ/мл), что в  2,7 и  2,5 раза превышает ак-
тивность исходных гидролизатов сывороточных белков. Фракция 

А) Б)

Рисунок 1. Молекулярно-массовое распределение белково-пептидных фракций (А – CHW (RC); Б — CHW (RC) HD)
Figure 1. Molecular weight distribution of protein-peptide fractions (А – CHW (RC); Б — CHW (RC) HD)
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5–10  кДа показала значимую, но  меньшую АПФ-ингибирующую 
активность, IC50 которой составляла 3,73  мг БЭ/мл для CHW (RC) 
и 5,30 мг БЭ/мл для CHW (RC) HD. АПФ-ингибирующая активность 
в ретентатах высокомолекулярных фракций > 10 кДа была всего в 1,2 
и 1,4 раза выше, чем в соответствующих концентратах сывороточ-
ных белков, в том числе за счет присутствия в составе более мелких 
фракций (Рисунок 1). Во  фракции с  молекулярной массой < 0,4 кДа 
АПФ-ингибирующая активность не  обнаружена, что подтверждает 
необходимость определенной длины пептидной цепи для проявле-
ния данной биологической активности.

Таким образом, последовательная фильтрация с удалением неги-
дролизованных высокомолекулярных белковых соединений и проте-
аз методом ультрафильтрации (MWCO 10 кДа), а также концентриро-
вание пептидных фракций методом нанофильтрации (MWCO 0,4 кДа) 
представляет собой научно обоснованный подход. Фракционирова-
ние пептидов с молекулярной массой 0,4–10 кДа методом каскадно-
селективной ультра-нанофильтрации является компромиссом между 
высокой биологической (антиоксидантной и  АПФ-ингибирующей) 
активностью и  потенциальной минимизацией горького вкуса, уме-
ренной осмоляльностью, сохранением высокой биологической цен-
ности и сбалансированности по незаменимым аминокислотам.

3.2. Фракционирование и очистка биологически активных фракций 
сывороточных белков

Многочисленные работы [58,59] показали, что классический 
электродиализ не  эффективен для очистки гидролизатов пищевых 
белков от минеральных солей ввиду разнонаправленной миграции 

основных/катионных, кислых/анионных пептидов и  аминокислот 
в электрическом поле, что может оказать негативное влияние на би-
офункциональные свойства гидролизатов. Исходя из этого, на сле-
дующем этапе работ были исследованы подходы к частичной деми-
нерализации (очищенных с  помощью ультрафильтрации с  MWCO 
10 кДа) гидролизатов методом нанодиафильтрации, где на 1 этапе 
гидролизат концентрировали (ГСБ-Н), на 2 этапе подкисляли ретен-
тат раствором соляной кислотой и промывали одинарным объемом 
обратноосмотической воды (ГСБ ДФ‑1), а  на  третьем этапе осу-
ществляли окончательную промывку одинарным объемом обрат-
ноосмотической воды (ГСБ ДФ‑2). Результаты изменения физико-
химических показателей в  процессе диафильтрации представлены 
в Таблице 1.

Анализ данных Таблицы 1 показал, что при применении одно-
ступенчатой нанофильтрации гидролизатов сывороточных бел-
ков уровень деминерализации составляет 28–29 % (по  отношению 
к  м. д. сухих веществ), при этом кислотность системы достоверно 
не  изменяется. Нанодиафильтрация с  использованием подкислен-
ной воды позволила снизить активную кислотность до нейтрально-
го рН и повысить уровень деминерализации до 36 %, а дальнейшая 
диафильтрация обратноосмотической водой  — до  54–56 %. Дета-
лизация изменений минерального состава представлена в  Табли-
це 2. При этом совокупная потеря азотистых веществ в эквивален-
те белка составила 6,1 % для гидролизата нативных сывороточных 
белков CHW (RC) и  7,8 % для гидролизата термоденатурированных 
сывороточных белков CHW (RC) HD. Данные значения коррелируют 

А) Б)

Рисунок 2. Антиоксидантная активность (А) и АПФ-ингибирующая активность (Б) белково-пептидных фракций 
гидролизатов сывороточных белков

Figure 2. Antioxidant activity (A) and ACE-inhibitory activity (Б) of protein-peptide fractions of whey protein hydrolysates

Таблица 1. Изменение физико-химических показателей в процессе нанодиафильтрации гидролизатов сывороточных белков
Table 1. Changes in physicochemical parameters during nanodiafiltration of whey protein hydrolysates

Наименование
показателя

Массовая доля 
жира, %

Массовая доля белка
(эквивалент), %

Массовая доля 
лактозы, %

Массовая доля 
сухих веществ, %

Массовая доля 
золы, %

Активная
кислотность, рН

Гидролизат CHW (RC)

ГСБ Отс. 3,32 ± 0,09c 4,95 ± 0,14c 9,79 ± 0,21c 1,05 ± 0,04c 8,25 ± 0,05a

Ретентат ГСБ Отс. 6,70 ± 0,14a 8,92 ± 0,32a 17,80 ± 0,42ab 1,34 ± 0,07a 8,21 ± 0,11a

Пермеат ГСБ Отс. 0,23 ± 0,02d 0,45 ± 0,05d 1,45 ± 0,08d 0,54 ± 0,03e 8,30 ± 0,06a

Ретентат ГСБ ДФ‑1 Отс. 6,49 ± 0,16ab 8,61 ± 0,29a 17,04 ± 0,37b 1,15 ± 0,05bc 6,82 ± 0,06b

Пермеат ГСБ ДФ‑1 Отс. 0,13 ± 0,03ef 0,12 ± 0,07e 0,87 ± 0,16ef 0,46 ± 0,04fg 6,87 ± 0,07b

Ретентат ГСБ ДФ‑2 Отс. 6,33 ± 0,10b 8,39 ± 0,30a 16,22 ± 0,44b 0,76 ± 0,04d 6,75 ± 0,09b

Пермеат ГСБ ДФ‑2 Отс. 0,07 ± 0,02f 0,09 ± 0,06e 0,69 ± 0,10f 0,34 ± 0,03h 6,82 ± 0,07b

Гидролизат CHW (RC) HD

ГСБ Отс. 3,43 ± 0,08c 4,79 ± 0,17c 9,88 ± 0,24c 1,12 ± 0,07c 8,17 ± 0,08a

Ретентат ГСБ Отс. 6,76 ± 0,15a 8,83 ± 0,30a 17,98 ± 0,36a 1,46 ± 0,09a 8,14 ± 0,05a

Пермеат ГСБ Отс. 0,30 ± 0,03d 0,52 ± 0,06d 1,58 ± 0,15d 0,57 ± 0,03e 8,25 ± 0,07a

Ретентат ГСБ ДФ‑1 Отс. 6,38 ± 0,12b 8,33 ± 0,26ab 16,86 ± 0,30b 1,21 ± 0,06b 6,84 ± 0,06b

Пермеат ГСБ ДФ‑1 Отс. 0,17 ± 0,04e 0,27 ± 0,08e 1,14 ± 0,16e 0,49 ± 0,04f 6,93 ± 0,04b

Ретентат ГСБ ДФ‑2 Отс. 6,25 ± 0,12b 8,24 ± 0,27b 16,24 ± 0,31b 0,84 ± 0,03d 6,79 ± 0,07b

Пермеат ГСБ ДФ‑2 Отс. 0,09 ± 0,02f 0,14 ± 0,05e 0,81 ± 0,09f 0,37 ± 0,04gh 6,87 ± 0,08b

Примечание: Данные в таблице представлены как среднее значение ± SD (n = 3). Надстрочные буквы (a–g) в пределах одного столбца отражают значи-
тельные различия между группами, по данным дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим тестом Тьюки (р < 0,05).



37

Кручинин А. Г. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 9 № 1  |  2026  |  С.  32–43

со  степенью гидролиза и  молекулярно-массовым распределением 
белково-пептидных фракций в гидролизатах и в целом соответству-
ет переходу в пермеат свободных аминокислот, ди- и трипептидов, 
а также небелковых азотистых соединений.

Из  данных Таблицы 2 видно, что при использовании нанодиа-
фильтрации деминерализация гидролизатов сывороточных белков 
CHW (RC) и CHW (RC) HD обеспечивается в большей степени за счет 
удаления одновалентных ионов (Na+, K+) и  в  меньшей степени  — 
двухвалентных (Ca2+, Mg2+) или многовалентных ионов. Так, отме-
чено, что при выбранной схеме нанодиафильтрации гидролизатов 
сывороточных белков уровень деминерализации по  K+ составляет 
в среднем 67 %, по Na+ — 61 %, по Mg2+ — 40 %, по Ca2+ — 22 %, что в це-
лом сопоставимо с результатами [60,61]. Фосфор (P) преимуществен-
но задерживается в  ретентате из-за его химической связи с  каль-
цием и магнием (коллоидные фосфаты), что снижает его миграцию 
через мембранный слой в пермеат при нанодиафильтрации. Таким 
образом, трехступенчатая нанодиафильтрация обеспечивает селек-
тивное разделение минеральных веществ за счет различий в их хи-
мической природе. В результате из-за низкой молекулярной массы 
большая часть одновалентных ионов (K+, Na+), добавленных при pH-
статировании гидролиза, перешла в пермеат, а наиболее важные для 
функционирования и жизнедеятельности организма двухвалентные 

ионы кальция и  магния (в  т. ч. химически связанные с  фосфором) 
в большей части сохранились в ретентате.

3.3. Исследование аминокислотного состава и биологической 
ценности гидролизатов сывороточных белков

Потенциальная ценность гидролизатов сывороточных белков 
заключается не только в проявлении биофункциональных свойств, 
но и в сбалансированности аминокислотного профиля, способного 
обеспечить метаболические потребности организма в незаменимых 
аминокислотах [62–64]. Первоначально интактные белки молочной 
сыворотки содержат полный спектр незаменимых (валин, изолей-
цин, лейцин, лизин, метионин, треонин, триптофан и фенилаланин) 
и  условно незаменимых (аргинин и  гистидин) аминокислот, а так-
же высокую концентрацию аминокислот с  разветвленной цепью 
(BCAA), которые являются важными факторами роста и восстанов-
ления тканей [65]. Однако доказано, что под действием технологи-
ческих факторов процесса таргетированной биоконверсии амино-
кислотный профиль гидролизованных белков может претерпевать 
некоторые изменения [30]. Таким образом, дальнейшие исследова-
ния были направлены на оценку сбалансированности аминокислот-
ного профиля гидролизованных сывороточных белков в сравнитель-
ном аспекте с концентратами нативных и термоденатурированных 
сывороточных белков (Рисунок 3).

Таблица 2. Изменение содержания основных минеральных веществ (макроэлементов) при нанодиафильтрации 
гидролизатов сывороточного белка

Table 2. Changes in major mineral content (macroelements) during nanodiafiltration of whey protein hydrolysates

Наименование
показателя

Содержание основных минеральных веществ (макроэлементов), мг/кг

Кальций Калий Магний Натрий Фосфор
Гидролизат CHW (RC)

ГСБ 582 ± 50d 3657 ± 284bcd 125 ± 18ab 398 ± 30b 569 ± 27cd

Ретентат ГСБ 846 ± 85abc 4238 ± 302ab 173 ± 21a 569 ± 42a 793 ± 42a

Пермеат ГСБ 16 ± 3f 1508 ± 102f 15 ± 4c 242 ± 24c 65 ± 7e

Ретентат ГСБ ДФ‑1 791 ± 68bcd 3055 ± 235d 155 ± 20ab 383 ± 30b 650 ± 35bc

Пермеат ГСБ ДФ‑1 38 ± 6e 1144 ± 88g 8 ± 2d 155 ± 17d 52 ± 5ef

Ретентат ГСБ ДФ‑2 747 ± 59cd 2009 ± 157e 127 ± 19ab 253 ± 25c 564 ± 31cd

Пермеат ГСБ ДФ‑2 21 ± 5ef 859 ± 55h 7 ± 2d 105 ± 10e 49 ± 6ef

Гидролизат CHW (RC) HD
ГСБ 716 ± 57cd 3913 ± 294abc 124 ± 18ab 398 ± 31b 534 ± 25d

Ретентат ГСБ 1041 ± 103a 4535 ± 325a 171 ± 21ab 569 ± 42a 745 ± 40ab

Пермеат ГСБ 18 ± 7f 1795 ± 133ef 16 ± 4c 248 ± 27c 64 ± 7e

Ретентат ГСБ ДФ‑1 1008 ± 97ab 3359 ± 249cd 159 ± 20ab 430 ± 38b 692 ± 38e

Пермеат ГСБ ДФ‑1 35 ± 8e 1249 ± 94g 13 ± 3cd 148 ± 18d 56 ± 6ef

Ретентат ГСБ ДФ‑2 937 ± 96abc 2116 ± 164e 118 ± 17b 266 ± 27c 556 ± 33cd

Пермеат ГСБ ДФ‑2 25 ± 7ef 980 ± 66gh 9 ± 3cd 96 ± 9e 46 ± 6f

Примечание: Данные в таблице представлены как среднее значение ± SD (n = 3). Надстрочные буквы (a–g) в пределах одного столбца отражают значи-
тельные различия между группами, по данным дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим тестом Тьюки (р < 0,05).

А) Б)

Рисунок 3. Исследование общего содержания аминокислот в сухих концентратах и гидролизатах нативных (А) 
и термоденатурированных сывороточных белков (Б) 

Figure 3. Study of the total amino acid content in dry concentrates and hydrolysates of native (A) and heat-denatured (Б) whey proteins
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Проведенный анализ аминокислотного состава нативных и термо-
денатурированных белков молочной сыворотки, а также их гидроли-
затов после мембранной очистки демонстрирует высокую стабиль-
ность белково-пептидной матрицы к применяемым технологическим 
воздействиям. Сравнение нативного (CHW (RC)) и термоденатури-
рованного (CHW (RC) HD) КСБ выявило отсутствие статистически 
значимых изменений в  содержании подавляющего большинства 
аминокислот. Данный результат подтверждает, что предваритель-
ная термическая обработка, необходимая для денатурации белка, 
не  индуцирует масштабного разрушения ковалентных пептидных 
связей или боковых радикалов аминокислот и не изменяет амино-
кислотный профиль сывороточных белков. Основным следствием 
термоденатурации является изменение конформационной структу-
ры белка, заключающееся в  развертывании полипептидных цепей 
с  последующей их агрегацией, что подтверждается современными 
и  ретроспективными исследованиями [66–68]. Наиболее выражен-
ные изменения аминокислотного профиля наблюдались для пред-
варительно денатурированного субстрата после ферментативного 
гидролиза и  мембранного фракционирования. В  гидролизате CHW 
(RC) HD по сравнению с термоденатурированным белком отмечено 
значимое снижение метионина (на 18,8 %), триптофана (на 14,5 %), 
аланина (на 6,9 %), аспаргина и аспаргиновой кислоты (на 4,2 %). На-
блюдаемое снижение концентрации триптофана и  метионина при 
ферментативном гидролизе термоденатурированных белков, в  от-
личие от других образцов, вероятно, является следствием их окис-
лительной модификации на  стадии предварительной термической 
обработки. В  нативном состоянии многие чувствительные остатки 
метионина и триптофана расположены внутри гидрофобных участ-
ков белковой молекулы, что обеспечивает стерическую защиту 
от окисления [69,70]. В то же время сообщалось [66], что остатки ци-
стеина могут нейтрализовать большую часть активных окислителей. 
Вследствие этого они подвергаются окислительно-опосредованной 
перегруппировке и  образованию дисульфидных связей, участвую-
щих в агрегации белка, которая, в свою очередь, обеспечивает фи-
зическую защиту от окисления. Наблюдаемое снижение содержания 
аланина, аспаргина и  аспаргиновой кислоты при ферментативном 
гидролизе термоденатурированных белков в  условиях щелочного 
pH с высокой вероятностью связано с их участием в реакции Май-
яра, где α-аминогруппа этих аминокислот может напрямую взаи-
модействовать с карбонильными группами редуцирующих сахаров 
и вступать в неферментативное гликозилирование. Процесс сопро-
вождается образованием меланоидиновых соединений, устойчивых 
к  кислотному гидролизу (при пробоподготовке) [71]. Установленное 
статистически значимое увеличение массовой доли серина в  фер-
ментативных гидролизатах CHW (RC) и CHW (RC) HD может отражать 
селективное удержание серина (в  т. ч. в  составе короткоцепочечных 
пептидов) в  ретентате, обусловленное его специфической сорбцией 
на полимерной мембране через образование слабых водородных свя-
зей между гидроксильной группой аминокислоты и полярными функ-

циональными группами мембраны. Оно также может отражать сово-
купную систематическую погрешность анализа, возникающую из-за 
дифференциальной деградации серина при кислотном гидролизе ин-
тактного белка и пептидов, матрикс-зависимых вариаций эффектив-
ности дериватизации и электрофоретического поведения в капилляр-
ном электрофорезе. Выявленный феномен статистически значимого 
увеличения содержания серина в  гидролизатах требует проведения 
дополнительных глубоких исследований для установления достовер-
ных механизмов, лежащих в основе наблюдаемого явления.

На следующем этапе работ было изучено содержание аминокис-
лот в свободной форме в дегидратированных образцах концентра-
тов и гидролизатов сывороточных белков (Рисунок 4).

Данные Рисунка 4 свидетельствуют о том, что на долю свободных 
аминокислот КСБ CHW (RC) и CHW (RC) HD приходится 0,41–0,47 % 
от общего содержания аминокислот, в то время как для соответству-
ющих гидролизатов данный показатель составляет 2,44–2,59 %. Ги-
дролиз нативных и термоденатурированных сывороточных белков 
привел к значительному увеличению концентраций фенилаланина, 
тирозина, пролина, метионина и  в  меньшей степени триптофана, 
лейцина, изолейцина, серина и  аланина. Наблюдаемое значимое 
увеличение содержания свободных аминокислот коррелирует с на-
учными данными о субстратной специфичности используемых фер-
ментов. Согласно данным [72–75], химотрипсин проявляет высокую 
специфичность к гидролизу пептидных связей по С-концевым аро-
матическим аминокислотам (фенилаланин, тирозин, триптофан), 
а также умеренную специфичность к гидролизу связей после гидро-
фобных остатков (лейцин, пролин и метионин). Субтилизин, напро-
тив, демонстрирует более широкую специфичность, эффективно 
гидролизуя пептидные связи после ароматических и алифатических 
гидрофобных остатков (лейцин, фенилаланин, триптофан, мети-
онин, валин) [72–74]. При этом следует отметить, что содержание 
горьких свободных аминокислот (триптофан, изолейцин, лейцин, 
валин, фенилаланин и лизин [76]) в гидролизатах CHW (RC) и CHW 
(RC) HD составляет в  среднем 1,2 %, что частично обуславливает 
интенсивность горького привкуса. Несмотря на  это, относительно 
низкое содержание свободных аминокислот в гидролизатах сыворо-
точных белков обусловлено, с одной стороны, специфичностью фер-
ментов и рациональными режимами протеолиза, а с другой — при-
менением селективной мембранной очистки гидролизатов.

По  усредненным данным аминокислотного профиля проведено 
исследование биологической ценности концентратов и  гидролиза-
тов сывороточных белков (Таблица 3).

В  целом установленные вариации аминокислот не  отразились 
на отношениях НАК/ЗАК (0,77–0,78) и НАК/ОАК (0,44). Содержание 
аминокислот с  разветвленными боковыми цепями для всех образ-
цов также находилось на  высоком уровне (18,95–19,20 г/100  г бел-
ка). Анализ аминокислотного состава сухих концентратов и гидро-
лизатов сывороточных белков в  сравнении с  «идеальным» белком 
по  шкале ФАО/ВОЗ [77], принятой в  2013  г., показал, что величины 

А) Б)

Рисунок 4. Исследование содержания свободных аминокислот в сухих концентратах и гидролизатах нативных (А) 
и термоденатурированных сывороточных белков (Б)

Figure 4. Study of the free amino acid content in dry concentrates and hydrolysates of native (A) and heat-denatured (Б) whey proteins
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химических и  скорректированных на  общую переваримость скоров 
для всех незаменимых аминокислот превышают 100 %. Рассчитан-
ные коэффициенты утилитарности, отражающие общее количество 
НАК, которые могут быть утилизированы организмом человека, для 
гидролизатов CHW (RC) и CHW (RC) HD находились на схожем уровне 
(0,71–0,72) и превышали показатели соответствующих концентратов 
(0,68–0,69). Количество незаменимых аминокислот, гипотетически 
не  пошедших на  анаболические нужды организма, для гидролиза-
тов CHW (RC) и CHW (RC) HD составляло 14,95 и 14,72 г/100 г белка, 
в то время как для интактных сывороточных белков данный показа-
тель находился на уровне 16,42 и 16,79 г/100 г белка. Показатель со-
поставимой избыточности для гидролизованных белков составлял 
в  среднем 11,79–11,51 г/100  г белка, а  для концентратов  — 13,56–
13,80  г/100  г белка при схожем индексе незаменимых аминокислот. 
Таким образом, по  результатам исследований установлено, что ги-
дролизаты сывороточных белков обладают высокой биологической 
ценностью и сбалансированностью по незаменимым аминокислотам, 

а также являются естественным источником аминокислот с  развет-
вленной боковой цепью. В перспективе это может стать одним из ин-
струментов для решения ряда актуальных проблем современной ну-
трициологии.

3.4. Оценка перевариваемости гидролизатов сывороточных белков
Оценка перевариваемости белковых ингредиентов in vitro являет-

ся критически важным этапом для их характеристики с точки зрения 
усвояемости. Исследование деградации концентратов сывороточ-
ных белков и их гидролизатов в процессе пищеварения проводили 
с  использованием статической модели переваривания INFOGEST 
2.0, включающей пероральную (Р. с,), желудочную (Ж. с.) и  кишеч-
ную  (К.  с.) фазы пищеварения, с  учетом физиологических данных 
о составе сред взрослого человека (электролиты, ферменты, желчь, 
степень разбавление, pH и время пищеварения и пр.). Динамика ги-
дролиза белка отслеживалась методом электрофореза в полиакрила-
мидном геле на каждой стадии пищеварения (Рисунок 5).

Таблица 3. Биологическая ценность сухих концентратов и гидролизатов сывороточных белков
Table 3. Biological value of dry concentrates and hydrolysates of whey proteins

Наименование аминокислоты Сухой КСБ
CHW (RC)

Сухой ГСБ
CHW (RC)

Сухой КСБ
CHW (RC) HD

Сухой ГСБ
CHW (RC) HD

Сумма незаменимых аминокислот (НАК) 43,65 43,51 43,74 43,52
Сумма заменимых аминокислот (ЗАК) 56,35 56,49 56,26 56,48
Сумма аминокислот с разветвленными боковыми 
цепями (BCAA) 18,95 19,07 19,00 19,20

Отношение НАК/ЗАК 0,78 0,77 0,78 0,77
Отношение НАК/ОАК 0,44 0,44 0,44 0,44

Аминокислотный скор, %
Валин 144,0 141,3 143,6 143,6
Изолейцин 193,5 189,4 194,4 188,6
Лейцин 121,1 126,8 121,7 127,8
Лизин 185,9 188,5 193,0 185,8
Метионин+ Цистеин 194,4 199,2 200,8 185,3
Треонин 297,0 307,5 290,0 313,4
Гистидин 144,8 130,2 154,0 134,4
Триптофан 351,1 296,7 344,9 296,1
Фенилаланин + Тирозин 176,1 179,5 177,5 184,1
Лимитирующая аминокислота – – – –
Коэффициент утилитарности 0,68 0,71 0,69 0,72
Избыточность незаменимых аминокислот, г/100 г белка 16,42 14,95 16,79 14,72
Сопоставимая избыточность, аминокислот г/100 г белка 13,56 11,79 13,80 11,51
Индекс незаменимых аминокислот (ИНАК) 1,49 1,49 1,49 1,49
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Рисунок 4. Электрофореграмма продуктов деградации концентратов и гидролизатов 

сывороточных белков на стадиях перорального (Р .с.), желудочного (Ж. с.) и 
кишечного (К. с.) переваривания 

Figure 4. Electropherogram of degradation products of whey protein concentrates and 
hydrolysates at the stages of oral (Р .с.), gastric (Ж. с.), and intestinal (К. с.) digestion  
Анализ данных Рисунка 4 показал отсутствие на пероральной фазе переваривания 
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основных интактных белков, что подтверждает деградацию белковых структур на этапе 
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условиях желудочной фазы отмечено практически полное исчезновение полос β-
лактоглобулина и частичное α-лактальбумина, что свидетельствует об эффективном 
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незначительных концентраций негидролизованного α-лактальбумина, так и об образовании 
гетерогенной смеси пептидов с различной молекулярной массой, что также подчеркивается 
в работе [78]. Таким образом, пепсин, являясь эндопептидазой, осуществляет первичный 
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Рисунок 5. Электрофореграмма продуктов деградации концентратов и гидролизатов сывороточных белков на стадиях 
перорального (Р .с.), желудочного (Ж. с.) и кишечного (К. с.) переваривания

Figure 5. Electropherogram of degradation products of whey protein concentrates and hydrolysates at the stages of oral (Р .с.), gastric (Ж. с.), 
and intestinal (К. с.) digestion
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Анализ данных Рисунка 5 показал отсутствие на  пероральной 
фазе переваривания протеолитической деградации нативных 
и термоденатурированных сывороточных белковых структур, что 
подтверждается сохранением четких и интенсивных полос, соот-
ветствующих основным сывороточным белкам — β-лактоглобулину 
(18 кДа) и α-лактальбумину (14 кДа). Отсутствие видимых измене-
ний в  белковом профиле на  данной стадии является следствием 
того, что фермент α-амилаза, используемый для имитации перо-
ральной фазы, не обладает протеолитической активностью и, пре-
имущественно, гидролизует α‑1,4‑гликозидные связи в  крахмале 
и  гликогене. Электрофореграммы гидролизованных белков ха-
рактеризуются отсутствием полос в зоне, характерной для основ-
ных интактных белков, что подтверждает деградацию белковых 
структур на  этапе ферментативного протеолиза и  удаление вы-
сокомолекулярных соединений на  стадии каскадно-селективной 
фильтрации гидролизатов. После инкубации с  пепсином в  усло-
виях желудочной фазы отмечено практически полное исчезно-
вение полос β-лактоглобулина и  частичное α-лактальбумина, 
что свидетельствует об  эффективном протеолизе под действием 
пепсина. Сформированный диффузный спектр полос в  области 
молекулярных масс менее 15 кДа может свидетельствовать как 
о  сохранении незначительных концентраций негидролизован-
ного α-лактальбумина, так и об образовании гетерогенной смеси 
пептидов с  различной молекулярной массой, что также подчер-
кивается в  работе [78]. Таким образом, пепсин, являясь эндопеп-
тидазой, осуществляет первичный гидролиз белковых субстратов 
на  среднемолекулярные и  короткие пептиды. Последующая об-
работка панкреатином на  кишечной фазе переваривания приво-
дила к полному исчезновению пептидных и белковых полос. Это 
свидетельствует о глубоком гидролизе пептидов, полученных по-
сле желудочной стадии с  образованием коротких олигопептидов 
и свободных аминокислот под действием комплекса панкреатиче-
ских протеаз (трипсина, химотрипсина, карбоксипептидаз). Важно 
отметить, что существенных изменений в профилях гидролизатов 
нативных и  сывороточных белков не  наблюдалось уже на  этапе 
пероральной фазы переваривания. Таким образом, для углублен-
ного изучения деградации белковых соединений в  желудочно-
кишечном тракте in vitro были исследованы показатели коэффи-
циента перевариваемости (Рисунок 6А) и образования свободных 
аминокислот (Рисунок 6Б).

Результаты исследования демонстрируют выраженное влияние 
предварительной обработки на  перевариваемость сывороточных 
белков in vitro. Гидролизаты нативных и термоденатурированных 
сывороточных белков обладали высокой биодоступностью уже 
на  стадии перорального пищеварения, что объясняется предва-
рительным расщеплением пептидных связей в  результате про-
теолиза ферментами. Дальнейшее переваривание в  желудочно-
кишечном тракте обеспечило практически полное расщепление 
данных образцов на  желудочной (98,0 % и  98,4 %) и  кишечной 
стадиях (99,0 % и 99,1 %) с образованием короткоцепочечных пеп-
тидов, не  осаждаемых трихлоруксусной кислотой, и  свободных 
аминокислот. В  отличие от  гидролизатов, нативная форма сыво-
роточных белков показала классическую трехстадийную динамику 

переваривания, где основные процессы деградации происходили 
при имитации желудочной (73,3 %) и кишечной фаз (89,9 %). Пред-
варительная термоденатурация ускоряла процесс деградации бел-
ка при имитации желудочной (82,0 %) и кишечной фаз (96,3 %), что 
объясняется повышенной доступностью аминокислотных сайтов 
для расщепления пищеварительными ферментами посредством 
изменения конформации белка. Полученные данные полностью 
согласуются с результатами работ [79,80], где также показано, что 
нативная глобулярная структура β-лактоглобулина, характеризу-
ющаяся наличием β-барреля с  гидрофобным ядром и  стабилизи-
рованная дисульфидными мостиками (Cys66-Cys160, Cys106-Cys119), 
существенно ограничивает доступ протеаз к  пептидным связям. 
Данный факт объясняет неполный протеолиз нативной белковой 
молекулы пищеварительными ферментами. Как и  в  указанных 
исследованиях, нами было подтверждено, что термоденатурация 
белка значительно повышает доступность пептидных связей для 
действия пепсина и  последующих панкреатических протеаз. Это 
является следствием необратимого изменения конформации бел-
ковой молекулы, включающего развертывание полипептидной 
глобулы, экспозицию гидрофобных участков, ранее скрытых вну-
три молекулы, и  разрыв дисульфидных связей, стабилизирующих 
нативную структуру. Анализ высвобождения свободных аминокис-
лот при имитации гастроинтестинального переваривания in vitro 
позволил выявить статистически значимые различия в  кинетике 
переваривания между исследуемыми формами сывороточных бел-
ков. Гидролизаты нативных и термоденатурированных сывороточ-
ных белков в силу предварительного протеолиза демонстрировали 
наивысшую концентрацию свободных аминокислот на желудочной 
фазе (20,4 и 21,7 мМ экв. пролина) и кишечной фазе переварива-
ния (55,3 и  57,5 мМ экв. пролина) по  сравнению с  соответствую-
щими интактными белками на завершающем этапе процесса (35,6 
и  49,1  мМ экв. пролина). Ключевым наблюдением являлось сни-
жение коэффициента эффективности высвобождения свободных 
аминокислот (САКж.с./САКк.с.) у гидролизованных форм до 2,7 про-
тив 5,4 для нативных белков и 6,5 для термоденатурированных бел-
ков, что может объясняться образованием протеазо-резистентных 
пептидных фракций. Проведенный анализ подтверждает, что in 
vitro переваривание сывороточных белков не  приводит к  их пол-
ному гидролизу до  свободных аминокислот. Значительная часть 
протеолиза на кишечной фазе завершается образованием коротко-
цепочечных пептидов (в т. ч. биоактивных), способных к кишечной 
абсорбции через мембранные транспортеры либо к последующему 
гидролизу ферментами щеточной каймы энтероцитов и микробио-
ты. Таким образом, совокупность полученных данных убедительно 
доказывает, что гидролизованные белки обладают ускоренной ки-
нетикой переваривания по сравнению с нативными формами. Од-
нако требуется проведение дополнительных исследований на  ла-
бораторных моделях животных in vivo. Такие работы необходимы 
для подтверждения устойчивости антиоксидантных и  АПФ-инги-
бирующих пептидов к системной деградации в результате перева-
ривания в желудочно-кишечном тракте, количественной оценки их 
трансэпителиального транспорта и доказательства биологических 
эффектов.

А) Б)

Рисунок 6. Коэффициент перевариваемости (А) и содержание свободных аминокислот (Б) концентратов и гидролизатов 
сывороточных белков на стадиях перорального (Р. с.), желудочного (Ж. с.) и кишечного (К. с.) переваривания

Figure 6. Digestibility coefficient (A) and free amino acid content (Б) of whey protein concentrates and hydrolysates at the stages of oral (Р. с.), gastric (Ж. 
с.), and intestinal (К. с.) digestion
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4.	 Выводы
Реализованная в  работе стратегия каскадно-селективной мем-

бранной фильтрации (ультрафильтрация с  последующей наноди-
афильтрацией) представляет комплексное решение для очистки 
гидролизатов сывороточных белков от  балластных соединений (не-
гидролизованные высокомолекулярные белковые соединения, проте-
азы и частично свободные аминокислоты) и для фракционирования 
пептидов с  прогнозируемой биологической активностью. Доказано, 
что предложенная технология обеспечивает селективное удаление 
до 67 % ионов калия и 61 % натрия при сохранении в продукте физи-
ологически значимых уровней кальция, магния и  фосфора. Ключе-
вым результатом исследований является сохранение в  гидролизате 
сывороточных белков пептидных фракций (0,4–5 кДа), обладающих 
максимальной антиоксидантной (до 1280 мкМ ТЭ/г) и АПФ-ингиби-
рующей (IC50 = 0,10–0,19 мг/мл) активностями. Комплексный анализ 
аминокислотного состава подтвердил, что мембранная обработка 
не приводит к значительному изменению аминокислотного состава 
гидролизатов сывороточных белков. Гидролизаты характеризуют-
ся сбалансированным профилем незаменимых аминокислот (соот-
ношение НАК/ЗАК 0,77–0,78), высоким содержанием BCAA (19,07–

19,20  г/100  г белка), повышенным коэффициентом утилитарности 
(0,71–0,72) и пониженным показателем сопоставимой избыточности 
НАК (11,79–11,51 г/100 г белка) по сравнению с нативнымии термо-
денатурированными концентратами сывороточных белков. При этом 
на  долю свободных аминокислот приходится 2,44–2,59 % от  общего 
содержания аминокислот. Оценка перевариваемости с  использова-
нием статической модели переваривания INFOGEST 2.0 подтвердила 
более быстрое и полное переваривание, а также максимальное выс-
вобождение свободных аминокислот из фракционированных гидро-
лизатов по сравнению с концентратами интактных белков, что может 
способствовать ускорению процессов метаболизма и восстановлению 
организма после интенсивных физических нагрузок.

Полученные результаты открывают перспективы промышленно-
го масштабирования технологии производства гидролизатов сыво-
роточных белков и  их использования в  качестве функциональных 
ингредиентов для создания продуктов функционального и специа-
лизированного питания, включая протеиновые формулы для спор-
тивного питания, нутритивной поддержки при метаболическом 
синдроме и  возрастной саркопении, для коррекции хронического 
оксидативного стресса и профилактики гипертонии.
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А ННОТА Ц И Я
Функциональные свойства растительных белковых концентратов часто не отвечают требованиям, предъявляемым к ним 
специалистами пищевой промышленности при разработке рецептур белоксодержащих продуктов питания (мясные, кон-
дитерские и т. д.). В данном исследовании с целью модификации функциональных свойств коммерческих белковых пре-
паратов разработаны оптимальные/рациональные параметры биосинтеза новых гороховых, подсолнечных и пшеничных 
концентратов с ферментами тирозиназой и микробной трансглютаминазой, относящихся, соответственно, к классу окси-
доредуктаз и трансфераз. При этом установлены закономерности влияния концентрации ферментов, продолжительности 
реакций и гидромодуля на массовую долю аминного азота и растворимого белка в среде как эффективных показателей 
контроля хода реакции в среде. У нового белкового концентрата, полученного из сухой пшеничной клейковины, синте-
зированного при последовательном внесении обоих видов ферментов, по сравнению с контрольным образцом, на 44 % 
повысилась водосвязывающая способность и почти в 2 раза жиросвязывающая способность. У горохового и подсолнечно-
го концентратов, приготовленных с раздельным внесением ферментов, на 24–56 % стала выше водосвязывающая способ-
ность, в 2,3–2,4 раза — пенообразующая способность и в 1,6–5,7 раза более высокая стабильность пены. У подсолнечного 
концентрата увеличилась жиросвязывающая и жироэмульгирующая способность, по сравнению с исходным концентра-
том. Результаты влияния тирозиназы и микробной трансглютаминазы на функциональные свойства белковых концент-
ратов, несмотря на различный принцип их действия, были, практически, одинаковые. Следовательно, для модификации 
свойств, взамен трансглютаминазы, с учетом выявленных параметров ее действия на гороховые, подсолнечные белки 
и пшеничную клейковину, для производства пищевых изделий целесообразно использовать и фермент тирозиназу.
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A BST R ACT
The functional properties of plant protein concentrates often do not meet the requirements imposed on them by food industry 
specialists when developing formulations of protein-containing foods (meat, confectionery, etc.). In this study, optimal/ratio-
nal parameters of biosynthesis of new pea, sunflower and wheat concentrates, with tyrosinase and microbial transglutaminase 
enzymes, belonging, respectively, to the class of oxidoreductases and transferases, have been developed in order to modify the 
functional properties of commercial protein preparations. At the same time, patterns of the effect of enzyme concentration, 
reaction duration, and the hydromodule on the mass fraction of amino nitrogen and soluble protein in the medium as effective 
indicators for monitoring the course of the reaction in the medium have been established. Compared to the control sample, 
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the new protein concentrate obtained from dry wheat gluten, synthesized with the sequential addition of both types of en-
zymes has a 44 % higher water-binding capacity and almost 2 times higher fat-binding capacity. The pea and sunflower con-
centrates prepared with separate addition of enzymes have a 24–56 % higher water-binding capacity, 2.3–2.4 times higher 
foaming capacity and 1.6–5.7 times higher foam stability. The sunflower concentrate has increased fat-binding and fat-emul-
sifying capacity compared to the original concentrate. The results of the effect of tyrosinase and microbial transglutaminase 
on the functional properties of protein concentrates, despite their different principle of action, were practically the same. 
Therefore, to modify the properties, it is advisable to use also the enzyme tyrosinase instead of transglutaminase for the pro-
duction of food products, taking into account the identified parameters of transglutaminase action on pea, sunflower proteins 
and wheat gluten.

FUNDING: The investigations were carried out within the framework of the assignment FGGM‑2022-00006 VNIIK — Branch of Russian Potato Re-
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minous raw materials”.

1.	 Введение
Одной из  проблем населения земного шара является проблема 

обеспечения продовольствием, так как организму человека всегда 
необходимы питательные вещества  [1]. Последние десятилетия ха-
рактеризуются интенсификацией процессов приготовления пищи 
с одновременным приданием ей свойств, отражающих требования 
науки о  питании  [2]. Причинами такого положения являются рост 
населения, непостоянство запасов природных ресурсов и их исполь-
зования, необходимость выпуска качественно новых и  безопасных 
пищевых продуктов в  связи с  изменением образа жизни, ухудше-
нием экологической обстановки и  накоплением фундаментальных 
знаний в области естественных и технических наук. В качестве при-
оритетных процессов современные решения включают технологии 
получения пищевого белка и  продуктов на  его основе  [3,4]. Техно-
логии основываются на  фундаментальных знаниях в  области би-
ологической, биоорганической, физической химии, и  на  знаниях 
в области технических дисциплин (биотехнология, технологии пере-
работки зерна, мяса, молока и т. д.). Взаимосвязь познаний должна 
использоваться для того, чтобы обеспечить высокие функциональ-
ные свойства и через них достичь высокую биологическую ценность 
пищевых продуктов функциональной, диетической, персонализиро-
ванной или специальной направленности.

Белки в организме человека расходуются на синтез азотосодер-
жащих соединений, рост и  поддержку физиологических функций, 
а в пищевых продуктах они выполняют питательную и структурную 
функцию [5]. Первая функция заключается в обеспечении организ-
ма незаменимыми аминокислотами, как частично и энергией, вто-
рая — в придании надлежащих потребительских качеств пищевым 
изделиям (внешний вид, текстура, объем, т. д.). Обе функции вза-
имосвязаны, питательная реализуется через структурную за  счет 
функциональных свойств белков, которые и обеспечивают задавае-
мые технологические и потребительские свойства изделий [6].

В  связи с  возрастающей стоимостью животного сырья пищевая 
промышленность постоянно испытывает потребность в более дешё-
вых, но эффективных источниках белков [7]. Она находит их в ассор-
тименте продуктов из сои [8], пшеницы [9–11], гороха, нута [12–15], 
чечевицы [16], фасоли [17], риса [18] и многих других культур [19,20]. 
При этом основными задачами промышленности является обес-
печение выхода белков, их полифункциональности, безопасности, 
хороших органолептических свойств и длительности хранения [21]. 
Сегодня наиболее широко используемыми растительными ингреди-
ентами в пищевых продуктах являются соевые белки и пшеничная 
клейковина  [22,23]. Производство белковых продуктов из  других 
видов растительного сырья продолжает развиваться. Из-за своей 
безопасности и традиций применения растительные продукты бо-
лее привлекательные, чем те, которые начинают получать сегодня 
из насекомых (жуки, гусеницы, муравьи кузнечики и т. д.) или в виде 
«мяса», выращенного в лабораторных условиях из нового или нетра-
диционного сырья [24].

Известны многие способы модификаций функциональных свой
ств соевых [25–27], клейковинных [28–30] и других видов белковых 
препаратов, и это, прежде всего, ферментативные способы с гидро-
литическими энзимами. При этом достигнуты значительные успехи, 
включая выявление у  гидролизатов антиоксидантных или антиал-
лергических проявлений [31,32]. Однако способы, как правило, име-
ют ограничения относительно улучшения свойств, кроме раствори-
мости и пенообразующей способности [18,28,30].

С целью расширения возможностей улучшения функциональных 
свойств нами изучены процессы синтеза новых белковых концент-
ратов с ферментами о-дифенолоксидазой (тирозиназа) (EC1.14.18.1) 
(ТИР) и микробной трансглютаминазой (мТГ) (EC2.3.2.13). Последняя 

широко используется за  рубежом (США, страны ЕС, Канада, Китай, 
Корея и т. д.) [33,34] и производится путём ферментации Streptomyces, 
Bacillus, Enterobacter, Providencia  [34]. На  долю фермента приходит-
ся большая часть производимых в  мире ферментных препаратов, 
это несмотря на то, что вопросы безопасности энзима продолжают 
обсуждаться  [34,35]. Применяется фермент для обеспечения вза-
имодополнения состава и свойств белков либо из одного и того же 
сырья: мясного  [36–39], молочного  [40–43], рыбного  [44], морепро-
дуктов [45], зернового [46–48], псевдозлакового [49], либо из различ-
ного комбинированного, и,  как правило, больше животного сырья 
(мясное, молочное, рыбное)  [50,51]. При этом мТГ катализирует 
образование изопептидной связи между группой γ-карбоксамидов 
остатков глутамина (донор) и ε-аминными группами первого поряд-
ка, выступающих в качестве акцепторов ацильного остатка [34]. В от-
сутствие свободных аминогрупп фермент катализирует и  реакцию 
дезамидирования амидов с использованием молекул воды в качест-
ве акцептора групп -NH2. Схематично реакции выглядят следующим 
образом:
	 Gln-CO-NH2 + H2N-Lys → Gln-CO-NH-Lys + NH3;

	 Gln-CO-NH2+RNH2 → Gln-CO-NHR+NH3;

	 Gln-CO-NH2+HOH → Gln-COOH+NH3.
Агрегированные белковые структуры — стабильные в  широком 

диапазоне pH и температуры, механически устойчивые с повышен-
ной эластичностью, твердостью, вязкостью, влагоудерживающей 
и  эмульгирующей способностью  [52,53]. Принцип «сшивания» бел-
ков в  работах использовался непосредственно в  технологический 
цикл производства пищевых изделий.

Аминокислота тирозин, являясь монофенолом, вступает в  реак-
цию окисления под действием мет-, орто-гидрокситирозиназ  [54] 
с образованием хинонов, которые можно обнаружить только скани-
рующей спектрофотометрией [55]. В результате неферментативных 
реакций хиноны могут быстро конденсироваться с  образованием 
комплексных соединений  — меланинов  [2,56] (Рисунок 1), затем 
превращаться по  реакции Михаэля‑1,6- присоединения с  тиолами 
и циклизацией с аминогруппами в боковой цепи белков или реге-
нерироваться за  счет окислительно-восстановительной реакции 
в исходную аминокислоту/фенол. Тирозиназа активирует полимери-
зацию пептидов, содержащих не только тирозин, но и цистеин [57]. 
Полученные полимеры адсорбируются на разных поверхностях [57] 
и также, как хиноны, изменяют структуру клеточных компонентов, 
и, прежде всего, белков [55]. Образование цистеин-допы в качестве 
биогенной связи в белках используется, например, при разработке 
способа получения имитаторов мидийной адгезии [58].

В фруктах и овощах часто ингибируют тирозиназу, так как хино-
ны, образующиеся в результате окисления фенольных соединений, 

Рисунок 1. Схема реакций синтеза меланинов
Figure 1. Scheme of the reactions of melanin synthesis
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придают им затемненный цвет и  снижают доступность некоторых 
незаменимых аминокислот. Поэтому ведется поиск различных ин-
гибиторов фермента [59], как и его стабилизаторов [60].

Целью данной работы явилась разработка параметров биосин-
теза новых белковых концентратов (БК) с  ферментами мТГ и  ТИР 
и сравнительная оценка функциональных свойств полученных пре-
паратов.

2.	 Объекты и методы
В качестве объектов использовали сухую пшеничную клейковину 

(СПК) (ООО «Cargill», Россия), подсолнечный концентрат (ПК) (ООО 
«Степь Инвест», Россия), гороховый концентрат (ГК) («Roquette», 
Франция) и  ферментные препараты (ФП): микробную трансглю-
таминазу (мТГ) (КФ  2.3.2.13) («Novozymes», Дания) c активностью 
200 ед./г и тирозиназу (ТИР) с активностью 54 ед./г (ООО Агрофер-
мент, Россия). Исходные БК по  показателям качества соответство-
вали Кодексу STAN 174–1989 1, ГОСТ 31934‑2012 2 и ТР ТС 021/2011 3 
и  ТР  ТС  022/2011 4. Функционально-технологические свойства 
(ФТС) БК (водосвязывающая способность  — ВСС; жиросвязываю-
щая способность — ЖСС; пенообразующая способность — ПОС; ста-
бильность пены  — СП; жироэмульгирующая способность  — ЖЭС; 
стабильность эмульсии  — СЭ; растворимость  — Р)  определяли 
по  методикам, изложенным в  работе  [28]. Массовую долю белка — 
по методу Кьельдаля (ГОСТ 10846‑91 5), влаги — ГОСТ 13586.5‑2015 6, 
золы  — ГОСТ  10847‑2019 7, жира  — ГОСТ  29033‑91 8, клетчатки  — 
ГОСТ 31675‑20129, растворимого белка — по методу Лоури, аминного 
азота — методом формольного титрования с  измерением реакции 
среды на рН-метре HI 2210 (HANNA, Германия). Реакцию биосинтеза 
БК осуществляли при различных значениях гидромодуля, концент-
рации ФП и температуры. Биосинтез БК с ферментами проводился 
по трем вариантам: один вариант включал раздельное применение 
ФП при оптимальных или рациональных параметрах синтеза, дру-
гой — совместное использование ФП в одну стадию (одностадийный 
способ) и  третий — также совместное, но  в  две стадии: на  первой 
стадии добавлялась ТИР, на  второй стадии — мТГ (двухстадийный 
способ). При каждом внесении использовались оптимальные/раци-
ональные параметры реакции биосинтеза белков при раздельном 
использовании.

1	 CODEX STAN 174–1989. Codex general standard for vegetable protein 
products (VPP). FAO, 1989.

2	 ГОСТ 31934‑2012. «Глютен пшеничный. Технические условия». М.: Стан-
дартинформ, 2013. — 20 с.

3	 Технический регламент Таможенного ТР ТС 021/2011 «О  безопасности 
пищевой продукции». (Утвержден решением Совета Евразийской экономиче-
ской комиссии 9 декабря 2011 г, № 880. Электронный ресурс https://docs.cntd.
ru/document/902320560. Дата обращения 24.02.2025.

4	 Технический регламент Таможенного ТР ТС 022/2011 «Пищевая про-
дукция в  части ее маркировки». (Утвержден решением Комиссии Таможен-
ного союза от 9 декабря 2011 г. № 881 с Изменениями решением Совета ЕЭК 
на  14  сентября 2018  года №  75). Электронный ресурс https://docs.cntd.ru/
document/902320347 24.02.2015.

5	ГОСТ 10846‑91 «Зерно и продукты его переработки. Метод определения белка». 
М.: Стандартинформ, 2009. — 8 с

6	 ГОСТ 13586.5‑2015 «Зерно. Метод определения влажности». М.: Стандар-
тинформ, 2019. — 24 с.

7	 ГОСТ 10847‑2019 «Зерно. Методы определения зольности». М.: Стандарт-
форм, 2019. — 25 с.

8	 ГОСТ 29033‑91«Зерно и продукты его переработки. Метод определения 
жира». М.: Издательство стандартов, 2004. — 6 с.

9	 ГОСТ 31675‑2012 «Корма. Методы определения содержания сырой клет-
чатки с  применением промежуточной фильтрации». М.: Стандартинформ, 
2014. — 10 с.

Константу Михаэлиса (Km) для ферментов мТГ и ТИР определяли 
по  результатам графической зависимости скорости ферментатив-
ной реакции от  концентрации субстрата и  выражали как концен-
трацию, при которой белки вступают в  реакцию в  количестве 50 % 
от максимального содержания. Белковые препараты высушивали суб-
лимационным способом на стенде СВП‑036 (НПО «Вакууммаш», Россия) 
до влажности 2–8 % [61]. Все реактивы были химически чистые.

Для планирования эксперимента и  обработки эксперименталь-
ных данных использовали математические методы. Оптимизацию 
параметров синтеза БК с ферментами осуществляли по планам экс-
перимента, составленным в  виде латинских квадратов (матрица) 
для 25 опытов. Функцией являлось количество аминного азота в сре-
де, факторами  — продолжительность синтеза, гидромодуль, кон-
центрация ферментов. Статистическая обработка результатов осу-
ществлялась методами дисперсного и  корреляционного анализов 
с программами Statistica 6.0, Mathematica 12.2 и TableCurve 3D. Ре-
зультаты представлялись как средние арифметические со средними 
квадратичными ошибками среднего арифметического (M ± m); дове-
рительный интервал рассчитывался при уровне значимости р = 0,05.

3.	 Результаты и обсуждение

3.1. Химический состав и функциональные свойства  
белковых концентратов

Исходные БК по показателям качества соответствовали норматив-
ным документам, имели массовую долю белка, равную 74,48–84,00 %, 
следовательно, относились к группе «Концентраты» (Таблица 1).

Анализ ФТС концентратов показал, что ВСС БК изменялась в диа-
пазоне 2,22÷7,48 г/г, ПОС — 97÷211 %, СП — 7÷59 %, ЖСС — 1,89÷2,55 г/г, 
ЖЭС — 43÷53 %, СЭ — 49÷62 %, растворимость — 2,20÷12.84 % (Таблица 2).

Наибольшей ВСС обладал ГК, наименьшей — СПК. Наибольшие 
значения ПОС получены для СПК, наименьшие — для ПК. СПК име-
ла и низкие значения ЖЭС и особенно растворимости, что, в прин-
ципе, и  ограничивает ее применение в  пищевых системах, кроме 
хлебопечения, например, в мясоперерабатывающей и кондитерской 
промышленности. Для двух других БК результаты указывали на не-
обходимость модификации способности образовывать пену и ее ста-
бильности, чтобы обеспечить эффективное использования свойств 
в производстве продуктов питания. Необходимо учитывать и то, что 
свойства и гороховых белков, и, особенно, подсолнечных, мало из-
учены и требуют более глубоких исследований.

Для ТИР на примере горохового БК первоначально исследовано 
ее совместное действие с аскорбиновой кислотой, которая могла бы 
исключить или уменьшить потемнение белков от образующихся ме-
ланинов. При действии ТИР в дозировках 1,6–5,7 ед/г и аскорбино-
вой кислоты при концентрации 0,05–0,1 % количество свободного 
аминного азота составляло 294,7–297,7 мг/%, что равнялось его ко-
личеству в контрольном образце без ТИР (294,7 ± 0,8 мг/%). С учетом 
этих данных и отсутствием потемнения БК с ТИР, использование ее 
в дальнейших опытах исключили.

3.2. Биосинтез клейковинного концентрата с мТГ
СПК является промышленно выпускаемым БК, недостатком ко-

торого, как указано выше, являются относительно низкие функци-
ональные свойства. Это делает особо значимым модификацию СПК 
безопасными ферментативными способами. При проведении опти-
мизации параметров синтеза исследуемых белков функцией в про-
цессе выступало количество аминного азота, при этом чем меньше 
оставалось его в реакции после воздействия ферментов, тем эффек-
тивнее протекалареакция. Зависимость содержания аминного азота 

Таблица 1. Химический состав исходных белковых концентратов
Table 1. Chemical composition of initial protein concentrates

Белковый концентрат Влага, %
Массовая доля, % на сухое вещество (СВ)

Белок, % Жир, % Клетчатка, % Углеводы, %

Пшеничная клейковина (СПК) 7,55 ± 0,87 74,48 ± 0,23 (N × 5,7) 1,80 ± 0,05 1,95 ± 0,04 21,77 ± 0,88

Гороховый (ГК) 7,16 ± 1,03 84,00 ± 0,07 (N × 6,25) 5,00 ± 0,65 1,00 ± 0,05 10,00 ± 1,24

Подсолнечный (ПК) 2,79 ± 0,86 81,2 ± 0,11 (N × 6,25) 0,71 ± 0,35 1,73 ± 0,02 16,35 ± 1,03

Таблица 2. Функциональные свойства белковых концентратов
Table 2. Functional properties of protein concentrates

Концентрат ВСС, г/г ПОС, % СП, % ЖСС, г/г ЖЭС, % СЭ, % Р, %

СПК 2,22 ± 0,03 211 ± 1 59 ± 2 1,97 ± 0 43 ± 2 49 ± 1 2,20 ± 1,25

ГГ 7,48 ± 0,51 109 ± 2 65 ± 5 2,55 ± 0,05 50 ± 1 62 ± 6 12,84 ± 1,20

ПК 3,72 ± 0,56 97 ± 2 7 ± 1 1,89 ± 0,12 53 ± 1 60 ± 1 10,86 ± 1,03
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от искомых факторов (концентрация фермента, продолжительность, 
гидромодуль) для СПК искали в  виде уравнения с  помощью про-
граммы Математика 12.2:
	 mA = a0 × fce × ft × fh,	 (1)
где: ce — концентрация фермента, ед./г; t — продолжительность, часы; 

h — гидромодуль.

Для нахождения неизвестного коэффициента использовали про-
грамму Mathematica 12.2. Через листинг решения уравнения опре-
делили коэффициент a0, три других коэффициента для исследуемых 
факторов и  оптимальные значения последних для измерения ко-
личества аминного азотав в ходе реакции. Уравнение зависимости 
количества аминного азота Y от  исследуемых факторов (2) имело 
следующий вид:
	 Y = 19,478 + 0,5268X1 – 0,0252X2 – 0,04203X3,	 (2)
где: Y — количество аминного азота, мг/%; Х1 — концентрация мТГ (ед/г);
Х2 — продолжительность процесса (минуты); Х3 — гидромодуль.

Увеличение X1 на  1 ед. измерения в  среднем повышало Y 
на 0,527 ед., а увеличение X2 и X3 на 1 ед. уменьшало Y на 0,0252 и 0,042 
ед., соответственно. Из максимального коэффициента β1 = 0,5268 вид-
но, что наибольшее влияние на Y оказывал фактор X1. Статистическая 
значимость уравнения проверена с  помощью коэффициента детер-
минации и критерия Фишера. Значения парных коэффициентов урав-
нения показали низкую взаимосвязь между X3 и X2. Наибольшее влия-
ние на результат оказывал фактор X1 (r = 0,2352), поэтому в уравнение 
он был включен первым. Поверхности отклика количества аминного 
азота, построенные в виде 3D с помощью программы TableCurve 3D 
(Рисунок 2), отразили зависимость функции от  исследуемых факто-
ров. Из решения уравнения оптимальные их значения, обеспечиваю-
щие минимальное количество аминного азота (Y = 97,37 мг/%) в среде, 
были следующие: концентрация мТГ‑8 ед./г, продолжительность про-
цесса‑15,4 минут, гидромодуль — 1:8,05.

3.3. Биосинтез клейковинных концентратов с ТИР
Параметры биосинтеза СПК с  ТИР определяли по  результатам 

влияния исследуемых факторов на количество аминного азота и рас-
творимого белка. Показано, что при гидромодуле 1:5 и температуре 

53 ± 2 °С наименьшее количество свободного аминного азота (54–
57 %) после реакции с ТИР оставалось при концентрации фермента 
5,40 и 10,80 ед./г СВ (Таблица 3). При данных значениях концентра-
ции ТИР в БК содержалось и меньшее количество растворимого бел-
ка, что указывало на большую степень агрегации и «сшивки» белков 
под влиянием энзима.

Исследование зависимости количества аминного азота от  ве-
личины гидромодуля (1:4÷1:5) при различной концентрации ТИР 
показало, что при гидромодуле 1:5 после реакции его оставалось 
на 19–25 % меньше, чем при 1:4 (Рисунок 3А). При гидромодуле 1:5 
и концентрации ТИР 5,4 ед./г СВ больше всего уменьшилось и коли-
чество растворимого белка (Рисунок 3Б). В итоге, за рациональные 
параметры синтеза БК с ТИР приняты слкдующие параметры: кон-
центрация ФП  — 5,4–10,8 ед./г СВ, гидромодуль  — 1:5, продолжи-
тельность реакции — 15–20 мин. Параметры биосинтеза БК из СПК 

Рисунок 2. Зависимость количества аминного азота 
(мг%) от технологических факторов при биосинтезе 

клейковинного концентрата с мТГ
Figure 2. Dependence of the amount of amino nitrogen (mg%) on 

technological factors in biosynthesis of gluten concentrate with microbial 
transglutaminase (mTG)

Таблица 3. Влияние концентрации ТИР на количество аминного азота в СПК
Table 3. Effect of tyrosinase (TYR) concentration on the amount of amino nitrogen in dry wheat gluten

Контроль
СПК (без 

фермента)

Концентрация ТИР, ед./г СВ
0,160 0,216 0,270 0,378 0,540 0,810 5,40 10,8

Аминный азот, мг/% (55 ± 2 °С)
172,0 ± 2 124,3 ± 0,9 119,9  ± 4,3 104,9 ± 1,5 109,4 ± 8,1 104,9 ± 5,1 102,9 ± 8,0 93,1 ± 2,3 98,8 ± 2,1

Аминный азот, по сравнению с контролем, %
100 72 70 61 63 66 68 54 57

Растворимый белок, мг/см3

0,175 0,092 0,095 0,102 0,125 0,120 0,120 0,067 0,072
Растворимый белок, по сравнению с контролем, %

100 52 54 60 70 68 68 38 41
Аминный азот, мг/% (24 ± 1 °С)

99,9 ± 1,2 99,9 ± 0,6 101,9 ± 2,1 99,9 ± 0,7 97,9 ± 1,0 109,9 ± 0,7 100,1 ± 1,0 125,9 ±  0,3 147,8 ± 0,2
Аминный азот, по сравнению с контролем, %

100 100 100 100 88 10 1 26 85
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Рисунок 3. Влияние параметров синтеза клейковинного БК с ТИР на количество аминного азота (А) и растворимого белка (Б) 

при концентрации ФП, ед./г СВ:   0    0,162    0,27    0,378    0,81    5,4    10,8     16,2    21,6
Figure 3. Effect of the parameters of synthesis of gluten protein concentrate with TYR on the amount of amino nitrogen (А) and soluble protein (Б) 

at a concentration of the enzyme preparation, units/g DM:  0    0,162    0,27    0,378    0,81    5,4    10,8     16,2    21,6
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сведены в Таблицу 4. В Таблице 4 приведены и параметры биосинте-
за БК из СПК при совместном использовании ферментов мТГ и ТИР. 
Видно, что наименьшее количество аминного азота в среде остава-
лось при одностадийном способе использования ферментов (58 %), 
по сравнению с одной ТИР или двухстадийном введения обоих фер-
ментов, количество азота при этом уменьшалось на 67–68 %.

Таблица 4. Параметры синтеза клейковинного концентрата
Table 4. Parameters of gluten concentrate synthesis

Концентраты
Концент-
рация ФП, 

ед./г СВ

Продолжи-
тельность, 

мин
Гидромо-

дуль
Аминный 
азот, мг%

Контроль (СПК) 0 15 1 : 5,0 143,7 ± 1,20

С ферментами:

ТИР 5,4 15 – 20 1 : 5 ÷ 1 : 5 98,5 ± 5,6

мТГ 8,0 15,4 1 : 8,05 121,5 ± 0,41

Двухстадийный способ

ТИР+мТГ 5,4 + 8,0 15 + 15 1 : 5 + 1:8 95,9 ± 0,60

Одностадийный способ

ТИР+мТГ 5,4 + 8,0 15 – 20 1 : 7,0 83, 9 ± 0,04

3.4. Функциональные свойства клейковинных БК,  
полученных с мТГ и ТИР

Концентраты, синтезированные с мТГ и ТИР, имели преимуще-
ства, по сравнению с контрольной СПК, только по значению ЖСС. 
Способность связывать жир увеличивалась на 29–43 % (Таблица 5). 

Более положительное влияние на  свойства БК из  СПК оказывал 
двухстадийный способ использования ферментов, при котором, 
по сравнению с контрольной СПК, у концентрата на 48 % повыша-
лась ВСС и почти в 2 раза — ЖСС, но незначительно уменьшилась 
растворимость. При совместном одностадийном использовании 
ТИР и мТГ эффективность действия ферментов была ниже. Следо-
вательно, синтез клейковинного БК, и, прежде всего, для увеличе-
ния ВСС можно рекомендовать при двухстадийном способе приме-
нения энзимов.

3.5. Биосинтез гороховых концентратов с ТИР
Изучение влияния параметров синтеза горохового БК с  ТИР 

на количество аминного азота показало, что при выбранных дози-
ровках фермента 0,72 ед./г и  0,90 ед./г СВ наиболее эффективным, 
с  точки зрения наименьшего его значения, гидромодуль равнялся 
1:1,50÷1:1,67 (Рисунок 4). При обеих дозировках ФП и гидромодуле 
1:1,67 время реакции составило 30–35 минут (Рисунок 5), а количе-
ство аминного азота в среде уменьшилось на 60–70 %, по сравнению 
с контрольной СПК.

Исследование влияния различной концентрации ТИР при гидро
модуле 1:1,67 и продолжительности реакции 30–35 мин на количест-
во аминного азота показало, что непрореагировавшего азота мень-
ше всего оставалось при дозировках 0,90–1,26 ед./г СВ (Рисунок 6А), 
а растворимого белка — при дозировках 0,54 ед./г и 0,81 ед./г (Рису-
нок 6Б).

Отсюда в качестве рациональных параметров для синтеза горо-
хового БК отобраны: время реакции — 30–35 минут; гидромодуль 
1:1,50÷1,67; концентрация ТИР — 0,81÷0,90 ед./г СВ.

Таблица 5. Функциональные свойства клейковинных концентратов
Table 5. Functional properties of gluten concentrates

Образец ВСС, г/г ПОС, % СП, % ЖСС, г/г ЖЭС, % СЭ, % Р, %

Контроль СПК 2,33 ±  0,03 197 ± 1 75 ± 2 2,18 ± 0,01 50 ± 0 45 ± 1 33,7 ± 1,1

Композит с ферментами:

ТИР 2,16 ±  0,03 199 ± 2 66 ± 2 2,54 ± 0,01 45 ± 1 40 ± 1 5,40 ± 1,2

мТГ 2,17 ±  0,03 200 ± 0 63 ± 1 2,83 ± 0,01 48 ± 0 45 ± 1 4,31 ± 0,8

Двухстадийный способ

ТИР+мТГ 3,46 ±  0,23 204 ± 2 70 ± 2 4,27 ± 0,10 50 ± 0 60 ± 0 28,4 ± 1,1

Одностадийный способ

ТИР+мТГ 2,36 ±  0,13 197 ± 0 77 ± 0 2,13 ± 0,01 55 ± 0 60 ± 0 25,7 ± 0,8
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3.6. Биосинтез горохового концентрата с мТГ (далее выделите 
разделы по аналогии)

Параметры синтеза горохового БК с  мТГ определяли, ориен-
тируясь на  константу Михаэлиса, измеренную для фермента ТИР. 
Используя результаты зависимости белка, перешедшего в  раствор, 
от  навески БК (Рисунок 7), рассчитали ее значение и  установили, 
что оно, практически, одинаковое для обоих ферментов и равнялось 
33,6036,4 мг белка/мин. При том же гидромодуле 1:1,67 и концент-
рации мТГ 0,81–0,90 ед./г СВ продолжительность реакции равнялась 
30—35 минут (Рисунок 8).

Количество аминного азота в БК в процессе синтеза, по сравне-
нию с контрольным вариантом, уменьшалось на 66 %. Совместное же 
использование ферментов не приводило к достоверному снижению 
количества аминного азота, по сравнению с раздельным их исполь-
зованием (Таблица 6).

3.7. Функциональные свойства гороховых концентратов с мТГ и ТИР
По сравнению с контрольным образцом, у концентратов с мТГ и ТИР 

на 24–34 % повысилась ВСС, в 2,3–2,4 раза — ПОС, в 1,6–1,8 раза — СП, 
незначительно понизились растворимость и ЖЭС (Таблица 7). Однако 
значения этих двух параметров оставались на  уровне, аналогичном 
свойствам БК и композитов, полученных из других видов зернового 
сырья: пшеницы [11,30,62], риса [18], ржи, ячменя [63] тритикале [64]. 
Таким образом, оба фермента целесообразно использовать для улуч-
шения водосвязывающей способности и  пенообразующих свойств 
горохового БК для использования в производстве мясных, хлебобулоч-
ных, кондитерских изделий, включая те, в основе которых лежат пен-
ные системы (зефир, пастила и др.) и содержатся жиры.

Таблица 6. Количество аминного азота при различных 
параметрах синтеза горохового БК

Table 6. Amount of amino nitrogen upon different parameters of synthesis 
of pea protein concentrate

Концентраты Концентрация 
ФП, ед./г СВ

Продолжитель-
ность, мин

Гидро
модуль

Аминный 
азот, мг%

Контроль 0 30–35 1:1,67 147,4 ± 1,20

Концентраты с ферментами

ТИР 0,90 30–35 1:1,67 92,1 ± 0,60

ТИР 5,40 30–35 1:1,67 140,4 ± 0,20

мТГ 0,90 30–35 1:1,67 88,4 ± 0,41

мТГ 0,90 30–35 1:7,00 140,0 ± 0,65

мТГ 5,40 30–35 1:7,00 136,7 ± 0,25

ТИР+мТГ 
(две стадии) 0,90+0,90 30+30 1:1,67 150,3 ± 1,60

ТИР+мТГ 
(одна стадия) 0,90+0,90 30–35 1:1,67 89,8 ± 0,04

3.8. Биосинтез подсолнечных белковых концентратов с ТИР и мТГ
Уравнения зависимости количества аминного азота Y от исследу-

емых факторов для подсолнечных БК, полученных при оптимизации 
раздельного использования ТИР (3) и мТГ (4), имели, соответствен-
но, следующий вид:
	 Y = 0, 5908 + 50,4X1 + 0, 0336X2 + 0, 01736X3,	 (3)
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Таблица 7. Функциональные свойства гороховых концентратов
Table 7. Functional properties of pea concentrates

Концентраты ВСС, г/г ПОС, % СП, % ЖСС, г/г ЖЭС, % СЭ, % Р, %

Контроль (ГК) 3,16 ± 0,19 47 ± 0 18 ± 1 1,87 ± 0,06 74 ± 1 97 ± 1 22,2 ± 0,3

Концентраты с ферментами

ТИР 4,19 ± 0,11 114 ± 1 33 ± 1 1,98 ± 0,07 52 ± 1 50 ± 1 15,0 ± 0,3

мТГ 4,24 ± 0,10 110 ± 1 29 ± 1 1,80 ± 0,05 53 ± 1 47 ± 1 16,1 ± 0,2
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	 Y = 1,834 + (b1) 168 X1 – (b2) 0,0028 X2 – (b3) 0,14 X3,	 (4)

где: Y — количество аминного азота; Х1 — концентрация ФП; Х2 — продол-
жительность процесса; Х3 — гидромодуль.

Поверхности отклика количества аминного азота от исследуемых 
параметров, построенные с  программой TableCurve 3D (Рисунок 9), 
указывали на их взаимосвязь. Коэффициенты корреляции уравнений 
R(1) = 0,5908 и  R(2) = 0,7875 свидетельствовали об  адекватном описа-
нии экспериментальных данных, а  значения парных коэффициен-
тов X2 и X3, как и для клейковинного белка — о низкой взаимосвязи 
между продолжительностью синтеза и гидромодулем. Оптимальные 
значения параметров, соответствующие наименьшему количеству 
аминного азота в среде, были следующие: для ТИР при Y = 1,28 мг/% — 
концентрация фермента 0,189 ед./г СВ, продолжительность реакции 
15,74 мин, гидромодуль 1:5,06, для мТГ при Y=52,94 мг/% — концен-
трация 0,30 ед./г, продолжительность 14,14  мин, гидромодуль 1:4,8. 
В подсолнечном БК, полученном при оптимальных параметрах с ТИР, 
по сравнению с исходным ПК, количество азота уменьшалось почти 
в 80 раз, а в концентрате с мТГ — в 2 раза.

При двух- и одностадийном способах совместного использования 
ТИР и мТГ наименьшее количество аминного азота в конце реакции 
выявлено при концентрации ТИР 0,216–0,270 ед./г СВ (варианты 5, 
6), концентрации мТГ — 0,3–0,8 ед./г СВ (варианты 4,5) и гидромо-
дуле 1:5 (Таблица 8). Количество азота при двухстадийном введении 
фермента, по сравнению с контрольным БК, при данных параметрах 
уменьшилось почти в 60 раз, при одностадийном — в 48 раз. Итого-
вые параметры синтеза подсолнечных БК представлены в Таблице 9.

3.9. Функциональные свойства подсолнечных концентратов  
с мТГ и ТИР

Анализ функциональных свойств БК, полученных по  оптималь-
ным параметрам с ТИР и мТГ, показал, что ВСС образцов повысилась 
на  47–56 %, по  сравнению с  контрольным образцом, стабильность 
пены — в 5,7 раза, ЖЭС — на 11 %, ЖСС — на 25 % (Таблица 10). Значе-
ния ВСС и ЖСС несколько лучше были у БК, полученном с ТИР.

Свойства БК, синтезированных при совместном использовании 
ферментов, не улучшились, по сравнению с раздельным их приме-
нением, следовательно, биосинтез БК целесообразен с каждым фер-
ментом в отдельности.

(А) (Б)
Рисунок 9. Зависимость количества аминного азота (мг %) от параметров синтеза: (А) — ТИР, (Б) — мТГ

Figure 9. Dependence of the amount of amino nitrogen (mg %) on synthesis parameters: (А) — TYR, (Б) — mTG

Таблица 10. Функциональные свойства подсолнечных концентратов
Table 10. Functional properties of sunflower concentrates

Образец ВСС, г/г ПОС, % СП, % ЖСС, г/г ЖЭС, % СЭ, % Р, %

Контроль ПК 3,72 ± 0,12 140 ± 2 7 ± 1 1,90 ± 0,12 53 ± 2 64 ± 1 10,9 ± 0,72

Концентраты с ферментом:

ТИР 5,80 ± 0,32 145 ± 2 40 ± 2 2,97 ± 0,32 63 ± 2 68 ± 1 2,25 ± 0,42

мТГ 5,47 ± 0,22 145 ± 1 40 ± 1 2,37 ± 0,12 62 ± 1 68 ± 0 2,25 ± 0,17

Двухстадийный способ с двумя ферментами

ТИР+мТГ
(две стадии) 3,47 ± 0,11 138 ± 3 7 ± 1 2,63 ± 0,12 48 ± 2 28 ± 1 3,34 ± 0,54

Одностадийный способ с двумя ферментами

ТИР+мТГ 3,30 ± 0,11 138 ± 2 6  ± 0 2,71 ± 0,12 53 ± 2 50 ± 1 3,45 ± 0,24

Таблица 8. Аминный азот в подсолнечном БК при различных 
способах внесения ферментов

Table 8. Amino nitrogen in sunflower protein concentrate upon different 
ways of enzyme addition

№
 п

/п

Концент
рация,  
ед./г СВ

Продолжи-
тельность,

мин Аминный
азот, мг %

Продолжи-
тельность,

мин Аминный
азот, мг %

ТИР мТГ
Двухстадий-
ный способ

Одностадий-
ный способ

ТИР мТГ ТИР + мТГ

1
Контроль,

без 
ферментов

0 0 40,95 ± 1,30 0 40,95 ± 1,30

2 0,054 0,20 5 5 5, 25 ± 0,31 5 2,10 ± 0,31
3 0,108 0,40 10 10 1,82 ± 0,02 10 1,26 ± 0,22
4 0,189 0,30 15,74 14,14 0,84 ± 0,04 15 1,12 ± 0,00
5 0,216 0,80 25 25 0,70 ± 0,02 25 0,98 ± 0,00
6 0,270 1,00 30 30 0,70 ± 0,07 30 1,26 ± 0,31
7 0,350 0,30 14 15 37,80 ± 1,05 15 34,65 ± 0,40

Таблица 9. Параметры синтеза подсолнечного БК 
при различных способах введения мТГ и ТИР

Table 9. Synthesis parameters of sunflower protein concentrate upon 
different ways of mTG and TYR addition

Белковые 
препараты

Концент-
рация ФП, 

ед./г СВ

Продолжи-
тельность, 

мин
Гидро
модуль

Аминный 
азот, мг %

ПК (без ферментов) 0 15 1:5,0 106,1 ± 1,20
Концентраты с ферментами

ТИР 0,216 15,74 1:5,00 1,30 ± 0,25
мТГ 0,300 14,14 1:4,80 54,30 ± 0,91

Концентраты с двумя ферментами
ПК (без ферментов) 0 50 1:6,0 40,95 ± 1,30

ТИР+мТГ
(две стадии) 0,216 +0,80 25+25 1:6,0 0,70 ± 0,00

ТИР+мТГ
(одна стадия) 0,216+0,80 25 1:6,0 0,98 ± 0,04
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Известно, что ферменты мТГ и ТИР используются в качестве сши-
вающих агентов белков с целью модификации свойств и структуры 
пищевых систем благодаря способности образовать в них попереч-
ные связи. При этом в отношении мТГ получены значительные ре-
зультаты [65]. Применение последней наиболее изучено для мясных 
систем, включая, например, аналоги куриной колбасы [66], культи-
вируемое мясо [67], стейки из кусочков мяса с изолятами горохового, 
рисового белка и чечевичной мукой [68], как и для молочных белков 
и их фракций [69,70]. Работы по использованию ферментов для улуч-
шения ФТС белковых концентратов/изолятов значительно меньше 
и, особенно, это относится к ТИР.

Если сравнить полученные данные, например, с  результатами 
для овсяного белка и белка из конских бобов [71], то они согласуют-
ся в отношении уменьшения их растворимости под действием фер-
ментов, и  различий в  концентрациях мТГ, «схватывающих» белки 
из зерновых или бобовых культур: для СПК концентрация была выше, 
чем для горохового БК (8 ед./г и 0,9 ед./г, соответственно), также как 
и 100/1000 ед./г для овсяного, против 10 ед./г для белков из конских бо-
бов [71]. С другой стороны, мТГ улучшала ПОС овсяного белка, а по на-
шим данным, и  ТИР повышала ее значения, как у  СПК, так и  у  ГК. 
Результаты по  снижению растворимости БК согласовывались с  ре-
зультатами других авторов, например, для белков гороха, риса [72,73] 
и  фасоли  [74]. ЖЭС изменялась в  зависимости от  природы белков: 
у гороховых — ухудшались, а у подсолнечных оставались без измене-
ний, по сравнению с нативными белками. По другим данным извест-
но, что стабильность эмульсий у белков нута под влиянием мТГ только 
после месяца хранения была выше, по сравнению с нативными белка-
ми [75]. Известно и то, что изолированный соевый белок показывал 
ниже эмульгирующую способность под влиянием мТГ, чем исходный 
белок, это при снижении только 3 % аминного азота за 1–2 часа реак-
ции при удовлетворительной стабильности эмульсии [76]. По нашим 
данным, ЖЭС и стабильность эмульсий у СПК и ПК не ухудшались, так 
как параметры синтеза определены при меньшем количестве оста-
точного аминного азота в среде: для СПК оно понижалось на 43–46 %, 
для ПК — на 49–98 %, по сравнению с контролем.

Так как целью данной работы было сравнение ФТС концентратов, 
«сшитых» с мТГ и с недостаточно изученной ТИР с другим механиз-
мом действия, то установлено, что для СПК различий в свойствах, син-
тезированных БК не обнаружено. Показано положительное влияние 
совместного двухстадийного способа использования ферментов для 

улучшения ВСС и ЖСС. Для гороховых и подсолнечных БК, по анало-
гии с СПК, различий в ФТС белков под влиянием ТИР и мТГ не вы-
явлено; ВСС, ПОС, стабильность пены, ЖСС и  ЖЭС улучшались при 
раздельном их применении. Совместное использование ферментов 
не имело преимуществ, по сравнению с раздельным, для обоих БК.

4.	 Заключение
Разработаны биотехнологические основы синтеза БК из  сухой 

пшеничной клейковины, горохового и подсолнечного концентратов 
для модификации их функциональных свойств:

	� установлены закономерности влияния параметров на  массовую 
долю аминного азота и растворимого белка: при повышении гидро-
модуля, продолжительности реакции и  концентрации мТГ и  ТИР 
показатели уменьшалась, затем оставались постоянными и вновь 
возрастали. Возможно, это было связано с ингибированием актив-
ного центра ферментов продуктами реакции или субстратами;

	� определены оптимальные/рациональные параметры синтеза 
БК и способы внесения в ФП: для клейковинного БК — двухста-
дийный способ с  концентрацией ТИР 5,4 ед./г и  мТГ 8,0 ед./г, 
продолжительностью реакции — по 15 минут, гидромодулем 1:5 
и  1:8, соответственно. Для горохового и  подсолнечного БК эф-
фективно раздельное использование мТГ/ТИР с  концентрацией 
0,81–0,90 ед./г СВ, продолжительностью 30—35 минут и гидромо-
дулем 1:1,50÷1,67. Параметры для подсолнечного БК: концентра-
ция ТИР — 0,189 ед./г СВ, время реакции 15,74 мин, гидромодуль 
1:5,06, для БК с мТГ — 0,30 ед./г, 14,14 мин и гидромодуль 1:4,8, 
соответственно.

	� функциональные свойства клейковинного БК, полученного при 
совместном использовании ТИР и мТГ, а горохового и подсолнеч-
ного при раздельном применении были улучшены. По сравнению 
с контрольной СПК, у «сшитого» БК на 44 % повышалась ВСС и по-
чти в 2 раза — ЖСС, у горохового БК на 24–34 % улучшилась ВСС, 
в 2,3–2,4 раза — ПОС и в 1,6–1,8 раза — СП, у подсолнечного БК 
на 47–56 % повысилась ВСС, стабильность пены — в 5,7 раза, ЖЭС 
и ЖСС на 11–25 %, по сравнению с исходными БК.

	� результаты влияния ТИР и мТГ на функциональные свойства БК, 
не смотря на различный принцип действия ферментов, практи-
чески, одинаковые, следовательно, для модификации свойств БК 
возможна взаимозаменяемость ферментов с учетом параметров 
их действия на клейковинные, гороховые и подсолнечные белки.
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ПРОГНОЗИРОВАНИЕ СРОКА ХРАНЕНИЯ ПШЕНИЧНО-КЕДРОВОЙ 
МУКИ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЕЕ АНТИОКСИДАНТНОЙ ЕМКОСТИ

Белявская И. Г. *, Дубцова Г. Н., Осипчук И. Р.
Российский биотехнологический университет, Москва, Россия
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А ННОТА Ц И Я
Представлены результаты исследований хранимоспособности, а также антиоксидантные характеристики композит-
ной пшенично-кедровой муки и хлебобулочных изделий, выработанных на ее основе. Установлено, что разработанная 
технология получения композитной пшенично-кедровой муки обеспечивает повышение содержания жира в 4,5 раза 
и белка на 9,6 % по сравнению с контрольный пробой муки без добавления ореха. Изделия из композитной муки прио-
бретают характерный кедровый аромат, что положительно влияет на их органолептическую оценку. Проведенная срав-
нительная характеристика показателей качества лабораторных проб пшеничной и композитной пшенично-кедровой 
муки показала, что внесение ядер кедрового ореха снижает показатели влажности, белизны, числа падения и содер-
жания клейковины, а также изменяет ее характеристики в сторону расслабления и большей растяжимости. Выявлен 
характер изменения показателя кислотного числа жира (КЧЖ) пшеничной и пшенично-кедровой муки при хранении 
в течение 180 суток при температурах 20 ± 0,5 °C, 30 ± 0,5 °C и 40 ± 0,5 °C, что позволило спрогнозировать сроки хране-
ния композитной пшенично-кедровой муки. Установлено, что применение ядер кедрового ореха в составе композит-
ной пшенично-кедровой муки не повышает прирост показателя КЧЖ. Прогнозируемый срок хранения композитной 
пшенично-кедровой муки составил не менее 8 месяцев. Установлены антиоксидантные характеристики композитной 
пшенично-кедровой муки: значения составили 0,32 ± 0,03 и 5,22 ± 0,14 мкмоль ТЭ/г с. в. для липофильной и гидрофиль-
ной фракций соответственно. Для проб хлебобулочных изделий, выработанных на ее основе, значение Prior-крите-
рия составило 0,26, что превышает аналогичные показатели для пшеничных изделий из цельнозерновой муки (0,10) 
и из пшеничной хлебопекарной муки 1‑го сорта (0,07). Таким образом, композитная пшенично-кедровая мука может 
быть рекомендована для промышленного производства и выработки продукции повышенной пищевой ценности.
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PREDICTION OF THE SHELF LIFE OF WHEAT-CEDAR FLOUR 
AND DETERMINATION OF ITS ANTIOXIDANT CAPACITY
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A BST R ACT
The results of storability studies, as well as antioxidant characteristics of composite wheat-cedar flour and bakery products 
produced on its basis, are presented. It has been established that the developed technology for producing composite wheat-
cedar flour provides an increase in fat content by 4.5 times and protein by 9.6 % compared to a control sample of flour without 
nuts. Products made from composite flour acquire a characteristic cedar aroma, which positively influences their organoleptic 
assessment. A comparative analysis of the quality indicators of laboratory samples of wheat and composite wheat-cedar flour 
showed that the addition of pine nut kernels reduces the moisture content, whiteness, falling number, and gluten content, and 
changes its characteristics in the direction of relaxation and greater extensibility. The character of the change in the acid value 
of fat (AVF) of wheat and wheat-cedar flour during storage for 180 days at temperatures of 20 ± 0.5, 30 ± 0.5 and 40 ± 0.5 °C was 
revealed, which made it possible to predict the shelf life of composite wheat-cedar flour. It has been established that the use of 
pine nut kernels in the composition of composite wheat-pine nut flour does not increase the growth of the AVF indicator. The 
predicted shelf life of the composite wheat-cedar flour is at least 8 months. The antioxidant properties of composite wheat-cedar 
flour were established, revealing values ​​of 0.32 ± 0.03 and 5.22 ± 0.14 μm TEAC/g DM for the lipophilic and hydrophilic fractions, 
respectively. For the samples of bakery products produced on its basis, the Prior criterion value was 0.26, which exceeds similar 
values ​​for wheat products made from whole grain flour (0.10) and from grade 1 wheat bakery flour (0.07). Thus, composite wheat-
cedar flour can be recommended for industrial production and the manufacture of products with increased nutritional value. 

FUNDING: The study was carried out with the support of the Russian Biotechnological University (ROSBIOTECH).

1.	 Введение
В  соответствии с  Указом Президента Российской Федерации 

от 18 июня 2024 г. № 529 «Об утверждении приоритетных направ-
лений научно-технического развития и перечня важнейших науко-
емких технологий» к важнейшим критическим наукоемким техно-
логиям относятся технологии персонифицированного, лечебного 
и функционального питания, направленные на здоровьесбережение 

населения. Перспективы разработки технологий продуктов функци-
онального питания базируются на  применении источников пище-
вых и биологически активных веществ, в том числе возобновляемых 
ресурсов растительного происхождения.

В  качестве возобновляемых ресурсов растительного сырья, обла-
дающих высокими показателями пищевой ценности, интерес пред-
ставляют семена растений, рода Pinus, насчитывающего 29 съедобных 

ДЛЯ ЦИТИРОВАНИЯ: Белявская, И. Г., Дубцова, Г. Н., Осипчук, И. Р. 
(2026). Прогнозирование срока хранения пшенично-кедровой муки и опреде-
ление её антиоксидантной емкости. Пищевые системы, 9(1), 54–61. https://doi.
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видов, представленных в  обзоре 1. Использование ядер семян ке-
дровой сосны сибирской (Pinus sibirica) и  дальневосточной (Pinus 
koraiensis), называемых кедровыми орехами, в России и за рубежом 
обусловлено их химическим составом и показателями пищевой цен-
ности [1–3].

Ядра кедрового ореха характеризуются значительным содержа-
нием пищевых и биологически активных веществ: белка — до 23 % 
и жира — до 66,3 %. Жиры содержат дельта‑5‑неметиленовые жир-
ные кислоты, включая пиноленовую кислоту, доля которой составля-
ет 14–24 % от общего количества жирных кислот. Пиноленовая кис-
лота, являющаяся изомером γ-линолевой кислоты, характеризуется 
нерегулярным расположением двойных связей, признана таксоно-
метрическим маркером растений семейства Pináceae  [4]. Наличие 
биологически активных соединений кедрового ореха, с  одной сто-
роны, обуславливает противовоспалительные эффекты и полезные 
метаболические изменения при их употреблении [5–7], а с другой — 
необходимость контроля показателей качества пищевой продукции 
при хранении.

Для повышения хранимоспособности продуктов применяются 
различные способы обработки растительного сырья [8,9]. Современ-
ные тенденции, нацеленные на  потребление продуктов здорового 
питания, создают необходимость в  разработке безопасной продук-
ции, сохраняющей высокие показатели качества на протяжении все-
го срока хранения.

Разработка технологических решений использования продуктов 
переработки кедрового ореха осуществляется в различных отраслях 
пищевой промышленности. Авторами  [10] разработан желейный 
мармелад с ядрами кедровых орехов в количестве 9 % к массе саха-
ра, что незначительно влияет на показатели кислотности, массовой 
доли влаги и количества нерастворимой золы. Изделие характери-
зуется повышенным содержанием белка, жира, пищевых волокон, 
минеральных элементов и витаминов группы В.

Ученые Красноярского государственного аграрного универси-
тета [11] на основе изучения показателей качества и безопасности 
полутвердого сыра установили рекомендуемую дозировку кедро-
вой муки в  количестве 7 %, обеспечивающую высокие показате-
ли качества продукции. С  использованием принципов пищевой 
комбинаторики разработан ореховый напиток, произведенный 
из смеси ядер и жмыха ореха в соотношении 20 : 80 с гидромодулем 
1 : 7. Продукт обладает оптимальными характеристиками вязкости 
(3,96 мПа · с) и сбалансированным составом пищевых веществ [12]. 
Проведенными исследованиями [13] установлено рациональное со-
держание кедрового жмыха в рецептуре печенья «Кедровое» при ча-
стичной замене сливочного масла с сохранением потребительских 
свойств продукции, составившее 6–8 % к рецептурному количеству 
сливочного масла на  100  кг выхода готовых изделий. Включение 
в  рецептуру смеси полуобезжиренных и  обезжиренных кедровых 
орехов обеспечило получение мучных кондитерских изделий повы-
шенной биологической ценности с высокими органолептическими 
и физико-химическими характеристиками, которые могут быть ре-
комендованы для функционального питания. Исследователями Ку-
банского государственного технологического университета выявле-
на целесообразность применения кедровых орехов в производстве 
заварных пряников и функциональных мучных кондитерских изде-
лий  [14,15]. В научной литературе приведены результаты исследо-
ваний по применению порошка из жмыха кедрового ореха в хлебо-
пекарном производстве [16], обоснована рецептура и представлена 
технологическая схема производства продукции с  внесением 15 % 
исследуемого продукта в рецептуру хлебобулочного изделия. Разра-
ботка инновационных продуктов питания с применением кедровых 
орехов происходит не только в Российской Федерации, но и за рубе-
жом [17,18].

Технологические аспекты разработки продуктов функциональ-
ного питания обусловлены формированием стабильных качест-
венных характеристик продукции, обладающей антиоксидантны-
ми и  геродиетическими свойствами  [19]. Вопросам безопасности 
кедровых орехов уделяется большое внимание  [20,21]. Примене-
ние методов спектроскопии в  ближнем инфракрасном диапазоне 
и анализ физических характеристик цифровых изображений ядер 
кедровых орехов позволяют идентифицировать сортовые особен-
ности и  прослеживать географический ареал их произрастания, 
что способствует стабилизации качественных характеристик про-
дукции [22].

1	 Pine Nuts (2024). Электронный ресурс: https://www.sciencedirect.com/top-
ics/agricultural-and-biological-sciences/pine-nuts. Дата доступа 15.09.2025

Вектор, обеспечивающий стабильность качественных показа-
телей продукции функционального питания, направлен на  приме-
нение сбалансированных композитных смесей  [23,24] заданного 
состава. Композитные мучные смеси, полученные технологией сов-
местного помола зерна пшеницы и ядер кедрового ореха, лежат в ос-
нове современных технологических решений  [25] и  представляют 
интерес для потребителей, предпочитающих натуральные продукты 
растительного происхождения.

Для практического применения композитных мучных смесей не-
обходимо получение достоверной информации о сроке их хранения. 
В соответствии с ГОСТ Р 51074–2003 2 срок хранения — период, в те-
чение которого пищевой продукт при соблюдении установленных 
условий хранения сохраняет свойства, указанные в  нормативном 
или техническом документе. Истечение срока хранения не означает, 
что продукт не пригоден для использования по назначению. Изме-
нение показателей качества композитных смесей в отрицательную 
сторону может быть связано с количественными изменениями од-
ного или нескольких параметров. Например, с изменением содержа-
ния нутриентов, ухудшением органолептических показателей или 
микробиологической порчей. Разработанные композитные смеси, 
являющиеся продукцией длительного хранения, требуют оценки 
предполагаемой хранимоспособности.

Для определения прогнозируемого срока хранения таких продук-
тов применяют метод ASLT (Accelerated shelf-life testing), который 
успешно реализуется для оценки срока хранения различных продук-
тов [26], в том числе муки [27,28], и позволяет значительно сократить 
объем экспериментальных данных.

Основные преимущества метода тестирования срока хранения 
заключаются в получении надежных данных о процессе порчи за ко-
роткий период времени и  прогнозировании фактического срока 
хранения продукта. Прогнозирование осуществляется путем разра-
ботки кинетической модели, в которой должен присутствовать тем-
пературный фактор, оказывающий значительное влияние на  ско-
рость протекания химических реакций [27]. Широко используемый 
метод ускоренного испытания срока хранения включает исследо-
вание продукта с использованием уравнения Аррениуса при повы-
шенных температурах и  экстраполяцию кинетических результатов 
на обычные условия хранения.

В основе метода тестирования сроков хранения лежит определе-
ние показателя кислотного числа жира (КЧЖ) — критерия доброка-
чественности муки [29] и мучных смесей.

Целью настоящей работы является определение хранимоспо-
собности и  антиоксидантных свойств композитной пшенично-
кедровой муки.

Для реализации поставленной цели решали следующие задачи:
	� провести сравнительную характеристику показателей качест-

ва лабораторных проб пшеничной и  композитной пшенично-
кедровой муки;

	� определить влияние продолжительности хранения при различ-
ных температурных параметрах на показатель КЧЖ пшеничной 
и пшенично-кедровой муки;

	� провести пробные лабораторные выпечки и определить показа-
тели качества хлебобулочных изделий, приготовленных из проб 
композитной муки с различными сроками хранения;

	� установить прогнозируемый срок хранения исследуемых проб 
композитной муки;

	� определить антиоксидантную емкость композитной муки и проб 
хлебобулочных изделий, выработанных на ее основе.

2.	 Объекты и методы
Объектами исследований являлись: проба зерна мягкой пшени-

цы (Triticum aestivum L.) урожая 2023  года; проба орехов кедровых 
очищенных урожая 2023 года (Новосибирская область РФ); образцы 
муки пшеничной и  муки композитной пшенично-кедровой с  до-
зировкой ядер кедрового ореха в  количестве 10 %, произведенные 
в лабораторных условиях; образцы хлебобулочных изделий, вырабо-
танные в лабораторных условиях.

При проведении исследований использовали зерно пше-
ницы по  ГОСТ  9353‑2016 3, орехи кедровые очищенные 
по  ГОСТ  318520‑2012 4, дрожжи прессованные хлебопекарные 

2	 ГОСТ Р 51074–2003 «Продукты пищевые. Информация для потребителя. 
Общие требования». Москва: Стандартинформ, 2019. — 25 с. (с изменениями 
от 15.12.2009)

3	 ГОСТ 9353‑2016 «Пшеница. Технические условия». Москва: Стандартин-
форм, 2019. — 12 с.

4	 ГОСТ 31852‑2012 (ISO 6756:1984) «Орехи кедровые очищенные. Техниче-
ские условия». Москва: Стандартинформ, 2014. — 13 с.
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по ГОСТ 171‑2015 5, соль пищевую по ГОСТ Р 51574–2018 6, воду пить-
евую по СанПиН 2.1.4.1074–01 7.

Определение натуры зерна проводили в  соответст-
вии с  ГОСТ  10840‑2017 8. Показатель зольности определялся 
по  ГОСТ  10847‑2019 9. Для исследования стекловидности зерна 
использовали диафаноскоп ДС3–2М («МОТОТЕХ», Россия) и  ме-
тодику ГОСТ  10987‑76 10; при определении показателей качества 
клейковины применяли устройство ПФК‑1 («МОТОТЕХ», Россия) 
и  прибор ИДК‑3М («ПЛАУН-системы», Россия), оценку проводили 
по ГОСТ Р 54478–2011 11.

Пробы пшеничной и  композитной пшенично-кедровой муки 
получали в  лабораторных условиях в  процессе помола дробленого 
зерна пшеницы, смеси дробленого зерна пшеницы и ядер кедровых 
орехов с  использованием центробежного измельчителя High Speed 
Multifunctional Grinder CE (JUSTBUY, Китай) c заданным скоростным 
режимом вращения ударных лопастей 36000 об/мин. Дробленое зер-
но пшеницы предварительно получали с  использованием схемы, 
приведенной в  работе  [30]. Применение указанного оборудования 
позволило сократить технологические этапы размола и  получить 
пробы композитной муки с направленными функциональными по-
казателями.

Оценку показателей качества лабораторных проб муки проводи-
ли по следующим параметрам: влажность — по ГОСТ 9404‑88 12, бе-
лизна — по ГОСТ 26361‑2013 13, клейковина — по ГОСТ 27839‑2013 14, 
число падения — по ГОСТ ISO 3093–2016 15.

Общее количество липидов определяли по ГОСТ 29033‑91 16.
Кислотное число жира (КЧЖ) проб муки определяли титриметри-

ческим методом, основанным на установлении количества свобод-
ных жирных кислот в  анализируемом образце выделенного жира 
из навески исследуемого объекта по ГОСТ 31700‑2012 17.

Приготовление хлебобулочных изделий осуществляли без-
опарным способом по  рецептуре, представленной в  Таблице 1. 
Длительность брожения теста составляла 90 минут, масса заготов-
ки — 450 ± 0,1  г, продолжительность расстойки — 40–45 минут при 
температурных режимах 38 ± 2 °C; продолжительность выпечки со-
ставляла 25 минут при температуре 180–210 °C. Готовые изделия 
охлаждали при температуре 25 ± 2 °C. При реализации пробных ла-
бораторных выпечек применяли следующее оборудование: тесто-
месильная машина спиральная электрическая ТМС‑40НН‑1Р серии 
LIGHT (Abat, Россия), шкаф АВАТ ШРТ‑12 (Abat, Россия), конвекци-
онная печь КЭП‑4Э (Abat, Россия).

Оценку показателей качества хлебобулочных изделий осуществ-
ляли общепринятыми 18 и  специальными органолептическими 
и физико-химическими методами. Влажность хлебобулочных изде-
лий определяли в соответствии с ГОСТ 21094‑2022 19, формоустойчи-

5	 ГОСТ 171‑2015 «Дрожжи хлебопекарные прессованные. Технические ус-
ловия». Минск: Евразийский совет по стандартизации, метрологии и серти-
фикации, 2015. — 21 с.

6	 ГОСТ Р 51574–2018 «Соль пищевая. Общие технические условия». Мо-
сква: Стандартинформ, 2018. — 8 с.

7	 Санитарные правила и нормы. СанПиН 2.1.4.1074–01 Питьевая вода. Ги-
гиенические требования к качеству воды централизованных систем питьево-
го водоснабжения. Контроль качества. Гигиенические требования к обеспече-
нию безопасности систем горячего водоснабжения. Москва: Минздрав России, 
2002.

8	 ГОСТ 10840‑2017 «Зерно. Метод определения натуры». Москва: Стандар-
тинформ, 2019. — 14 с.

9	 ГОСТ 10847‑2019 «Зерно. Метод определения зольности». Москва: Стан-
дартинформ, 2019. — 20 с.

10	ГОСТ  10987‑76 «Зерно. Метод определения стекловидности». Москва: 
Стандартинформ, 2009. — 6 с.

11	ГОСТ Р 54478–2011 «Методы определения количества и качества клейко-
вины». Москва: Стандартинформ, 2012. — 23 с.

12	ГОСТ 9404‑88 «Мука и отруби. Метод определения влажности». Москва: 
Стандартинформ, 2007. — 4 с.

13	ГОСТ 26361‑88 «Мука. Метод определения белизны». Москва: Стандар-
тинформ, 2014. — 16 с.

14	ГОСТ  27839‑2013 «Мука пшеничная. Методы определения количества 
и качества клейковины». Москва: Стандартинформ, 2014. — 18 с.

15	ГОСТ  ISO 3093–2016 «Зерно и  продукты его переработки. Определе-
ние числа падения методом Хагберга-Пертена». Москва: Стандартинформ, 
2019. — 12 с.

16	ГОСТ 29033‑91 «Зерно и продукты его переработки. Метод определения 
жира». Москва: ИПК Издательство стандартов, 2009. — 6 с.

17	ГОСТ 31700‑2012 «Зерно и продукты его переработки. Метод определе-
ния кислотного числа жира». Москва: Стандартинформ, 2019. — 7 с.

18	ГОСТ 27669‑88 «Мука пшеничная хлебопекарная. Метод пробной лабо-
раторной выпечки хлеба». Москва: Стандартинформ, 2007. — 9 с.

19	ГОСТ 21094‑2022 «Изделия хлебобулочные. Методы определения влаж-
ности». Москва: Российский институт стандартизации, 2022. — 12 с.

вость хлебобулочных изделий — по ГОСТ 27229‑8818. Массу изделий 
определяли взвешиванием на весах лабораторных MWP (Cas, Южная 
Корея). Объем хлебобулочных изделий определяли при помощи объ-
емомерного устройства. Удельный объем изделий определяли по от-
ношению объема к  массе. Пористость мякиша по  ГОСТ  5669‑96 20, 
кислотность — в  соответствии с  ГОСТ  5670‑96 21. Качество изделий 
оценивали по 100‑балльной системе с учетом физических и органо-
лептических показателей, которые определяли по 5‑балльной шкале 
с учетом коэффициентов весомости.

Таблица 1. Рецептура пшеничных и пшенично-кедровых 
хлебобулочных изделий

Table 1. Recipe for wheat and wheat-cedar bakery products

Наименование компонента рецептуры Количество 
компонента, %

Мука (контрольная или пшенично-кедровая) 100

Соль пищевая 1,0

Дрожжи прессованные 2,0

Вода питьевая по расчету

Хранение муки проводили в климатических камерах при темпе-
ратурных режимах 20 ± 0,5 °C, 30 ± 0,5 °C и 40 ± 0,5 °C. Относительная 
влажность воздуха при всех значениях температур не  превышала 
70 %. Для оценки качества муки при хранении использовали кис-
лотное число жира и органолептические показатели хлебобулочных 
изделий, выпеченных из проб муки с различным сроком хранения; 
определение проводили с периодичностью 30 суток.

Оценку прогнозируемого срока хранения пшенично-кедровой 
муки проводили методом ASLT с применением обоснованной моде-
ли Аррениуса, которая устанавливает зависимость константы скоро-
сти химической реакции от температуры и описывается уравнением 
Аррениуса:
	 k = А · exp(–Eа/RT),	 (1)
где А — константа пропорциональности; Eа — энергия активации; R — га-

зовая постоянная; Т — абсолютная температура.

Для математической обработки результатов исследования ниж-
ний уровень органолептической оценки хлебобулочных изделий 
принят равным 60 баллам, КЧЖ — 50 мг КОН/г жира.

Определение прогнозируемого срока хранения пшенично-
кедровой муки на основании результатов эксперимента проводили 
с использованием табличного процессора Microsoft Office Excel, ме-
тодика расчета описана в работе [31].

Определение антиоксидантной емкости проб муки и  хлебобу-
лочных изделий проводили в  научно-исследовательском центре 
«АкваХром» (Москва, Россия) с  использованием 96‑луночных не-
сорбирующих микропланшетов из полистирола (Geiner Bio One, Гер-
мания) на многофункциональном фотометре-флоуриметре Synergy 
2 (BioTek, США). Длина волны составила 734 нм по методике, осно-
ванной на  реакции обесцвечивания катион-радикала AБТС в  ги-
дрофильных и  липофильных фракциях объектов. Оценку антиок-
сидантных характеристик проб хлебобулочных изделий проводили 
на основании Р-критерия.

При расчете среднего арифметического полученных экспери-
ментальных данных (трехкратное повторение) оценивали их на од-
нородность для исключения грубых ошибок. Математические зави-
симости определяли с применением метода наименьших квадратов 
(относительная ошибка измерений составила не  более 1,78 % при 
доверительной вероятности 0,95).

3.	 Результаты и обсуждение
Для получения проб композитной пшенично-кедровой муки 

было выбрано зерно пшеницы, характеристика которого приведе-
на в  Таблице 2. При определении качества пробы зерна пшеницы 
установлено, что значения показателей соответствовали стандарту 
ГОСТ 9353‑2016.

Лабораторные образцы пшеничной муки, полученные без добав-
ления кедрового ореха, имели показатели, приведенные в Таблице 3. 
Внесение кедрового ореха в помольную партию влияло на характе-
ристики композитной пшенично-кедровой муки.

20	ГОСТ 5669‑96 «Хлебобулочные изделия. Методы определения пористо-
сти». Минск, Межгосударственный Совет по  стандартизации, метрологии 
и сертификации, 2006. — 6 с.

21	ГОСТ  5670‑96 «Хлебобулочные изделия. Методы определения кислот-
ности». Минск, Межгосударственный Совет по  стандартизации, метрологии 
и сертификации, 2006. — 6 с.
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Таблица 2. Показатели качества зерна пшеницы
Table 2. Wheat grain quality indicators

Наименование Значение или характеристика 
показателя

Класс пшеницы 3

Тип I — мягкая яровая краснозерная

Подтип 3

Цвет Свойственный здоровому зерну

Запах
Свойственный здоровому зерну 

пшеницы, без плесневелого, солодового, 
затхлого и других посторонних запахов

Количество клейковины, % 32,0 ± 0,5

Качество клейковины,  
ед. ИДК (группа)

82 ± 2,0
(II группа)

Число падения, с 325 ± 2,0

Стекловидность, % 44 ± 1

Натура, г/л 785 ± 2

Влажность, % 12,6 ± 0,5

Сорная примесь, % 0,04 ± 0,01

Зерновая примесь, % 2,84 ± 0,05

Таблица 3. Характеристики проб муки
Table 3. Characteristics of flour samples

Наименование показателя
Значение показателя муки

пшеничной пшенично-
кедровой

Влажность, %	 12,6 ± 1,5 11,8 ± 1,5

Количество клейковины, % 32 ± 2 25 ± 2

Качество клейковины,
ед. ИДК (группа) 80 ± 2,5 88 ± 2,5

Растяжимость, см	 15 ± 1 23 ± 1

Белизна, ед. прибора 36,3 ± 0,3 16,5 ± 0,5

Число падения, с	 325 ± 8 208 ± 7

Зольность, % 1,21 ± 0,04 1,91 ± 0,04

Содержание жиров, % 1,30 ± 0,05 5,63 ± 0,06

Содержание белка, % 10,27 ± 0,05 10,88 ± 0,05

Содержание моно и дисахаридов, % 1,99 ± 0,05 2,23 ± 0,05

Содержание крахмала, % 55,9 ± 0,4 56,2 ± 0,4

Содержание клетчатки, % 0,73 ± 0,05 1,89 ± 0,05

Внесение ядер кедрового ореха в  помольную партию при по-
лучении композитной муки приводило к  снижению показателя 
влажности пшенично-кедровой муки на  0,5 %. Это объясняется ги-
дрофобными свойствами орехового компонента, содержащего жир 
в  количестве 30,2–49,2 %  [32]. Формирование композитной муки 
сопровождалось изменением характеристик отмываемой клей-
ковины: снижалось ее содержание, структура клейковины осла-
бевала и  она приобретала большую растяжимость. Такое измене-
ние свойств глиадин-глютениновой фракции композитной муки 
обусловлено влиянием химического состава ореха, образованием 
липид-белковых фракций и изменением реологического поведения 
водонерастворимой белковой составляющей при выделении клей-
ковины [33,34].

В  помольной партии композитной муки содержалось 10 % ядер 
кедрового ореха, что приводило к  снижению показателя белизны 
на 19,8 ± 0,5 ед. прибора по сравнению с пшеничной мукой, получен-
ной при аналогичных технологических режимах измельчения. Это 
объясняется химическим составом орехового компонента, в частно-
сти отсутствием в  нем крахмальных зерен  [2,35]. Установлено, что 
значение числа падения композитной муки значительно снижалось 
(117 ± 8 с), что обуславливает требования к исходным характеристи-
кам перерабатываемого сырья при промышленном производстве 
композитной пшенично-кедровой муки для хлебопекарных целей.

Мука, в отличие от зернового сырья, характеризуется пониженной 
стойкостью при хранении. Продолжительное хранение муки оказыва-
ет большое влияние на изменение вкусовых параметров продукта, что 
происходит за счет гидролитических реакций различной интенсивно-
сти в липидной фракции муки. Расщепление молекул триглицеридов 
с образованием свободных жирных кислот, в том числе и ПНЖК, явля-
ется причиной снижения порога восприятия вкуса и аромата, а также 

появления посторонних привкусов, запахов или прогорклости. Иссле-
дование свежести муки проводили с  применением инструменталь-
ной методики по  изменению кислотного числа жира. На  хранение 
были заложены два вида муки: контрольная пшеничная и пшенично-
кедровая композитная. Основным параметром при хранении, кото-
рый характеризует качество продукта и нормирует срок безопасного 
хранения, считается кислотное число жира.

Результаты изменения показателя КЧЖ при хранении лаборатор-
ных проб пшеничной и пшенично-кедровой муки приведены на Ри-
сунке 1.

С применением метода наименьших квадратов для математиче-
ской обработки результатов проведенных исследований установили 
регрессионные зависимости влияния продолжительности хранения 
(x) лабораторных проб муки при различных температурных услови-
ях на показатель КЧЖ вида:
	 у1 = 10,267 + 0,324х – 0,0009х2,	 (1)
абсолютная средняя квадратическая погрешность составила 1,750; 
относительная — 0,870;
	 у2 = 10,876 + 0,437х – 0,0015х2,	 (2)
абсолютная средняя квадратическая погрешность составила 2,770; 
относительная — 1,22;
	 у3 = 10,95 + 0,731х – 0,0025х2,	 (3)
абсолютная средняя квадратическая погрешность составила 2,401; 
относительная — 0,725.
	 Обозначения у1, у2, у3 — показатели КЧЖ проб пшеничной муки, хра-

нение которых осуществлялось при  температурах 20 °С, 30 °С, 40 °С 
соответственно; значения приведены в мг КОН на 1 г жира;

	 у4 = 6,260 + 0,180х – 0,0004х2,	 (4)
абсолютная средняя квадратическая погрешность составила 2,152; 
относительная — 1,780;
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Рисунок 1. Изменение показателей кислотного числа жира 
пшеничной (а) и пшенично-кедровой (б) муки в процессе 

хранения при различных значениях температур
Figure 1. Changes in the acid value of fat in wheat (a) and wheat-cedar (b) 

flours during storage at different temperatures
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	 у5 = 6,286 + 0,173х – 0,0002х2,	 (5)
абсолютная средняя квадратическая погрешность составила 2,276; 
относительная — 1,686;
	 у6 = 5,462 + 0,280х – 0,0007х2,	 (6)
абсолютная средняя квадратическая погрешность составила 1,820; 
относительная — 1,182;
	 Обозначения у4, у5, у6  — показатели КЧЖ проб пшенично-кедровой 

муки, хранение которых осуществлялось при температурах 20 ºС, 
30 °С, 40 °С соответственно; значения приведены в мг КОН на 1 г жира; 
х — продолжительность хранения, сутки.

Проведенными исследованиями установили, что у образцов пше-
ничной муки КЧЖ имело более высокое значение (от 8,2 до 63,4 мг 
КОН на 1 г жира), чем у образцов композитной пшенично-кедровой 
муки (от  3,7 до  32,2  мг КОН на  1  г жира). Эти данные согласуются 
с результатами значений КЧЖ мелкой фракции кедрового ореха [36], 
которые не  превышали 2  мг КОН на  1  г при хранении в  течение 
210 суток.

Наибольший прирост показателя КЧЖ зафиксировали у пшенич-
ной муки при температуре 40 °C, вплоть до 63,4 мг KOH/г жира на 6‑м 
месяце хранения, что характеризует интенсивность гидролиза жира 
в исследуемом образце.

Сравнительный анализ данных Рисунка 1 позволил установить 
постепенное увеличение показателей кислотного числа жира, кото-
рые зависели от  продолжительности и  температурного параметра 
при хранении лабораторных проб муки. Образцы пшеничной муки, 
заложенные на  хранение при температурах 20 °C, 30 °C и  40 °C, ха-
рактеризовались наибольшей интенсивностью роста кислотного чи-
сла жира.

Результаты исследований влияния продолжительности хранения 
и температурного фактора на изменение показателя КЧЖ проб муки 
с использованием уравнения Аррениуса приведены в Таблице 4.

Таблица 4. Значения коэффициентов скорости изменения 
КЧЖ для проб муки от температуры

Table 4. Values ​​of the coefficients of the rate of change in the AV of fat for 
flour samples depending on temperature

Температура 
хранения, °C

Значение показателей уравнения Аррениуса

1/Т k ln(k)

Пробы пшеничной муки

20 0,003413 0,1599 –1,8333

30 0,00330 0,1627 –1,8156

40 0,003195 0,2801 –1,2725

Пробы пшенично-кедровой муки

20 0,003413 0,1468 –1,9188

30 0,0033 0,1330 –2,0149

40 0,003195 0,1000 –2,3026

Исходя из  полученной информации, уравнение Аррениуса для 
лабораторной пробы пшеничной муки представлено в  следующем 
виде:
	 ln(k) = 6,7617 – 2,5440(1/Т ) = 6,7617–2,5440(1/293) = –1,6405.	 (7)

Проведенные расчеты по  формуле позволили определить про-
гнозируемый срок хранения пробы пшеничной муки по показателю 
КЧЖ, который составил 218 суток и 7,2 месяца.

Уравнение Аррениуса для композитной пшенично-кедровой 
муки представлено в виде:
	 ln(k) = –7,8573 + 1,7496(1/293) = –2,0788.	 (8)

Прогнозируемый срок хранения разработанного продукта по по-
казателю КЧЖ составляет 276 суток, или 9,1 месяца.

Наличие растительного жира в составе композитной пшенично-
кедровой муки (5,63 ± 0,15 %) гипотетически должно приводить 
к  сокращению срока хранения разработанного продукта. Одна-
ко полученные экспериментальные данные изменения КЧЖ при 
хранении демонстрируют противоположную тенденцию. Полу-
ченные результаты, вероятно, связаны с несколькими факторами. 
Во-первых, значения показателя КЧЖ кедрового масла фактиче-
ски составляют 0,49–1,72 мг КОН на 1 г жира [37], и, в соответствии 
с нормативными документами, не должны превышать 4,0 мг КОН 
на 1 г жира. Аналогичный показатель для пшеничной муки значи-
тельно выше, его фактические значения варьируются в диапазонах 
12,5–20  мг КОН на  1  г жира  [38], а  в  нормативной документации 

срок хранения определен значением 50  мг КОН на  1  г жира 22.Во-
вторых, присутствие в  составе композитной пшенично-кедровой 
муки позиционного изомера линоленовой кислоты  — пинолено-
вой  [39], источником которой являются измельченные совместно 
с зерном пшеницы ядра кедрового ореха, может влиять на стабиль-
ность липидов и замедлять окислительные процессы при хранении. 
В-третьих, инкапсуляция растительного масла кедрового ореха во-
донерастворимым глютеном и  разрушенными зернами крахмала 
пшеничной муки  [40] происходит самопроизвольно при реализа-
ции технологического процесса совместного помола при производ-
стве композитной муки.

Для подтверждения прогнозируемого срока хранения исследу-
емых образцов осуществляли балльную оценку качества хлебобу-
лочных изделий, приготовленных из проб пшеничной и пшенично-
кедровой муки с периодичностью 30 суток на каждом этапе хранения 
в течение 180 дней. Результаты представлены на Рисунке 2.

Следует отметить, что повышение балльной оценки качества 
хлебобулочных изделий, произведенных из муки, хранившейся при 
температуре 20 ± 0,5 °C, связан в  первую очередь с  повышением ее 
водопоглотительной способности и,  как следствие, с  увеличением 
формоустойчивости подовых изделий. Наблюдение за  хлебопекар-
ными свойствами проб муки, хранение которых происходило при 
температуре 30 ± 0,5 °C, показало снижение характеристик приготов-
ленных из них изделий.

Математическая обработка данных с  применением уравнения 
Аррениуса по  показателям балльной оценки хлебобулочных изде-
лий из пшеничной муки представлена в виде:
	 ln(k) = 19,1802 – 6,8194(1/293) = –3,4168.	 (9)

Расчетный показатель срока хранения составил 215 суток, или 
7,1 месяца, что отличается от ранее полученных значений прогнози-
руемого срока хранения по КЧЖ на 1,4 %.

Для проб хлебобулочных изделий из  композитной пшенично-
кедровой муки уравнение получено в виде:
	 ln(k) = 20,1942 – 7,0363(1/293) = –3,0448.	 (10)

22	ГОСТ  26574‑2017 «Мука пшеничная хлебопекарная». Москва: Стандар-
тинформ, 2018–12 с.
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Рисунок 2. Диаграммы изменения балльной оценки качества 
хлебобулочных изделий из пшеничной (а) и пшенично-

кедровой (б) муки при хранении
Figure 2. Diagrams showing changes in the quality score of bakery products 

made from wheat (a) and wheat-cedar (b) flours during storage
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Прогнозируемый показатель срока хранения равен 269 суткам, 
или 8,8 месяцам, что отличается от показателя срока хранения, про-
гнозируемого по кислотному числу, на 2,6 %.

Таким образом, использование кедрового ореха в  составе ком-
позитных мучных смесей не  оказывало отрицательного влияния 
на показатель кислотного числа жира продукции, прогнозируемый 
срок хранения композитной пшенично-кедровой муки составил 
не менее 8 месяцев.

На следующем этапе проводили оценку антиоксидантных харак-
теристик пшенично-кедровой муки и проб хлебобулочных изделий 
в сравнении с показателями изделий, приготовленных из муки пше-
ничной различных сортов. Антиоксидантную способность лабора-
торных проб муки оценивали спектрофотометрическим методом 
по  отношению к  катион-радикалу AБТС. Данный метод применя-
ется в  международной практике для сравнения и  стандартизации 
растительных источников и пищевых добавок  [41–43]. Установлен-
ные значения антиоксидантной емкости композитной пшенично-
кедровой муки составили 0,32 ± 0,03 и 5,22 ± 0,14 мкмоль ТЭ/г с. в. для 
липофильной и гидрофильной фракций соответственно.

Полученные значения для хлебобулочных изделий приведены 
на Рисунке 3 и Рисунке 4.

Результаты сравнительной оценки антиоксидантных характе-
ристик хлебобулочных изделий, выработанных из  исследуемых 
проб муки, показали повышенные значения как для гидрофильной, 
так и для липофильной фракции мякиша изделий из композитной 
пшенично-кедровой муки. Обобщенной характеристикой антиок-
сидантных свойств хлебобулочных изделий является Рrior-крите-
рий  [44]. Его значение для изделий, полученных из  композитной 
пшенично-кедровой муки, составило 0,26, что выше значения для 
изделий из цельнозерной муки (0,10) и пшеничной муки 1‑го сорта 
(0,07).

Окислительный стресс, определяемый как дисбаланс между про-
дукцией активных форм кислорода (ROS) и  антиоксидантной за-
щитой, считается ключевой движущей силой, которая увеличивает 
восприимчивость к  развитию возрастных патологий. В  настоящее 
время многочисленные активаторы транскрипционного фактора 
NRF2, принадлежащие к различным химическим классам, находятся 
на разных стадиях обоснования и клинической разработки. К числу 
таких соединений относятся пищевые биологически активные ве-
щества, включая куркумин, производные фумаровой кислоты, изо-
тиацианат сульфорафан, ресвератрол и жирные кислоты [45].

Таким образом, проведенные исследования показали, что хле-

бобулочные изделия из  пшенично-кедровой муки обладают анти-
оксидантными свойствами, обусловленными наличием биологиче-
ски активных веществ в составе композитной муки. Гипотетически, 
именно благодаря их наличию и воздействию на липидные компо-
ненты композитной муки процесс гидролиза жиров идет с меньшей 
скоростью, что можно наблюдать по динамике прироста показателя 
КЧЖ при хранении пшенично-кедровой муки.

4.	 Выводы
В результате проведенных исследований установлены хранимоспо-

собность и антиоксидантные характеристики композитной пшенично-
кедровой муки и хлебобулочных изделий, выработанных на ее основе.

Введение ядер кедрового ореха в  помольную партию зерновой 
смеси в  количестве 10 % приводит к  увеличению жира в  4,5 раза 
и белка на 9,6 % в композитной пшенично-кедровой муке. При этом 
продукт обретает характерный кедровый аромат, что положительно 
влияет на органолептическую оценку продуктов.

Проведена сравнительная оценка показателей качества пшенич-
ной и  композитной пшенично-кедровой муки. Установлено, что 
внесение ядер кедрового ореха снижает показатели влажности, бе-
лизны, числа падения и содержания клейковины; также отмечено ее 
расслабление и увеличение растяжимости.

Выявлен характер изменения показателя КЧЖ пшеничной 
и пшенично-кедровой муки при хранении в течение 180 суток при 
температурах 20 °C, 30 °C и  40 °C, что позволило спрогнозировать 
сроки хранения композитной пшенично-кедровой муки. Установ-
лено, что применение ядер кедрового ореха в составе композитной 
пшенично-кедровой муки не  повышает прирост показателя КЧЖ. 
Прогнозируемый срок хранения композитной пшенично-кедровой 
муки составил не менее 8 месяцев.

Установлены антиоксидантные характеристики композит-
ной пшенично-кедровой муки: значения составили 0,32 ± 0,03 
и  5,22 ± 0,14  мкмоль ТЭ/г с. в. для липофильной и  гидрофильной 
фракций соответственно. Для проб хлебобулочных изделий, выра-
ботанных на ее основе, значение Рrior-критерия составило 0,26, что 
превышает аналогичные значения для пшеничных изделий из цель-
нозерной муки (0,10) и из муки пшеничной хлебопекарной 1‑го сор-
та (0,07).

Таким образом, композитная пшенично-кедровая мука может 
быть рекомендована для промышленного производства и выработ-
ки продукции повышенной пищевой ценности.
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A BST R ACT
Myricetin is a polyphenolic flavonol that is commonly present in tea, grapes, fruits, vegetables, and a number of medicinal 
plants. It is known to have a number of biological actions that are important for human health. Myricetin stands out for 
its multifunctional potential in the prevention and treatment of different infectious and degenerative disorders, especially 
as interest in natural bioactive chemicals grows. The primary mechanism entails robust antioxidant action by scavenging 
reactive oxygen species (ROS) and inducing the endogenous enzymes like catalase and superoxide dismutase. Furthermore, 
myricetin has anti-inflammatory properties via inhibiting the activation of the MAPK (mitogen-activated protein kinase) 
and NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) pathways, which lowers the synthesis of proin-
flammatory cytokines. Numerous in vitro and in vivo investigations have demonstrated its capacity to suppress the growth 
of cancer cells, trigger apoptosis, and stop metastasis in the context of oncology. Myricetin decreases cholesterol, promotes 
endothelial function, and guards against atherosclerosis in the cardiovascular system. Its neuroprotective benefits are 
also encouraging, especially in terms of protecting dopamine in Parkinson’s disease and preventing β-amyloid buildup in 
Alzheimer’s disease. Furthermore, myricetin is important for preventing diabetes and obesity because it regulates blood 
glucose, improves insulin sensitivity, and modifies lipid metabolism. Antimicrobial and antiviral activities have also been 
documented, although they are still limited to experimental studies. Nevertheless, two significant obstacles to its conver-
sion to practical applications are the lack of extensive clinical trials and the limited oral bioavailability. Future studies will 
concentrate on developing novel formulations, investigating safe and efficient dosages, and conducting thorough clinical 
trials. All things considered, myricetin shows significant promise as a  multipurpose natural therapeutic candidate that 
promotes human health.
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А ННОТА Ц И Я
Мирицетин — полифенольный флавонол, широко распространенный в чае, винограде, фруктах, овощах и ряде лекарст-
венных растений. Известно, что он обладает рядом биологических свойств, важных для здоровья человека. Мирицетин 
выделяется своим многофункциональным потенциалом в профилактике и лечении различных инфекционных и дегене-
ративных заболеваний, особенно в связи с ростом интереса к природным биоактивным веществам. Основной механизм 
его действия заключается в мощном антиоксидантном действии, которое выражается в нейтрализации активных форм 
кислорода (АФК) и индукции таких эндогенных ферментов, как каталаза и супероксиддисмутаза. Кроме того, мирицетин 
обладает противовоспалительными свойствами, ингибируя активацию сигнальных путей MAPK и NF-κB, что снижает син-
тез провоспалительных цитокинов. Многочисленные исследования in vitro и in vivo продемонстрировали его способность 
подавлять рост раковых клеток, запускать апоптоз и останавливать метастазирование в онкологии. Мирицетин снижает 
уровень холестерина, способствует улучшению функции эндотелия и защищает сердечно-сосудистую систему от атеро-
склероза. Его нейропротекторные свойства также весьма обещающие, особенно в плане защиты дофамина при болезни 
Паркинсона и предотвращения накопления β-амилоида при болезни Альцгеймера. Кроме того, мирицетин важен для 
профилактики диабета и ожирения, поскольку он регулирует уровень глюкозы в крови, улучшает чувствительность к ин-
сулину и меняет липидный обмен. Также были зарегистрированы его антимикробные и противовирусные свойства, хотя 
они пока ограничены экспериментальными исследованиями. Тем не менее, двумя существенными препятствиями для 
практического применения являются отсутствие обширных клинических испытаний и ограниченная биодоступность при 
пероральном приёме. Будущие исследования будут сосредоточены на разработке новых формул, изучении безопасных 
и эффективных дозировок и проведении тщательных клинических испытаний. Учитывая всё это, мирицетин имеет воз-
можность стать многоцелевым природным терапевтическим веществом, улучшающим здоровье человека.
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1.	 Introduction
Flavonoids are a group of secondary plant metabolites that have an 

important role in maintaining human health [1]. This compound, which 
may be found in a wide variety of fruits, vegetables, tea, wine, and spices, 
has long been acknowledged for its anti-inflammatory, anti-cancer, and 
antioxidant biological benefits [2]. Flavonoids have garnered significant 
interest in the domains of pharmacology and nutraceuticals in recent de-
cades due to their potential as preventive measures and supplementary 
treatments for a  range of degenerative illnesses  [3]. Myricetin is a  sig-
nificant member of the flavonol group and one of the flavonoids with the 
strongest antioxidant potential due to its polyhydroxy chemical structure 
and six hydroxyl groups [4].

Myricetin is found abundantly in berries, onions, spinach, green tea, 
and red wine [5]. Its inclusion into common dietary items suggests that 
people consume this compound in quite large quantities, so making re-
search on its impact on health extremely pertinent [6]. Numerous studies 
have demonstrated that myricetin possesses a wider range of bioactivity 
than other flavonols, including anticancer properties and defense against 
the diseases of neurological, metabolic, and cardiovascular systems [7–
10]. This function is strongly linked to its capacity to control cellular 
signaling pathways, neutralize free radicals, and alter the expression of 
genes linked to inflammation and oxidative stress [11].

An important reason why myricetin deserves special attention is be-
cause of its pleiotropic properties, namely its ability to influence many 
molecular targets simultaneously [12]. This compound operates as a reg-
ulator of signaling pathways that control immunological responses, apop-
tosis, and cell proliferation in addition to acting as a direct antioxidant by 
absorbing reactive oxygen species (ROS) [13]. Therefore, myricetin holds 
significant promise for preventing multifactorial chronic diseases like 
cancer, Alzheimer’s, type 2 diabetes, and atherosclerosis [14–17]. A reas-
sessment of myricetin’s potential in the health industry is also urgently 
needed, given the global trend towards a healthier lifestyle and the grow-
ing interest in functional foods and supplements made from natural in-
gredients [18].

Although much research has been done on flavonoids, comprehen-
sive studies specifically on myricetin are relatively limited. The majority 
of the data that are currently available are still incomplete, concentrat-
ing primarily on specific elements, such as antioxidant or anticancer ac-
tivities, without thoroughly connecting the molecular pathways to the 
potential therapeutic advantages attained  [19]. However, there is still 
a shortage of clinical evidence in humans, and the majority of the data 
that is now accessible comes from in vitro and animal research [5]. This 
leads to a knowledge gap that must be filled by critical research in order 
to shift future research’s focus more toward practical applications.

The limited bioavailability of myricetin is another significant obstacle 
to its use [20]. This compound is easily broken down in the liver and intes-
tines, thus resulting in a comparatively low active concentration entering 
the bloodstream [4]. These elements bring up significant issues with rela-
tion to safe long-term use, ideal composition, and appropriate dosage. 
Examining the biological elements and health advantages is therefore 
important, but so is looking at the technical challenges and opportunities 
for its development as a medicinal agent or nutraceutical.

Based on this background, this review was prepared with the aim of 
summarizing the current scientific evidence regarding myricetin in the 
context of human health. The focus of discussion includes natural sources 
and bioavailability, key biological mechanisms, and documented health ef-
fects, ranging from cardiovascular, metabolic, and neuroprotective protec-
tion to anticancer and antimicrobial activities. This article also focuses on 

future development directions, research issues, and security aspects. Thus, 
there is hope that this review can provide a comprehensive overview of the 
potential of myricetin as a promising candidate bioactive agent, while also 
highlighting research gaps that still need to be addressed.

2.	 Data collection method
This review synthesized evidence identified through systematic 

searches of PubMed, Scopus, Web of Science, and Google Scholar cov-
ering publications through August 2025. Search strings combined con-
trolled terms and free text (e. g., myricetin AND flavonol AND (antioxidant 
OR anti-inflammatory OR anticancer OR neuroprotective OR cardioprotec‑
tive OR antimicrobial OR bioavailability OR nanodelivery OR clinical)), with 
Boolean operators and citation tracking (snowballing) from key papers. 
Eligible records were peer-reviewed articles in English, including in vitro 
and in vivo studies, clinical investigations, and critical reviews directly 
addressing myricetin’s sources, chemistry, pharmacology, molecular 
mechanisms (e. g., NF-κB, Nrf2, MAPK, PI3K/AKT, AMPK), epigenetic 
regulation, safety/toxicity, drug–interaction potential, bioavailability, 
and formulation strategies. Exclusions consisted of conference abstracts, 
non-English works without reliable translation, editorials, non–peer-
reviewed items, and studies lacking methodological clarity or having no 
direct relevance. After deduplication, titles/abstracts were screened fol-
lowed by full-text assessment using predefined criteria; data were ex-
tracted on study design, model/system, exposure/dose/formulation, out-
comes, and mechanistic readouts, and then narratively integrated across 
disciplines (biochemistry, pharmacology, nutraceuticals, and clinical 
sciences) to produce an updated, critical appraisal compliant with best 
practices for scoping reviews.

3.	 Sources and bioavailability of myricetin
To understand the health potential of myricetin, it is important to first 

review the basic aspects including its natural sources in food, its chemi-
cal structure characteristics and physicochemical properties, its bioavail-
ability profile including digestion, absorption, metabolism, distribution, 
and elimination, and various factors that influence its stability and bio-
availability.

3.1. Natural sources of myricetin
Myricetin is a  polyhydroxy flavonol found widely in various plant 

foods [21]. It is typically found in the human diet from the ingestion of 
tea, wine, fruits, vegetables, and a  number of herbal plants  [5]. Myric-
etin is one of the significant flavonoids that frequently enters the body 
through daily meals because of its broad distribution [22]. Table 1 sum-
marizes various natural sources of myricetin, ranging from fruits, veg-
etables, tea, wine, to herbal plants.

One of the primary sources of myricetin is fruit [4]. High levels of this 
compound are found in many berries, such as blueberries, cranberries, 
blackberries, and bilberries [23]. The high antioxidant content of berries 
has earned them the moniker “superfood,” and myricetin is a key compo-
nent in supplying these health benefits  [24]. Furthermore, myricetin is 
available in considerable amounts in grapes, particularly red grapes [25]. 
Because of this, its fermented product, red wine, is frequently linked to 
cardioprotective advantages through the “French paradox” [26].

Myricetin has also been found in kiwis, oranges, pomegranates, and 
apples [27]. Similar to how other polyphenols are distributed, this com-
pound is more prevalent in the skin of apples than in the meat [28]. This 
demonstrates how crucial it is to eat the entire fruit in order to maximize 
its bioactive effects.

Table 1. Natural sources and characteristics of myricetin content
Таблица 1. Природные источники и характеристики уровней содержания мирицетина

Category Example source Content/Distribution Relevance description References

Fruits
Blueberries, cranberries, blackberries, 

bilberries, red grapes, apples, 
pomegranates, oranges, and kiwis

High in fruit skin and red grapes are 
rich in flavonols

Acting as a major source of antioxidants 
and consuming whole fruit increases 

myricetin intake
[23–28]

Vegetables Onions, tomatoes, spinach, broccoli, 
and cabbage

The content variation and red 
onions are relatively high

Supports antimicrobial properties and is 
protective against degenerative diseases [29–31]

Tea Green tea (Camellia sinensis) and 
black tea

High in green tea and lower in black 
tea due to fermentation

Regular consumption is associated with 
cardiovascular, antidiabetic, and anticancer 

protection
[32–35]

Wine and products Red grapes (Vitis vinifera) and red 
wine

High concentration on the skin and 
increased through fermentation

It has been linked to the “French paradox” 
and heart protection, although the specific 

contribution of myricetin remains to be 
investigated

[36–38]

Herbal plants Myrica rubra (bayberry), Rhus 
verniciflua, and Ampelopsis spp.

High concentration and the basis of 
traditional medicine

Provides anti-inflammatory, 
hepatoprotective, and immunomodulatory 

effects
[39–44]
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In addition to fruit, myricetin can be found naturally in a variety of 
vegetables [5]. The flavonol content of red onions, which includes myric-
etin and quercetin, has been extensively researched in relation to its 
antibacterial and anti-inflammatory qualities  [29]. Moderate levels of 
myricetin, which is frequently linked to a preventive effect against degen-
erative disorders, are also found in spinach and tomatoes [30]. According 
to reports, broccoli and cabbage, which belong to the Brassicaceae fam-
ily, feature lesser levels of these flavonols but nevertheless contribute to 
daily consumption when frequently ingested [31].

One of the main sources of polyphenols consumed worldwide is tea, 
and green tea (Camellia sinensis) contains a notable quantity of myric-
etin [32]. The myricetin content in tea varies depending on the type, pro-
cessing method, and brewing time [33]. Green tea tends to contain higher 
flavonols than black tea, because the fermentation process in black tea 
causes the degradation of some of the polyphenol compounds  [34]. 
Myricetin is thought to be one of the primary bioactive components of 
green tea, which has been associated with a lower risk of diabetes, cardio-
vascular disease, and several types of cancer [35].

Red wine, which is made from fermented red grapes (Vitis vinifera), 
is a  significant source of myricetin  [36]. Red wine has a  relatively high 
concentration of flavonols because the fermenting process uses the grape 
skin, which has a higher flavonoid content than the fruit’s flesh [37]. Red 
wine consumption in moderation has been linked to heart and blood ves-
sel protection, while further research is still needed to determine the pre-
cise role of myricetin [38].

There are also other traditional medicinal plants that are said to be high 
in myricetin [13]. One well-known example is the bayberry (Myrica rubra), 
which is also the compound’s source of name and is utilized in East Asian 
traditional medicine [39]. High levels of myricetin have also been found in 
plants like tea (Camellia sinensis), Rhus verniciflua, and a number of Am-
pelopsis species [4]. In addition to these sources, myricetin is also present 
in several species of the genus Syzygium. For instance, a myricetin deriva-
tive-rich fraction from Syzygium malaccense leaves, particularly containing 
myricitrin, has been reported to account for approximately 48.48 % of the 
total flavonoid content based on HPLC analysis [40]. Moreover, Syzygium 
polyanthum, a widely used culinary and medicinal plant in Southeast Asia, 
has also been found as a natural source of myricetin, further supporting the 
nutritional and pharmacological importance of this genus [41–44]. These 
compounds are thought to support the herb’s anti-inflammatory, hepato-
protective, and immunomodulatory properties, among other therapeutic 
benefits, in traditional medical practices [11,43].

It should be mentioned that a number of factors, including plant va-
riety, growth conditions, harvesting techniques, and storage, affect the 
amount of myricetin in food [6]. For instance, it has been noted that ber-
ries cultivated in conditions with high light intensity featured higher fla-
vonoid contents [45]. Myricetin levels are also impacted by processing; for 
instance, prolonged heating may degrade it, but some fermentations may 
actually make it more bioavailable [46].

Myricetin is found in many fruits, vegetables, tea, wine, and herbs, 
thus it can be naturally incorporated into a  regular diet  [47]. Consum-
ing foods high in flavonoids, such as myricetin, has been linked in epide-
miological studies to a lower chance of developing chronic illnesses like 
cancer, diabetes mellitus, and atherosclerosis [48]. Consequently, adding 
natural myricetin sources to the diet is one possible nutrition-based dis-
ease preventive tactics [49].

3.2. Chemical structure and physicochemical properties of myricetin
Myricetin Myricetin belongs to the flavonoid subgroup and is a poly-

phenol component of the flavonol group [4]. This compound has the mo-
lecular formula C15H10O8 with a molecular mass of approximately 318.24 
g/mol [12]. The basic structure is a C6–C3–C6 flavonoid skeleton, which 
is composed of two aromatic rings (A and B) connected by an oxygenated 
heterocyclic ring (ring C) [1]. Myricetin differs from other flavonols, such 
as quercetin or kaempferol, in that it has six hydroxyl groups (–OH) at 
positions C‑3, C‑5, C‑7, C‑3′, C‑4′, and C‑5′ [50]. Myricetin is a flavonoid 
with a very strong antioxidant capacity because of its extensive disper-
sion of hydroxyl groups [51].

The hydroxyl groups in ring A (5 and 7) contribute to the transition of 
metal ion chelating activity, whereas the groups in ring B (3′, 4′, and 5′) are 
generally in charge of the free radical scavenging capacity [52]. The stabil-
ity of flavonoid radicals is another benefit of the -OH group at position 3 of 
the C ring, which enhances myricetin’s antioxidant properties [53]. There-
fore, myricetin’s hydroxyl-rich chemical structure allows neutralizing reac-
tive oxygen species (ROS) by donating hydrogen and electrons [54].

Myricetin has physicochemical characteristics as a pale yellow crys-
talline powder. Strong internal hydrogen bonding and the planarity of 
its aromatic structure limit this compound’s solubility in water, despite 

the fact that it has several hydroxyl groups, which make it relatively po-
lar [55]. In contrast, myricetin is more soluble in polar organic solvents 
such as ethanol, methanol, and dimethyl sulfoxide (DMSO) [56]. Accord-
ing to reports, this compound’s melting point ranges from 357 to 360 °C, 
demonstrating the resilience of polyphenols’ aromatic structure [57].

There are a number of outside variables that affect myricetin stabil-
ity. This compound is highly stable in acidic pH environments (like the 
stomach environment), but it readily undergoes oxidative degradation 
and isomerization in neutral to alkaline pH environments (like the small 
intestine environment) [58]. Degradation is also accelerated by exposure 
to light and high temperatures, which can reduce biological activity by 
generating oxidation products  [59]. This explains why pure myricetin 
typically loses stability when food is processed or stored.

The utilization of myricetin is significantly hampered by its physico-
chemical characteristics from a pharmacokinetic point of view. The quan-
tity of active aglycone that enters the systemic circulation is decreased 
by quick phase II metabolism (glucuronidation, sulfatation, and meth-
ylation), and intestine absorption is restricted by its poor water solubil-
ity  [60]. Consequently, myricetin’s oral bioavailability is comparatively 
poor in comparison to other flavonols [20]. Thus, contemporary research 
focuses on attempts to improve bioavailability by altering physicochemi-
cal features, such as via derivatization or complex formation.

Furthermore, myricetin’s chemical characteristics enable its interac-
tions with biomolecules. The hydroxyl group and its aromatic conjuga-
tion system can intercalate to DNA and bind to proteins via hydrophobic 
and hydrogen interactions [61]. Metal chelating activity is crucial in stop-
ping the Fenton reaction, which generates hazardous hydroxyl radicals, 
particularly with regard to Fe2+ and Cu2+ ions [62]. However, this ability 
also has the potential to disrupt mineral homeostasis when consumed in 
very high concentrations [30].

Myricetin has a higher antioxidant activity than quercetin or kaemp-
ferol when compared to other flavonols, mostly because it possesses an 
extra hydroxyl group on the B ring [4]. Nevertheless, this additional hy-
droxyl group also decreases its chemical stability by increasing its sus-
ceptibility to oxidation [63]. In other words, the primary constraint on the 
use of myricetin is its superior chemical structure.

3.3. Myricetin bioavailability: Absorption, metabolism, distribution, 
and elimination

Absorption: Myricetin is typically found as glycosides attached to 
sugar groups after being ingested from plant sources [5]. This compound 
must be hydrolyzed by the β-glucosidase enzyme in the small intestine 
or by the colonic microbiota to become a more easily absorbed aglycone 
form [64]. However, the bioavailability of myricetin is highly limited be-
cause its polyhydroxyl chemical nature makes it poorly soluble in fat so 
that the passive diffusion process in the enterocyte membrane becomes 
inefficient  [65]. Furthermore, myricetin stability in the gastrointestinal 
tract is limited; exposure to digestive enzymes and the neutral pH of the 
intestines might cause its breakdown [66]. As a result, very little of the 
oral intake makes it into the bloodstream.

Metabolism: Myricetin promptly goes through first-pass metabo-
lism in the liver and enterocytes upon effective absorption  [11]. These 
metabolic activities include glucuronidation, sulfatation, and O-meth-
ylation, which are mediated by transferase enzymes such catechol-O-
methyltransferase (COMT), sulfotransferase (SULT), and UDP-glucurono-
syltransferase (UGT) [67]. Therefore, conjugated metabolites of myricetin 
are more prevalent in plasma than free aglycones [68]. Certain metabo-
lites, such as antioxidants or cell signal modulators, have their own bio-
logical function even when this metabolism lowers the quantity of the 
parent chemical  [55]. However, a  significant factor limiting myricetin’s 
bioeffectiveness at target tissues is still substantial conjugation [19].

Distribution: Myricetin’s distribution profile demonstrates that it can 
reach a variety of tissues, with a particular predisposition to the brain, 
liver, kidney, and lungs [13]. According to experimental animal research, 
myricetin has a restricted capacity to cross the blood-brain barrier, which 
may contribute to its ability to prevent neurodegenerative diseases [69]. 
Myricetin and its metabolites are crucial for regulating detoxification en-
zymes and preventing oxidative stress in the liver [70]. However, the dos-
age form, timing of administration, and dose all have a significant impact 
on tissue concentrations [11].

Elimination: The main ways that myricetin is evacuated through are 
bile and urine [71]. The metabolites resulting from glucuronidation and 
sulfatation are water-soluble and therefore easily excreted by the kid-
neys  [72]. A  comparatively minor portion is eliminated in the bile and 
may go through enterohepatic cycle [13]. Myricetin typically has a short 
elimination half-life, which could account for the low plasma levels fol-
lowing oral dosing [57]. Although it is uncommon for these compounds 
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to accumulate, long-term ingestion of natural foods can keep the body’s 
levels at a specific baseline [73].

3.4. Factors affecting the stability and bioavailability of myricetin
The bioavailability of myricetin is one of the main determinants of its 

biological effectiveness in humans [74]. Despite the fact that these com-
pounds are known to possess neuroprotective, anti-inflammatory, anti-
cancer, and antioxidant properties, their efficacy is frequently limited be-
cause of the low plasma concentrations attained upon oral ingestion [20]. 
The chemical characteristics of myricetin, the surrounding environment, 
and bodily biological interactions are some of the interconnected ele-
ments that contribute to this [75]. Figure 1 provides an overview of myric-
etin, highlighting its main dietary sources, core chemical structure, and 
the principal factors that affect its stability and bioavailability.

Myricetin is extremely reactive due to its polyhydroxyl structure, 
which contains six hydroxyl groups  [52]. This property makes it easily 
oxidized when exposed to light, oxygen, or neutral to alkaline pH such 
as in the small intestine [59]. Food processing techniques like boiling or 
baking can drastically lower the quantities of this chemical because of its 
limited heat stability [76]. Therefore, the amount of myricetin that is still 
available for the body to absorb depends in large part on physicochemical 
variables and food preparation [77].

Bioavailability is also influenced by biological circumstances in the di-
gestive tract in addition to chemical considerations. Myricetin in the form 
of glycosides should be hydrolyzed by the enzyme β-glucosidase or intes-
tinal microbiota to become an absorbable aglycone form [78]. Individual 
differences in microbiota makeup result in wide variations in absorption 
rates. Myricetin is subjected to a  rigorous first-pass metabolism in the 
liver upon absorption, which includes glucuronidation, sulfatation, and 
methylation [79]. The quantity of myricetin in free form that circulates in 
the plasma is greatly decreased by this mechanism, however some of its 
conjugated metabolites still have some biological activity [80].

Stability and bioavailability are also influenced by interactions with 
other dietary ingredients. For instance, myricetin can undergo oxida-
tive degradation due to complex formation from metal ions like Fe2+ and 
Cu2+  [59]. Conversely, absorption can be facilitated by increasing their 
solubility in the intestinal micelle phase through its co-consumption 
together with lipids or phospholipids  [81]. Myricetin oxidation during 
gastrointestinal transit may be prevented by other antioxidants, such as 
vitamin C, which may also have a  protective effect  [82]. These factors 

suggest that overall dietary patterns may modulate the effectiveness of 
myricetin.

Myricetin’s low bioavailability has prompted the creation of sev-
eral formulation techniques for use in clinical and nutraceutical pur-
poses [83]. Several strategies have been shown to be successful, such as 
complexation with cyclodextrins to enhance stability, liposomes and mi-
celles to boost solubility, and polymer- or lipid-based nanoencapsulation 
to prevent myricetin from degrading [84]. This method has the potential 
to be improved in people and has continuously demonstrated elevated 
plasma myricetin concentrations in animal studies [85].

4.	 Biological mechanisms of myricetin
Myricetin’s biological effects on health are mediated by a number of 

interconnected molecular pathways. This compound not only demon-
strates antioxidant action by scavenging reactive oxygen species (ROS) 
and altering endogenous defense enzymes, but it also contributes to the 
regulation of the NF-κB pathway and proinflammatory enzymes like 
COX and iNOS  [86]. Furthermore, myricetin affects important intracel-
lular signals that are involved in metabolism, apoptosis, and cell division, 
such as AMPK, PI3K/AKT, and MAPK [87]. Additionally, this compound 
may have long-term impacts on cellular homeostasis and the prevention 
of degenerative diseases through its potential in epigenetic control and 
gene expression [54].

4.1. Antioxidant activity of myricetin
A pathological state known as oxidative stress is defined by an imbal-

ance between the body’s ability to defend itself against oxidative stress 
and the generation of reactive oxygen species (ROS) [88]. Overproduction 
of ROS can harm proteins, lipids, and DNA, which can aid in the ethiology 
of a number of chronic degenerative illnesses, including diabetes melli-
tus, cancer, cardiovascular disease, and neurodegenerative diseases [89]. 
Accordingly, myricetin, a  flavonol that is widely present in fruits, veg-
etables, tea, and red wine, has a high potential for antioxidant activity 
through both direct and indirect action mechanisms [90].

Scavenging ROS: Myricetin’s direct neutralization of ROS is the pri-
mary mechanism behind its antioxidant action  [91]. Because myricetin 
has a lot of hydroxyl groups (–OH) at positions 3, 5, 7, 3’, 4’, and 5’ in its 
chemical structure, it can act as an electron or proton donor and change 
ROS into a more stable and innocuous form [13]. For instance, myricetin 
can lower the known highly reactive and biomolecule-damaging hydroxyl 

Figure 1. Natural sources, chemical structure, and factors influencing the stability and bioavailability of myricetin
Рисунок 1. Природные источники, химическая структура и факторы, влияющие на стабильность и биодоступность мирицетина
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radicals (•OH), superoxide (O2⁻), and peroxyl radicals (ROO•) [4]. Further-
more, electron resonance is supported by the conjugated double bond sys-
tem in the aromatic ring, which makes the myricetin radical that results 
from the reaction with ROS comparatively stable  [92]. This mechanism 
of scavenging radicals efficiently interrupts the series of oxidative events 
that might lead to lipid peroxidation and cell membrane damage [93].

Modulation of endogenous antioxidant enzymes: Furthermore, myric-
etin affects molecular pathways that control the expression of endoge-
nous antioxidant enzymes in addition to its direct role as a radical scav-
enger [22]. Research shows that myricetin can activate the transcription 
factor nuclear factor erythroid 2‑related factor 2 (Nrf2) [94]. The trans-
location of Nrf2 into the cell nucleus upon activation results in its bind-
ing to the DNA’s antioxidant response element (ARE), which raises the 
transcription of several defensive genes [95]. These target genes include 
those that encode vital enzymes like glutathione peroxidase (GPx), cata-
lase (CAT), and superoxide dismutase (SOD) [96]. Myricetin increases the 
ability of cells to defend against oxidative stress by activating the Nrf2-
ARE pathway [97].

Increased SOD expression allows converting superoxide to hydrogen 
peroxide (H2O2), which is further degraded to water and oxygen by catalase 
and GPx [98]. Myricetin thereby improves the enzymatic ability that sustains 
long-term redox equilibrium in addition to immediately removing ROS [99]. 
Myricetin differs from simple antioxidants that merely act chemically and 
don’t alter cellular signalling pathways because of its dual action [11].

Biomedical implications: Myricetin’s ability to scavenge reactive oxy-
gen species (ROS) and modulate antioxidant enzymes makes it a  highly 
relevant supplement for the prevention and treatment of disorders linked 
to oxidative stress [100]. Protecting the vascular endothelium can lower the 
risk of atherosclerosis in the cardiovascular system [101]. Myricetin may 
be able to decrease the progression of neurodegenerative disorders like 
Parkinson’s and Alzheimer’s by reducing the accumulation of ROS in the 
central nervous system  [102]. However, myricetin may also help prevent 
carcinogenesis by lowering DNA damage caused by free radicals [103].

4.2. Anti-inflammatory activity of myricetin
The body uses inflammation as a physiological defense against infec-

tion and tissue damage, but excessive or persistent inflammation can 
lead to the development of a number of degenerative diseases, including 
as cancer, atherosclerosis, arthritis, and neurological diseases [104]. The 
main molecular pathways involved in the regulation of inflammation are 
nuclear factor-kappa B (NF-κB), cyclooxygenase (COX) enzymes, and in-
ducible nitric oxide synthase (iNOS) [105]. Myricetin, a flavonol found in 
abundance in fruits, vegetables, tea, and red wine, has been demonstrated 
in numerous studies to have a strong anti-inflammatory effect by influ-
encing these three targets [106–108].

NF-κB pathway inhibition: NF-κB is a central transcription factor that 
regulates the expression of various proinflammatory mediators, includ-
ing cytokines (TNF-α, IL‑1β, IL‑6), chemokines, COX‑2, and iNOS [109]. 
NF-κB activation is typically brought on by proinflammatory cytokines or 
inflammatory signals like lipopolysaccharide (LPS)  [110]. Translocation 
of the NF-κB component into the cell nucleus is made possible by the 
breakdown of the IκB inhibitor [111]. According to reports, myricetin pre-
vents NF-κB from translocating to the nucleus by inhibiting the phos-
phorylation and degradation of IκB  [112]. This lowers the synthesis of 
inflammatory mediators by suppressing the expression of pro-inflamma-
tory genes. Myricetin suppresses the inflammatory response’s amplifica-
tion, which frequently causes tissue damage, by this mechanism  [113].

COX enzyme modulation: COX is a key enzyme in the biosynthesis of 
prostaglandins, lipid mediators involved in vasodilation, pain, and edema 
during inflammation [114]. The COX‑2 isoform is a key target of non-ste-
roidal anti-inflammatory drug (NSAID) therapy and is markedly increased 
during inflammation  [115]. According to research conducted both in vi-
tro and in vivo, myricetin can decrease the synthesis of prostaglandin E2 
(PGE2) and inhibit COX‑2 expression at both the transcriptional and trans-
lational stages [116,117]. Given that flavonoid modulation is typically more 
selective and has no influence on COX‑1, which is crucial for physiological 
function, this action implies that myricetin may behave similarly to NSAID 
mechanisms, but with a lower risk of adverse effects [118].

Suppression of iNOS expression: an enzyme called iNOS is in charge 
of producing a lot of nitric oxide (NO) when inflammation occurs [119]. 
Despite the fact that NO plays crucial physiological roles in neurotrans-
mission and vasodilation, excessive synthesis brought on by iNOS activa-
tion can result in nitrosative stress and cell damage [120]. It is well known 
that myricetin can reduce the buildup of NO in inflammatory tissues by 
transcriptionally suppressing iNOS expression  [121]. Therefore, myric-
etin not only lessens oxidative damage caused by NO, but it also lessens 
chronic inflammation, which frequently makes tissue damage worse [6].

Biomedical implications: Myricetin’s modulation of NF-κB, COX, and 
iNOS signaling has wide-ranging therapeutic effects  [122]. Inhibiting 
vascular inflammation may help stop atherogenesis in cardiovascular 
disease  [123]. Suppression of the microglia inflammatory pathway can 
reduce the rate of neuronal damage in neurodegenerative disorders [124]. 
In contrast, myricetin’s anti-inflammatory properties help lower the pro-
inflammatory milieu that promotes tumor cell growth and dissemination 
in cancerous situations [125]. This demonstrates myricetin’s potential as 
a pleiotropic, naturally occurring anti-inflammatory agent [19].

4.3. Modulation of cellular signaling pathways by myricetin
Intracellular signals are crucial for controlling energy balance, dif-

ferentiation, apoptosis, and proliferation  [126]. Deregulation of these 
signalling pathways has a  role in the pathophysiology of a  number of 
chronic illnesses, such as diabetes, cancer, cardiovascular problems, and 
neurodegenerative diseases [127]. A polyphenolic flavonoid that is com-
mon in tea, fruits, and vegetables, myricetin has been demonstrated to 
alter a number of molecular signalling pathways [11]. Regarding the bio-
logical effects of myricetin, the three primary pathways that have been 
most thoroughly investigated are AMP-activated protein kinase (AMPK), 
phosphoinositide 3‑kinase/protein kinase B (PI3K/AKT), and mitogen-
activated protein kinase (MAPK) [128].

MAPK path regulation: The MAPK pathway, which controls how cells 
react to oxidative stress, inflammation, and proliferation, is made up 
of ERK, JNK, and p38 MAPK [129]. Chronic inflammation or pathologi-
cal apoptosis may result from excessive activation of MAPK pathways, 
especially JNK and p38 [130]. According to numerous studies, myricetin 
can prevent JNK and p38 from becoming phosphorylated, which low-
ers the production of proinflammatory cytokines like TNF-α and IL‑1β 
and lessens oxidative stress-induced apoptosis  [131,132]. On the other 
hand, myricetin can sometimes trigger ERK to promote healthy tissue 
regeneration or cell division  [133]. According to this selective modula-
tion, myricetin functions contextually, adjusting its effects to the cell’s 
microenvironmental circumstances [12].

Modulation of the PI3K/AKT pathway: One important signalling path-
way that controls angiogenesis, metabolism, cell growth, and survival is 
PI3K/AKT [134]. Many malignancies have abnormal PI3K/AKT activation, 
which results in unchecked growth and resistance to apoptosis  [135]. 
It has been demonstrated that myricetin inhibits AKT phosphorylation 
and PI3K activation, which lowers the expression of anti-apoptotic pro-
teins (survivin, Bcl‑2) and increases the expression of proapoptotic pro-
teins (caspase, Bax)  [136]. Furthermore, myricetin can improve glucose 
transport in metabolic disorders like insulin resistance by altering the 
PI3K/AKT pathway in muscle and adipose cells, which in turn increases 
insulin sensitivity [137]. This demonstrates myricetin’s dualistic effects, 
which include promoting metabolic balance and inhibiting pathogenic 
PI3K/AKT activity in cancer [13].

AMPK pathway activation: A  cellular energy sensor called AMPK is 
crucial for preserving the equilibrium of energy metabolism [138]. AMPK 
activation promotes glucose absorption, suppresses lipid production, and 
boosts fatty acid oxidation [139]. According to reports, myricetin causes 
AMPKα phosphorylation and increases the AMP/ATP ratio, activating 
AMPK  [140]. This activation has beneficial effects on preventing non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD), type 2 diabetes, and obesity [141]. 
Furthermore, myricetin-induced AMPK activation has the ability to block 
mTOR, a crucial regulator of cell growth and proliferation, indicating an-
ticancer potential [19].

Biomedical implications: Furthermore, myricetin-induced AMPK ac-
tivation has the ability to block mTOR, a crucial regulator of cell growth 
and proliferation, indicating anticancer potential  [142]. Myocardial 
protection in the circulatory system is facilitated by both AMPK activa-
tion and MAPK-mediated oxidative stress suppression  [143]. PI3K/AKT 
modulation and AMPK stimulation enhance glucose and lipid balance in 
a metabolic setting  [144]. In contrast, myricetin inhibits PI3K/AKT and 
p38 MAPK in cancer to decrease growth and trigger apoptosis [14]. Thus, 
myricetin addresses several important molecular pathways in human 
health, acting as a multifunctional modulator [19].

4.4. Epigenetic effects and gene regulation by myricetin
Heritable changes to gene expression that do not alter the DNA se-

quence are known as epigenetics. These changes are mostly caused by 
DNA methylation, histone modifications, and the control of non-coding 
RNAs (miRNAs/lncRNAs) [145]. According to a number of preclinical in-
vestigations, the polyphenolic flavonol myricetin can contextually alter 
all three levels of control, impacting a  network of signalling pathways 
linked to inflammation, oxidative stress, metabolism, and carcinogen-
esis [146]. Figure 2 shows the interconnected molecular mechanisms of 
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myricetin, including its antioxidant effects through ROS scavenging and 
Nrf2 activation, anti-inflammatory activity via NF-κB, COX‑2, and iNOS 
suppression, modulation of AMPK, PI3K/AKT, and MAPK signaling path-
ways, and epigenetic regulation, which together contribute to cardiovas-
cular protection, neuroprotection, and anticancer effects.

DNA methylation (DNMT-centric): Many important genes, such as an-
tioxidant, tumor suppressor, and anti-inflammatory genes, have their «on/
off» status determined by their promoter methylation patterns  [147]. In 
a number of cell models, myricetin has been shown to inhibit DNA meth-
yltransferase (DNMT1/3A/3B) production and activity. This is linked to 
the hypomethylation of protective gene promoters and the transcriptional 
restoration of those promoters [148]. Functionally, this can boost the tran-
scription of genes that regulate the cell cycle and apoptosis, as well as those 
that are antioxidant and anti-stress. Large-scale methylome analysis is nec-
essary to confirm generalizations across tissues because demethylation pat-
terns vary by locus and are impacted by exposure duration and dose [149].

Histone modifications (HDAC/HAT/HMT/HDM): Chromatin accessi-
bility is controlled by the ratio of histone acetylation to methylation [150]. 
Myricetin is known to alter histone methyltransferase/demethylase and 
HDAC/HAT, two enzymes that erase and write histones  [151]. H3/H4 
acetylation can be increased, chromatin can be loosened, and the tran-
scription of cytoprotective genes (such as antioxidant pathways) can be 
encouraged by inhibiting specific HDACs  [152]. However, myricetin can 
reduce the transactivation of proinflammatory genes (COX‑2, iNOS) via 
suppressing the activity of p300/CBP HAT against NF-κB in the context 
of inflammation  [116]. There are signs that myricetin either enhances 
active marks (H3K4me3) or decreases repressive marks like H3K27me3 
(for example, by suppressing HMTs like EZH2) or H3K9me2/3 in specific 
models [153]. In the end, gene expression is reprogrammed to steer cells 
toward a less proliferative and proinflammatory state.

Regulation of non-coding RNAs (miRNA/lncRNA): Additionally, 
myricetin alters miRNA profiles that target important pathways  [154]. 
Increases in anti-inflammatory/anti-proliferative miRNAs can inhibit 
genes in the cell cycle factor, PI3K/AKT, or NF-κB axes [14]. It is possi-
ble to downregulate pro-survival/pro-angiogenic miRNAs, which would 
reduce the expression of targets that promote angiogenesis, migration, 
and proliferation [155]. The downstream consequences of these miRNA 
alterations are frequently explained by enhanced glucose transporter 
and fatty acid oxidation genes in metabolic contexts, or decreased Bcl‑2/
survivin, increased Bax/caspase, and VEGF/MMP suppression in cancer 
models [156]. Although the evidence is still being gathered, interactions 
with certain lncRNAs have also been documented, providing support for 
chromatin regulation and mRNA stability [157].

Crosstalk with key transcription factors: Myricetin epigenetics is 
linked to NF-κB, AP‑1, p53, and Nrf2-ARE regulation  [54]. Chroma-
tin relaxing at target promoters frequently precedes Nrf2 activation, 
which promotes transcription of HO‑1, NQO1, GCLC, and other redox 
genes  [158]. NF-κB suppression is dual in nature: Limitation of acetyl-
transferase co-activator (p300/CBP) and chromatin accessibility at NF-κB 
response elements  [159]. Modification in p53 acetylation or activity in 
response to DNA damage or stress might cause a cell to choose between 
planned apoptosis or DNA repair [160].

Biomedical implications: Myricetin epigenetics can improve fatty 
acid oxidation through the AMPK–SIRT1–PGC‑1α axis, which is likewise 
reliant on the histone/PGC‑1α acetylation status, and decrease the pro-
duction of lipogenic genes (e. g. downstream of SREBP‑1c) in cardiomet-
abolic [161]. Silencing repressive histone marks and selectively demeth-
ylating suppressor gene promoters in oncology slows EMT/angiogenesis, 
decreases cancer cells proliferation, and initiates their death [162]. The 
foundation for neuroprotective effects in neurology is the normalization 
of neuroprotective miRNAs and the improvement of the antioxidant-an-
ti-inflammatory program (Nrf2↑/NF-κB↓) [163].

5.	 Health effects of myricetin
Various studies have shown that myricetin has a broad spectrum of 

health benefits through complex biological mechanisms. This compound 
not only provides protection to the cardiovascular system through vaso-
dilatory effects and improved endothelial function, but also plays a role 
in metabolic regulation by increasing insulin sensitivity and controlling 
lipid metabolism  [5]. Myricetin has a neuroprotective effect by slowing 
the progression of neurodegenerative illnesses including Parkinson’s 
and Alzheimer’s and preventing damage to neurons [164]. Furthermore, 
its antiproliferative, pro-apoptotic, and angiogenesis and metastasis-
inhibiting properties demonstrate its potential in oncology and even 
provide support to its usage as an adjuvant in cancer therapy [19]. Fur-
thermore, myricetin has antibacterial and antiviral properties, and its 
hepatoprotective, photoprotective, and immunomodulatory properties, 
which fortify the body’s defenses, offer extra protection [11].

5.1. Cardiovascular
Myricetin has shown protective potential for the cardiovascular sys-

tem through several mechanisms. This compound can reduce blood pres-
sure by enhancing the generation of nitric oxide (NO), which is crucial for 
vasodilation, by raising the activity of the endothelial nitric oxide syn-
thase (eNOS) enzyme [165]. It also has vasoprotective benefits by lower-
ing endothelial cell oxidative stress and inhibiting monocyte adhesion, 

Figure 2. Antioxidant, anti-inflammatory, signaling, and epigenetic mechanisms of myricetin in promoting cardiovascular protective, 
neuroprotective, and anticancer effects

Рисунок 2. Антиоксидантные, противовоспалительные, сигнальные и эпигенетические механизмы мирицетина, способствующие 
кардиозащитному, нейропротекторному и противораковому действию
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a precursor to atherosclerosis [166]. Myricetin is also helpful in reducing 
dyslipidemia and atherosclerosis since it helps to increase HDL fractions 
and decrease total cholesterol and triglyceride levels [17].

5.2. Metabolic
Myricetin exhibits strong antidiabetic effects in a  metabolic set-

ting  [167]. This compound raises insulin sensitivity by activating the 
AMPK pathway, which causes the liver to produce less glucose and muscle 
and fat cells to absorb more glucose  [168]. Furthermore, myricetin can 
slow down the intestinal absorption of glucose by blocking the action of 
the enzyme α-glucosidase [169]. Its effects are also shown in the regu-
lation of lipid metabolism, where myricetin may help avoid obesity and 
metabolic syndrome problems by suppressing lipogenesis and stimulat-
ing fatty acid oxidation [170].

5.3. Neuroprotective
Myricetin’s capacity to prevent the aggregation of neurotoxic proteins 

and lessen the buildup of oxidative stress is intimately linked to its neu-
roprotective properties  [171]. Myricetin has been demonstrated to pre-
vent the development of β-amyloid fibrils and lessen the neurotoxicity 
they produce in Alzheimer’s disease [172]. This compound can maintain 
mitochondrial activity and shield dopaminergic neurons from oxidative 
stress in Parkinson’s disease  [173]. Furthermore, myricetin boosts the 
brain’s natural antioxidant capacity, preserving cognitive function and 
halting neuronal deterioration [15].

5.4. Anticancer
Myricetin plays a wide range of roles in both cancer prevention and 

treatment  [14]. Molecularly, this compound can restrict the growth of 
cancer cells by blocking the cell cycle in the G2/M phase and causing 
death by activating caspase‑3 and raising the Bax/Bcl‑2 ratio [174]. More-
over, myricetin inhibits angiogenesis by lowering VEGF expression and 
stops metastasis via altering cell adhesion molecules [175]. Interestingly, 
myricetin exhibits synergistic effects when combined with traditional 
chemotherapy medicines, suggesting that it could be used as an adjuvant 
in cancer treatment [175].

5.5. Antimicrobial
Apart from its anticancer and antioxidant qualities, myricetin also 

demonstrates broad-spectrum antimicrobial action, which includes an-
tifungal, antiviral, and antibacterial qualities  [11]. Myricetin has been 
shown to have antibacterial properties against a variety of harmful bac-
teria, including both Gram-positive and Gram-negative ones  [176]. For 
instance, the mechanisms of myricetin sensitivity in Staphylococcus au‑
reus and Escherichia coli include enhanced permeability, inhibition of 
important metabolic enzymes, and loss of cell membrane integrity [177]. 
Myricetin may also prevent the production of bacterial biofilms, which 
is a major contributor to antibiotic resistance, according to a number of 
studies [178–180]. As a result, myricetin may be utilized as an adjuvant to 
treat bacterial infections that are resistant to antibiotics.

5.6. Antivirus
Myricetin’s antiviral qualities include the ability to inhibit the 

growth of different DNA and RNA viruses  [113]. According to reports, 
this compound targets viral DNA polymerase and interferes with viral 
gene expression in the early stages of infection, hence inhibiting the 
replication of herpes simplex viruses (HSV‑1 and HSV‑2) [181]. Myric-
etin also exhibits antiviral efficacy against RNA viruses, including in-
fluenza A, hepatitis C virus (HCV), and SARS-CoV‑2, by inhibiting the 
viral protease and RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) enzymes, 
which are critical for reproduction  [182–184]. This demonstrates that 
myricetin has the potential to be used directly as a treatment for some 
viral infections in addition to its preventive advantages through immu-
nomodulatory actions [185].

5.7. Antifungi
Meanwhile, there has also been interest in myricetin’s antifungal 

properties. According to in vitro experiments, myricetin can stop the 
growth of harmful fungus like Aspergillus niger, Candida albicans, and 
Cryptococcus neoformans  [186–188]. The mechanism involves disrupt-
ing the biosynthesis of ergosterol, a key component of fungal cell mem-
branes, thereby increasing membrane permeability and causing leakage 
of cellular contents [189]. Furthermore, myricetin triggers the accumula-
tion of reactive oxygen species (ROS) in fungal cells, leading to oxidative 
stress and apoptosis [171]. Remarkably, this substance can also prevent 
the growth of Candida biofilms, which is frequently the primary source of 
resistance to traditional antifungal medications [187]. Therefore, myric-
etin may be created as an adjuvant or as a stand-alone medication to im-
prove the efficacy of current antifungal therapies [6].

5.8. Other effects
Apart from the aforementioned primary advantages, myricetin also 

exhibits hepatoprotective properties by decreasing lipid peroxidation and 
boosting the activity of liver antioxidant enzymes, which may help avoid 
hepatocellular damage brought on by toxins or oxidative stress [79]. This 
compound has anti-aging and photoprotective properties in dermatol-
ogy; it can prevent collagen degradation and decrease UV-induced DNA 
damage [190]. Not to be overlooked, myricetin also functions as an im-
munomodulator, specifically by regulating the innate and adaptive im-
mune responses [113]. This prevents excessive inflammation and offers 
protection against infection. Figure 3 illustrates the diverse health effects 
of myricetin, including cardiovascular, metabolic, neuroprotective, anti-
cancer, antimicrobial, and other protective benefits.

6.	 Safety and toxicity of myricetin
Safety and toxicity aspects are important considerations in evaluating 

the therapeutic potential of a bioactive compound, including myricetin. 
Although these flavonoids are generally considered safe as part of daily 
dietary consumption through fruits, vegetables, and tea, toxicological 
studies in animal models and pharmacological interaction data are still 
needed to ensure their safe use in pharmacological doses [11].

6.1. Toxicological data on experimental animals
Toxicological studies are an important aspect in assessing the safety 

of a bioactive compound, including myricetin, before its widespread ap-
plication in humans [191]. A number of studies on experimental animals 
have been conducted to evaluate the potential acute, subchronic, and 
chronic toxicity of this compound. In general, myricetin exhibits a rela-
tively low toxicity profile in various animal models, although some limi-
tations still need to be considered. Table 2 describes the main results of 
myricetin toxicology tests in experimental animals, including acute, sub-
chronic, reproductive, genotoxicity, and chronic toxicity.

According to acute toxicity testing, giving rats and mice large doses of 
myricetin did not result in any appreciable fatal side effects. The OECD 
classification of this chemical as relatively safe is supported by the stated 
LD50 value of more than 2,000 mg/kg of body weight. High dosages often 
only cause minor gastrointestinal problems, like diarrhea and appetite 
loss, that don’t seriously harm any organs [192].

According to subchronic toxicity tests, myricetin did not significantly 
alter hematological parameters, liver function (AST, ALT), or renal func-
tion (urea, creatinine) when administered repeatedly over a  period of 
28–90 days. Major organ histopathology, including those of the liver, kid-
neys, spleen, and heart, similarly revealed no notable structural anoma-
lies. However, some publications have indicated symptoms of oxidative 
stress in the liver at very high dosages (≥ 1,000 mg/kgBW/day), suggesting 
a potential safe limit for long-term usage [193].

Furthermore, myricetin is comparatively harmless for the reproduc-
tive system, as evidenced by reproductive toxicology tests conducted on 
rats, which reveal that it has no effect on fertility, embryo development, 
or reproductive organ parameters [194]. The micronucleus assay and the 
Ames test yielded negative mutagenicity data, suggesting that this chem-
ical is not genotoxic at physiological quantities [195].

Even though animal toxicology test results indicate a good safety pro-
file, there are still a number of areas that require more investigation. First, 
there is currently a  dearth of information regarding long-term chronic 
toxicity effects. Second, different animal species, dosage routes, and 
myricetin formulations may produce different outcomes. Furthermore, if 
delivery technologies that improve absorption are employed, the toxicity 
profile may change since pharmacokinetic and metabolic evidence indi-
cate that limited bioavailability may decrease systemic exposure  [196].

6.2. Safe daily consumption limits
The No Observed Adverse Effect Level (NOAEL) value from preclinical 

experiments is typically used to determine the safe limit for daily inges-
tion of a natural bioactive molecule. This value is then translated into an 
Acceptable Daily Intake (ADI) for humans by accounting for the safety 
factor  [197]. According to the OECD guidelines, myricetin is classified as 
a chemical with a low toxicity level since toxicological investigations have 
demonstrated that it has a reasonably excellent safety profile with an oral 
LD50 > 2000 mg/kgBW confirmed in experimental animals  [198]. Table 3 
describes toxicological data and estimates of safe limits for myricetin con-
sumption based on experimental research and interspecies calculations.

Although there were signs of mild liver oxidative stress at the high-
est dose, subchronic investigations in rats given myricetin at doses up 
to 1000 mg/kgBW/day for 90 days did not reveal any appreciable changes 
in hematological parameters, liver function, kidney function, or histol-
ogy [199]. The NOAEL in animal models is predicted to be between 500 
and 1000 mg/kgBW/day based on these studies [200].
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The estimated ADI for humans is between 2 and 5 mg/kgBW/day, or 120 
to 300 mg/day for an adult weighing 60 kg, if the NOAEL value of 500 mg/
kgBW/day in rats is converted to humans using an interspecies conversion 
factor (based on body surface area) and a conservative safety factor of 100 is 
added [13,201]. Since international health organizations (FAO/WHO JECFA 
or EFSA) have not formally determined the safe limit for daily consumption 
of myricetin, this number is merely a conservative estimate [195].

In addition to supplements, myricetin can be found in a variety of natu-
ral foods, including tea, berries, spinach, kale, and onions. Consumption 
through a regular diet is regarded as safe because the average daily dietary 
intake of flavonoids (including myricetin) from the consumption of fruits 

and vegetables is typically significantly lower than the toxic dose in ani-
mals [202]. However, the use of myricetin in high-dose supplement form 
still requires caution due to the lack of long-term clinical trials in humans.

6.3. Potential drug interactions
Myricetin is a polyhydroxy flavonoid found in many fruits, vegetables, 

teas, and herbs  [4]. Apart from its anti-inflammatory, anti-cancer, and 
antioxidant properties, this compound may interact with medications 
due to its effects on membrane transporters, pharmacodynamic path-
ways, and enzymes involved in drug metabolism, particularly the cyto-
chrome P450 system [203]. It’s critical to comprehend these interactions 

Table 3. Toxicological data and estimated safe daily consumption limits for myricetin
Таблица 3. Токсикологические данные и расчетные безопасные суточные нормы потребления мирицетина

Parameter Scientific findings Reference

LD50 oral (animal experiments) > 2000 mg/kgBW → included in the low toxicity category according to the OECD [193]

Subchronic studies in mice 90 days, doses up to 1000 mg/kgBW/day → no significant changes in hematology, liver, kidney, 
histopathology; the highest dose induces mild oxidative stress in the liver

[194]

NOAEL (rats) 500–1000 mg/kgBW/day [195]
Conversion to human (HED) ≈ 50–100 mg/kgBW/day (based on body surface area) [196]

Estimated ADI (with safety factor 100) 2–5 mg/kgBW/day → around 120–300 mg/day for adults weighing 60 kg [13]

Official regulations There has been no official ADI determination from FAO/WHO JECFA or EFSA [190]
Natural diet intake Usually < 10–20 mg/day from consumption of vegetables, fruit, tea, and other natural sources [197]

Table 2. Toxicological data of myricetin in experimental animals
Таблица 2. Токсикологические данные по мирицетину в экспериментах над животными

Types of toxicology tests Species/ Test Tested dose Key results Infor-mation Reference
Acute toxicity Rats and mice Up to > 2,000 

mg/kgBW (oral)
There were no deaths, mild symptoms 

such as diarrhea and decreased appetite
LD50 > 2,000 mg/kgBW → 
considered safe (OECD)

[187]

Subchronic toxicity (28–90 
days)

Rats 100–1,000 mg/
kgBW/day

There were no significant changes in 
hematology, liver and kidney function; 

histopathology was normal

Doses ≥ 1,000 mg/kgBW/day 
trigger mild liver oxidative 

stress

[188]

Reproductive toxicity Rats Up to 500 mg/kgBW/
day

Does not affect fertility, embryonic 
development, or reproductive organs

Safe for the reproductive 
system

[189]

Mutagenicity/Genotoxicity Ames test and 
micronucleus assay

Physio-logical 
concentration

Negative result →  
not mutagenic/genotoxic

Supporting long-term 
security

[190]

Chronic (long-term) 
toxicity

Limited data – There have been no consistent reports 
of chronic toxicity effects

Needs further research [191]

Figure 3. Overview of the health effects and biological mechanisms of myricetin
Рисунок 3. Обзор влияния на здоровье и биологических механизмов действия мирицетина
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in order to lower the possibility of side effects or decrease the efficacy of 
treatment. Table 4 shows that myricetin can interact with various drugs 
through pharmacokinetic and pharmacodynamic mechanisms.

Research on the pharmacokinetics of myricetin has demonstrated that 
it inhibits a number of CYP450 isoenzymes, specifically CYP3A4, CYP2C9, 
and CYP2C19 [204–206]. This has consequences for elevated plasma lev-
els of medications that are processed by this enzyme, including phenytoin, 
warfarin, cyclosporine, and statins, which may result in clinical toxicity. 
Furthermore, myricetin has an impact on P-glycoprotein (P-gp), a crucial 
membrane transporter involved in drug excretion  [207]. P-gp inhibition 
may raise the bioavailability of substrate medications like doxorubicin or 
digoxin, which could raise the risk of nephrotoxicity or cardiotoxicity [207]. 
Figure 4 shows the safety and interactions of myricetin, indicating general 
safety from dietary sources with defined LD50, NOAEL, ADI values, and po-
tential interactions via CYP450, P-glycoprotein, and drug synergy.

Myricetin has antidiabetic effects (reducing blood glucose, increasing 
insulin sensitivity) that can work in concert with other antidiabetic medi-
cations, thus raising the risk of hypoglycemia from a pharmacodynamic 
standpoint [208]. Additionally, the anticoagulant and antiplatelet actions 
may intensify the effects of clopidogrel, aspirin, or warfarin, this way rais-
ing the risk of bleeding [209]. Furthermore, the effects of benzodiazepines 
and SSRI antidepressants might be amplified by the modulatory actions 

of neurotransmitters (GABA, serotonin), leading to excessive sedation or 
mood swings [210].

7.	 Challenges and future prospects of myricetin
Numerous studies have demonstrated myricetin’s promise in terms 

of health advantages, but before this substance can be widely used in the 
pharmaceutical and functional food industries, a number of obstacles must 
be addressed. One of the main limitations is the lack of research continuity 
from in vitro to in vivo scale and clinical trials. Studies of cultured cells or 
animal models continue to provide the majority of the molecular evidence 
for antioxidant, anti-inflammatory, neuroprotective, and anticancer prop-
erties [54]. It is currently insufficient to establish safe and effective dosage 
recommendations because human clinical evidence is still scarce in terms 
of amount, sample size, and intervention duration [73]. This suggests that 
in order to prove the advantages of myricetin in human populations, con-
trolled clinical trials with sound methods are required.

Another significant challenge is the low oral bioavailability of myric-
etin [211]. This compound has limited solubility in water and is suscep-
tible to presystemic metabolism in the intestine and liver, thus resulting 
in low systemic concentrations after ingestion [11]. Its stability is further 
diminished by metabolism via glucuronidation and sulfatation, which 
frequently prevents biological effects on target tissues from occurring 

Figure 4. Safety, toxicity profile, and potential drug interactions of myricetin
Рисунок 4. Безопасность, профиль токсичности и потенциальное взаимодействие мирицетина с лекарственными средствами

Table 4. Potential drug interactions of myricetin based on mechanism
Таблица 4. Возможные взаимодействия мирицетина с лекартсвенными средствами на основе механизма его действия

Interaction mechanism Potentially involved drugs Possible effects Reference

CYP3A4 enzyme inhibition Statins (simvastatin and atorvastatin), 
calcium channel blockers, and cyclosporine

Increased plasma drug concentration → risk 
of toxicity [198]

CYP2C9 & CYP2C19 Inhibition Warfarin, phenytoin, and NSAIDs (ibuprofen 
and diclofenac)

Potential for bleeding (warfarin), increased 
sedation or toxicity of other drugs [199–201]

P-glycoprotein (P-gp) inhibition Digoxin, doxorubicin, and some 
antiretrovirals

Increased bioavailability → risk of 
cardiotoxic or nephrotoxic side effects

[202]

Pharmacodynamic interactions with 
antidiabetics Metformin, insulin, and sulfonylureas Additive effect of lowering blood glucose → 

hypoglycemia [203]

Interactions with anticoagulant/
antiplatelet agents Warfarin, aspirin, and clopidogrel Potential increased risk of bleeding [204]

Interactions with neuroactive agents Benzodiazepines and SSRI antidepressants
Additive effects on neurotransmitter 
modulation (e. g. GABA, serotonin) → 

sedation or mood interactions
[205]
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at physiological levels  [118]. Novel formulation techniques have been 
created to address this issue, such as complexation with cyclodextrins, 
liposome-based delivery systems, nanocapsules, and polymeric nanopar-
ticles  [212]. It has been demonstrated that this endeavour improves its 
intestine absorption, stability, and solubility, which may enhance myric-
etin’s biological efficacy [6].

Future possibilities show that myricetin has a lot of potential for de-
velopment in a  variety of applications. This compound can be utilized 
in the food industry as a bioactive ingredient in functional food items, 
such as fermented goods, health drinks, or fortified snacks [213]. Myric-
etin can be prepared as a  supplement in powder or capsule form with 
defined dosages to promote neuroprotective, cardiovascular, and meta-
bolic health [79]. In the pharmaceutical industry, this compound shows 
promise as a candidate for adjuvant or supplementary medications, par-
ticularly in the treatment of cancer, neurological illnesses, and metabolic 
syndrome  [214]. Advances in molecular identification techniques con-
tinue to play an important role in biomedical and veterinary research, 
enabling more accurate detection and characterization of pathogenic or-

ganisms and supporting improved disease management strategies [215]. 
Future research directions should focus on developing formulations that 
improve bioavailability, exploring synergistic combinations with other 
bioactive compounds, and conducting large-scale clinical trials to ensure 
safety and effectiveness in humans.

8.	 Conclusion
Myricetin is a flavonoid that has many health advantages, including 

antibacterial, cardioprotective, neuroprotective, anti-inflammatory, anti-
oxidant, and anticancer properties. It works by influencing metabolic and 
epigenetic processes, controlling cellular signalling, and modifying oxi-
dative stress. However, its application is severely hampered by low dosage 
guidelines, inadequate absorption, and deficit of extensive clinical data. 
Further research, particularly controlled clinical trials and the develop-
ment of delivery technologies that enhance stability and bioavailability, 
is essential to ensure the safety and effectiveness of myricetin so that it 
can be optimized as a bioactive agent in functional foods and pharmaceu-
tical therapies in the future.
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А ННОТА Ц И Я
Несмотря на активизацию научных исследований в области продовольственных потерь и пищевых отходов (ПППО), 
понимание истинных масштабов потерь продовольствия, как в целом, так и по отдельным видам продукции, на ка-
ждом этапе от производства до потребления остается сложной и не до конца решенной задачей. Подчеркивая важ-
ность сокращения потерь, современные российские и зарубежные публикации в основном сосредоточены на выявле-
нии способов их предотвращения, не уделяя должного внимания оценке совокупного объема потерянной продукции 
в  производственно-сбытовой цепочке. Молочная промышленность РФ — стратегический сектор, обеспечивающий 
продовольственную безопасность, однако уровень самообеспеченности молоком пока ниже плановых показателей 
Доктрины продовольственной безопасности. Это создает потенциал для дальнейшего наращивания ресурсов молоч-
ной продукции, в том числе за  счет сокращения потерь. Уже имеющиеся в литературе данные по  оценкам потерь 
молока на различных этапах цепочки невозможно объединить из-за несопоставимости исследуемой номенклатуры 
молочной продукции, разных методологических подходов к оценке, различий в способах идентификации источни-
ков потерь и низкой степени достоверности исходной информации. В настоящей статье представлены результаты 
количественного измерения потерь молока и молочной продукции на этапах от сельхозпроизводства до поступле-
ния в розницу на основе разработанной авторами методики. Такой подход позволил выявить реальные масштабы 
потерь молока в России: физический объем в эквиваленте исходного сырья, экономическую стоимость потерь, а так-
же в относительных величинах к общему объему ресурсов на каждом этапе цепочки поставок молока. Верификация 
полученных результатов указывает на их сопоставимость с оценками ФАО по миру и других научных исследований 
по отдельным странам. Кроме того, впервые для России представлена количественная оценка возможных эффектов 
от предотвращения потерь молока и молочной продукции с точки зрения повышения продовольственной безопасно-
сти, а также продемонстрировано, как сокращение потерь может способствовать решению различных экономических, 
социальных и экологических вопросов.
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A BST R ACT
Despite the increased research interest in the field of food loss and waste (FLW), understanding the true extent of food losses, 
both overall and by product type, remains a challenge at each stage from production to consumption. Emphasizing the impor-
tance of FLW reduction, current Russian and international studies focus mainly on identifying ways to prevent them, without 
paying due attention to assessing the total volume of lost products in the food supply chain. The dairy industry of the Russian 
Federation is a strategic sector that ensures food security, but the level of self-sufficiency in milk is still below the planned in-
dicators of the Food Security Doctrine. This creates the potential for further increase in dairy resources, including by reducing 
losses. The data already available in literature on estimates of milk losses at different stages of the food supply chain cannot 
be aggregated due to the incomparability of the studied range of dairy products, different methodological approaches to as-
sessment, differences in the methods of identifying sources of losses and low degree of reliability of the initial information. 
This paper presents the results of quantification of milk and dairy product losses at the stages from agricultural production up 
to retail, excluding the latter, based on the methodology developed by the authors. This approach made it possible to identify 
the real scale of milk losses in Russia: physical volume in the equivalent of raw materials, the economic cost of losses, as well 
as in relative values to the total volume of resources at each stage of the milk supply chain. Verification of the obtained results 
indicates their comparability with FAO estimates for the world and other scientific studies for individual countries. In addi-
tion, for the first time for Russia, this paper presents a quantitative assessment of the possible effects of preventing milk and 
dairy product losses from the point of view of improving food security, and demonstrates how reducing losses can contribute 
to solving various economic, social and environmental issues.

FUNDING: The research was carried out at the expense of grant No. 24-28-01898 from the Russian Science Foundation, https://rscf.ru/proj-
ect/24-28-01898/

1.	 Введение
Первоочередной задачей при изучении проблемы продовольст-

венных потерь и  пищевых отходов (ПППО) во  всем мире является 
их количественное измерение, при этом оценка ПППО осложняет-
ся в связи с отсутствием достоверной статистической информации 

и особенностями дизайна производственно-сбытовых цепочек раз-
ных видов продукции. Несмотря на то, что в мировой практике ис-
следования в отношении потерь и отходов пищевой продукции ве-
дутся не один десяток лет, до сих пор существуют различия между 
странами в определениях и методах измерения.

ДЛЯ ЦИТИРОВАНИЯ: Карлова, Н. А., Паюрова, Е. Н., Галактионова, Е. А. 
(2026). Потери в цепочке поставок молока в России. Пищевые системы, 9(1), 
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В Таблице 1 представлен обширный обзор научных публикаций 
на предмет: (1) методологических подходов к оценке потерь моло-
ка и молочной продукции, (2) идентификации источников их обра-
зования; (3) количественных оценок по  потерям на  разных этапах 
цепочки. Эта информация характеризует масштабы потерь молока 
в  различных регионах и  на  отдельных этапах продовольственной 
цепочки, которые могут служить ориентиром для результатов, полу-
ченных для России.

Прежде всего, следует отметить публикацию  [1], которая дала 
импульс другим исследованиям в области подсчета объемов ПППО. 
В  самом докладе указано, что «из-за отсутствия достаточных све-
дений, в  исследовании сделано много предположительных оценок 
относительно возможного уровня потерь продовольствия», и его ав-
торы призывают к интерпретации результатов с большой осторож-
ностью [1]. Однако выводы этого исследования стали основополага-
ющими в обсуждении сокращения потерь и отходов продовольствия.

Часть работ по  потерям молока имеет отношение к  группам 
стран [1–3]. В них используется метод экстраполяции, при котором 
показатели потерь в целом по региону распространяются на отдель-
ные страны, входящие в него. Однако страны одного и того же ре-
гиона могут отличаться разнообразием производственно-сбытовых 
цепочек с точки зрения характеристик, процессов, этапов и участни-
ков. Такие исследования дают лишь приблизительные представле-
ния о масштабах потерь и не могут служить основой для разработки 
адресных мер политики. В этом контексте исследования о потерях 
на национальном уровне являются более репрезентативными. По мо-
локу они ограничены узким перечнем стран: плохо сопоставимыми 
с Россией — Великобританией, Шотландией и Швецией [4–6] и более 
приближенными к России — Венгрией и Польшей [7,8]. Ряд работ по-
священы России [9–11]. При этом некоторые из них акцентированы 
лишь на отдельные участки производственно-сбытовой цепочки.

Представленная Таблица 1 также хорошо демонстрирует разли-
чия в методах измерения потерь и используемых данных. Наиболее 
распространенный подход основан на балансовом методе, в основе 
которого лежат различные данные национальной или региональ-
ной статистики  [1–3]. Зачастую используются экспертные оценки, 
которые сложно проверить и  актуализировать с  течением време-
ни [4,9,12]. Наиболее точные оценки позволяет получить расчетный 
метод на  основе наблюдаемых в  статистике показателей предпри-
ятий  [11]. Данные на  уровне предприятий являются наиболее по-
лезными для выявления критических точек потерь  [5,7,10]. Крайне 
редко используется метод прямого измерения потерь, поскольку он 
сопряжен с  высокими расходами  [8,12]. Многообразие используе-
мых методологических подходов затрудняет, а  иногда даже делает 
невозможным сопоставление полученных результатов. Кроме того, 
отсутствует единообразие классификации источников потерь. На-
пример, не все исследователи учитывают потенциальные потери мо-
лока, связанные с болезнями животных (маститом, заболеваниями 
конечностей) и их падежом, или возникающие на этапе переработки 
потери вторичных продуктов переработки молока — творожной или 
подсырной сыворотки, пахты [6,7,13].

Анализ имеющихся публикаций показывает широкий разброс 
оценок по объемам потерь молока для разных звеньев цепочки и ре-
гионов мира. Тем не  менее, большинство из  них указывают на то, 
что максимальный объем потерь и отходов достигается в процессе 
сельскохозяйственного производства и  на  этапе потребления (по-
следний не входит в рамки исследования). Именно на эти сегменты 
следует ориентировать мероприятия по  снижению объемов поте-
рянной продукции.

В  литературе практически отсутствует информация о  потерях 
при транспортировке молочной продукции. Немногочисленные ра-
боты подтверждают, что доля потерь на этапе транспортировки не-
значительна по отношению к другим этапам цепочки [1,13].

Что касается России, то  интерес к теме продовольственных по-
терь в стране возрастает, но исследования носят в основном теорети-
ческий, обзорный характер. Большинство из них находятся на этапе 
формирования понятийного аппарата  [14]. Отраслевые специали-
сты, как правило, приводят источники потерь, однако недостаточно 
уделяют внимание измерению масштабов потерь  [15]. Чаще всего 
отечественные исследователи оперируют данными и оценками ФАО 
и иностранных исследователей, ссылаются на информацию Росстата 
о потерях из балансов ресурсов и использования по видам продук-
ции либо цитируют исследование [9], которое основано на эксперт-
ных интервью, без попыток критического взгляда на эти данные. До-
статочно редко в основе российских исследований лежат исходные 
данные на уровне предприятий [10,16]. Для расчета потерь исполь-
зуются действующие нормы расхода и потерь сырья, утвержденные 

приказами соответствующих министерств и  ведомств СССР 1,2. Ак-
туальность использования в  настоящее время норм расхода сырья 
с учетом потерь, разработанных в 80‑х годах прошлого века, обосно-
вана в работе [17]. Эти нормы используются по сей день предприя-
тиями [10,18–24], а также для подготовки специалистов-технологов 
в молочной промышленности.

Исходя из выявленных ограниченных возможностей измерения 
потерь, целью нашего исследования является количественная оцен-
ка объема потерь молока и молочной продукции в России в различ-
ных звеньях производственно-сбытовой цепочки на основе разрабо-
танной авторами методики.

В ходе исследования решены следующие задачи:
1)	 проведен анализ имеющейся информационной базы для оценки 

потерь молока и молочной продукции в РФ, который проводился 
по трем направлениям источников: официальные данные госу-
дарственных органов, данные предприятий и научные публика-
ции, содержащие экономические расчеты потерь и  экспертные 
оценки;

2)	 с учетом имеющейся информационной базы предложена мето-
дика оценки потерь молока в  процессе сельскохозяйственного 
производства, переработки, хранения, транспортировки (отходы 
на конечных этапах цепочки — в торговле и потреблении домохо-
зяйствами — в контур исследования не входят);

3)	 на  основе предложенной методики выполнена количественная 
оценка потерь молока и молочной продукции в России, получен-
ные результаты сопоставлены с имеющимися данными в россий-
ских и зарубежных публикациях;

4)	 рассмотрены некоторые аспекты внешних эффектов (экономиче-
ских, социальных, экологических), связанных с потерями молока 
и молочной продукции.

2.	 Объекты и методы
Представленное исследование является продолжением рабо-

ты авторов по  оценке потерь продовольствия на  этапах цепочки 
от сельхозпроизводства [11,25] до поставки в розницу [16], выпол-
ненной на  доступных на тот момент данных 2021  г. Поэтому для 
сопоставимости с уже полученными ранее результатами в качест-
ве базового периода для оценки потерь молока и  молочной про-
дукции, а  также определения связанных с  этим экономических, 
социальных, экологических эффектов, принимается также 2021  г. 
Основной объем потерь молока связан с  уровнем технологий. 
В  последние годы технологическое развитие производства и  пе-
реработки сырого молока носит в  основном инерционный харак-
тер. В условиях отсутствия каких‑либо серьезных технологических 
сдвигов в  отрасли в  ближайшем будущем в  связи с  санкционным 
давлением и высокой зависимостью от импортных технологий есть 
все основания предполагать, что на среднесрочном горизонте по-
казатели относительной нормы потерь в цепочке поставок молока 
существенно не изменятся.

2.1. Оценка потерь на этапе сельхозпроизводства
Количественная оценка потерь молока на  данном этапе прове-

дена расчетным методом на  основе идентификации источников 
потерь (включая доубойные операции) и определения объемов по-
терянной продукции в физическом выражении. Такой подход отли-
чается от  других исследований по теме производственных потерь, 
которые чаще всего основываются на экспертных мнениях или част-
ных оценках (погрешность таких оценок может быть высокой), либо 
строятся на расчете балансов продовольственных ресурсов и имеют 
ограничения с точки зрения охвата учитываемых видов потерь (под-
робный обзор исследований потерь молока на  этапе производства 
представлен в [13]).

Основные причины возникновения потерь молока в России свя-
заны с падежом коров и болезнями животных на молочных фермах, 
а  также отбраковкой сырья на  молокоперерабатывающих заводах. 
Источником данных для расчетов послужили формы отчетности 
о  финансово-экономическом состоянии сельхозтоваропроизводи-
телей, которые они регулярно представляют в Росстат и Минсельхоз 
России. Подробнее о методике в [11].

1	 Приказ Госагропрома СССР от  31.12.87 №  1025 «Об  утверждении норм 
расхода и  потерь сырья при производстве цельномолочной продукции 
на предприятиях молочной промышленности и организации работ по норми-
рованию расхода сырья» Электронный ресурс https://normativ.kontur.ru/docum
ent?moduleId=1&documentId=85777 Дата доступа 05.08.2025

2	 Приказ Минмясомолпрома СССР №  387, Минторга СССР №  345 
от 29.12.1984 «Об утверждении норм расхода сырья при производстве моро-
женого» Электронный ресурс https://normativ.kontur.ru/document?moduleId=1
&documentId=41024. Дата доступа 05.08.1925
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2.2. Оценка потерь на этапе переработки молока
В  отличие от  схемы определения потерь продукции на  этапе 

сельхозпроизводства (суммированием абсолютных величин потерь 
по  источникам их возникновения на  основании отчетности хо-
зяйств, публикуемых в  официальной статистике) потери на  этапе 
переработки определяются нормативным методом ввиду отсутствия 
возможности оценить их в натуральных величинах на основании от-
четности перерабатывающих предприятий.

Источниками образования потерь в  переработке являются по-
тери сырья или готовой продукции во время осуществления техно-
логического процесса (очистки и подготовки сырья к последующей 
переработке, прохождения продукции по трубопроводам или между 
цехами, упаковки и фасовки, хранения на складе, расхода сырья и го-
товой продукции на пробы).

Для разработки методики оценки потерь в процессе переработки 
молока используются действующие в  России общеотраслевые нор-
мативы, разработанные профильными институтами на  основании 
масштабных исследований  [17–24], методические рекомендации 
для специалистов-технологов  [18–24], а  также доступные оценки 
конкретных молокоперерабатывающих предприятий, приведенные 
в научной публикации [10]. Для разработки методики оценки потерь 
в процессе переработки молока в настоящее время используются дей-
ствующие в  России нормы расхода и  потерь сырья1,2. На  основании 
этих документов исследователями Фокиной Н. З. и Степановой Б. Н. 
разработаны рекомендации «Производственный учет и  пересчет 
норм расхода сырья в показатели молока базисной жирности на пред-
приятиях молочной промышленности». К сожалению, в открытой пе-
чати этого документа нет. Но основные его положения представлены 
в работах  [18–24]. Расчет потерь производится по всей номенклату-
ре выпускаемой молочной продукции на  основе данных Росстата 
по объемам производства молока и молочных продуктов в натураль-
ном выражении. Потери в переработке зависят от вида производимой 
молочной продукции. Для их сопоставления необходимо применение 
коэффициентов, которые позволяют перевести готовую продукцию 
в молочный эквивалент для последующего получения относительной 
величины потерь в процентах от общего объема ресурсов молочной 
продукции на данном этапе цепочки. Для определения общих потерь 
в перерабатывающем звене полученные оценки потерь по видам про-
дукции переводятся в молочный эквивалент и суммируются.

2.3. Оценка потерь на этапе распределения
Оценка потерь на этапе транспортировки и распределения про-

водилась нормативным методом на  основе данных ФАО и  других 
зарубежных исследований [1,2,7], оценки потерь молочной продук-
ции в российской литературе отсутствуют. Причинами потерь могут 
стать нарушение упаковки, ошибки маркировки продукции, логи-
стические сбои, нарушения в холодовой цепи и прочее.

Норматив потерь на  этапе транспортировки и  распределения 
(принятый равным 0,5 %) применяется к  общему объему ресурсов 
молочной продукции на внутреннем рынке, который складывается 
из  объема произведенной продукции и  поступившей по  импорту, 
за минусом экспорта молочных продуктов. Для оценки внутренних 
ресурсов молочной продукции в пересчете в основной вид продук-
ции используются коэффициенты Росстата.

3.	 Результаты и обсуждение

3.1. Физические объемы потерь
По  расчетам авторов, потери молока в  сельском хозяйстве со-

ставили 3,3 % от  общего объема произведенного в  России молока 
сельхозорганизациями в 2021 г.  [11]. В физическом выражении это 
оценивается примерно на  уровне 600 тыс. тонн, что эквивалентно 
объему производства молока в  российских регионах, отличающих-
ся традиционно высокой интенсивностью ведения животноводства: 
Московская область, Ленинградская область, Республика Башкорто-
стан, которые занимают 8–10 места в рейтинге ведущих регионов-
производителей товарного молока в РФ в 2021 г.

Производство молочного сырья в РФ концентрировано — топ‑30 
компаний обеспечивают 16 % всего произведенного молока. Если 
сопоставить расчетный объем потерь с объемами производства сы-
рого молока крупнейшими в стране предприятиями, то потерянный 
объем сырья будет эквивалентен совокупному объему производства 
компаний, занимающих 2, 3 и  8 места в  рейтинге производителей 
сырого молока в 2021 г. (Фирма «Агрокомплекс» им. Н. И. Ткачева, ГК 
«Русмолко» (Olam International), ГК «Агропромкомплектация») 3, или 

3	 Рейтинг топ‑30 производителей молока по валовому надою в 2021 году 
в  тыс. т. Электронный ресурс https://top.milknews.ru/milk-production#rating 
Дата доступа 05.08.2025

практически половине достигнутых в 2021 г. объемов производства 
крупнейшего в России и в мире агрохолдинга «Эконива».

На этапе переработки теряется 4,7 % от общего объема ресурсов 
входящего сырья на переработку (т. е. от 21 млн тонн сырого молока 
в 2021 г.). Это чуть больше 1 млн тонн в молочном эквиваленте (МЭ) 
(Таблица 2). Полученная оценка выше уровня, приведенного в науч-
ных исследованиях: 1,3 % для цельномолочной продукции [8,10], ди-
апазон 1–5 % без указания видов или групп молочной продукции [2] 
(Таблица 1). Объясняется это тем, что она выполнена по  всей но-
менклатуре выпускаемой молочной продукции, а не по отдельным 
видам или группам: цельномолочная продукция, сыры, мороженое 
и  др., которые значительно отличаются по  нормам потерь и  весу 
в  общем объеме производства в  переработке молока. Наибольшие 
потери в  физическом весе образуются при производстве цельно-
молочной продукции (питьевое молоко, кисломолочные продукты) 
(Таблица 2). Однако в пересчёте на молоко потери при производстве 
молокоемких продуктов — сыров, творога — составляют 66 % всех по-
терь в категории «молочная продукция».

Если продолжить аналогию сравнения потерь с  объемами про-
изводства компаний-лидеров отрасли, то  расчетный объем потерь 
на этапе переработки молочного сырья сопоставим с объемом вы-
пуска молочной продукции российским подразделением трансна-
ционального гиганта PepsiCo (Вимм-Билль-Данн) или совокупным 
объемом производства молочных заводов, занимающих 2 и 3 места 
в рейтинге переработчиков на территории России в 2022 г. (Молвест, 
КОМОС ГРУПП) 4.

Если сопоставить потерянный в  переработке объем молочных 
продуктов (1 млн тонн в пересчете на МЭ) с объемом импорта молоч-
ной продукции в РФ в 2021 г. (6,5 млн тонн в МЭ), то это отношение 
составит 15 %, т. е. внутренний рынок мог бы быть на 15 % больше за-
полнен отечественной продукцией. Кроме того, весь объем россий-
ского экспорта молочной продукции в 2021 г. практически эквива-
лентен объемам потерь в переработке в пересчете на МЭ.

Потери на этапе распределения приняты за 0,5 % от ресурсов вну-
треннего рынка молока и молочной продукции РФ или 136 тыс. тонн 
в МЭ.

В  расчетах также учитывались потери вторичных продуктов  — 
сыворотка в  пересчете на  компоненты исходного сырья (430  тыс. 
тонн.), которая не  была направлена на  дальнейшую переработку 
и  утилизирована. Расчет сделан с  использованием методики, при-
веденной в [26].

Суммарно потери в цепочке от сельхозпроизводства до поступле-
ния в розницу составляют около 2,2 млн тонн в пересчете на молоко 
или 8 % от ресурсов внутреннего рынка молочных продуктов, кото-
рые с учетом потоков импорта сырья и готовой продукции и экспор-
та молочной продукции в 2021 г. составляли 27 млн тонн (Рисунок 1). 
Этот уровень превышает оценки потерь молока по  всей цепочке 
в  европейских странах  — 5 %, приведенные в  исследованиях  [2,3] 
(Таблица 1).

Если провести сопоставления с оценкой ФАО по потерям молоч-
ной продукции для Европы, включая Россию, то наши оценки потерь 
на этапе производства несколько ниже (3,3 % [12], и 3,5 % по данным 
ФАО [1]), при этом на этапе переработки наши расчеты по всей но-
менклатуре выпускаемой молочной продукции значительно превы-
шают оценки ФАО (4,7 % и 1,2 % соответственно) (Таблица 1). Расхо-
ждения объясняются существенными различиями в  методических 
подходах и используемой исходной информации.

3.2. Экономическая стоимость потерь
Стоимость потерянной молочной продукции и молочного сырья 

в продовольственной цепочке от производства до этапа поступления 
в розницу (не включая последний) в ценах производителей 2021 г. 
оценивается в 71 млрд руб. (почти 1 млрд долл.). Значительную долю 
в  структуре потерь в  стоимостном выражении занимают потери 
на  этапе переработки (Рисунок 2), наибольший вклад в  эту оценку 
вносят сыры и сырные продукты, творог — 64 %, на цельномолочные 
продукты приходится 25 %, мороженое — 6 %.

В оценку стоимости потерянной молочной продукции включена 
экономическая стоимость вторичных продуктов. Вариантов исполь-
зования молочной сыворотки несколько: реализация предприятием 
в сыром виде (например, как компонент в пищевой промышленно-
сти, медицине или на кормовые цели), а также переработка и про-
изводство напитков или сухой сыворотки. Каждый вариант альтер-
нативного использования значительно отличается по добавленной 

4	 Рейтинг ТОП‑100 переработчиков сырого молока в  России за  2023  год. 
Электронный ресурс https://www.ufamol.ru/upload/iblock/014/z6ci2pol3wu9nq4
q7tg582bvd3a9e35x.pdf Дата доступа 05.08.2025
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стоимости. В нашем расчете мы использовали минимальные цены 
дальнейшего использования — реализация предприятием сыворот-
ки без дополнительной обработки, т. е. по минимальной стоимости.

3.3. Другие аспекты неэффективности потерь:  
бюджетная, социальная, экологическая

Если смотреть на проблему потерь продовольствия шире, то утрата 
части сырья и готовой продукции ведет не только к неэффективному 
использованию ресурсов и прямым экономическим потерям, но и свя-
зана с социальной, экологической, бюджетной неэффективностью.

В силу специфики отрасли молочного животноводства — высокой 
капиталоемкости, длительности производственного цикла, слабой 

управляемости технологических процессов, а также недостаточной 
самообеспеченности РФ молоком (ниже установленных в  стране 
целей), молочная отрасль признана приоритетной отраслью госу-
дарственной поддержки. Объем средств, выделяемых на поддержку 
сельхозпроизводителей молочной специализации, составил в 2021 г. 
47,5  млрд руб. (или больше 0,6  млрд долл.). Средства бюджета на-
правляются на поддержку операционной деятельности, инвестици-
онной активности и развития племенной базы. В последние 10 лет, 
с 2014 по 2023 гг., ежегодные темпы развития сырьевого сектора мо-
лочной отрасли составляли 3 %, что примерно соответствует нашим 
оценкам потерь сырого молока в 2021 г. В этой статье не проводятся 

Таблица 2. Потери молока на этапе переработки в России по данным 2021 г, тыс. тонн. в молочном эквиваленте (МЭ)1

Table 2. Milk losses at the processing stage in Russia according to data of 2021, thousand tons in milk equivalent (ME)

Виды молочной продукции Объем пр-ва 
в 2021 г., тыс. тонн

Коэф. пере-
вода в МЭ2

Коэф.  
потерь, %

Потери в физ. 
весе, тыс. тонн

Потери в пересчете 
на МЭ, тыс. тонн

Цельномолочная продукция 169,0

Молоко жидкое обработанное, включая молоко  
для детского питания 5 684 1 1,51 % 3,4 87,1 87,1

Сливки 238 4 1,74 %5 4,2 16,9

Продукты кисломолочные (кроме творога и продуктов 
из творога) 2 736

сметана 536 4 1,24 %4,6 6,7 26,9

продукты кисломолочные (кроме сметаны) 2 196 1 1,70 %4,7 38,0 38,0

продукты кисломолочные прочие 3 1 1,70 %4,7 0,1 0,1

Масло 283 22,79 1,22 %3,8 3,5 79,7

Сыры, сырные продукты, творог, творожные продукты 668,0

сыры всего 648 8,1–10,5 5,84 %9 40,0 324,2

сырные продукты 198 5,25 5,84 %9 12,2 64,2

творог 495 7 5,07 %3,10 26,4 184,8

продукты на основе творога 207 7 6,18 %3,11 13,6 94,9

Молоко и сливки сухие, сублимированные, в том числе 
цельные (СЦМ) 64 8,7 0,82 %3 0,5 4,6

Молоко сухое, сублимированное обезжиренное не более 
1,5 % жирности (СОМ) 96 11,2 3,40 %3 3,4 37,7

Сгущенное молоко 157 2,5 1,80 %3 2,9 7,2

Мороженое 527 3 2,40 %12 13,0 38,9

Всего 1005
	 1	 Расчеты авторов на основании данных Росстата.
	 2	 Методические указания по  составлению балансов ресурсов и  использования продуктов животноводства (мяса и  мясопродуктов, молока 

и молокопродуктов, яиц и яйцепродуктов). Утверждены Приказом Росстата от 27.11.2023 № 605.
	 3	 Приказ Госагропрома СССР от 31.12.87 № 1025 ««Об утверждении норм расхода и потерь сырья при производстве цельномолочной продукции 

на предприятиях молочной промышленности и организации работ по нормированию расхода сырья».
	 4	 [10], 5 [19], 6 [20], 7 [18], 8 [23], 9 [24], 10 [21], 11 [22].
	 12	 Приказ Минмясомолпрома СССР N 387, Минторга СССР № 345 от 29.12.1984 «Об утверждении норм расхода сырья при производстве мороженого».

Рисунок 1. Ресурсы внутреннего рынка молока с учетом потоков экспорта, импорта и потерь на каждом этапе цепочки 
в 2021 г., тыс. тонн молочного эквивалента (МЭ) (Расчеты авторов на основании данных: 1) Росстата по объемам производства 

молока и выпуска готовой молочной продукции; 2) ITC по объемам экспорта и импорта)
Figure 1. Resources of the domestic milk market with account for flows of export and import and losses at each stage of the chain in 2021, 
thousand tons of milk equivalent (ME) (Authors’ calculations based on data: 1) Federal State Statistics Service (Rosstat) for the volumes of milk 

production and output of finished dairy products; 2) ITC by volumes of export and import)
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оценки стоимости мероприятий по сокращению потерь сырого мо-
лока. Однако сокращение потерь позволило бы значительно повы-
сить эффективность расходования бюджетных средств как компен-
сирующего (субсидии на  1 литр реализованного молока, субсидии 
на корма в отдельные годы), так и стимулирующего характера (ком-
пенсация прямых затрат на создание и модернизацию объектов мо-
лочного животноводства, льготное кредитование и др.).

Предотвращая потери на  этапах производства, переработки 
и  распределения, обеспечивается дополнительный объем молоч-
ной продукции на внутреннем рынке, что позволило бы увеличить 
обеспеченность и  потенциально потребление молочных продуктов 
на 4,8 % (без учета сыворотки) — с 241 до 253 кг/на душу населения. 
С  другой стороны, при неизменном уровне потребления допол-
нительный объем предотвращенных потерь молочной продукции 
мог бы обеспечить доступ к молоку дополнительно почти 7 млн че-
ловек (при прочих равных условиях — сохранения доходов населе-
ния, неизменности вкусовых предпочтений потребителей).

Если допустить, что внутреннее производство молочных продук-
тов увеличится на  величину предотвращённых потерь, то  уровень 
самообеспечения, который в 2021 г. составлял 84,3 %, при том же объ-
еме потребления и экспорта может увеличиться до 88,7 %, т. е. при-
близиться к определенному в Доктрине продовольственной безопас-
ности РФ пороговому значению уровня самообеспечения по молоку 
и молокопродуктам в 90 %.

В этой статье мы не предпринимаем попыток оценить влияние 
потерь в  цепочке молока на  экологические аспекты. Эта задача 
сложна, она включает оценку связанных с потерями молока:

	� эмиссии парниковых газов (ПГ) на  этапе производства, перера-
ботки и транспортировки;

	� загрязнения сточных вод различными отходами переработки мо-
лока;

	� потерь энергоресурсов в холодовой цепи и в логистике;
	� последствий от утилизации упаковки невостребованных продук-

тов и других экстерналий.
В  [27] представлена оценка эмиссии ПГ, связанной с  потерями 

продукции на  этапе сельхозпроизводства. Несмотря на  незначи-
тельную долю потерь молока в общем объеме потерянной в сельском 
хозяйстве продукции (8 %), они оказывают существенное воздей-
ствие на  окружающую среду с точки зрения выбросов углекислого 
газа — на них приходится 27 % общего углеродного следа от потерь 
или 570 тыс. тонн СО2‑эквив. по  данным 2021  г. В  других россий-
ских исследованиях влияние продовольственных потерь на выбросы 
парниковых газов не представлено. Однако, согласно оценке, пред-
ставленной в первой базе данных глобальных выбросов ПГ EDGAR-
FOOD [27], в общих выбросах продовольственной системы в России 
наибольший объем генерируют сельское хозяйство и  землеполь-

зование (62 %), в том числе этапы производства и связанные с ним 
факторы  — 38 % от  общего объема; 24 % приходится на  выбросы 
в  секторе ЗИЗЛХ, связанные с  сельскохозяйственным производст-
вом. Остальная часть выбросов связана с переработкой (5 %) и дея-
тельностью цепочки поставок: транспортировкой (7 %), упаковкой 
(7 %), розничной торговлей (4 %), потреблением (3 %), утилизацией 
отходов (12 %).

Если отбросить продуктовые особенности и использовать резуль-
таты модели EDGAR-FOOD (пока единственной известной нам оцен-
ки по всей цепочке агропродовольственной системы РФ), то можно 
сделать вывод о важности сокращения потерь на этапе производства 
с точки зрения выбросов ПГ. Однако необходимо учитывать, что ме-
роприятия по сокращению потерь могут приводить к еще большим 
затратам и загрязнению других сред (почвы, воды) [13].

Негативное влияние на  экологию оказывает загрязнение сточ-
ных вод различными отходами переработки молока. По  данным 
исследования одного из  молочных заводов в  РФ, объем сточных 
вод, образовавшихся при производстве молочной продукции, 
в  9  раз превышает объем производимой продукции  [28]. Основ-
ной состав сточных вод  — это израсходованная вода в  процессе 
технологической промывки оборудования, а  основными загряз-
няющими веществами являются органические соединения (бел-
ки и  жиры). В  [26] отмечается, что 1  т молочной сыворотки, сли-
ваемой в  канализацию, загрязняет водоемы так  же, как 100  м3 
хозяйственно-бытовых стоков. Молочная сыворотка является 
сильнодействующим органическим загрязнителем (4 класс опас-
ности) с  высокими значениями показателей биохимического по-
требления кислорода (БПК  40–60  г/л) и  химической потребности 
в кислороде (ХПК 50–80 г/л), что существенно превышает предель-
но допустимое количество содержания органических соединений 
в сточных водах (БПК хозяйственно-бытовых сточных вод — 300 мг 
О2/л, ХПК — 500 мг О2/л). Недостаточная очистка сточных вод, за-
лповые сбросы побочных продуктов переработки молока приводят 
к эвтрофикации гидросистем. Поэтому сокращение потерь молока 
на этапе переработки способно снизить затраты на очистку сточ-
ных вод и препятствовать загрязнению водных объектов.

Таким образом, потери на всей цепочке поставок молока обходят-
ся дорого как для производителя и потребителя, так и для государ-
ства. Несмотря на незначительные относительные величины потерь 
молока и молочных продуктов на каждом этапе, меры по их сокра-
щению могут оказать влияние на  эффективность государственной 
поддержки молочного сектора, а также способствовать достижению 
целей продовольственной безопасности.

4.	 Выводы
В статье приводится количественная оценка потерь в цепочке по-

ставок молока, которая дает представление о том, на  каких этапах 
более эффективны усилия по их снижению. Для ответа на этот во-
прос целесообразно опираться на подход к оценке полной стоимо-
сти пищевых потерь, разработанный ФАО. Он основывается на учете 
не только потерь экономической стоимости, но и связанных с ними 
экологических и  социальных издержек, которые несут субъекты 
частного сектора и общество в целом.

Полученные авторами результаты показывают, что в цепочке по-
ставок молока из  общего объема потерь в  физическом выражении 
27 % приходится на этап первичного производства, 46 % — на пере-
работку, потери вторичного сырья составляют 20 %, потери на  эта-
пе распределения продукции — 6 %. При этом упущенная экономи-
ческая ценность (экономическая стоимость потерь) формируется 
в основном на этапе переработки.

Общий эффект от сокращения потерь на всей цепочке (от произ-
водства до поступления в розницу) способствует достижению целей 
в области продовольственной безопасности и питания за счет уве-
личения потенциального потребления молочных продуктов почти 
на 5 % в год или обеспечения молочной продукцией дополнительно 
7 млн человек. Если же объем потребления не изменится, то уровень 
самообеспечения молоком и  молокопродуктами в  стране прибли-
зится к  целевым показателям Доктрины продовольственной без-
опасности РФ.

Снижение потерь молока создает положительные эффекты 
и в сфере экологической устойчивости. Если говорить об эмиссии 
парниковых газов, то  наиболее важным является сокращение по-
терь на этапе сельхозпроизводства, где генерируется наибольший 
объем выбросов парниковых газов. Другой эффект связан с загряз-
нением сточных вод. Наибольшее загрязнение водных объектов 
в результате потерь продукции и сырья происходит на этапе пере-
работки молока.
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(Расчеты авторов; [11])
Figure 2. Structure of milk losses at the stages of production, process-

ing, logistics up to retail in physical and monetary terms (according to 
data of 2021), thousand tons in milk equivalent (ME) and billion rubles 

(authors’ calculations; [11])
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Таким образом, принятие мер по сокращению потерь на каждом 
этапе важно с  позиции достижения экономических, социальных, 
экологических целей и  учета интересов производителей, общества 
и государства. Продолжение исследований по оценке потерь на дру-

гих этапах цепочки — торговля, потребление, утилизация отходов — 
позволит провести комплексную оценку потенциальных выгод 
и издержек сокращения потерь пищевой продукции для заинтересо-
ванных сторон и общества в целом.
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А ННОТА Ц И Я
Исследование посвящено изучению гидродинамических процессов, возникающих при сбивания сливок в аппарате 
с  рабочим органом в  форме двойной ленты Мёбиуса. Актуальность работы обусловлена необходимостью повыше-
ния эффективности производства сливочного масла, особенно для малых фермерских хозяйств, где традиционные 
методы сбивания часто оказываются энергоёмкими и недостаточно продуктивными. Целью исследования является 
анализ характеристик потоков, формируемых рабочим органом, и их влияния на процесс сбивания сливок. Объек-
том исследования выступал маслоизготовитель с рабочим органом в виде двойной ленты Мёбиуса, расположенный 
в  Научно-исследовательском институте «Агромеханика» (Гянджа, Азербайджан). Методы включали математиче-
ское моделирование для анализа центробежных и  вихревых потоков, а также определение ключевых параметров, 
таких как частота вращения (n = 700 → 900 об/мин) и  ширина лент (b = 0,03 → 0,05 м). Использовались формулы для 
расчёта центробежной скорости, силы и турбулентных потоков. Результаты показали, что увеличение частоты вра-
щения до n = 900 об/мин и ширины ленты до b = 0,05 м приводит к максимальным значениям центробежной скорости 
(v = 12,5 м/с) и силы (F = 1408,5 H), что значительно интенсифицирует процесс сбивания. Турбулентные потоки, созда-
ваемые лентой Мёбиуса, способствуют равномерному перемешиванию и разрушению оболочек жировых шариков. 
Теоретические исследования показали, что наибольшая гидродинамическая активность формируется в периферий-
ной зоне рабочей ёмкости, где, согласно расчётным данным, создаются наиболее благоприятные условия для коалес-
ценции жировых шариков и формирования масляных зёрен. Полученные результаты позволяют прогнозировать, что 
реализация указанных гидродинамических режимов может способствовать сокращению продолжительности процес-
са сбивания и снижению удельных энергозатрат. Экспериментальная оценка данных эффектов требует проведения 
дополнительных исследований и является предметом дальнейшей работы.
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A BST R ACT
The study investigates the hydrodynamic processes occurring during the whipping of cream in a device with a working ele-
ment shaped like a double Möbius strip. The relevance of the work stems from the need to improve the efficiency of butter pro-
duction, particularly for small-scale farms, where traditional churning methods are often energy-intensive and insufficiently 
productive. The aim of the research is to analyze the flow characteristics generated by the working element and their impact 
on the cream-whipping process. The object of the study was a butter churn with a double Möbius strip working element, lo-
cated at the «Agromechanics» Research Institute (Ganja, Azerbaijan). Methods included mathematical modeling to analyze 
centrifugal and vortex flows, as well as the determination of key parameters such as rotational speed (n = 700 → 900 rpm) and 
strip width (b = 0.03 → 0.05 m). Formulas for calculating centrifugal velocity, force, and turbulent flows were applied. The re-
sults showed that increasing the rotational speed to (n = 900 rpm) and the strip width to (b = 0.05 m) leads to maximum values 
of centrifugal velocity (v = 12.5 m/s) and force (F = 1408.5 N), significantly intensifying the churning process. The turbulent 
flows generated by the Möbius strip promote uniform mixing and the disruption of fat globule membranes. The theoretical 
investigations show that the highest hydrodynamic activity is formed in the peripheral zone of the working chamber, where 
according to the calculated data, the most favorable conditions are created for coalescence of fat globules and formation of 
butter grains. The results obtained make it possible to predict that realization of the indicated hydrodynamic regimes can 
facilitate reduction of the duration of the churning process and specific energy consumption. The experimental assessment of 
these effects requires additional studies and is the subject of the further work.

1.	 Введение
Одним из важнейших продуктов животноводства, предназначен-

ных для непосредственного потребления, является сливочное масло 
с массовой долей жира 50–85 %. Существующие технологии получе-
ния сливочного масла различаются по сущности применяемых ме-
тодов и их аппаратурному исполнению.

В  зависимости от  масштабов производства для получения сли-
вочного масла применяются различные технологические подходы: 
при переработке значительных объёмов сливок используется техно-
логия преобразования высокожирных сливок на  маслообразовате-
лях, тогда как для малых объёмов характерен метод периодического 
сбивания сливок в маслоизготовителях.
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ретический анализ гидродинамики процесса сбивания сливок в маслоизгото-
вителе периодического действия с рабочим органом типа ленты Мёбиуса. Пи‑
щевые системы, 9(1), 86–97. https://doi.org/10.21323/2618-9771-2026-9-1-86-97

FOR CITATION: Guliev, Z. V., Yakubov, K. H., Aliev, E. M. (2026). Theoretical 
analysis of hydrodynamics of the cream churning process in a batch butter churn 
equipped with a Möbius strip working body. Food Systems, 9(1), 86–97. https://doi.
org/10.21323/2618-9771-2026-9-1-86-97

http://doi.org/10.21323/2618-9771-2026-9-1-86-97
http://doi.org/10.21323/2618-9771-2026-9-1-86-97
http://doi.org/10.21323/2618-9771-2026-9-1-86-97
http://doi.org/10.21323/2618-9771-2026-9-1-86-97


87

Кулиев З. В. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 9 № 1  |  2026  |  С.  86–97

В условиях развития малых форм хозяйствования и локальных пе-
рерабатывающих производств актуальной является задача совершен-
ствования маслоизготовителей периодического действия, ориентиро-
ванных на переработку ограниченных объёмов сливок, характерных 
для крестьянско-фермерских хозяйств. В этом контексте разработка 
и теоретическое обоснование конструкций маслоизготовителей ма-
лой производительности, обеспечивающих интенсификацию процес-
са сбивания, представляет научный и практический интерес.

Основным сырьём для производства сливочного масла являются 
не сквашенные и сквашенные сливки. Последние в ряде зарубежных 
источников называют «йогуртом», что относится к  национальным 
особенностям классификации молочных продуктов и не соответст-
вует регуляторным требованиям стран ЕАЭС, в связи с чем в настоя-
щей работе данный объект не рассматривается как самостоятельный 
вид сырья для маслоделия [1].

Вне зависимости от  используемой технологии основным эта-
пом производства сливочного масла является процесс сбивания, 
направленный на трансформацию жировой фазы и  формирование 
структуры продукта. Сбивание сливок представляет собой слож-
ный физико-химический и  гидромеханический процесс, основан-
ный на  механическом разрушении оболочек жировых шариков, 
их агрегации и  последующей коалесценции с  формированием 
пространственно-структурированной системы сливочного масла. 
Эффективность процесса в значительной степени определяется кон-
струкцией рабочего органа, механизма сбивания и  создаваемыми 
им гидродинамическими условиями [2,3].

В маслоизготовителях периодического действия агрегация жиро-
вых шариков в процессе сбивания сливок протекает как на межфаз-
ной границе «молочная плазма — воздух», так и  в  объёме жидкой 
фазы. Эффективность данного процесса в  значительной степени 
определяется предварительной подготовкой сливок к  сбиванию, 
а также их массовой долей жира, что влияет на интенсивность агре-
гации жировых шариков, величину потерь жира с пахтой и продол-
жительность процесса сбивания.

Внутри объемной фазы агрегация не  является следствием лишь 
случайных столкновений между жировыми шариками, она преиму-
щественно обусловлена действием пенообразования и механизмом 
флотации, при котором жировые шарики адсорбируются на поверх-
ности пузырьков воздуха.

Для того чтобы столкновения жировых шариков приводили к их 
агрегации, они должны обладать достаточной кинетической энерги-
ей для преодоления энергетических и  структурно — механических 
барьеров. Однако в  маслоизготовителях периодического действия, 
где скорость движения сливок сравнительно низка, необходимую 
энергию получают лишь отдельные частицы жира. Это обусловли-
вает увеличение продолжительности процесса сбивания и снижение 
его технологической эффективности, выражающееся в  увеличении 
потерь жира с  пахтой при неблагоприятных гидродинамических 
условиях и недостаточном развитии воздушной фазы.

Анализ теоретических основ процесса сбивания сливок и формиро-
вания масляного зерна [4,5], позволяет выделить три ключевых фак-
тора, определяющих эффективность работы маслоизготовителей пе-
риодического действия. Наиболее существенное влияние оказывают:

	� активное пенообразование, способствующее флотации жировых 
шариков;

	� наличие выраженной турбулентности потока, усиливающей пе-
ремешивание;

	� кавитационные явления, способные временно разрушать струк-
турные барьеры и повышать степень агрегации жира.
Таким образом, воздействие рабочих органов маслоизготовителя 

на сливки должно сопровождаться генерацией указанных эффектов, 
что в совокупности повышает интенсивность сбивания и способст-
вует формированию устойчивой структуры масляного зерна.

Следовательно, при проектировании маслоизготовителей пери-
одического действия целесообразно ориентироваться на  конструк-
тивные решения, обеспечивающие повышение эффективности их 
работы за  счёт совершенствования рабочих органов и  выбора ра-
циональных режимов функционирования. Такие режимы должны 
сопровождаться развитым пенообразованием, интенсивной турбу-
лентностью потока и проявлением кавитационных эффектов. В по-
следние годы особое внимание уделяется разработке нестандартных 
геометрий рабочих органов маслоизготовителей, способствующих 
повышению интенсивности сбивания сливок и, как следствие, уве-
личению производительности установки.

В работах А. В. Яшина и Ю. В. Полывяного [6,7] предложена кон-
струкция маслоизготовителя периодического действия с  гибким 
виброприводом, в которой рабочий орган выполнен в виде эластич-

ной мембраны, одновременно являющейся дном ёмкости и  совер-
шающей периодические колебательные движения, реализуемые 
посредством кривошипно-шатунного механизма. По  данным экс-
периментальных исследований авторов, применение указанного 
рабочего органа позволяет снизить потери жира, обусловленные его 
налипанием на элементы механизма сбивания, а также уменьшить 
энергоёмкость процесса. Так, при сбивании сливок степень исполь-
зования молочного жира достигала S = 99,6 %, что соответствовало 
содержанию жира в пахте на уровне 0,4 % и требованиям действую-
щего стандарта на сливочное масло 1. Энергоёмкость процесса сбива-
ния составляла Эs = 3,84 Вт · ч/кг при производительности установки 
Qm = 11,25 кг/ч и мощности привода Nпр = 43,2 Вт [6].

К числу существенных недостатков данной разработки относится 
рабочий орган в виде мембраны, являющейся одновременно донной 
частью рабочей камеры. Мембрана постоянно подвергается цикли-
ческим нагрузкам при контакте с продуктом, а также воздействию 
агрессивных моющих и дезинфицирующих средств в процессе сани-
тарной обработки оборудования.

Совокупность указанных факторов приводит к  возникновению 
микротрещин вследствие циклических деформаций, ускоренному 
старению материала (особенно в случае применения эластомерных 
композиций) и  к  необходимости регулярной замены или ремонта 
мембраны, что повышает эксплуатационные затраты. Кроме того, 
в  процессе работы наблюдается неравномерное распределение 
энергии и  механических воздействий на  перерабатываемый про-
дукт, что приводит к недостаточному развитию турбулентных пото-
ков и увеличению общей продолжительности процесса переработки 
сливок в сливочное масло.

Указанные недостатки свидетельствуют о целесообразности мо-
дернизации конструкции, предусматривающей применение более 
износостойких материалов, изменение компоновки рабочего орга-
на, а также переход к более устойчивым способам передачи движе-
ния, например с  использованием вращательных или планетарных 
механизмов.

Для интенсификации процесса сбивания сливочного масла 
А.  Яшин и  Ю.  Полывянный  [7] предложили конструкцию маслоиз-
готовителя периодического действия, обеспечивающую снижение 
энергоёмкости процесса за  счёт формирования бегущей волны, 
создаваемой роторно-лопастным рабочим органом. Закрепление 
рабочего органа в  горизонтальной плоскости с  эксцентриситетом 
относительно центра рабочей ёмкости способствует устранению за-
стойных зон по всему объёму перерабатываемых сливок. Попереч-
ное сечение рабочего органа представляет собой замкнутый сину-
соидальный контур. По данным экспериментальных исследований 
авторов, при оптимальных конструктивных и кинематических пара-
метрах энергоёмкость процесса сбивания составила 7,25 Вт ч/кг при 
производительности 13,4 кг и потребляемой мощности 97,2 Вт.

Несмотря на  нестандартные технические решения (эксцент-
риситет, бегущая волна, синусоидальный профиль), конструкция 
маслоизготовителя обладает рядом недостатков, снижающих её 
универсальность, технологическую гибкость и  эксплуатационную 
надёжность. Так в  процессе сбивания сливок энергоемкость может 
вырасти по  причине ее затрат на  трение из  — за  сложной формы 
рабочего органа (синусоидальный контур), неоптимального распре-
деления нагрузки из — за эксцентриситета, неполного охватывания 
сырья. Кроме того, к недостаткам можно отнести так же и сложность 
конструкции и  ее обслуживания. Так закрепление рабочего органа 
с  эксцентриситетом требует точной балансировки, что усложняет 
изготовление и повышает риск вибраций при износе подшипников. 
Стоит отметить, что производство и очистка синусоидального кон-
тура лопастей — трудоемкие процессы, особенно при работе с вяз-
кими, налипающими продуктами. Для устранения этих недостатков 
следовало  бы оптимизировать форму лопастей с  целью снижения 
энергопотребления и упрощения обслуживания установки.

А. Альджаафрех и др. [8] была разработана установка для произ-
водства сливочного масла из йогурта, полученного из овечьего и ко-
зьего молока. Процесс переработки на данном устройстве включает 
следующие стадии: молоко перемешивается и  пастеризуется при 
температуре 90 °C в  течение 5 минут, затем охлаждается до  43 °C 
и подвергается заквашиванию с целью получения йогурта. После за-
вершения ферментации продукт охлаждают до 14 °C, сливки подвер-
гаются сбиванию, в результате чего происходит отделение сливочно-
го масла от пахты. Рабочим органом для перемешивания и сбивания 
служит диск. По его периферии на верхней и нижней поверхностях 

1	 ГОСТ  32261‑2013 «Масло сливочное. Технические условия». Москва: 
Стандартинформ, 2019. — 23 с.
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расположены радиальные зубчатые выступы в  форме лопастей, 
установленные под углом 90°. Диск установлено на валу, которому 
двигатель передаёт возвратно — поступательное движение. Процесс 
сбивания на данном устройстве в зависимости от скорости рабочего 
органа (1000 → 2000 об/мин) длилось 35 → 110 минут, а выход жира 
в пахту составило 0,47 % [8].

Одним из существенных недостатков данного устройства являет-
ся практически полное отсутствие вдоль стенок в рабочей емкости 
отбойников и минимальная площадь поверхности соприкосновения 
с продуктом на механизме перемешивания и сбивания. Отсутствие 
отбойников приводит к  недостаточному развитию турбулентного 
течения сырья и, как следствие, к снижению эффективности переме-
шивания и нерациональному распределению механических воздей-
ствий в объёме рабочей камеры. В результате не реализуется клю-
чевой этап технологии — эффективное сбивание сливок, поскольку 
при пониженной частоте контактов между жировыми шариками 
замедляется их коалесценция, приводящая к формированию масля-
ных зёрен. Минимальная площадь контакта рабочих поверхностей 
с  продуктом ограничивает количество зацепляющих, срезающих 
и ударных элементов. Это приводит к снижению интенсивности ги-
дродинамического воздействия на  структуру продукта. Указанный 
конструктивный недостаток механизма перемешивания приводит 
к  увеличению энергоёмкости технологического процесса и  сниже-
нию выхода готового продукта, в следствии удлинения процесса сби-
вания и увеличения отхода жира в пахту. Для устранения этих недо-
статков требуется пересмотр гидродинамических условий в рабочей 
камере и модернизация механизма взбивания.

Kalla  A.  M. с  соавторами  [9] разработан маслоизготовитель для 
малых хозяйств, рабочая емкость которого выполнена в  форме 
усечённого конуса и оснащена двойными стенками для терморегу-
ляции с  циркулирующей охлаждённой водой. Механизм сбивания 
представляет собой лопасть с  двойными стенками прикрепленной 
к  стенкам емкости под углом к  оси вращения. Установка способ-
на производить из 3,33 кг сливок (Ж = 40 %) 1,56 кг масла в течении 
40  мин при скорости вращения n = 60 об/мин. При этом жирность 
масла составляет 82,7 %, массовая доля влаги 16 %, при этом мини-
мальный отход жира в  пахту 0,5 %. Данная установка имеет низ-
кое энергопотребление (367,75  Вт, n = 1400 об/мин), привод состоит 
из редуктора (1:20) и системы шкивов для регулировки скорости (35, 
60, 85 об/мин). Установка менее компактна и  подходит для малых 
фермерских хозяйств [9].

Рабочий орган данной установки, одиночная наклонная лопасть 
с  двойными стенками, расположенная под углом к  оси вращения, 
может привести к дисбалансу при максимальной скорости сбивания 
(n = 85 об/мин), в следствии чего произойдет ускоренный износ под-
шипников и  редуктора. Потери жира с  пахтой достигают 0,5 %. При 
высоких частотах вращения коническая форма емкости и специфика 
рабочего органа могут вызывать избыточную турбулентность. Это по-
вышает риск потерь жира с пахтой, а интенсивная аэрация смеси ве-
дет к нежелательному росту массовой доли влаги в сливочном масле.

Упрощенный маслоизготовитель периодического действия для ма-
лых хозяйств, предложен С. А. Лазуткиной и М. Р. Миннибаевым [10]. 
Он представляет собой вертикальную цилиндрическую емкость 
с  внутренними ребрами прямоугольной формы. Механизмом сби-
вания, расположенный в нижней части емкости, представляет собой 
плоский диск с  прямоугольными лопастями, которые установлены 
под прямым углом к диску. Энергоемкость данной установки состав-
ляет до 2 кВт/кг. В процессе сбивания предполагалось формирование 
турбулентного перемешивающего потока исключительно за счёт ра-
боты механизма сбивания, без дополнительных ударных воздействий 
на сливки, что должно способствовать получению продукта с высокой 
массовой долей жира, сохранению шаровидной формы масляных 
зёрен и, как следствие, снижению потерь жира с пахтой [10].

Неоптимальная геометрия лопастей, отсутствие изгибов и  их 
жесткое крепление под прямым углом, увеличивает вероятность со-
здания неравномерного турбулентного потока. Последствиями этого 
могут быть менее интенсивное перемешивание в верхней часть ем-
кости и избыток вихревых зон в нижней, что может привести к раз-
рушению структуры масляных зерен. Кроме того, противоположное 
от  центра направление лопастей приведет к  дисбалансу потока, 
образуя в  зоне между лопастями «мертвые зоны» с  низкой турбу-
лентностью. При этом могут возрастать риск локального перегрева 
продукта, неравномерность сбивания и увеличение продолжитель-
ности технологического процесса.

М. Эбрахими и соавторы [11] разработали установку периодиче-
ского действия для производства сливочного масла из  сливок или 
йогурта с  возвратно  — поступательным механизмом. Установка 

состоит из  рамы, барабана (13,5–21,3 л), кривошипно  — шатунно-
го механизма и электропривода (2,9 кВт, n = 1400 об/мин + редуктор 
(1:40)). Конструкция установки отличается простотой, а за счёт ими-
тации традиционного метода обеспечивается формирование харак-
теристик продукта, сопоставимых с  показателями, достигаемыми 
при классических способах производства. В процессе сбивания, для 
оптимизации выхода масла, возможно плавно регулировать ам-
плитуду (40 → 80) и частоту (50 → 72 цикл/мин). Основной принцип 
работы состоит в том, что в результате механического воздействия 
происходит разрушение жировых глобул, формирование масляных 
зёрен и отделение пахты. Данная установка является оптимальным 
решением для малых ферм [11].

Отсутствие внутри рабочей емкости перфорированных перегоро-
док или рёбер, а также линейное движение самой емкости приводит 
к неравномерному перемешиванию и ограничению, основного фак-
тора при сбивании, формировании турбулентного потока. В резуль-
тате в объеме не возникают вихревые и сдвиговые потоки, необхо-
димые для эффективной коалесценции жировых глобул. Отсутствие 
закрученных потоков приводит к образованию «мертвых зон», осо-
бенно в центральной части емкости.

Во  всех рассматриваемых разработках исследуется в  основном 
влияние геометрии и типа рабочего органа на физико — химические 
процессы сбивания и  турбулентность потока, которые и  являются 
определяющими факторами при производстве сливочного масла. 
Особое внимание уделено роли конструкции рабочего органа в со-
здании требуемых гидродинамических условий, обеспечивающих 
равномерное перемешивание продукта и  минимизацию мёртвых 
зон. Во  всех рассмотренных конструкциях выявлены такие типич-
ные проблемы как недостаточная площадь контакта рабочих орга-
нов с продуктом, неравномерность распределения усилий, мёртвые 
зоны в  объеме продукта и  как следствие отсутствие развитой тур-
булентности. Указанные недостатки в  конструкциях современных 
маслоизготовителей периодического действия обуславливают не-
обходимость разработки более совершенных рабочих органов, спо-
собных обеспечить развитие турбулентных, сдвиговых и кавитаци-
онных эффектов, интенсифицировать процесс сбивания, сократить 
время обработки и потери жира.

Наиболее перспективными являются механизмы с  улучшенной 
геометрией, обеспечивающей активное перемешивание без избы-
точной нагрузки на конструкцию. В связи с этим, для маслоизгото-
вителя периодического действия, предложена принципиально но-
вая конструкция, где механизмом сбивания является рабочий орган 
в форме двойной ленты Мёбиуса, создающий сложные вихревые по-
токи за счет геометрических особенностей.

Цель данной работы — это анализ характеристик потоков, возника-
ющих при взбивании сливок, и их влияние на эффективность процес-
са, а также теоретическое обоснование гидродинамических процессов 
в аппарате с рабочим органом в форме двойной ленты Мёбиуса.

2.	 Объекты и методы

2.1. Физическая модель процесса
Рабочий орган, механизм сбивания (Рисунок 1), выполнен в виде 

двух лент, внешней 8 и  внутренней 9, концы которых развёрнуты 
на  180°, образуя Мёбиусовы ленты. При этом завивка внутренней 
ленты 9 направлена против завивки внешней ленты 8. Обе ленты 
вращаются в  одном и  том  же направлении. Они жестко закрепле-
ны на  стержне 7, который соединен с  валом 5. Верхняя часть вала 
зафиксирована в самоцентрирующемся подшипнике 3, установлен-
ном на кронштейне 4 в верхней части емкости 2. Нижняя часть че-
рез втулки 16 и 17 соединена с промежуточным валом 14, который 
опирается на  уплотнительный узел 10, расположенный на дне ем-
кости. На промежуточном вале 14 установлен шкив 12 с клиновид-
ным ремнем 11, который соединяется с электродвигателем (на схеме 
не указана). Рабочая емкость 2 имеет крышку 1, сливной патрубок 13 
и отбойники 6.

Данная конструкция обеспечивает стабильное вращение и  эф-
фективную работу механизма сбивания.

2.2. Основные параметры системы:
	� диаметры лент: внешняя лента — D1 = 0,220 м, внутренняя лента — 

D2 = 0,210 м;
	� ширина лент: I  вариант  — b1 = 0,03  м, II вариант  — b2 = 0,04  м, 

III вариант — b3 = 0,05 м;
	� диаметр рабочей емкости: DЕ = 0,36 м;
	� высота рабочей емкости: H = 0,5 м;
	� объем сливок: V = 0,022 м³;
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	� плотность сливок: ρ = 997 кг/м³;
	� массовая доля жира в сливках — 35 %;
	� вязкость сливок µ = 0,02–0,04 Па∙с;
	� частота вращения механизма сбивания: I вариант — n1 = 700 об/мин, 

II вариант — n2 = 800 об/мин, III вариант — n3 = 900 об/мин.

2.3. Гидродинамические особенности потока:
При вращении:

	� центробежные силы перемещают сливки от центра к периферии;
	� противоположное скручивание лент создает зоны сдвига, способ-

ствующие турбулентности.

2.4. Методология
Исследование основано на  теоретическом анализе движения 

вязкой дисперсной среды в  рабочей ёмкости маслоизготовителя 
с учётом гидродинамических характеристик потока. При этом вяз-
кость сливок рассматривается как эффективный параметр, завися-
щий от их массовой доли жира и температуры сбивания, что потен-
циально оказывает влияние на  характер турбулентного движения 
и величину возникающих центробежных сил. В рамках настоящего 
исследования анализ проводится при фиксированных диапазонах 
указанных параметров, соответствующих условиям технологическо-
го процесса. Основные параметры:

	� Центробежная скорость:
	 v = ω ×(r + k × b), (м/с)	 (1)
	 ω = 2πn/60, (рад/с)	 (2)
где: ω — угловая скорость, рад/с; n — частота вращения рабочего органа, 

об/мин; r — радиус ленты, м; b — ширина лент, м; k — поправочный 
коэффициент, характеризующий изменение скорости по ширине лен-
ты, k = 0,5.

Обобщенная средняя центробежная скорость vо.ср, рассчитанная 
с учетом параметров обеих рабочих лент:

	 v
v v

o cp. . =
+1 2
2

, (м/с)	 (3)

	� Центробежная сила F:

	  F V
b

r kb r
=

+( ) −
ρ ω2

3 3

3
, (Н)	 (4)

где: ρ — плотность сливок, кг/м³; V — объем сливок, м³.

Данная формула учитывает распределение массы по ширине лен-
ты. Масса жидкости распределяется по ширине ленты от радиуса r 
до радиуса r + b. Поскольку каждая элементарная масса частицы рас-
положена на разном расстоянии от оси вращения, расчет выполняет-
ся путем интегрирования по ширине ленты b.

При решении этого интеграла стандартным методом появляется 

коэффициент — F V
b

r kb r
=

+( ) −
ρ ω2

3 3

3
. Здесь число 3 — это результат интегри-

рования выражения вида r² по  ширине b и  является результатом 
усреднения момента инерции массы жидкости по  ширине колеса. 
Оно учитывает, что:

	� распределение массы жидкости не на одном радиусе r, а в интер-
вале от r до r + b;

	� зависимость центробежной силы от  куба радиуса (r³), что при 
усредненном влиянии ширины даёт деление на 3.
Обобщенная средняя центробежная сила Fо.ср., рассчитанная 

с учетом параметров обеих рабочих лент:

	 F
F F

o cp. . ,=
+1 2
2

 (Н)	 (5)

	� Анализ турбулентных потоков проводился по  двум компонен-
там скорости: горизонтальной (U, м/с), определяющей движение 
вдоль радиуса вращения, и вертикальной (V, м/с), фиксирующей 
восходящие и нисходящие потоки:

	 U vo cp= − ⋅ ⋅



. . cos θ π

180
, (м/с)	 (6)

	 V vo cp= − ⋅ ⋅



. . sin θ π

180
,	 (7)

где: θ — угол поворота, °.

Для анализа использовались численные методы интегрирования 
и графические иллюстрации зависимостей.

3.	 Результаты и обсуждение

3.1. Центробежные скорости и силы
Механизм сбивания (Рисунок 1) выполнен в форме двойной ленты 

Мёбиуса с противоположно направленной завивкой полос (внешней 8 
и  внутренней 9). Благодаря такой геометрии в  сливках создаются 
сложные вихревые потоки, которые ускоряют разрушение оболочек 
жировых шариков и их последующую агрегацию (слипание).

Движение сливок по  ленте Мёбиуса определяется следующими 
факторами:

	� неравномерное распределение потоков -поскольку лента Мёбиу-
са не имеет разделения на внутреннюю и внешнюю стороны (од-
носторонняя поверхность), потоки непрерывно меняют направ-
ление по всей её длине;

	� динамика центробежных сил-вращение вызывает движение сли-
вок к периферии, но уникальная структура ленты приводит к пе-
рераспределению скоростей и формированию интенсивных цир-
куляционных потоков;

	� турбулентность и  напряжения сдвига — вихревые зоны и  сдви-
говые усилия ускоряют разрушение белковой оболочки жировых 
шариков, способствуя их агрегации.
Под действием центробежных сил сливки перемещаются от цен-

тральной зоны обеих лент к  периферии, формируя интенсивный 
поток. Возникающее при этом центробежное ускорение направляет 
поток от  центральной зоны к  стенкам рабочего объема. Благодаря 
различным радиусам внешней и внутренней лент, а также градиенту 
скоростей по их ширине, дисперсные частицы жировой фазы сливок 
движутся с разными скоростями, создавая локальные турбулентные 
зоны. Кроме того, взаимодействие встречных потоков, возникающих 
благодаря противоположно направленным завивкам лент, вызывает 
деформации сдвига и трения, что усиливает столкновения жировых 

Рисунок 1. Маслоизготовитель периодического действия 
с рабочим органом в форме двойной ленты Мёбиуса:  

1 — крышка; 2 — рабочая емкость; 3 — самоцентрирующийся 
подшипник с вращающейся опорой; 4 — кронштейн;  

5 — вал; 6 — отбойники; 7 — стержень; 8 — внешняя лента;  
9 — внутренняя лента; 10 — уплотнительный узел;  

11 — клиновидный ремень; 12 — ведомый шкив; 13 — сливной 
патрубок; 14 — промежуточный вал; 15 и 16 — втулки

Figure 1. Batch — operated butter churn with a working body in the form 
of a double Möbius strip: 1 — cover; 2 — working chamber; 3 — self-centering 

bearing with rotating support; 4 — bracket; 5 — working member shaft;  
6 — deflectors; 7 — rod; 8 — outer belt; 9 — inner belt; 10 — sealing assembly; 
11 — V — belt; 12 — driven pulley; 13 — drain pipe; 14 — intermediate shaft; 

15 and 16 — bushings
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шариков, приводя к разрушению их оболочек и ускорению процесса 
агрегации жировых частиц.

Поток сливок, направляемый центробежным действием от  цен-
тра к  стенкам рабочей ёмкости, формируется под воздействием 
частоты вращения механизма сбивания. При этом скорость потока 
прямо пропорционально возрастает с увеличением окружной скоро-
сти и радиуса вращения механизма сбивания. Усиление центробеж-
ной силы значительно повышает интенсивность перемешивания 
и сдвиговых деформаций.

При увеличении частоты вращения механизма сбивания в диа-
пазоне n = 700 → 900 об/мин, наблюдаются следующие закономерно-
сти — центробежная скорость возрастает пропорционально частоте 
вращения в  диапазоне vо.ср. = 8,98 → 12,5 м/с, а  центробежная сила 
увеличивается пропорционально квадрату частоты вращения в ди-
апазоне Fо.ср. = 780,83 → 1408,47 Н, (Рисунок 2). Данные зависимости 
демонстрируют линейную корреляцию между скоростью и частотой 
вращения (v ∝ n), а также квадратичную зависимость силы от часто-
ты (F ∝ n²), (∝ — символ пропорциональности).

Таким образом, увеличение частоты вращения усиливает цент-
робежные эффекты, что способствует ускорению сбивания сливок. 
Это обеспечивает интенсивное перемешивание и сдвиговую дефор-
мацию среды, что ускоряет разделение фаз и  агрегацию жировых 
шариков. Однако повышение частоты вращения до  n = 900 об/мин-
способно вызвать неравномерное распределение сливок в  рабочей 
емкости и  чрезмерное пенообразование, уменьшение производи-
тельности вследствие реэмульгтрования молочного жира.

При варьировании ширины лент происходит изменение ги-
дродинамической картины процесса. С  ее изменением меняется 
объём сливок, включённых в движение, что приводит к модифика-
ции структуры потока и уровня турбулентности. Так при b3 = 0,05 м, 
интенсивность воздействия на  сливки увеличивается, создаются 
повышенные напряжения сдвига, существенно меняются реоло-
гические характеристики потока. При увеличении ширины ленты 
b = 0,03 → 0,05  м, при росте частоты вращения n = 700 → 900 об/мин, 
средний прирост центробежной скорости vо.ср. и  силы Fо.ср. соста-
вил ≈ 8 %(Рисунок 2).

Использование узких лент (b1 = 0,03 м)  позволяет генерировать 
интенсивные локальные вихри, которые усиливают турбулентное 
перемешивание и диспергирование фаз. Однако это может привести 
к пространственной неоднородности распределения сливок и фор-
мированию застойных зон.

Более широкие ленты (b3 = 0,05 м) в состоянии обеспечить более 
однородное течение со стабильными скоростными характеристика-
ми и  предсказуемым распределением напряжений сдвига. Но  при 
этом происходит снижение градиента скорости (∂v/∂r), что уменьша-
ет эффективность деформации жировых шариков и требует увеличе-
ния частоты вращения для компенсации.

Как известно, процесс превращения сливок в  сливочное масло 
обусловлен механическим воздействием, в  результате которого 

происходит разрушение белково-липопротеиновых оболочек жиро-
вых глобул и их последующая коалесценция с формированием не-
прерывной жировой структуры, характерной для масляного зерна. 
Ключевую роль здесь играют центробежные скорости и силы, фор-
мируемые периодически движущимся рабочим механизмом, а так-
же связанные с ними механические колебания, сдвиговые и ударные 
воздействия. Интенсивность указанных эффектов определяется 
конструктивными и  кинематическими параметрами оборудования 
(частота вращения, амплитуда движения, температурный режим 
и продолжительность обработки), что влияет на дисперсный состав 
жировых глобул сливок, скорость их агрегации и  коалесценции, 
а также на формирование текстуры конечного продукта.

На Рисунке 3 в полярной системе координат визуализировано рас-
пределение центробежной скорости и  силы вдоль радиуса емкости. 
Графики наглядно показывают зависимость этих параметров от  ча-
стоты вращения и  ширины лент Мёбиуса. В такой графической ин-
терпретации, угол определяет положение точки на графике, тогда как 
расстояние от центра (радиус) отражает величину соответствующего 
параметра. Аналогичный подход к анализу и визуализации распреде-
ления центробежных скоростей и радиальных сил в полярной системе 
координат широко применяется при исследовании вращательных ги-
дродинамических процессов в различных типах роторных аппаратов, 
включая насосные системы, что показано в работах Wang M. c соавто-
рами [12], Cao W.c соавторами [13], а также Kang Y. c соавторами [14]. 
Несмотря на  различие функционального назначения исследуемых 
объектов, методологическая общность данного подхода обусловле-
на идентичностью физической природы вихревого движения вяз-
кой среды в ограниченном вращающемся объёме. Это подтверждает 
универсальность использования полярной системы координат как 
эффективного инструмента для анализа структуры потока, распре-
деления динамических нагрузок и характера нестационарных гидро-
динамических явлений во вращающихся аппаратах независимо от их 
конструктивного исполнения и области применения.

Для точного описания центробежной скорости vо.ср. м/с и  силы 
Fо.ср., (Н), рабочая емкость представляется как полная окружность 
(360°). При этом центробежные параметры равномерно распре-
деляются по  углам в  диапазоне 0° → 360°, с  шагом 45°. Эти углы 
соответствуют положениям точек на  окружности вращения меха-
низма сбивания. Для расчётов радиус объёма переработки (при 
DЕ = 0,36  м)  рассматривается в  пределах 0 → 0,180  м, при этом вы-
бираются 8 дискретных точек, равномерно распределённых с  ша-
гом 0,0225 м: 0,0225 м; 0,045 м; 0,0675 м; 0,09 м; 0,1125 м; 0,135 м; 
0,1575 м; 0, 18 м.

В полярной системе координат каждая точка определяется двумя 
значениями: расстоянием от центра графика до анализируемой точ-
ки r, (м) (внутренний радиус обрабатываемого объёма r = 0 → 0,18 м); 
углом поворота между положительным направлением оси Х и лини-
ей, соединяющей центр с анализируемой точкой (угол, определяю-
щий положение анализируемой точки на графике), θ, °.

0,03 0,04 0,05 0,03 0,04 0,05 0,03 0,04 0,05
780,830983 815,943823 852,03884 1019,86088 1065,72254 1112,86706 1290,76142 1348,8051 1408,47237

8,979719 9,34623814 9,71275729 10,262536 10,681415 11,100294 11,545353 12,0165919 12,4878308

0

2

4

6

8

10

12

14

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

v a
об
.с
р.

, (
м

/с
)

F о
б.
ср

., (
Н

)

b, (м)

n = 700 об/мин n = 800 об/мин n = 900 об/мин

Рисунок 2. Зависимость центробежной скорости vо.ср. м/с и силы Fо.ср., (Н) от n, (об/мин) и b, (м) механизма сбивания
Figure 2. Dependence of the centrifugal velocity vо.а., (m/s) and force Fо.a.,(N) on n, (rpm) and b, (m) of the churning mechanism
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Рисунок 3. График распределения центробежной скорости vо.ср., (м/с) и силы Fо.ср., (Н) по радиусу в рабочей емкости: 
(а) — n = 700 об/мин; (б) — n = 800 об/мин; (в) — n = 900 об/мин)

Figure 3. Graph of distribution of centrifugal velocity vо.а, (m/s) and force Fо.a., (N) along the radius in the working tank: 
(а) — n = 700 rpm; (б) — n = 800 rpm; (в) — n = 900 rpm)
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Значения центробежной силы и скорости были распределены искус-
ственно равномерно по углам, так как вращение механизма сбивания 
идёт с постоянной угловой скоростью. Это стандартный метод построе-
ния полярных графиков для равномерно вращающихся систем.

Угол поворота θ изменяется в пределах θ = 0° → 360° в зависимо-
сти от радиуса обрабатываемого объема и определяется следующим 
образом:

	 θ = °r
R
360 ,	 (8)

где: r — текущий радиус обрабатываемого объема, r = 0 → 0,18 м; R — мак-
симальный радиус обрабатываемого объема, R = 0,18 м.

Пропорциональное распределение центробежной силы и скоро-
сти по  радиусу обрабатываемого объема определяется следующим 
образом:

	 v r v
r
Ro cp( ) = . . .	 (9)

	 F r F
r
Ro cp( ) = . . .	 (10)

Центробежная скорость vо.ср., (м/с) и сила ​​Fо.ср., (Н) действующие 
на  сливки, меняются линейно с  радиусом емкости, поскольку они 
прямо пропорциональны ее радиусу:

	 vо.ср. = ω r.	 (11)

	 Fо.ср. = m r ω2.	 (12)

При вращении механизма сбивания сливки внутри емкости дви-
жутся по сложным траекториям, подвергаясь воздействию центро-
бежных и гравитационных сил. При этом в углах поворота происхо-
дят следующие процессы:

	� на углах 0° и 360° (верхняя точка — начальное и конечное положе-
ние) влияние гравитационной силы минимально, тогда как центро-
бежная сила направлена радиально от центра к периферии ёмкости;

	� на  углах 90° и  270° (боковые точки соответственно на  правом 
и левом радиусах окружности) центробежная сила действует го-
ризонтально и сливки двигаются вдоль стенок рабочей емкости;

	� на  угле 180° (нижняя точка) центробежная и  гравитационная 
силы взаимодействуют и происходит максимальное накопление 
массы сливок перед их выбросом вверх;

	� на промежуточных углах (45°, 135°, 225°, 315°) происходит плав-
ный переход влияния центробежной силы в разных секторах.
Такой подход позволяет сформировать целостную картину про-

цесса, не перегружая описание излишними подробностями [15–17]. 
Это распределение вращательного движения механизма сбивания 
рассматривается как аналог анализа динамики потока вращательно-
го движения жидкости в центрифуге [18].

Поскольку ленты механизма сбивания вращаются равномер-
но, центробежные параметры скорость vо.ср., (м/с) и  сила Fо.ср., (Н) 
равномерно распределяются в  угловом диапазоне θ = 270° → 360°, 
наибольшие значения которых наблюдаются в  угловом диапазоне 
θ = 180° → 270° (нижний сектор вращения). Это обусловлено воздей-
ствием силы тяжести и  динамической симметрией вращательного 
движения. В этом секторе совмещаются направлений действия двух 
векторов — ускорения свободного падения и  центробежного уско-
рения, вследствие чего результирующая скорость и сила достигают 
максимума. Кроме того, в этом секторе возникает динамическая сим-
метрия между вращением механизма сбивания и  распределением 
массы обрабатываемой среды, что усиливает центростремительные 
и периферийные движения, стабилизируя траекторию и увеличивая 
эффективность сбивания. Здесь поток сливок вследствие турбулент-
ности и взаимодействия с поверхностями лент механизма сбивания 
частично замедляется и  затем вновь ускоряется, в  результате чего 
движется по  сложным траекториям. Это способствует увеличению 
площади контакта между фазами, усилению перемешивания и уско-
ренному разрушению жировых оболочек при сбивании, что имеет 
решающее значение для эффективности технологического процесса.

На  основе графика распределения скорости vо.ср., (м/с) и  силы 
Fо.ср., (Н), (Рисунок 3), можно выделить три зоны внутри рабочей 
емкости:

	� центральная зона (r = 0 → 0,045 м, малый радиус, θ = 0° → 90°) — из-
за слабого воздействия центробежной силы скорость вращения 
здесь минимальна, наблюдается формирование участков с  пра-
ктически нулевыми скоростями, способствующими образованию 
вихревых источников;

	� средняя  — промежуточная зона (r = 0,045  → 0,135  м, средний  — 
промежуточный радиус, θ = 90° → 270°)  — здесь происходит ос-

новной круговой поток сливок, сопровождаемый локальными 
изменениями скорости в связи с особенностями геометрической 
формы ленты Мёбиуса;

	� периферийная зона (r = 0,135 → 0,180  м, внешний радиус, 
θ = 270° → 360°) при достижении пиковых значений центробеж-
ной силы и  скорости вращения формируется неравномерный 
профиль скоростей по ширине ленты Мёбиуса. Под воздействием 
двух встречных потоков в этой зоне происходит активное образо-
вание масляных зерен.
По мере удаления от центра наблюдается увеличение центробеж-

ной скорости vо.ср., (м/с). Хотя в центральной зоне скорость остаётся 
на минимальном уровне, с ростом радиуса она постепенно увеличи-
вается и достигает максимальных значений на периферии. Наивыс-
шее значение центробежной скорости составляет vо.ср. = 12,5 м/с при 
частоте вращения n3 = 900 об/мин и ширине ленты b3 = 0,05 м. Центро-
бежная сила, возрастает с увеличением скорости, но снижается при 
уменьшении радиуса. Её максимальное значение Fо.ср. = 1408,47  Н 
наблюдается в  периферийной зоне, где скорость достигает своего 
пикового значения (Рисунок 3в). Данный факт подтверждает квадра-
тичную зависимость центробежной силы от  радиуса, характерную 
для вращательных систем.

Путь, проходимый частицей сливок за  один оборот, по  мере уда-
ления от  центра к  периферии увеличивается, так  же увеличивается 
и её скорость. Соответственно, растет и центробежная сила. Так, при 
n1 = 700 об/мин и b2 = 0,04 м в центральной зоне, (r = 0,0225 м), первона-
чальный рост центробежной силы и скорости начинают увеличиваться 
до vо.ср. = 1,17 м/с, Fо.ср. = 102 Н; в центре средней — промежуточной — 
зоны, (r = 0,09 м), показатели доходят до vо.ср. = 4,675 м/с, Fо.ср. = 407,972 Н, 
а в периферийной зоне, (r = 0,180 м), они достигают своих максималь-
ных значений vо.ср. = 9,35 м/с, Fо.ср. = 815,944 Н. Таким образом, центро-
бежные параметры увеличиваются с ростом радиуса, при этом наблю-
дается восьмикратный рост по сравнению с начальными значениями.

С увеличением центробежных параметров возрастает кинетиче-
ская энергия частиц сливок, а также давление, оказываемое на жи-
ровые шарики. В результате усиливается разрушение оболочек жи-
ровых шариков и  наблюдается более интенсивное высвобождение 
жира, что и составляет основу процесса сбивания. Это обеспечивает 
равномерное перемешивание всего объема сливок и ускоряет слия-
ние жировых шариков в крупные частицы. Таким образом, быстрее 
формируются масляные зерна с однородной структурой, сокращает-
ся время сбивания и увеличивается выход готового продукта.

На  величины центробежных параметров существенное влияние 
оказывают как частота вращения механизма сбивания n (об/мин), 
так и ширина ленты b (м), (Рисунок 3). Увеличение данных параме-
тров приводит к росту угловой скорости ω (рад/с), а также к расшире-
нию площади воздействия на сливки, что в свою очередь, вызывает 
рост скорости и силы. Эти изменения способствуют ускорению про-
цесса сбивания и более эффективному высвобождению жира.

Так, например, при фиксированной ширине ленты b2 = 0,04  м, 
увеличение частоты вращения механизма сбивания, приводит к воз-
растанию центробежной скорости в  1,1 → 1,3 раза, а  центробежная 
сила увеличивается в  1,3 → 1,65 раза (квадратичная зависимость) 
на каждые 100 об/мин (Таблица 1, Рисунок 3).

При фиксированной частоте вращения n3 = 900 об/мин и  измене-
нии ширины ленты, наблюдается рост центробежной скорости и силы 
в одинаковых пределах в 1,04 → 1,1 раза на каждые 0,01 м. Это указыва-
ет на сравнительно меньшую, но стабильную чувствительность пара-
метров к ширине ленты при высоких оборотах (Таблица 2, Рисунок 3).

Таблица 1. Изменение центробежной скорости vо.ср., (м/с) 
и силы Fо.ср., (Н), при b2 = 0,04 м

Table 1. Change in centrifugal velocity vо.а., (м/s) and force Fо.a., (N) 
at b2 = 0,04 m

Параметр n1 = 700 об/мин n2 = 800 об/мин n3 = 900 об/мин

vо.ср., (м/с) 1,17 → 9,35 1,335 → 10,68 1,5 → 12,02

Fо.ср., (Н) 101,993 → 815, 944 133, 215 → 1065,72 168,6 → 1348,81

Таблица 2. Изменение центробежной скорости vо.ср., (м/с) 
и силы Fо.ср., (Н) при n3 = 900 об/мин

Table 2. Change in centrifugal velocity vо.а., (м/s) and force Fо.a., (N) 
at n3 = 900 rpm

Параметр b1 = 0,03 m b2 = 0,04 м b3 = 0,05 м

vо.а., (м/s) 1,44 → 11,55 1,5 → 12,02 1,56 → 12,5

Fо.а., (N) 161,345 → 1290,76 168,6 → 1348,81 176,06 → 1408,47
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Как частота вращения механизма сбивания n (об/мин), так и ши-
рина ленты b (m) оказывают заметное влияние на  характеристи-
ки вихревого движения сливок в  емкости, выражающиеся через 
центробежную скорость vо.ср., (м/с) и силы  Fо.ср., (Н). Это указывает 
на  высокую чувствительность динамических параметров к  частоте 
вращения, что позволяет эффективно управлять интенсивностью 
турбулентного перемешивания и воздействием на жировые шарики 
при сбивании. Хотя влияние ширины не столь выражено, как часто-
ты вращения, увеличение b (m) способствует более широкому охвату 
контактной зоны и потенциальному расширению активных гидро-
динамических областей.

Таким образом увеличение частоты вращения обеспечивает бо-
лее интенсивное вихревое движение и турбулентность, в то  время 
как увеличение ширины ленты стабилизирует и  расширяет зону 
контакта, улучшая условия коалесценции жировых шариков и обра-
зования масляного зерна.

3.2. Турбулентные потоки
Процесс превращения сливок в сливочное масло при механиче-

ском сбивании подразумевает образование интенсивных гидроди-
намических потоков, стимулирующих столкновения и  коалесцен-
цию жировых шариков, что приводит к формированию устойчивых 
масляных зерен. Механическое воздействие на  эмульсию сопро-
вождается фазовой инверсией и  перераспределением скоростей 
и  деформаций в  потоке  — это непосредственно влияет на  агрега-
цию жировых глобул [19]. Теоретические модели фазовой инверсии 
и динамики структуры эмульсии позволяют понять, как механиче-
ское взбивание определяет интенсивность локальных потоков и эф-
фективность объединения глобул  [20]. Дальнейшие исследования 
мульти-масштабного моделирования показали взаимосвязь макро-
структуры масла с  микроструктурой глобул и  динамикой потоков 
при сбивании  [21]. Экспериментальные работы Lars  W. c соавтора-
ми [22] и Buldo P. c соавторами [23] по микроструктуре и кристалли-
зации жиров подтверждают, что изменение условий сбивания, вре-
мени и вязкости системы существенно влияет на частоту контактов 
между глобулами и эффективность их коалесценции.

При перемешивании массы в  емкости формируются интенсив-
ные вихревые потоки, обусловленные действием центробежной 
скорости vо.ср., (м/с) и  центробежной силы  Fо.ср., (Н). Эти потоки 
содержат зоны ускорения, турбулентности и  стагнации, и  в  целом 
характеризуются высокой неустойчивостью  [24,25]. Характер и  на-
правление потока в таких условиях определяется вектором скоро-
сти, состоящим из двух взаимно перпендикулярных составляющих: 
горизонтальной U (м/с), отражающей скорость и направление дви-
жения вдоль радиуса вращения, и  вертикальной V (м/с), отражаю-
щей скорость и направление движения вверх или вниз [26–28]. Эти 
составляющие играют ключевую роль в  гидродинамике процесса 
сбивания: колебания и  вариации горизонтальной и  вертикальной 
скоростей создают локальные зоны турбулентности и сдвиговых де-
формаций, усиливая интенсивность столкновений жировых глобул. 
В результате ускоряются коалесценция и формирование устойчивых 
масляных зерен, так как турбулентные вихри способствуют переме-
шиванию, увеличению контакта между жировыми частицами и  их 
агрегированию

Если горизонтальная составляющая U > 0, то  масса движется 
от центра вправо и, обозначается как «+U». Если же U < 0, движение 
массы направлено влево — к центру, то есть против радиального на-
правления и обозначается как «–U».

Если вертикальная составляющая V > 0, то  масса движется вверх 
и  ее значение обозначается как «+V». Если  же V < 0, то  движение 
массы направлено вниз — к дну емкости, и обозначается как «–V». 
Наличие знаков « + » и «–» перед значениями компонентов скорости 
позволяет определить структуру вихревого потока.

Если одновременно U < 0 и V > 0, то масса перемещается по восхо-
дящей диагонали к центру — это указывает на восходящий закручен-
ный и свернутый поток.

Если одновременно U > 0 и V < 0, то движение массы направлено 
от центра по нисходящей дуге — это свидетельствует о спиралевид-
ной структуре потока.

С целью изучения направления и свойств вихревого потока, со-
здаваемого механизмом сбивания, в форме двойной ленты Мёбиуса 
(Рисунок 1), определяются значения составляющих вектора скорости 
потока при различных режимах работы. На этих значениях постро-
ены графики, отражающие движения составляющих вектора скоро-
сти вихревого потока (Рисунок 4). Зная, при каких частотах враще-
ния n (об/мин) и ширине лент b (m), составляющие вектора скорости 
достигают наибольших значений, возможно определить оптималь-

ные конструктивные параметры, обеспечивающие более интенсив-
ное перемешивание, а также выявить области ускорения вихревого 
движения и застойные зоны.

Формирование вихревого потока обусловлено следующими фак-
торами:

	� центробежная динамика  — стремление сливок под действием 
инерционных сил к перемещению в области окружностей, в кото-
рых происходит круговое течение;

	� турбулентность и  сдвиг  — наличие пересекающихся слоёв, со-
провождающееся появлением горизонтальной (U) и  вертикаль-
ной (V) составляющих скорости;

	� периодические колебания  — циклический характер изменения 
угла (0 → 360°), вызывающий чередование знаков (« + » и «–») го-
ризонтальной и вертикальной составляющих вектора скорости.
При всех параметрах, (n = 700 → 900 об/мин и b = 0,03 → 0.05 м), ме-

ханизма сбивания горизонтальная (U) и вертикальной (V) составля-
ющие вектора скорости изменяются по синусоиду, что обусловлено 
геометрической формой ленты Мёбиуса. С  увеличением частоты 
вращения механизма сбивания и ширины ленты Мёбиуса траекто-
рия потока удлиняется, а вихревое течение становится более обшир-
ным и интенсивным (Рисунок 4).

Верхние пределы значений обеих составляющих наблюдались 
в следующих точках:

	� для горизонтальной составляющей U — в точке, расположенной 
на самом конце периферийной зоны при r = 0.180 m; θ = 360°, что 
соответствует завершению полного оборота;

	� для вертикальной составляющей V  — в  точке, расположенной 
в  начале периферийной зоны на  левом радиусе вращения при 
r = 0.135 m; θ = 270°.
Нижние пределы (0 → 1 м/с) обеих составляющих наблюдались 

в следующих точках:
• для горизонтальной составляющей U — в центральной зоне, на-

чиная от точки с координатами r = 0.0 → 0,045 m; θ = 0° → 90°, располо-
женной в начальной позиции по правому радиусу вращения, а также 
в точке с  координатами r = 0,135 m; θ = 270°, находящейся в  начале 
периферийной зоны по левому радиусу вращения;

• для вертикальной составляющей V — в  центральной зоне при 
r = 0.0 → 0,0225 m; θ = 0° → 45° (начальная позиция оборота), в  сред-
ней — переходной зоне при r = 0,09 m; θ = 180° (нижняя точка окруж-
ности), а также в точке r = 0,180 m; θ = 360° на  завершении полного 
оборота, что соответствует концу периферийной зоны.

Таким образом горизонтальная составляющая вектора скорости 
достигает своих максимальных показателей на  периферии, мини-
мальных в  центре, в  то  время как вертикальная составляющая V 
(r < 0,045 м) имеет сложное пространственное распределение с экс-
тремумами в  специфических точках. При таких обстоятельствах 
в  центральной зоне доминирует ламинарный режим, а  в  перифе-
рийной зоне (r > 0,135 м) развивается турбулентность.

Направление горизонтальной составляющей изначально ори-
ентировано от центра к стенке емкости (вправо) и на графическом 
изображении обозначается как «+U» по положительному направле-
нию оси. Это наблюдается по всей центральной зоне (r = 0 → 0,045м, 
малый радиус, θ = 0 → 90°). В  данной области, вследствие слабого 
влияния центробежной силы, центробежная скорость имеет низкие 
значения, и эта зона считается областью нулевых скоростей, где фор-
мируются источники вихреобразования.

При частотах вращения рабочего механизма n = 700 → 800 об/мин 
значение горизонтальной составляющей U в центральной зоне со-
ставляет 0≤ U < 1, тогда как при n3 = 900 об/мин в центральной точке 
этой зоны (r = 0,0225 m; θ = 45°) уже наблюдается значение U ≥ 1. Уве-
личение горизонтальной составляющей U в  центральной области 
происходит в направлении к её геометрическому центру (r = 0,0225 
m) и в переходной угловой зоне θ = 45°, где влияние центробежной 
силы начинает мягко распространяться на соседние области. После 
этого наблюдается повторное снижение значения скорости. Эта зона 
характеризуется как область прироста скорости и представляет со-
бой статический круговой поток, охватывающий центральную часть, 
внешнюю поверхность вихревого (турбулентного) потока, а  также 
всю поверхность механизма сбивания (Рисунок 4).

Значение горизонтальной составляющей U в  средней зоне 
(r = 0,045 → 0,135 m, средний радиус, θ = 90 → 270°) приобретает каче-
ства параболоида и направлено к центру (влево), что на графическом 
изображении обозначается как «–U» по отрицательному направле-
нию оси. В  этой области, на  фоне увеличения окружной скорости, 
происходит основная циркуляция сливок, при этом вследствие ге-
ометрических особенностей формы ленты Мёбиуса наблюдаются 
локальные изменения скорости. Так, вплоть до центральной точки 
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0 45 90 135 180 225 270 315 360
U, (м/с), 700 – 0,03 0 0,793727362 1,37523E-16 –2,381182086 –4,49 –3,968636809 –1,23771E-15 5,556091533 8,98
V, (м/с), 700 – 0,03 0 0,793727362 2,245 2,381182086 5,50092E-16 –3,968636809 –6,735 –5,556091533 –2,20037E-15
U, (м/с), 700 – 0,04 0 0,826431051 1,43189E-16 –2,479293152 –4,675 –4,132155253 –1,2887E-15 5,785017354 9,35
V, (м/с), 700 – 0,04 0 0,826431051 2,3375 2,479293152 5,72757E-16 –4,132155253 –7,0125 –5,785017354 –2,29103E-15
U, (м/с), 700 – 0,05 0 0,858250856 1,48702E-16 –2,574752567 –4,855 –4,291254278 –1,33832E-15 6,00775599 9,71
V, (м/с), 700 – 0,05 0 0,858250856 2,4275 2,574752567 5,9481E-16 –4,291254278 –7,2825 –6,00775599 –2,37924E-15
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0 45 90 135 180 225 270 315 360
U, (м/с), 800 – 0,03 0 0,906864447 1,57125E-16 –2,720593341 –5,13 –4,534322234 –1,41413E-15 6,348051128 10,26
V, (м/с), 800 – 0,03 0 0,906864447 2,565 2,720593341 6,28501E-16 –4,534322234 –7,695 –6,348051128 –2,514E-15
U, (м/с), 800 – 0,04 0 0,943987553 1,63557E-16 –2,831962659 –5,34 –4,719937764 –1,47202E-15 6,60791287 10,68
V, (м/с), 800 – 0,04 0 0,943987553 2,67 2,831962659 6,54229E-16 –4,719937764 –8,01 –6,60791287 –2,61692E-15
U, (м/с), 800 – 0,05 0 0,981110659 1,69989E-16 –2,943331977 –5,53 –4,905553294 –1,5299E-15 6,867774612 11,1
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Рисунок 4. Характер движения горизонтальной (U) и вертикальной (V) составляющих вектора скорости вихревого потока 
сливок в емкости в зависимости от n (об/мин) и b (м): (а) n1 = 700 об/мин; (б) n2 = 800 об/мин; (в) n3 = 900 об/мин)

Figure 4. Flow characteristics of the horizontal (U) and vertical (V) components of the velocity vector of the cream’s vortex motion 
in the container depending on n (rpm) and b (m): a) n1 = 700 rpm; б) n2 = 800 rpm; в) n3 = 900 rpm)
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зоны (r = 0,09 m, θ = 180°), поток направлен к центру емкости с нараста-
ющей скоростью, после чего происходит снижение скорости до зна-
чений, приближающихся к нулю, на самом конце средней зоны. Эта 
область считается зоной перехода к  типу динамического кругового 
потока с нарастающей окружной скоростью. Здесь также происходит 
изменение направления движения потока за счёт слияния встречных 
потоков, что вызывает резкие колебания скорости — как падение, так 
и последующий подъём. После смены направления (вправо — от цен-
тра к стенкам емкости и к ее дну), на графике оно вновь обозначается 
как «+U» по положительному направлению оси, поток входит в пери-
ферийную зону (r = 0,135 → 0,180 m, внешний радиус, θ = 270 → 360°), 
где достигается максимум центробежной силы и наблюдается интен-
сивное взаимодействие двух встречных потоков. В  результате этого 
вдоль ширины ленты Мёбиуса формируется неравномерный профиль 
скоростей. Эта зона определяется как область динамического круго-
вого потока, где горизонтальная составляющая U резко возрастает 
и достигает своего максимального значения в конце периферийной 
зоны (r = 0,180 m, θ = 360°). Здесь поток с ударом сталкивается со стен-
ками емкости. Данная область характеризуется наибольшим градиен-
том скорости и является зоной формирования устойчивых вихревых 
полос и центров зарождения масляных зёрен, а также рассматривает-
ся как пограничный подслой (Рисунок 4).

Направление вертикальной составляющей вектора скорости V 
изначально ориентировано вверх, что на  графическом изображе-
нии обозначается как «+V» по  отрицательному направлению оси. 
В  данном направлении увеличение скорости происходит сначала 
в  центральной зоне (r = 0 → 0,045 m, малый радиус, θ = 0 → 90°), где 
влияние центробежной силы слабо выражено и формируются источ-
ники вихрей. Рост продолжается до центральной части средней зоны 
(r = 0,045 → 0,135 m, средний радиус, θ = 90 → 270°), где под влиянием 
увеличивающейся окружной скорости и  геометрических особен-
ностей формы ленты Мёбиуса наблюдаются локальные изменения 
скорости. В этой области поток плавно переходит от стационарно-
го кругового потока к  динамическому. Увеличение вертикальной 
составляющей V продолжается вплоть до  точки с  координатами 
r = 0,0675 m, θ = 135°, где достигается её максимальное значение в ре-
зультате мягкого перехода воздействия центробежной силы на раз-
ные зоны емкости. После этого, в  центральной точке переходной 
зоны — в нижней точке окружности (r = 0,09 m, θ = 180°), происходит 
снижение скорости до  значений, приближающихся к  нулю. В  этой 
точке, из-за слияния потоков, происходит смена направления дви-
жения, что вызывает одновременно резкое падение и последующий 
подъём скорости (Рисунок 4).

Вертикальная составляющая вектора скорости V от центральной 
точки средней зоны (r = 0,09 m, θ = 180°) до конца периферийной зоны 
(r = 0,135 → 0,180 m, внешний радиус, θ = 270 → 360°) приобретает 
форму параболоида и направляется вниз, к дну емкости. На графи-
ческом изображении это обозначается как «–V» по отрицательному 
направлению оси. В  данном направлении вертикальная составля-
ющая V достигает своего наивысшего значения в  начале перифе-
рийной зоны — в точке, расположенной на левом радиусе вращения 
(r = 0,135 m, θ = 270°). Затем она снижается до  значений, приближа-
ющихся к  нулю, в  точке завершения полного оборота (r = 0,180  m, 
θ = 360°) в конце периферийной зоны (Рисунок 4).

Резкие колебания в  значениях вертикальной составляющей V 
при направленном вверх и  вниз потоке обусловлены следующим 
факторами:

	� в  первом случае  — взаимодействием на  границе между цент-
ральной зоной (r = 0 → 0,045 m, малый радиус, θ = 0 → 90°), где 
происходит формирование вихревых источников при нулевых 
скоростях, и средней зоной (r = 0,045  → 0,135 m, средний радиус, 
θ = 90 → 270°), где реализуется основная циркуляция с увеличива-
ющейся окружной скоростью;

	� во  втором случае  — взаимодействием на  границе между сред-
ней зоной (r = 0,045  → 0,135 m, средний радиус, θ = 90 → 270°), где 

также наблюдается основная циркуляция и периферийной зоной 
(r = 0,135 → 0,180 m, внешний радиус, θ = 270 → 360°), в  которой 
центробежная скорость и  сила достигают своего пикового зна-
чения. В обоих случаях причиной колебаний является взаимное 
влияние двух потоков, направленных навстречу друг другу.
При всех параметрах рабочего механизма (n = 700 → 900 об/мин, 

b = 0,03 → 0,04 м), выполнение условий U > 0, V > 0 и  V > U в  цент-
ральной зоне (r = 0 → 0,045 m, малый радиус, θ = 0 → 90°) указывает 
на  более быстрое прямолинейное движении потока снизу вверх 
и  от  центра к  стенкам емкости. Изменение направления вектора 
скорости в  сторону U < 0 и  V > 0 в  направлении к  центру средней 
зоны (r = 0,045 → 0,135 m, средний радиус, θ = 90 → 270°) указыва-
ет на  восходящее диагональное движение потока, закрученного 
по направлению к центру. В промежутке от центра до конца сред-
ней зоны (r = 0,045 → 0,135 m, θ = 90 → 270°) наблюдаются условия 
U < 0, V < 0 и  V > U, что свидетельствует о  более интенсивном дви-
жении потока сверху вниз и  к  центру. В  конце периферийной 
зоны (r = 0,135 → 0,180  m, внешний радиус, θ = 270 → 360°) условия 
U > 0 и  V < 0 отражают нисходящее дугообразное движение пото-
ка от  центра к  стенкам, что является элементом спиралевидного 
потока.

4.	 Выводы
Таким образом, теоретические исследования, направленные 

на изучение гидродинамики процесса взбивания сливок в аппарате 
с рабочим органом типа ленты Мёбиуса позволили сделать следую-
щие выводы:
1.	 За  счёт наивысшей частоты вращения рабочего механизма 

n3 = 900 об/мин и  ширины ленты b3 = 0,05  м достигаются макси-
мальные значения центробежной скорости vо.ср.  = 12,5 м/с и цен-
тробежной силы Fо.ср. = 1408,5 Н, что позволит обеспечить более 
быстрый и эффективный процесс сбивания;

2.	 При минимальной частоте вращения рабочего механизма 
n1 = 700  об/мин и  ширине ленты b1 = 0,03  м достигаются наи-
меньшие значения центробежной скорости vо.ср. = 8,98 м/с и силы 
Fо.ср. = 708,8 Н, что соответствует режиму сбивания с пониженной 
интенсивностью гидродинамического воздействия;

3.	 При средней частоте вращения рабочего механизма n2 = 800 об/мин 
и  ширине ленты b2 = 0,04  м достигаются средние значения цен-
тробежной скорости vо.ср. = 12,5 м/с и  силы Fо.ср. = 1065,72 Н, что 
обеспечивает равномерное распределение гидродинамического 
воздействия на перерабатываемый продукт и повышение интен-
сивности сбивания без формирования локальных зон чрезмерно-
го воздействия;

4.	 Изучение движения горизонтальной (U) и  вертикальной (V) со-
ставляющих вектора скорости показало, что при всех параметрах 
рабочего механизма (n = 700 → 900 об/мин, b = 0,03 → 0,05 м)  они 
достигают своих максимальных значений в периферийной зоне, 
что указывает на наличие интенсивной циркуляции и рециркуля-
ции вдоль внешнего контура рабочей емкости;

5.	 Изменения количественных показателей, составляющих векто-
ра скорости их траекторий движения, чередование положитель-
ных и отрицательных значений указывают на наличие встречных 
(обратных) потоков, которые будут способствовать более эф-
фективному перемешиванию жировых шариков и  разрушению 
их оболочек. Это обеспечит интенсификацию перемешивания 
жировых шариков и усиление механического воздействия на их 
оболочки, обеспечивая вовлечение всего объёма обрабатываемой 
массы в процесс гидродинамического взаимодействия и тем са-
мым ускоряя процесс сбивания;

6.	 Повышение частоты вращения обеспечивает более интенсивное 
вихревое движение и турбулентность, в то время как увеличение 
ширины ленты позволит стабилизировать и расширить зону кон-
такта, улучшая условия коалесценции жировых шариков и обра-
зования масляного зерна.
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FRESH ELDERBERRY OR SPINACH PURÉES AS DUAL NATURAL 
COLOUR AND EARLY TEXTURE MODULATORS IN SORGHUM 
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Gluten-free breads typically exhibit rapid firming and limited natural color diversity, which issues are usually addressed 
through multiple additives. This study evaluated the properties of adding fresh elderberry (Sambucus nigra) and spinach 
(Spinacia oleracea) purées (15–35 %, flour basis) as multifunctional ingredients for sorghum (Sorghum oryzoidum) gluten-free 
bread. Nine bread recipes were analysed for their instrumental texture, crumb CIELAB color, sensory profile, and consumer 
acceptability at 6 h and 24 h post-baking. At 6 h, bread with added spinach puree at 35 % achieved wheat-like softness, while 
bread with added elderberry pureeincreased crumb firmness. After 24 h, all breads firmed, but bread with added 35 % of spinacj 
puree remained substantially softer than the sorghum reference sample. Elderberry purée shifted crumb color towards red-
violet hues, spinach puree did it towards green-yellow hues, while the variants of bread with added spinach showed the lowest 
24 h color change (ΔE*ab < 3.5). Consumer scores were consistently high (≥ 7.0 on day 1), with 35 % elderberry-enriched bread 
which retained the highest liking rating after 24 h. These findings demonstrate that fresh plant purées can expand natural 
colours diversity and attenuate early firming in gluten-free bread, supporting their application as clean-label alternatives to 
the conventional additives.
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ПЮРЕ ИЗ СВЕЖИХ ЯГОД БУЗИНЫ ИЛИ ПЮРЕ ИЗ ШПИНАТА 
КАК ДВОЙНОЙ НАТУРАЛЬНЫЙ КРАСИТЕЛЬ И МОДУЛЯТОРЫ 

КОНСИСТЕНЦИИ СОРГОВОГО БЕЗГЛЮТЕНОВОГО ХЛЕБА 
НА РАННИХ СРОКАХ ПОСЛЕ ВЫПЕЧКИ

Сименюк Р. И.*, Цуркану Д. Н.
Технический Университет Молдовы, Кишинев, Республика Молдова
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А ННОТА Ц И Я
Безглютеновый хлеб обычно быстро черствеет и  имеет ограниченное разнообразие природных цветов, что, как 
правило, исправляется многочисленными добавками. В  этой статье оцениваются свойства пюре из  свежих ягод 
бузины (Sambucus nigra) и шпината (Spinacia oleracea) (15–35 % от количества муки), примененных в качестве много-
функциональных ингредиентов для безглютенового хлеба, выпеченного из сорго (Sorghum oryzoidum). Был проведен 
анализ девяти рецептур, где инструментально оценивалась консистенция, цвет мякиша по  шкале цвета CIELAB, 
профиль органолептических свойств и уровень потребительской приемлемости через 6 и 24 часа после выпечки. 
Через 6 часов хлеб с добавлением шпината в количестве 35 % достиг уровня мягкости, сравнимого с пшеничным 
хлебом, в то время как добавленная бузина повысила черствость мякиша. Через 24 часа все виды хлеба зачерствели, 
но хлеб, испеченный с добавлением шпината в количестве 35 %, оставался значительно мягче, нежели контрольный 
образец, выпеченный из сорго. Пюре из ягод бузины изменило цвет хлебного мякиша в сторону красно-фиолетовых 
оттенков, пюре из шпината — в сторону зелено-желтого оттенка, при этом варианты рецепта с добавленным шпи-
натом показали наименьшее изменение цвета через 24 часа (ΔE*ab < 3,5). Потребительские оценки были неизменно 
высокими (≥ 7,0 в первый день), при этом хлеб с добавлением 35 % бузины сохранил наивысшую оценку и через 
24 часа. Эти результаты показывают, что применение пюре из свежих растительных материалов способно расши-
рить естественное разнообразие цвета и уменьшить преждевременное черствение безглютенового хлеба, что под-
тверждает целесообразность их применения в качестве альтернативы традиционным добавкам, подпадающим под 
определение «чистая этикетка».
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1.	 Introduction
The gluten-free (GF) bread market has been expanding steadily, driv-

en by the diagnostics of celiac disease and non-celiac gluten sensitivity, 
as well as by voluntary adoption of “clean” foods or perceived healthier 
diets among non-celiac consumers  [1,2]. Yet GF breads still lag behind 
wheat analogues in three persistent quality domains: crumb openness, 
early (first 24 h) firmness kinetics and naturally appealing color diversity, 
which together influence repurchase behavior [3–6]. Current technologi-
cal optimization commonly relies on cumulative “packages” of hydro-
colloids (xanthan, psyllium), refined starches, emulsifiers and enzyme 
systems; for visual differentiation, added colorants or processed extracts 
are frequently used [3,7–10]. While effective for volume or softness sta-
bilization, this multi-additive reliance can lengthen ingredient lists and 
erode clean-label positioning, increasingly valued in free-from-artificial 
ingredients products [11,12]. These pressures motivate interest in whole, 
recognizable plant ingredients able to contribute both technical& func-
tional (hydration, matrix support) and sensory (natural color) parameters.

Sorghum flour is a  relevant GF platform due to its gluten absence, 
starch functionality and phenolic potential, though unaided it can yield 
compact crumb and limited elasticity [13,14]. The local hybrid Sorghum 
oryzoidum (“soryz”) — featuring pale kernels, neutral taste, and a mod-
erate protein content (approximately 10 %) — adds specific advantages: 
(i) a light, neutral crumb matrix that accentuates pigment contributions 
from added plant purées; (ii) valorization of an underutilized regional 
resource; (iii) distribution of compatible proteins fractions (albumins, 
globulins and glutelins) with forming a stable matrix in the presence of 
hydrocolloids [15,16].

Elderberry (Sambucus nigra) fruits, abundant and under-exploited 
locally, supply anthocyanins (cyanidin derivatives, including acylated 
forms), phenolics and simple sugars with intense red–violet dying capac-
ity [17]. Using fresh integral purée rather than extracts or powders retains 
fibers, pectins and organic acids that may manage water distribution and 
engage in weak hydrogen bonding or aromatic stacking with polysac-
charides/hydrocolloids — mechanisms proposed (not directly confirmed 
here) to influence early crumb microstructure [18,19].

Spinach (Spinacia oleracea) purée contributes chlorophylls, carot-
enoids (lutein, β-carotene), predominantly insoluble fibers (plus a  sol-
uble fraction), vitamins and moderate phenolic levels  [20], providing 
a green — yellow hues palette complementary to the red — violet elder-
berry spectrum without using of any synthetic colorants. Cellular inclu-
sions and fibers may dissipate localized mechanical stress during baking/
cooling, this way potentially supporting acceptable chewiness without 
increasing perceived density [21].

Literature gaps still persist: many GF enrichment studies use pigment 
extracts or dried powders, or examine a single botanical kind while pro-
cessing texture or color in isolation  [22]. Integrated evidence is scarce 
for two fresh, unpasteurized plant purées with complementary pigment 
spectra — under-utilized S. nigra and accessible S. oleracea — applied at 
graded inclusion levels (15–35 %) in a neutral S. oryzoidum matrix with 

concurrent evaluation of early instrumentally tested texture (6 h / 24 h 
TPA), measuring of colour by CIELAB (including Δ over 24 h), descriptive 
sensory profile and consumer acceptability within the initial freshness 
window.

The objective of this study was to determine whether fresh elderberry 
and spinach purées, used at 15–35 % inclusion levels, can simultane-
ously improve early crumb texture and broaden natural color diversity in 
sorghum-based gluten-free bread. Novel contributions include: (a) dual 
valorization of a  spontaneous local resource and a  widely accessible 
horticultural species as unpasteurized whole purées; (b) establishment 
of a bidirectional natural color platform (red–violet vs. green — yellow) 
within a neutral sorghum matrix; (c) integrated multidimensional (tex-
ture — color — sensory) assessment focused on the early staling window; 
and (d) orientation toward reducing reliance on added colorants and aux-
iliary functional ingredients consistent with clean-label objectives.

2.	 Materials and methods
The study compared nine bread recipes: one wheat-based bread (WB) 

used as reference sample, two gluten-free control sample formulations 
based on sorghum flour  [S-GFB and S-GFB + CS], and six gluten-free 
variants enriched with graded levels (15, 25, 35 % w/w of flour basis) of 
S.  nigra or S.  oleracea purée. All bread samples were prepared at labo-
ratory scale in the Department of Food and Nutrition at the Technical 
University of Moldova under identical processing conditions, as described 
in Section 2.2.

Instrumental evaluations (Texture Profile Analysis and CIELab color 
measurement) and sensory assessments were performed at 6.0 ± 0.5 h (af-
ter complete cooling to 23 ± 1 °C) and 24.0 ± 0.5 h post-baking. The fruits 
of S.  nigra were manually harvested at full ripeness (September 2024) 
from wild stands in Florești district (Republic of Moldova). After removal 
of the pedicels, the fruits were rinsed with potable water, drained, and 
homogenized using a laboratory blender, then passed through a 0.5 mm 
mesh stainless-steel sieve to remove the seeds. Fresh leaves of S. oleracea 
were purchased in September 2024 from the local growers at the central 
agricultural market. After rejecting damaged leaves, they were washed, 
drained, and blended with potable water at a 4:1 ratio (leaf mass: water, 
w/w) to obtain a smooth, particle-free purée. The purées were used im-
mediately after preparation, unpasteurized, without freezing or storage 
longer than 1 h.

2.1. Sample formulation
The detailed compositions of all samples (wheat-based reference 

sample, gluten-free control samples based on sorghum flour, and purée-
fortified gluten-free variants) are presented in the Table 1, expressed 
both as grams per batch and baker’s percentage (values in parentheses; 
flour basis = 100 g total cereal solids). The nine formulations comprised 
WB (wheat-based reference sample), S-GFB (sorghum-based gluten-free 
control sample), S-GFB + CS (sorghum-based gluten-free dilution control 
samples with corn starch), and six purée-fortified variants prepared with 

Table 1. Formulation of control and gluten-free breads enriched with S. nigra or S. oleracea purée: absolute amounts per batch (g) 
and baker’s percentages (g (%), values in parentheses = baker’s % w/w relative to 100 g total cereal solids)

Таблица 1. Рецептура контрольного образца хлеба и безглютенового хлеба, обогащенного пюре из S. nigra или S. oleracea: 
 абсолютное количество добавок на партию (г) и пекарский процент (г (%), значения в скобках = пекарский процент 

в весовом выражении относительно 100 г общего содержания сухих зерновых веществ)

Ingredients WB S-GFB S-GFB + CS S-GFB + SN 
15 %

S-GFB + SN 
25 %

S-GFB + SN 
35 %

S-GFB + SO 
15 %

S-GFB + SO 
25 %

S-GFB + SO 
35 %

Water 120 (60 %) 200 (100 %) 200 (100 %) 220 (110 %) 200 (100 %) 200 (100 %) 190 (95 %) 180 (90 %) 170 (85 %)

Sour cream (20 % fat) 70 (35 %) 70 (35 %) 70 (35 %) 70 (35 %) 70 (35 %) 70 (35 %) 70 (35 %) 70 (35 %) 70 (35 %)

S. nigra purée 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 30 (15 %) 50 (25 %) 70 (35 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

S. oleracea purée 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 30 (15 %) 50 (25 %) 70 (35 %)

Sugar 10 (5 %) 10 (5 %) 10 (5 %) 10 (5 %) 10 (5 %) 10 (5 %) 10 (5 %) 10 (5 %) 10 (5 %)

Dry yeast 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %)

Salt 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %)

Xanthan gum 0 (0 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %)

Psyllium powder 0 (0 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %) 4 (2 %)

Baking powder 0 (0 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %) 3 (1.5 %)

Wheat flour 200 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

Sorghum flour 0 (0 %) 200 (100 %) 100 (50 %) 100 (50 %) 100 (50 %) 100 (50 %) 100 (50 %) 100 (50 %) 100 (50 %)

Corn starch 0 (0 %) 0 (0 %) 100 (50 %) 100 (50 %) 100 (50 %) 100 (50 %) 100 (50 %) 100 (50 %) 100 (50 %)

Total (g) 407 498 498 548 548 568 518 528 538
Legend: WB = wheat-based bread (reference sample); S-GFB = sorghum-based gluten-free bread (gluten-free control sample); S-GFB + CS = sorghum-based gluten-
free bread with added corn starch (dilution degree control sample); SN15, SN25, SN35 = S-GFB + CS formulations containing 15, 25, and 35 % S. nigra purée, respec-
tively; SO15, SO25, SO35 = S-GFB + CS formulations containing 15, 25, and 35 % S. oleracea purée, respectively. Percentages are expressed on flour basis.
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graded levels (15, 25, and 35 %, w/w of flour basis) of S. nigra (SN15, SN25, 
SN35) or S. oleracea (SO15, SO25, SO35).

To ensure process consistency, the amount of added water was ad-
justed according to volume of purée adding and moisture contribution 
in order to maintain comparable dough consistency across formulations. 
Accordingly, added water varied inversely with added purée volume, 
particularly for the higher-moisture S. oleracea purée (in this recipe the 
water volume was accordingly reduced to maintain target dough consis-
tency). The ingredients common to all recipes (2 % dry yeast, 5 % sugar, 
1.5 % salt, 2 % xanthan gum, 2 % psyllium powder, 1.5 % baking powder; 
baker’s %) remained unchanged. Each recipe was prepared in triplicate, 
with one batch per day over three consecutive days, each batch represent-
ing an independent experimental unit. Ingredients were weighed using 
a precision scales (model XE PLUS‑600R, CAS Corporation, China).

2.2. Technological process
The dry phase (flour, starch, salt, sugar, yeast, hydrocolloids, baking 

powder) and the liquid phase (water, sour cream, vegetable purée) were 
homogenized separately, then combined and mixed for 2.0 min at speed 3 
(medium) using an Electrolux Speedy Mixer (model SPEEDY250, 0.25 kW, 
Electrolux, Italy), maintaining a total solids-to-water ratio of 1:0.85. The 
final dough (batter) temperature was 27.0 ± 1.0 °C.

The resulting batter (approximately 450 g per loaf) was poured 
into non-stick metal loaf pans (internal dimensions 20 × 10 × 8 cm; 
length × width × height) to rest for 15–20 minutes at 20–22 °C (bench 
rest / pre-fermentation). The main fermentation was carried out for 70–
80 minutes (until visible volume increased by approximately 80–90 %) in 
a UNOX Rossela TM proofer (XF193-B, UNOX S.p.A., Italy) at 30–35 °C 
and 70–85 % relative humidity.

Baking was performed in a  UNOX Rossela convection oven (model 
XFT193, UNOX S.p.A., Italy) in two stages: 30 minutes at 175 °C fol-
lowed by 30 minutes at 180 °C, without steam injection. The loaves were 
considered fully baked when the internal crumb temperature reached 
96.0 ± 1.0 °C, then the loaves were cooled on the racks to 23–25 °C (ap-
proximately 90 minutes) before analytical and sensory measurements.

2.3. Instrumental analysis
Texture (TPA). Crumb texture profile analysis was performed us-

ing a TA.HD Plus C texture analyser (Stable Micro Systems, UK). Crumb 
cubes (20 × 20 × 20 mm), taken from the central area of three independent 
loaves (three cubes per loaf), were tested at 23 ± 1 °C (n = 9). Each sample 
underwent double compression to 50 % deformation using a  cylindri-
cal probe P/36R (Ø 36 mm), with a  test speed of 1 mm/s for all phases 
(pre-test, test, and post-test). The following parameters were obtained 
from the force-time curves: hardness, adhesiveness, springiness, gum-
miness, and chewiness. Cohesiveness was used only as an intermediate 
factor in these calculations and therefore is not tabulated. Measurements 
were performed at 6 ± 0.5 h (day 1, after complete cooling) and 24 ± 0.5 h 
(day 2) after baking. Results are presented as mean ± standard deviation.

Colour (CIELab). The L*, a*, and b* parameters of the crumb were re-
corded using a CR‑400 colorimeter (Konica Minolta, Japan), with D65 il-
luminant and 8 mm aperture. The instrument was calibrated before each 
session using the manufacturer-supplied white calibration plate (BC‑10). 
Two 10‑mm crumb slices were taken from each of three independent 
loaves (3 × 2), giving n = 6 colour readings per formulation per time point. 
The total colour difference between day 1 and day 2 was calculated fol-
lowing the standard ISO 11664–4:2019 [23]:

	 ∆ ∆ ∆ ∆E L a bab
* ,= ( ) + ( ) + ( )∗ ∗ ∗2 2 2

	 (1)

where ΔL*, Δa*, and Δb* are the differences between the corresponding mean 
values at the two time points. Perceptibility thresholds adopted for ΔE*ab 
were: ≤ 1 imperceptible; 1–3.5 slightly perceptible; 3.5–6 clearly visible; 
> 6 highly noticeable.

2.4. Sensory analysis
Quantitative Descriptive Analysis (QDA). Descriptive evaluation was 

conducted in accordance with the standard ISO 13299:2016  [24]. Test-
ing booths, lighting conditions (D65, 1000 lx), and serving procedures 
complied with ISO 8589:2007 [25]. The panel consisted of 12 trained as-
sessors (6 women, 6 men; aged 20–50), selected based on triangle tests 
(selection threshold ≥80 % correct identifications) and repeatability veri-
fication (non-significant within-one-assessor variance, p > 0.05). Training 
was carried out in four 90‑minute sessions using reference samples to 
define three texture attributes: bite firmness, springiness, and chewiness. 
The intensity of each attribute was rated using an 11‑point category scale 
(0 = “very low”, 10 = “very high”) with discrete integer scores and anchored 
descriptors at 0, 5, 10.

Cubic crumb samples (20 × 20 × 20 mm) were presented in randomized 
monadic order, coded with three-digit numbers, at 23 ± 1 °C under D65 
lighting (1000 lx). Each sample was evaluated at two time points (6 ± 0.5 h 
and 24 ± 0.5 h post-baking; day 1 and day 2) to assess early texture evo-
lution (one evaluation per an assessor per formulation per time point; 
n = 12 replicates per formulation per time point). Water and unsalted 
crackers were provided as palate cleansers; a 60–90 s interval was intro-
duced between trying the samples.

Hedonic consumer test. Acceptability was assessed in accordance with 
ISO 11136:2020  [26,27].The study involved 100 untrained consumers 
(38 following a  gluten-free diet for ≥ 6 months and 62 without dietary 
restrictions), aged 20–60 years, recruited voluntarily based on written 
informed consent, with the possibility to withdraw at any time. Samples 
(25 g slices, coded with three-digit numbers) were served at 23 ± 1 °C in 
individual booths. Each participant received five samples per session, 
presented in a Williams Latin balanced design using an incomplete bal-
anced block plan across two sessions (day 1 and day 2). Appearance, oral 
texture, taste, and overall acceptability were rated on a 9‑point hedonic 
scale (1 = dislike extremely; 9 = like extremely).

The study was approved by the Ethics Committee of the Technical 
University of Moldova. The study protocol complied with the Declaration 
of Helsinki and received ethics clearance as stated in the Institutional 
Review Board Statement.

2.5. Statistical data analysis
Raw data sets were verified and recorded in Microsoft Excel 365 (Mi-

crosoft Corporation, Redmond, WA, USA), and then statistically analyzed 
using GraphPad Prism 10.5 (GraphPad Software LLC, San Diego, CA, USA). 
For each instrumental and sensory variable, the mean and standard devia-
tion (mean ± SD) were calculated; the significance level was set at α = 0.05 
(two-tailed criterium). Normality of residuals was checked by Shapiro–
Wilk test and homogeneity of variances by Levene’s test; where assump-
tions were not violated, parametric tests were retained. Instrumental tex-
ture and colour data were evaluated using two-way ANOVA with factors 
“Formulation” (9 levels) and “Time” (day 1 vs day 2)  plus their interac-
tion. QDA attributes (bite firmness, springiness, chewiness) were analyzed 
similarly. Hedonic attributes were analyzed by two-way ANOVA. Planned 
polynomial contrasts (linear, quadratic) were applied to graded purée lev-
els (15–25–35 %). Correlations between textural, chromatic, and sensory 
parameters were estimated using Pearson’s correlation coefficient; the re-
sulting matrices were represented as heatmaps (non-significant cells were 
left uncoloured, p > 0.05). Integration of instrumental and sensory variables 
was performed by Principal Component Analysis (PCA) on standardized 
data (mean = 0, SD = 1). The first two principal components explained 73 % 
of the total variance on day 1 and 67 % on day 2, consistent with the results 
reported. Loadings with absolute value ≥ 0.60 were considered salient.

Results

3.1. Texture indices
Two-way ANOVA revealed significant main effects of formulation 

and storage time factors, as well as a  significant formulation × storage 
time factors interaction, for hardness, adhesiveness, gumminess, and 
chewiness (p < 0.0001 for all). At 6 h post-baking (day 1), crumb hardness 
ranged from 578.9 ± 3.1 g in the wheat-based reference sample (WB) to 
1,487.0 ± 2.5 g in the S-GFB + SN (25 %) formulation. Among gluten-free 
(GF) samples, the S-GFB + SO (35 %) variant exhibited the lowest hard-
ness (608.9 ± 2.6 g), although it remained significantly higher than WB 
(p < 0.05). Relative to WB, hardness was approximately 144 % higher in the 
sorghum control sample (S-GFB) and 157 % higher in S-GFB + SN (25 %). 
Gumminess and chewiness followed the same general pattern as hard-
ness, with the highest values consistently observed for S-GFB + SN (25 %), 
whereas the lowest values were recorded for WB or S-GFB + SO (35 %), de-
pending on the additive and storage time (Table 2).

After 24 h of storage (day 2), hardness increased in all samples, with abso-
lute increases ranging from 488.0 g in WB to 1,129.5 g in S-GFB + SN (25 %). 
The relative ranking of formulations remained unchanged, with S-GFB + SN 
(25 %) remaining the firmest and S-GFB + SO (35 %) as the softest GF variant. 
On the day 2, S-GFB + SO (35 %) showed a hardness of 1,098.1 ± 3.6 g, corre-
sponding to approximately 56 % lower hardness than the sorghum control 
sample. Gumminess and chewiness also increased after storage and largely 
mirrored the hardness pattern across formulations, being consistent with 
progressive crumb firming during post-baking storage.

3.2. Color parameters
Two-way ANOVA revealed significant main effects of formulation and 

storage time, as well as a significant formulation × storage time interac-
tion, for crumb L*, a*, and b* coordinates (p < 0.0001 for all effects, except 



101

Сименюк Р. И. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 9 № 1  |  2026  |  С.  98–105

storage time for b*, p = 0.0004). At 6 h post-baking (day 1), crumb light-
ness (L*) ranged from 33.87 ± 0.13 for S-GFB + SN (25 %) to 78.00 ± 0.14 for 
S-GFB + CS, compared with 64.96 ± 0.14 for WB and 75.32 ± 0.33 for S-GFB 
(Table 3).

The addition of elderberry purée decreased L* values and shifted a* 
coordinates toward positive values (red-violet hues), whereas spinach 
purée increased b* values (yellow tones) and shifted a* toward more 
negative values (greenish hues). On the day 1, all formulations differed 
significantly in L*. For a*, S-GFB and S-GFB + CS were statistically com-
parable, whereas for b*, S-GFB + SN (25 %) and S-GFB + SN (35 %) did not 
differ significantly.

After 24 h of storage (day 2), formulation-dependent changes were ob-
served in crumb colour coordinates and total color difference. WB showed 
the highest increase in lightness (ΔL* = 8.07 ± 0.26) and the largest total 
color difference (ΔEab = 8.32 ± 0.10), indicating a highly noticeable crumb 
color change during storage. In contrast, S-GFB presented a  slight de-
crease in lightness (ΔL = –1.50 ± 0.22) and a  much smaller total colour 
difference (ΔEab = 2.22 ± 0.18). Among elderberry-enriched bread vari-
ants, the largest variation occurred in S-GFB + SN (25 %) (ΔL = 6.13 ± 0.28; 
ΔEab = 6.45 ± 0.17), whereas S-GFB + SN (35 %) showed the greatest 
colour stability (ΔEab = 0.50 ± 0.33). Spinach-enriched bread formula-
tions showed lower total colour differences, with ΔEab values ranging 
from 1.22 to 3.17, corresponding to slightly perceptible changes. On the 
day 2, all formulations continued to differ significantly in L. For a*, WB 
and S-GFB + CS were statistically comparable, whereas for b*, S-GFB + SN 
(25 %) and S-GFB + SN (35 %) again did not differ significantly. Overall, 
storage induced formulation-dependent changes in crumb colour. Com-
pared with WB and S-GFB + SN (25 %), spinach-containing breads gener-
ally exhibited lower total colour differences during storage, although the 
highest colour stability was observed for S-GFB + SN (35 %).

3.3. Quantitative Descriptive Analysis (QDA)
On the day 1, bite firmness scores ranged from 4.30 ± 0.45 in S-GFB + 

+  SN (35 %) and S-GFB + SO (15 %) to 5.80 ± 0.50 in S-GFB + SO (35 %). 
Springiness values ranged from 5.30 ± 0.45 to 5.90 ± 0.55, whereas chewi-
ness ranged from 5.00 ± 0.50 in WB and S-GFB + SO (25 %) to 6.10 ± 0.65 in 
S-GFB + SN (35 %) (Table 4).

Tukey’s post hoc test showed partial overlapping among formulations 
for all three sensory descriptors. On the day 1, S-GFB + SO (35 %) had the 
highest bite firmness score, whereas S-GFB + SN (35 %) and S-GFB + SO 
(15 %) showed the lowest values. For springiness, the highest values were 
observed in S-GFB + SN (15 %) and S-GFB + SN (25 %), whereas S-GFB + SO 
(15 %) showed the lowest score. For sensory chewiness, S-GFB + SN (35 %) 
showed the highest score, whereas WB and S-GFB + SO (25 %) were among 
the lowest-rated samples.

At the day 2, bite firmness increased across all samples by approxi-
mately 1.4 to 2.3 units, whereas springiness remained relatively stable 
or decreased slightly depending on formulation. The highest bite firm-
ness scores were observed in S-GFB + SO (35 %), S-GFB + SN (25 %), and 
S-GFB, whereas S-GFB + SN (35 %) remained the lowest. S-GFB + CS re-
tained the highest springiness score, while S-GFB + SO (35 %) showed 
the lowest value. Sensory chewiness increased in all formulations, with 
S-GFB + SO (35 %) reaching the highest score, whereas S-GFB + SN (35 %) 
and S-GFB + SO (25 %) remained among the lowest-scoring samples.

Although S-GFB + SO (35 %) was instrumentally the softest gluten-free 
formulation, its bite firmness score was relatively high, indicating that in-
strumental and sensory texture were not fully superimposable. This dis-
crepancy suggests that oral texture perception was influenced not only 
by crumb mechanical resistance, but also by structural and mouthfeel-
related attributes captured differently by instrumental and sensory mea-
surements.

Table 2. Instrumental Texture Profile Analysis (TPA) of control and gluten-free breads fortified with S. nigra or S. oleracea purée 
(hardness, adhesiveness, gumminess, chewiness at 6 h (Day 1) and 24 h (Day 2) post-baking)

Таблица 2. Инструментальный анализ профиля консистенции (TPA) контрольного образца хлеба и безглютенового хлеба, обогащенного пюре 
из S. nigra или S. oleracea (черствость, липкость, клейкость, разжёвываемость через 6 часов (день 1) и 24 часа (день 2) после выпечки)

Sample Hardness (g) 
Day 1

Hardness (g) 
Day 2

Adhesiveness 
(g·s) Day 1

Adhesiveness 
(g·s) Day 2

Gumminess 
(g) Day 1

Gumminess 
(g) Day 2

Chewiness (g) 
Day 1

Chewiness (g) 
Day 2

WB 578.9 ± 3.1a 1066.9 ± 4.1a –507.6 ± 4.0a –1143.0 ± 5.0b 303.3 ± 2.8a 643.3 ± 4.7b 345.9 ± 3.0b 600.6 ± 5.0b

S-GFB 1410.9 ± 2.1h 2480.0 ± 5.0h –1089.0 ± 3.0h –2751.1 ± 5.4i 559.4 ± 4.6e 961.6 ± 5.9g 724.8 ± 4.8g 867.0 ± 5.3f

S-GFB+CS 797.6 ± 4.9f 1435.7 ± 4.3f –724.8 ± 3.9e –1292.0 ± 4.6f 427.5 ± 4.1c 832.7 ± 4.5f 470.4 ± 3.8e 832.7 ± 4.5e

S-GFB+SN15 741.1 ± 4.5d 1339.0 ± 4.1d –735.5 ± 3.6f –1205.0 ± 4.8d 422.7 ± 3.3c 776.6 ± 4.3d 425.9 ± 2.9c 776.6 ± 4.3c

S-GFB+SN25 1487.0 ± 2.5i 2616.5 ± 2.5i –1338.0 ± 3.4i –2643.0 ± 3.1h 862.5 ± 4.2g 1918.0 ± 3.6i 862.5 ± 4.2h 1766.0 ± 3.8h

S-GFB+SN35 730.0 ± 2.5c 1281.5 ± 2.5c –657.0 ± 4.1c –1067.2 ± 3.9a 423.4 ± 4.0c 717.6 ± 4.1c 423.4 ± 4.0c 597.4 ± 3.9b

S-GFB+SO15 984.0 ± 2.2g 1771.0 ± 3.1g –885.6 ± 4.0g –1594.0 ± 4.4g 570.7 ± 4.3f 1027.0 ± 4.6h 570.7 ± 4.3f 1027.0 ± 4.6g

S-GFB+SO25 774.0 ± 2.6e 1393.0 ± 2.9e –696.6 ± 4.2d –1254.3 ± 4.2e 448.9 ± 4.0d 807.9 ± 4.1e 448.9 ± 4.0d 807.9 ± 4.1d

S-GFB+SO35 608.9 ± 2.6b 1098.1 ± 3.6b –537.5 ± 4.1b –1161.2 ± 4.8c 378.3 ± 3.7b 539.1 ± 4.4a 333.9 ± 3.5a 570.0 ± 4.4a

Legend: WB = wheat-based bread (reference sample); S-GFB = sorghum-based gluten-free bread; CS = corn starch; SN = S. nigra purée; SO = S. oleracea purée; 15, 25, 
35 = purée inclusion level (% flour basis).
Note: Values are mean ± SD (n = 9; 3 loaves × 3 central crumb cubes). For each textural parameter, means within the same column bearing different superscript let-
ters differ significantly among formulations at p < 0.05 according to Tukey’s multiple-comparisons test following two-way ANOVA. Negative adhesiveness values 
denote detachment work.

Table 3. CIELAB crumb color parameters at 6 h (Day 1) and 24 h (Day 2) and total color difference (ΔE*ab) 
in control and gluten-free breads fortified with S. nigra or S. oleracea purée

Таблица 3. Параметры цвета хлебного мякиша по шкале цвета CIELAB через 6 часов (день 1) и 24 часа (день 2), а также общая 
разница в цвете (ΔE*ab) в контрольном образце хлеба и безглютеновом хлебе, обогащенном пюре из S. nigra или S. oleracea

Sample L* D1 a* D1 b* D1 L* D2 a* D2 b* D2 ΔL* Δa* Δb* ΔE*ab

WB 64.96 ± 0.14e –1.71 ± 0.48d 17.88 ± 0.37f 73.03 ± 0.35f –1.77 ± 0.21d 19.90 ± 0.32f 8.07 ± 0.26 –0.06 ± 0.18 2.02 ± 0.23 8.32 ± 0.10

S-GFB 75.32 ± 0.33h –0.80 ± 0.44e 15.68 ± 0.39e 73.82 ± 0.31g –0.73 ± 0.34e 17.31 ± 0.45e –1.50 ± 0.22 0.07 ± 0.31 1.63 ± 0.16 2.22 ± 0.18

S-GFB+CS 78.00 ± 0.14i –1.00 ± 0.30e 14.00 ± 0.49d 76.21 ± 0.38h –2.02 ± 0.17d 15.09 ± 0.19d –1.79 ± 0.48 –1.02 ± 0.12 1.09 ± 0.34 2.33 ± 0.38

S-GFB+SN15 45.00 ± 0.40c 11.00 ± 0.48f 7.00 ± 0.18c 47.80 ± 0.20c 11.31 ± 0.32f 7.69 ± 0.48c 2.80 ± 0.47 0.31 ± 0.36 0.69 ± 0.22 2.90 ± 0.21

S-GFB+SN25 33.87 ± 0.13a 14.81 ± 0.16h 5.14 ± 0.42a 40.00 ± 0.26b 13.00 ± 0.22g 6.00 ± 0.26a 6.13 ± 0.28 –1.81 ± 0.16 0.86 ± 0.18 6.45 ± 0.17

S-GFB+SN35 37.51 ± 0.16b 13.90 ± 0.43g 5.47 ± 0.42a 38.00 ± 0.10a 14.00 ± 0.21h 5.50 ± 0.25a 0.49 ± 0.15 0.10 ± 0.15 0.03 ± 0.26 0.50 ± 0.33

S-GFB+SO15 70.00 ± 0.18g –3.00 ± 0.19c 25.00 ± 0.21g 71.00 ± 0.27e –2.80 ± 0.33c 22.00 ± 0.26g 1.00 ± 0.41 0.20 ± 0.42 –3.00 ± 0.29 3.17 ± 0.19

S-GFB+SO25 68.00 ± 0.32f –4.50 ± 0.10b 28.00 ± 0.41h 69.00 ± 0.49d –4.80 ± 0.23b 27.00 ± 0.40h 1.00 ± 0.44 –0.30 ± 0.11 –1.00 ± 0.15 1.45 ± 0.12

S-GFB+SO35 66.57 ± 0.40d –6.07 ± 0.19a 31.56 ± 0.20i 67.74 ± 0.14c –6.42 ± 0.49a 31.53 ± 0.44i 1.17 ± 0.33 –0.35 ± 0.36 –0.03 ± 0.35 1.22 ± 0.39
Legend: WB = wheat-based bread (reference sample); S-GFB = sorghum-based gluten-free bread; S-GFB + CS = sorghum GF bread with added corn starch; 
SN15 / SN25 / SN35 = S-GFB with 15 / 25 / 35 % S. nigra purée; SO15 / SO25 / SO35 = S-GFB with 15 / 25 / 35 % S. oleracea purée (percentages on flour basis).
Note: Values are mean ± SD (n = 6 colour readings per formulation per time point; 3 loaves × 2 slices). For L*, a*, and b* coordinates, means within the same column 
bearing different superscript letters differ significantly among formulations at p < 0.05 according to Tukey’s multiple-comparisons test following two-way ANOVA. 
ΔL*, Δa*, Δb*, and ΔE*ab denote day 2 — day 1 differences. Perceptibility thresholds (ΔE*ab): ≤1 imperceptible; 1–3.5 slightly perceptible; 3.5–6 clearly visible; 
> 6 highly noticeable.
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3.4. Hedonic test — overall acceptability
Two-way ANOVA revealed significant effects of formulation, stor-

age time, and formulation × time factors interaction on overall hedonic 
acceptability (p = 0.0007 for interaction; p < 0.0001 for formulation and 
time). On the day 1, all gluten-free breads achieved mean scores ≥ 7.0, 
comparable to or slightly higher than the wheat control (WB: 6.70 ± 0.70). 
The highest scores were observed in S-GFB + SN (15 %) (7.40 ± 0.70) and 
S-GFB + SN (35 %) (7.50 ± 0.72), whereas WB remained among the lowest-
rated samples. Although numerical differences among formulations did 
not exceed 0.80 points, Tukey’s test indicated significant differences be-
tween selected pairs of the samples (Table 5).

Table 5. Overall hedonic acceptability of the bread samples 
(9‑point scale: 1 = dislike extremely; 9 = like extremely). 

Values are mean ± SD (n = 100 consumer)
Таблица 5. Общая гедонистическая приемлемость образцов хлеба 

(по 9‑балльной шкале, где: 1 = крайне не нравится; 9 = крайне нравится). 
Значения представлены как среднее ± стандартное отклонение 

(n = 100 потребителей)

Sample Day 1 Day 2

WB 6.70 ± 0.70ab 5.90 ± 0.80a

S-GFB 7.00 ± 0.75abc 6.20 ± 0.85ab

S-GFB + CS 7.10 ± 0.78bc 6.10 ± 0.88ab

S-GFB + SN 15 % 7.40 ± 0.70c 6.00 ± 0.90ab

S-GFB + SN 25 % 7.20 ± 0.74bc 6.20 ± 0.88ab

S-GFB + SN 35 % 7.50 ± 0.72c 6.80 ± 0.85c

S-GFB + SO 15 % 7.20 ± 0.76bc 6.40 ± 0.88b

S-GFB + SO 25 % 7.30 ± 0.75bc 6.50 ± 0.90bc

S-GFB + SO 35 % 7.10 ± 0.79bc 6.30 ± 0.92b

Legend: WB = wheat-based bread (reference sample); S-GFB = sorghum-based 
gluten-free bread; CS = corn starch; SN = S. nigra purée; SO = S. oleracea purée; 
numerals (15, 25, 35) = % purée (flour basis).
Note: Values are mean ± SD (n = 100 individual ratings per sample per day). With-
in each column, means bearing different superscript letters differ significantly 
among formulations at p < 0.05 according to Tukey’s multiple-comparisons test 
following two-way ANOVA. Hedonic scores were recorded on a  9‑point scale 
(1 = dislike extremely; 9 = like extremely).

On the day 2, overall acceptability decreased in all samples by 0.70 to 
1.40 points. The smallest reduction was recorded for S-GFB + SN (35 %) 
(final score 6.80 ± 0.85), which remained the highest-rated variant, where-
as WB showed the lowest value (5.90 ± 0.80). Despite this decline, all glu-
ten-free formulations retained scores at or above 6.0, remaining within 
the acceptable hedonic range.

3.5. Correlation between instrumental parameters  
and sensory perception

Day 1. Pearson correlation coefficients (formulation means, n = 9) in-
dicated a  compact instrumental texture cluster: hardness, gumminess, 
and instrumental chewiness were strongly inter-correlated (r = 0.90–0.99, 
p ≤ 0.001), while adhesiveness correlated inversely with these parameters 
(r = –0.96 to –0.99, p < 0.001). Bite firmness (QDA) showed a weak, non-
significant association with hardness (r = 0.31, p > 0.05). Overall accept-
ability showed a  non-significant trend with chewiness (QDA) (r = 0.63, 
p = 0.07) and no association with springiness (r = 0.06, p > 0.05). Only the 
high inter-correlations within instrumental parameters and their inverse 
relation with adhesiveness were statistically robust (Figure 1).

Day 2. After 24 h, the instrumental texture cluster persisted, with 
gumminess and instrumental chewiness remaining extremely inter-
correlated (r = 0.99), while hardness retained a strong but attenuated as-
sociation with gumminess and instrumental chewiness (r = 0.81–0.84). 
Adhesiveness continued to correlate inversely very strongly with hard-
ness (r = –0.98), though its inverse links to gumminess and instrumental 
chewiness weakened (r = –0.73 to –0.76). Bite firmness (QDA) showed 
only a weak, non-significant correlation with hardness (r = 0.39), indi-
cating that storage did not increase alignment between perceived and 
instrumental firmness. Overall acceptability showed weak, non-signif-
icant negative associations with bite firmness and chewiness (QDA) 
(r = –0.41 to –0.43). This pattern may indicate a  tendency toward bet-
ter acceptance of formulations retaining lower perceived firmness and 
chewiness after 24 h, but the associations were not statistically sig-
nificant. Correlations with colour coordinates remained weak or absent 
(Figure 2).

PCA. On Day 1, PC1 (48 %) represented a firmness-adhesiveness axis 
(positive loadings ≥ 0.60 for hardness, gumminess, instrumental chewi-
ness, bite firmness (QDA); strong negative for adhesiveness), while PC2 
(25 %) was mainly associated with variation in a*, overall acceptability, 
and springiness (QDA) (Figure 3a).

Table 4. Quantitative Descriptive Analysis (QDA) texture attributes for the bread samples
Таблица 4. Количественный описательный анализ (КОА) параметров консистенции образцов хлеба

Sample Bite firmness Day 1 Bite firmness Day 2 Springiness Day 1 Springiness Day 2 Chewiness Day 1 Chewiness Day 2

WB 4.50 ± 0.30de 6.80 ± 0.60b 5.60 ± 0.55ab 4.90 ± 0.40bc 5.00 ± 0.50ab 7.10 ± 0.70ab

S-GFB 5.40 ± 0.45bc 7.30 ± 0.65a 5.80 ± 0.50ac 5.10 ± 0.45b 5.40 ± 0.55abc 7.90 ± 0.65bc

S-GFB + CS 4.70 ± 0.55cde 6.40 ± 0.55c 5.70 ± 0.45ab 5.80 ± 0.55a 5.10 ± 0.70ab 7.30 ± 0.60ab

S-GFB + SN 15 % 4.80 ± 0.40cd 6.20 ± 0.50cd 5.90 ± 0.50a 4.70 ± 0.45bc 5.60 ± 0.65bc 7.80 ± 0.60bc

S-GFB + SN 25 % 5.20 ± 0.50bc 7.40 ± 0.65a 5.90 ± 0.55a 4.70 ± 0.65bc 5.70 ± 0.55c 7.90 ± 0.60bc

S-GFB + SN 35 % 4.30 ± 0.45e 5.90 ± 0.55d 5.50 ± 0.60ab 4.80 ± 0.45bc 6.10 ± 0.65d 6.90 ± 0.60a

S-GFB + SO 15 % 4.30 ± 0.50e 6.00 ± 0.60d 5.30 ± 0.45b 4.90 ± 0.45bc 5.40 ± 0.55abc 7.40 ± 0.55ab

S-GFB + SO 25 % 4.50 ± 0.55de 6.10 ± 0.55cd 5.70 ± 0.50ab 5.10 ± 0.50bc 5.00 ± 0.60a 7.00 ± 0.65a

S-GFB + SO 35 % 5.80 ± 0.50a 7.60 ± 0.70a 5.40 ± 0.55bc 4.60 ± 0.50c 5.60 ± 0.60bc 8.20 ± 0.65c

Legend: WB = wheat-based bread (reference sample); S-GFB = sorghum-based gluten-free bread; CS = corn starch; SN = S. nigra purée; SO = S. oleracea purée; numer-
als (15, 25, 35) = % purée (flour basis). 
Note: Values are mean ± SD (n = 12; one evaluation per assessor per formulation per time point). Within each column and for each sensory attribute, means bearing 
different superscript letters differ significantly among formulations at p < 0.05 according to Tukey’s multiple-comparisons test following two-way ANOVA.

Figure 1. Pearson correlation matrix of instrumental texture, 
crumb colour, sensory texture attributes, and overall 

acceptability of bread samples on the day 1
Legend: Pearson correlation matrix of instrumental texture parameters 

(hardness, adhesiveness, gumminess, instrumental chewiness), crumb color 
coordinates (L*, a*, b*), sensory texture attributes [bite firmness, springiness, 

and chewiness assessed by Quantitative Descriptive Analysis (QDA)], and overall 
hedonic acceptability of bread samples on the day 1. Cell values represent 

Pearson correlation coefficients (r) calculated using formulation means (n = 9). 
Blue indicates positive correlations and red indicates negative correlations; 

color intensity is proportional to the absolute value of the correlation coefficient 
(| r |). White cells denote non-significant correlations (p > 0.05)

Рисунок 1. Матрица корреляций Пирсона инструментально 
измеренных характеристик консистенции, цвета мякиша, 

органолептических характеристик консистенции хлеба и общей 
приемлемости образцов хлеба в 1‑й день
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On the day 2, the first two components explained 67 % of variance 
(PC1 = 41 %, PC2 = 26 %). PC1 remained dominated by the instrumental 
axis (gumminess and instrumental chewiness highest; hardness moder-
ate; adhesiveness negative), with bite firmness (QDA) loading modestly, 
indicating limited convergence of instrumental and perceived firmness 
after storage. PC2 captured residual sensory-color variation; overall ac-
ceptability was positioned away from the high-chewiness/high-firmness 
region, in line with its weak negative associations with sensory firmness 
and chewiness (Figure 3b).

4.	 Discussions
This study shows that the partial replacement of the solid phase 

in sorghum-based gluten-free bread with fresh integral S.  nigra and 
S.  oleracea purées enables the simultaneous achievement of clear chro-
matic differentiation and the maintenance of consumer acceptability af-
ter 24 h in the gluten-free bread formulations. The principal contribution 
lies in demonstrating that minimally processed, unpasteurised plant pu-
rées can act as multifunctional clean-label ingredients while modulating 
instrumental texture in a formulation-dependent manner [11,28].

4.1. Texture and color: Integrated interpretation
The strong clustering of instrumental parameters (hardness, gummi-

ness, chewiness) and their inverse correlation with adhesiveness confirms 
the mechanical interdependence already reported in other hydrocolloid-
rich gluten-free matrices [3]. The inclusion of purées did not disrupt this 
structure; rather, it modulated the magnitude of textural responses in 
a formulation-dependent manner, with several purée-containing breads 
showing reduced firmness relative to the entirely sorghum control sam-
ple. This attenuation is consistent with mechanisms previously reported 
for vegetable or fibre ingredients, namely water retention mediated by 
dietary fibre and partial dilution of the starch-protein fraction [7,29].

From a chromatic perspective, S. nigra shifted the crumb towards posi-
tive a* coordinates (red-violet hues), while S. oleracea induced shifts to-
wards more negative a* and higher b* values (green-yellow tones), thus 
generating two distinct visual identities without deterioration of hedonic 
scores [7,29].The relatively low ΔE* values observed in spinach variants 
suggest greater short-term pigment stability, whereas the marked in-
crease in lightness observed in the WB control and in S-GFB + SN (25 %) 
indicates more pronounced colour evolution during storage. Such chang-
es likely reflect moisture redistribution and starch realignment processes, 

which phenomena are described in early staling studies of gluten-free 
and composite breads [7,30]

4.2. Correlation with sensory perception and acceptability
The weak correspondence between perceived bite firmness and instru-

mental resistance parameters indicates that oral perception of structure 
is influenced by additional factors not fully captured by TPA, such as pore 
distribution, local moisture, bolus formation, and hydrocolloid–water 
interactions. This pattern is consistent with previous findings in gluten-
free breads [31].

Overall acceptability scores remained high on the day 1 and decreased 
moderately after 24 h, a  trend consistent with early staling mechanisms 
involving moisture redistribution and starch retrogradation. Despite the 
increase in instrumental firmness during storage, consumer ratings for all 
gluten-free formulations remained at or above the acceptance threshold, 
suggesting that these early texture changes were not sufficient to impair 
liking within the evaluated time frame. Among the formulations, the 35 % 
elderberry-enriched bread variant combined pronounced visual differenti-
ation with the highest hedonic score after 24 h, indicating good short-term 
consumer liking retention. In contrast, spinach purée-enriched bread con-
tributed to colour diversification with only limited reductions in acceptabil-
ity, suggesting that consumers tolerated natural chromatic shifts as long as 
overall sensory quality remained within an acceptable range [21,32].

4.3. Limitations and future directions
This study has several limitations. First, the temporal window was re-

stricted to 24 h, which does not cover the full staling kinetics of gluten-
free bread [30]. Second, the correlation analysis was based on a limited 
number of formulation means (n = 9), thus reducing statistical power and 
requiring cautious interpretation of moderate coefficients  [33]. Third, 
no rheological or microstructural data (e. g., dynamic oscillatory tests, 
imaging) were collected, and no water-state analyses (DSC or low-field 
NMR) were performed, so the proposed mechanisms remain inferential 
only [34,35]. Fourth, the use of unpasteurised purées did not allow assess-
ment of microbiological stability or long-term pigment retention [36,37]. 
Finally, post-baking nutritional parameters, such as dietary fibre content 
and residual anthocyanins or carotenoids, were not measured [38].

Future studies should extend the observation period beyond 24 h, 
ideally to 48–72 h, to track firmness and color dynamics trajectories to-
gether with starch retrogradation kinetics  [30,39]. Additional analyses 
should include rheology and quantitative imaging (X-ray micro-CT, SEM, 

Figure 2. Pearson correlation matrix of instrumental texture, 
crumb colour, sensory texture attributes, and overall 

acceptability of bread samples on the day 2
Legend: Pearson correlation matrix of instrumental texture parameters 

(hardness, adhesiveness, gumminess, instrumental chewiness), crumb color 
coordinates (L*, a*, b*), sensory texture attributes [bite firmness, springiness, 

and chewiness assessed by Quantitative Descriptive Analysis (QDA)], and overall 
hedonic acceptability of bread samples on the day 2. Cell values represent 

Pearson correlation coefficients (r) calculated using formulation means (n = 9). 
Blue indicates positive correlations and red indicates negative correlations; 

color intensity is proportional to the absolute value of the correlation coefficient 
(| r |). White cells denote non-significant correlations (p > 0.05).

Рисунок 2. Матрица корреляций Пирсона инструментально 
измеренных характеристик консистенции, цвета мякиша, 

органолептических характеристик консистенции хлеба и общей 
приемлемости образцов хлеба во 2‑й день

(a)

(b)

Figure 3. PCA biplots of instrumental, sensory, colour, 
andhedonic variables

Legend: (a) Day 1; (b) Day 2. Arrows indicate variable loadings and points 
indicate the scores of the nine bread formulations. Variables included 

instrumental texture parameters, sensory QDA attributes, crumb colour 
coordinates (L*, a*, b*), and overall hedonic acceptability. Variance explained by 

PC1/PC2 was 48 %/25 % for the day 1 and 41 %/26 % for the day 2.
Рисунок 3. Двойные диаграммы переменных инструментальных, 

органолептических, цветовых и гедонистических значений анализа 
основного компонента (PCA)
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digital image analysis) to better relate crumb microstructure to textural 
evolution [34,35], as well as DSC and low-field NMR to assess water re-
distribution. Chromatographic monitoring (HPLC-DAD, LC–MS) of an-
thocyanins, chlorophylls, and carotenoids would further clarify pigment 
stability [36,38]. Moreover, validation using a dedicated celiac consumer 
panel, alongside a general consumer cohort, would strengthen the trans-
lational relevance of the sensory findings [31,40].

5.	 Conclusion
Fresh whole S.  nigra and S.  oleracea purées added to the recipes 

demonstrated potential as multifunctional clean-label ingredients in 
sorghum-based gluten-free bread. Their inclusion provided clear bidi-

rectional chromatic differentiation (red-violet vs. green-yellow) while 
maintaining consumer acceptability within 24 h after the breads baking. 
The bread with added 35 % of elderberry puree achieved the most favour-
able balance between distinctive color and hedonic retention, whereas 
spinach-containing bread formulations contributed to visual diversifica-
tion without compromising consumer liking.

The partial decoupling observed between instrumental TPA metrics 
and perceived bite firmness highlights the need for future studies with 
inclusion of microstructural and rheological analyses. Overall, these 
findings support the potential use of fresh, unpasteurised plant purées 
as a dual strategy for natural color enrichment and short-term textural 
modulation in gluten-free bread.
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ВЛИЯНИЕ ПРИРОДЫ СТАБИЛИЗАТОРА И ВРЕМЕНИ 
КОНЦЕНТРИРОВАНИЯ НА ХРАНЕНИЕ СВЕКОЛЬНОГО СОКА

Кудинов Р. Е.1 *, Кременевская М. И.1, Ситникова В. Е.1, Федоров А. В.1,2

1 Университет ИТМО, Санкт-Петербург, Россия
2 Всероссийский научно-исследовательский институт жиров, Санкт-Петербург, Россия

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА:  
сок свеклы, 
концентрат, 
стабилизатор, 
бетанин, 
натуральный 
краситель,  
ИК-спектроскопия

А ННОТА Ц И Я
Учитывая возросший интерес к природным свекольным беталаинам, остро стоит вопрос о производстве природных 
пигментов этого класса. Применение концентратов, вырабатываемых из сока корнеплодов столовой свеклы, востре-
бовано в пищевой, фармацевтической и медицинской отраслях. Заданные отраслевым потребителем свойства пред-
полагают получение стабильной системы в процессе длительного хранения с сохранением бетанина, обладающего 
антиоксидантной активностью. Изучали стабилизирующие свойства лимонной кислоты (0,5 %) и  смеси лимонной 
(0,25 %) и аскорбиновой (0,25 %) кислот на оптические свойства свекольного сока сорта «Бордо‑237» в процессах кон-
центрирования и  последующего хранения при температуре 4 ± 0,5 °C методами химического анализа, электронной 
и Фурье-ИК-спектроскопии. Определено влияние природы стабилизирующих агентов на кинетику изменений содер-
жания бетанина и состав белково-углеводных компонентов в процессе концентрирования свекольного сока. Установ-
лено, что природа стабилизатора при незначительном изменении рН свекольного сока в процессе концентрирования, 
оказывает стабилизирующее действие на бетанин. Увеличение его содержания по отношению к образцу без стаби-
лизатора (0,20 %) достигает 0,39 % в образце сока с лимонной кислотой и 0,35 % в образце сока, стабилизированного 
лимонной и аскорбиновой кислотами. Введение лимонной кислоты заметно изменяло кинетику концентрирования. 
При смещении максимума полосы 540 нм в положение 535 нм снижалась выраженность полосы 490 нм и больше про-
являлась слабая по интенсивности полоса 455 нм. Определено, что деградация бетанина в концентратах свекольного 
сока зависит от времени концентрирования. Изменение спектральных характеристик от времени концентрирования 
характеризуется задержкой до 10 минут процесса, с последующим резким подъемом. Наилучшие показатели системы 
достигаются в процессе концентрирования в течении 15 минут при температуре 60 ± 0,2 °C и давлении 72 ± 10 мбар. 
Минимальные потери бетанина в концентратах, стабилизированных лимонной кислотой, после четырех месяцев хо-
лодильного хранения при температуре 4 ± 0,5 °C, составили 5 %.
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A BST R ACT
Given the growing interest in natural beetroot betalains, the production of natural pigments of this class is a pressing issue. 
Concentrates produced from beetroot juice are in demand in the food, pharmaceutical, and medical industries. The properties 
specified by industry consumers require a stable system during long-term storage, preserving betanin, which has antioxidant 
activity. The stabilizing properties of citric acid (0.5 %) and a mixture of citric (0.25 %) and ascorbic (0.25 %) acids on the opti-
cal properties of Bordeaux‑237 beet juice were studied during concentration and subsequent storage at 4 ± 0.5 °C using chemi-
cal analysis, electron microscopy, and Fourier transform infrared spectroscopy. The influence of the nature of the stabilizing 
agents on the kinetics of changes in betanin content and the composition of protein-carbohydrate components during beet 
juice concentration was determined. It was found that the nature of the stabilizer exerts a stabilizing effect on betanin, even 
with minor changes in beetroot juice pH during concentration. The increase in betanin content relative to the sample without 
the stabilizer (0.20 %) reached 0.39 % in the juice sample with citric acid and 0.35 % in the juice sample stabilized with citric 
and ascorbic acids. The addition of citric acid significantly altered the concentration kinetics. As the 540 nm band maximum 
shifted to 535 nm, the 490 nm band decreased in intensity, and the weaker 455 nm band became more prominent. Betanin 
degradation in beetroot juice concentrates was determined to depend on concentration time. The change in spectral charac-
teristics with concentration time is characterized by a delay of up to 10 minutes, followed by a sharp increase. The best system 
performance is achieved with a 15‑minute concentration at a temperature of 60 ± 0.2 °C and a pressure of 72 ± 10 mbar. The 
minimum betanin loss in concentrates stabilized with citric acid after four months of refrigerated storage at 4 ± 0.5 °C was 5 %.
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1.	 Введение
Сроки холодильного хранения сока или концентратов сока 

из  овощного сырья зависят от  выбора стабилизаторов и  режимов 
концентрирования, позволяющих сохранить цвет продукта [1]. Осо-
бенности предварительной обработки сокосодержащего сырья пред-
полагает знание влияния веществ и  процессов, стабилизирующих 
цвет в течение длительного времени. Для решения задач, связанных 
с применением полученных красящих пищевых продуктов, необхо-
димы дополнительные исследования с использованием различным 
методов.

Цветовые характеристики представляются одними из  важней-
ших в  логистике продвижения продуктов на  рынке питания. Ис-
следования пластидных и  непластидных пигментов растительных 
ресурсов направлены на  учёт индивидуальной сенсорной оценки 
человеческого глаза. Его достаточно узкий спектр информационно-
го восприятия световых частот определяет граничные условия при 
создании продуктов заданных цветовых оттенков. В  кондитерских 
изделиях наиболее часто применяют различные оттенки красного 
цвета. Наибольший интерес представляют красители, полученные 
из  органического сырья. Пигменты плодовых, ягодных и  овощных 
культур, обладающих цветовой гаммой розово-фиолетовой, оран-
жево-жёлто-красной и зелёной окраски наиболее изучены. Антоци-
ан-, каротин- и хлорофиллсодержащие растения благодаря наличию 
биологически активных веществ, обладают доказанным влиянием 
на состояние организма человека [2,3].

Бетанинсодержащее сырье в  пищевых системах может рас-
сматриваться не только, как красящее, но  и  содержащее полезные 
для здоровья вещества  [4–7]. Поступающие с  пищей биоактивные 
соединения обладают антиоксидантной  [8,9] и  противоопухоле-
вой [10–13] активностью. Отмечается интерес в их применении для 
пищевых [14], фармакопейных [15–17] и медицинских [18–20] нужд. 
Междисциплинарный интерес способствует проведению допол-
нительных исследований и  получению новых сведений о  продук-
те с  использованием различных методов. Наряду с  традиционной 
спектрофотометрией в УФ и видимой областях, все шире начинают 
использоваться такие высокочувствительные и информативные ин-
струментальные методы анализа, как ИК-, ЯМР-, Масс-спектроско-
пия [21–23].

Сегодня ИК-спектроскопия представлена в  формате классиче-
ской и экспресс-версии, не требующей специальной предваритель-
ной пробоподготовки образца  — Фурье ИК-спектроскопии. Метод 
позволяет идентифицировать совокупность данных физических, 
химических и  биологических факторов воздействия на  исследуе-
мые ингредиенты. Это важно при создании эмульсий или дисперсий 
белково-полисахаридных структур, где определяющими являются 
стабильность системы и ее биологически активных веществ [24,25]. 
Спектральные исследования не  всегда имеют систематизирован-
ный характер. Наблюдаются разночтения фрагментарного описания 
спектров красящих веществ по  форме, структуре, интенсивности 
и положению полос по шкале волновых чисел [21–23]. Различие ре-
зультатов исследований во многом связано с нестандартными усло-
виями получения спектра, что вносит значительную погрешность 
в их интерпретацию.

Важнейшими факторами стабильности продукции из  бетанин-
содержащего сырья являются его физико-химические показатели, 
способы технологической и  термической обработки, агрегатное 
состояние конечного продукта  [26]. Предотвращение инактивации 
биологически активных веществ (БАВ) является первоочередной 
задачей при разработке функциональных продуктов питания. От-
мечается, что применение распылительной сушки  [27], ультразву-
ка [28], использование гомогенизаторов высокого давления [29] спо-
собствуют уменьшению содержания БАВ и  увеличивают стоимость 
продукции. Для стабильности беталаинов сока и его концентратов, 
полученных из  Beta Vulgaris, применяют и  органические кислоты. 
Предпочтение отдают лимонной кислоте по ряду причин. Ее нали-
чие способствует ускорению метаболических процессов в организме 
человека, связанных с липидно-углеводным обменом [30,31].

Для усиления красящей способности пищевой системы применя-
ют концентрирование свекольного сока. Определение параметров 
данного процесса должно быть направлено не только на сохранение 
бетанина и других БАВ. Необходимо учитывать высокое содержание 
моно- и дисахаридов в соке во избежание реакции карамелизации. 
Режимы концентрирования должны обеспечивать максимальное 
сохранение пигмента, качество концентрата и  необходимую дли-
тельность его холодильного хранения  [32]. Концентрирование сока 
осуществляют в  выпарных установках. В  зависимости от  их кон-
струкционных особенностей и  режимов процесс осуществляется 

в  температурном диапазоне 5–60 ºС  [33] до  содержания сухих ве-
ществ (СВ) 55–75 % [34].

Цель работы заключалась в исследовании влияния природы ста-
билизатора и  времени концентрирования на  оптические свойства 
свекольного сока и его концентратов в процессе холодильного хра-
нения с  использованием методов химического анализа, электрон-
ной и Фурье ИК-спектроскопии.

2.	 Объекты и методы

2.1. Сок свеклы
Для получения сока использовали корнеплоды столовой свеклы 

сорта «Бордо 237», выращенные в  юго-западном регионе Ленин-
градской области. Вымытые и  очищенные корнеплоды разрезали 
на кусочки и пропускали через соковыжималку JU655 (Moulinex, Ки-
тай) при скорости вращения ротора n = 12000 об/мин. Для удаления 
возможных твердых фракционных включений проводили фильтро-
вание с помощью вакуумного электронасоса VE215N (Value, Китай) 
и сита из нержавеющей стали, с диаметром отверстий 0,1 мм.

2.2. Стабилизация
Для стабилизации красящего пигмента (бетанина) в соке исполь-

зовали лимонную кислоту (99,8 %) (TTCA. Co., LTD, Китай) и аскорби-
новую кислоту (99,7 %) (Hugestone Enterprise Co., LTD, Китай).

Объектами исследований являлись 3 серии образцов свекольного 
сока и концентратов:
1 — свекольный сок и концентраты без стабилизатора;
2 — свекольный сок и концентраты с добавлением лимонной кисло-

ты (0,5 %);
3 — свекольный сок и концентраты с добавлением смеси лимонной 

(0,25 %) + аскорбиновой кислот (0,25 %).

2.3. Определение рН
Для определения рН полученного сока использовали цифровой 

рН-метр/кондуктометр S213 (серия SevenCompact Duo, METTLER 
TOLEDO, Швейцария). Перед измерением рН-метр был откалибро-
ван с использованием стандартных буферных растворов со значени-
ями рН 3,56 и 9,14.

2.4. Определение содержания сухих веществ (СВ)
Определение содержания СВ в  образцах свекольного сока про-

водили ускоренным инфракрасным термогравиметрическим мето-
дом при температуре 120 ± 5 °C. Масса образца составила 0,5 ± 0,05 г. 
Измерения осуществляли на  анализаторе влажности галогенного 
HR‑83 (METTLER TOLEDO, Швейцария).

2.5. Концентрирование
Концентрирование сока свеклы осуществляли на ротационном ис-

парителе марки RV 10 (ИКА, Германия) при температуре 60 ± 0,2 °C, дав-
лении 72 ± 10 мбар, в течение 5,10,15 минут. После концентрирования 
образцы хранили при температуре 4 ± 0,5 °C в течении 4‑х месяцев.

2.6. Определение содержания бетанина
Содержание бетанина в  0,1 % растворах образцов сока свеклы 

определяли на спектрофотометре UNICO 2100 (United Products & In-
struments, США), согласно ТР ТС 029/20121 (Приложение 28). Расчет 
массовой доли (С, %) бетанина определяли по формуле:

	 C
A

=
×

× ×
535 100

1120 l m
, 	 (1)

где: А — оптическая плотность при λ = 535 нм; 1120 — удельное поглоще-
ние 1 % раствора бетанина в 1 см; l — длина кюветы, равная 1 см; m — 
масса образца, г.

2.7. Спектрометрический анализ
Исследование оптических свойств образцов свекольного сока и его 

концентратов проводили методами электронной (в диапазоне длин 
волн 200–700 нм) и  Фурье ИК-спектроскопии (в  диапазоне частот 
4000–600  см–1). Для записи электронных спектров 0,1 % растворов 
сока и концентратов в кварцевых кюветах с длиной оптического пути 
1,0 см использовали спектрофлуориметр СМ 2203 (СОЛАР, Беларусь).

Для визуализации и  сравнения спектральных характеристик 
по фактуре полос сока и его концентратов в УФ области спектра ис-
пользовали вспомогательные вещества: 20 и 40 % растворы сахарозы 
(Россия), 0,75; 0,50; 0,25; 0,125; 0,0625 % растворы яичного альбумина 

1	 ТР ТС 029/2012 «Требования безопасности пищевых добавок, ароматиза-
торов и технологических вспомогательных средств» (Утвержден решением Со-
вета Евразийской экономической комиссии 20 июля 2012 г, № 58. Электронный 
ресурс https://docs.cntd.ru/document/902359401 Дата обращения 21 08.2025.
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(РОСКАР, Россия), нативный яичный белок куриных яиц, купленных 
на местном рынке и его 0,5 и 1 % растворы.

Колебательные спектры (32 скана) образцов получали на Фурье-
спектрометре Tensor 37 (Bruker, Германия) с  алмазным НПВО эле-
ментом, управляемым программным пакетом OPUS со  стандарт-
ными градуировочными возможностями в  формате поглощения. 
Полученные результаты обрабатывались в  программе Origin 2021.

2.7.1. Подготовка образцов для Фурье ИК-спектроскопии
Образцы свекольного сока и  концентратов с  помощью пипетки 

Пастера наносили на  предметные стекла размером 75 × 25 × 1,2  мм 
(Микромед, Россия), которые оставляли в  изолированном от  све-
та месте при температуре 23 ± 0,5 °C до  полного высыхания. Такая 
пробоподготовка позволяет чётко идентифицировать результаты, 
исключая погрешности их разночтения, вносимые водой.

2.8. Статистический анализ
Исследования проводили с  необходимой кратностью, обеспе-

чивающей доверительный интервал случайной погрешности ре-
зультата измерения P ≥ 0,95. Различия средних значений выборок 
с  применением критерия Стьюдента признавали статистически 
достоверными при доверительной вероятности Р < 0,05. При стати-
стической обработке экспериментальных результатов использовали 
программы Microsoft Excel Office 2019 и OriginPro (пробная версия, 
OriginLab), США. Анализ спектральных данных интерпретировали 
после предварительной обработки, сопоставления спектров в библи-
отеке прибора и коррекции базовой линии.

3.	 Результаты и обсуждение
Использование свекольного сока или его концентратов в качестве 

ингредиента в составе функциональных пищевых продуктов, в том 
числе эмульсий, связано с увеличением сроков хранения [35]. Опре-
деление стабилизаторов цвета и режимы процесса концентрирова-
ния соков играют решающую роль в изменении красящих веществ 
и продолжительности хранения продукта.

3.1. Химический анализ
Влияние природы стабилизатора оценивали по содержанию кра-

сящего вещества — бетанина, который отвечает за цвет свекольно-
го сока и  является определяющим показателем его качества. Кон-
центрирование трех серий образцов свекольного сока проводили 
до содержания СВ 57–59 % [33]. Анализ данных в Таблице 1 показал, 
что природа стабилизатора не  оказывает существенного влияния 

на  кислотность свекольного сока в  процессе концентрирования. 
Но  стабилизирующую роль кислот подтверждает содержание бета-
нина после концентрирования (15 минут), которое почти в  2 раза 
больше по сравнению с соком без стабилизатора.

Кинетика процесса концентрирования, представленная на  Ри-
сунке 1  также показала стабилизирующую роль кислот. Скорость 
концентрирования после 10 минут резко возрастает в образцах сока 
со стабилизирующими компонентами в отличие от образца без ста-
билизатора.

Деградация бетанина в  процессе холодильного хранения в  тече-
нии 1–2–4 месяцев (Рисунок 2) напрямую зависела от консистенции 
образцов свекольного сока, которая определялась временем концент-
рирования и присутствием стабилизатора. Только концентрирование 

Таблица 1. Влияние природы стабилизатора на показатели свекольного сока
Table 1. The influence of the nature of the stabilizer on the properties of beetroot juice

Стабилизатор
рН Содержание СВ, % Содержание бетанина, %

1 2 1 2 1 2

Без стабилизатора 6,10 ± 0,11a 6,15 ± 0,11a 13,4 ± 0,20a 58 ± 1a 0,110 ± 0,002a 0,200 ± 0,005a

Кислоты:
Лимонная
Лимонная+
аскорбиновая

4,30 ± 0,10b

4,50 ± 0,11b
4,35 ± 0,10b

4,55 ± 0,11b
13,9 ± 0,20a

13,9 ± 0,20a
58 ± 1a

58 ± 1a
0,120 ± 0,003b

0,120 ± 0,003b
0,390 ± 0,005b

0,350 ± 0,005c

1 — до концентрирования; 2 — после 15 минут концентрирования.
Примечание: Одинаковыми надстрочными латинскими буквами обозначены статистически не различающиеся между собой и по сравнению с кон
тролем при Р < 0,05 (по критерию Стьюдента).
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Рисунок 1. Зависимости изменения содержания бетанина 
при концентрировании свекольного сока: 

1 — без стабилизатора, 2 — с лимонной кислотой,  
3 — с лимонной и аскорбиновой кислотами (λ = 535 нм)

Figure 1. Dependences of changes in betanin content during concentration 
of beetroot juice: 1 — without stabilizer, 2 — with citric acid,  

3 — with citric and ascorbic acids (λ = 535 nm)
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Рисунок 2. Изменение содержания бетанина в образцах свекольного сока в зависимости от времени концентрирования 

и природы стабилизирующих веществ в процессе хранения: 1 — 1; 2 — 2; 3 — 4 месяцев
Figure 2. Changes in betanin content in beetroot juice samples depending on the concentration time and the nature of stabilizing substances 

during storage: 1 — 1; 2 — 2; 3 — 4 months
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в течении 15 минут свекольного сока, стабилизированного лимон-
ной кислотой, лимонной и  аскорбиновой кислотами сохраняет бе-
танин в  течении 4‑х месяцев. Деградация бетанина составила 5 %. 
В соке без стабилизатора содержание бетанина снизилось на 67,5 %.

Добавление аскорбиновой кислоты в количестве 0,25 % к лимон-
ной не  оказало значительного влияния на  изменения содержания 
бетанина при концентрировании, поэтому целесообразно использо-
вать в качестве стабилизатора лимонную кислоту [30,36]. Исследова-
телями в  [37] было установлено, что добавление 1 % аскорбиновой 
кислоты обеспечивает максимальную стабильность беталаинов. 
Основываясь на  представленных нами результатах, можно заклю-
чить, что использование 0,5 % более дешевой для производственных 
нужд лимонной кислоты является достаточным условием для сохра-
нения бетанина в концентратах из свеклы.

3.2. Электронная спектроскопия
Добавление в свекольный сок лимонной кислоты и смеси лимон-

ной и  аскорбиновой кислот (Рисунок 3), незначительно изменило 
фактуру полосы красителя, проявляясь в появлении небольшой по-
лоски 455 нм и смещении максимума бетанина 535 нм в положение 
540 нм. Введение стабилизаторов незначительно увеличило содер-
жание бетанина, что подтверждает химический анализ.

Основные изменения наблюдались в  УФ области спектра. Вве-
дение в  свекольный сок лимонной кислоты резко снижало интен-
сивность полосы 210 нм в  спектре сока и  ее распаду на две — 205 
и 220 нм, не затрагивая слабо выраженную полосу 265 нм. При до-
бавлении в систему аскорбиновой кислоты, полоса 205 нм возраста-
ла по интенсивности, а в области 265 нм дифференцировалась до-
статочно интенсивная полоса. Обе полосы могут свидетельствовать 
о присутствии в образцах сока как стабилизатора, так и протеиновых 
компонентов — пептидная связь в области 190–210 нм и ароматиче-
ские аминокислоты (триптофан, тирозин) в области 260–275 нм [38]. 
Кроме того, в данном диапазоне могут поглощать и сахара, присут-
ствующие в свекольном соке в большом количестве.

Анализ спектров растворов стабилизаторов (Рисунок 3б) показал, 
что для них, как и для свекольного сока характерна полоса 210 нм. 
В спектре раствора лимонной кислоты полоса 265 нм отсутствовала, 
а в спектре аскорбиновой кислоты ее наличие обусловлено кольце-
вой структурой в составе молекулы (Рисунок 4б).

Изменение спектральных характеристик от  времени концент-
рирования иллюстрирует Рисунок 5. Для всех трех серий образцов 
свекольного сока отмечена задержка в изменении спектра до 10 ми-
нут процесса концентрирования и резкий подъем после. При этом 
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Рисунок 3. Электронные спектры свекольного сока: а) 1 — без стабилизатора, 2 — с лимонной кислотой, 3 — с лимонной 

и аскорбиновой кислотами; б) растворов: 1 — лимонная кислота (0,5 %); 2 — аскорбиновая кислота (0,5 %); 3 — лимонная 
(0,25 %) и аскорбиновая (0,25 %) кислоты

Figure 3. Electronic spectra of beetroot juice: a) 1 — without stabilizer, 2 — with citric acid, 3 — with citric and ascorbic acids; б) solutions: 
1 — citric acid (0.5 %); 2 — ascorbic acid (0.5 %); 3 — citric (0.25 %) and ascorbic (0.25 %) acids

а) б)

Рисунок 4. Структурная формула кислот: 
а) лимонная, б) аскорбиновая

Figure 2. Structural formula of acids: a) citric, б) ascorbic
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Рисунок 5. Электронные спектры концентратов свекольного 
сока: а) без стабилизатора, б) с лимонной кислотой, 

в) с лимонной и аскорбиновой кислотами; время 
концентрирования: 1 — 0, 2 — 5, 3 — 10, 4 — 15 минут

Figure 5. Electronic spectra of beetroot juice concentrates: 
a) without stabilizer, б) with citric acid, в) with citric and ascorbic acids; 

concentration time: 1 — 0, 2 — 5, 3 — 10, 4 — 15 minutes
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основные полосы бетанина 535 и 490 нм не меняли своего положе-
ния по шкале длин волн [32], а полоса 210 нм в спектре‑4 занимает 
положение 215 нм.

Введение лимонной кислоты заметно изменяло кинетику кон-
центрирования (Рисунок 5б). При смещении максимума полосы 
540 нм в положение 535 нм снижалась выраженность полосы 490 нм 
и больше проявлялась слабая по интенсивности полоса 455 нм. В УФ 
области полоса 220 нм, заметно увеличивалась по  интенсивности, 
в спектре последнего образца переходила в положение 210 нм, а по-
лоса 205 нм при этом, снижаясь по интенсивности, последовательно 
смещалась в зону вакуумного ультрафиолета.

Добавление в систему аскорбиновой кислоты (Рисунок 5в) также 
существенно отражалось на  кинетике концентрирования, отлича-
ясь от  кинетики концентрирования сока с  одной лимонной кис-
лотой по изменению интенсивности всех полос. Следует обратить 
внимание, во‑первых, на то, что максимум 540 нм перешел в поло-
жение 535 нм, как и в спектрах последних концентратов сока с ли-
монной кислотой [21]. В данном случае также проявлялась полоса 
455 нм и сглаживалась 490 нм. И, во‑вторых, характер изменения 
интенсивности полос 215/265 нм и  состава полос в  области 205–
215 нм в ходе процесса концентрирования. В спектре 1 в этой обла-
сти имелась небольшая, несколько уширенная полоса 205 нм, кото-
рая через 5 минут концентрирования преобразовывалась в дублет 
205/215 нм и снижалась по интенсивности. К 10 минутам интенсив-
ность дублета возрастала, но через 15 минут дублет распадался. По-
лоса 215 нм сохраняла свое положение, а полоса 205 нм смещалась 
в область вакуумного ультрафиолета. Отмеченное указывает на то, 
что природа стабилизатора заметно сказывается не только на ки-
нетике изменения содержания бетанина (Рисунок 1), но и на харак-
тере изменений в  составе сопутствующих компонентов системы 
сока.

Исследования изменений в оптических характеристиках свеколь-
ного сока без стабилизатора и его концентратов при хранении (Ри-
сунок 6) показали возможности метода электронной спектроскопии 
при контроле свойств бетанина, а также состояния сопутствующих 
и существенно преобладающих углеводно-протеиновых компонен-
тов, претерпевающих заметные изменения.

При хранении свекольного сока без стабилизатора и его концен-
тратов происходила деградация бетанина, что подтверждает резкое 
снижение интенсивности максимума его красной формы (535 нм) 
в спектрах образца‑4 (Рисунок 6г). В данном эксперименте на при-

мере 4‑х образцов свекольного сока без стабилизатора прослежива-
лось неоднозначное влияние их консистенции на скорость деграда-
ции бетанина.

Изменения в  УФ части спектра позволили говорить о  сущест-
венных разрушениях в  общей системе свекольного сока при кон-
центрировании. А также об  увеличении скорости достижения рав-
новесия, как в  любой жидкой биологической системе, спонтанно 
стремящейся к энергетической стабильности с увеличением степе-
ни концентрирования. Неустойчивость состояния в системе первых 
двух концентратов сока (Рисунок 6б и Рисунок 6в) прослеживалась 
на протяжении всего срока хранения по хаотичности полос и факту-
ре самих спектральных кривых в данном регионе.

И совсем иную картину показал образец‑4 на Рисунке 6 г. Четкий 
стабильный привычный спектр свекольного сока, который полно-
стью изменял свой вид через 2 недели хранения. Полоса 215 нм сме-
щалась в  вакуумный ультрафиолет и  формировалась интенсивная 
стабильная полоса с  двумя максимумами — 240 и  250 нм и  струк-
турированной правой ветвью, в  которой просматривались первые 
признаки проявления протеиновых конструкций. Признаки сахаро-
зы при этом ретушировались образующимися протеиновыми агло-
мератами, но не исключено, что инициатором их образования явля-
лась та же сахароза.

Данный эксперимент позволил установить влияние основного 
фактора — консистенции, на  скорость и  степень деградации бета-
нина и трансформацию вещественного состава свекольного сока без 
стабилизатора при хранении, которая задается временем концент-
рирования. Кроме того, было отмечено явно выраженное последо-
вательное формирование в УФ области структурированной полосы 
240–270 нм, имеющей протеиновую природу. Причем происходило 
это именно при хранении концентратов и не наблюдалось при кон-
центрировании сока. Это позволило говорить о  том, что при хра-
нении в  системе соков имеют место спонтанные преобразования 
протеиновых структур с укрупнением их глобул, характер которых 
определяется консистенцией концентрата.

Очень показателен стабилизирующий эффект обеих кислотных 
систем в  отношении бетанина по  сравнению со  спектром сока без 
стабилизатора на протяжении всего срока хранения (Рисунок 7). Од-
нако в УФ области стабилизация оптических свойств в обоих случаях 
была отмечена только через 2 месяца. Это проявлялось в формиро-
вании двух стабильных по положению полос — 215 и 265 нм, харак-
терных для сахарозы (Рисунок 7б и Рисунок 7в).
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Рисунок 6. Электронные спектры свекольного сока без стабилизатора: 

а) исходный, б) 5, в) 10, г) 15 минут концентрирования; 1 — 0, 2 — 1, 3 — 2, 4 — 4 недели хранения
Figure 6. Electronic spectra of beetroot juice without stabilizer: a) initial, б) 5, в) 10, г) 15 minutes of concentration; 1 — 0, 2 — 1, 3 — 2, 4 — 4 weeks of storage
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В  спектрах всех рассматриваемых концентратов в  УФ области 
(240–275 нм) через месяц хранения отмечались структурированные 
полосы. Их наличие говорит о  проявленности электронных пере-
ходов в  молекулах ароматических аминокислот протеиновых ком-
понентов. Однако в  течение последующего месяца хранения они 
исчезали. Отмеченный экспериментальный факт убедителен в  ил-
люстрации серьезных нарушений в  целом в  системе компонентов 
свекольного сока в результате процесса концентрирования.

Электронные спектры вспомогательных веществ на  Рисунке 8 
способствовали визуализации процессов, имеющих место в биоло-
гической системе свекольного сока при его хранении. Электронные 
спектры растворов сахарозы (Рисунок 8а) показали небольшой ба-
тохромный (215→220 нм) сдвиг основного максимума с увеличени-
ем концентрации, что соответствовало сдвигу максимума в спектрах 
при хранении концентратов исходного сока (Рисунки 6а, 6б и  6в) 
и его стабилизации в положении 215 нм в спектрах образца‑4 (Ри-
сунок 6г). Полоса 265 нм при этом, возрастала по  интенсивности 
и сохраняла свое положение. На Рисунке 6 она наблюдалась только 
в  спектрах сока, не  подвергавшегося концентрированию. Однако, 
как следует из  спектров на  Рисунке 7б и  Рисунке 7в обе полосы — 

215 и 265 нм присутствовали в спектрах обеих серий стабилизиро-
ванного сока с увеличением срока хранения до 2–4 месяцев.

Спектры растворов яичного белка (Рисунок 8б) и яичного альбуми-
на (Рисунок 8в) при низких концентрациях также показали в области 
дальнего ультрафиолета две полосы. Накладываясь на полосы в спек-
трах концентратов свекольного сока, они мешали идентификации. 
Стоит обратить внимание на  контур широкого структурированного 
максимума интенсивной полосы в  спектрах образцов высокой кон-
центрации для обоих протеиновых объектов. Такого характера поло-
сы наблюдались в спектрах концентратов (15 минут) всех трех иссле-
дуемых серий свекольного сока через месяц хранения (Рисунок 7а).

3.3. Фурье ИК-спектроскопия
Качество и  информативность спектров в  методе Фурье ИК-

спектроскопии во  многом определяется консистенцией образ-
цов  [21,23,39]. Для стандартизации условий их записи проведено 
сравнительное исследование двух способов сушки одного и того же 
образца концентрата свекольного сока: с  использованием воздуш-
ной сушки на НПВО элементе прибора с привлечением микро-вен-
тилятора и на предметном стекле при комнатной температуре.
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Рисунок 7. Электронные спектры концентратов (15 минут) 
свекольного сока через: а) один, б) два, в) четыре месяца 

хранения; 1 — без стабилизатора, 2 — с лимонной кислотой, 
3 — с лимонной и аскорбиновой кислотами

Figure 7. Electronic spectra of beetroot juice concentrates (15 minutes) 
after: a) one, б) two, в) four months of storage; 1 — without stabilizer,  

2 — with citric acid, 3 — with citric and ascorbic acids
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Рисунок 8. Электронные спектры растворов: а) сахарозы: 
1 — 20, 2 — 40 %; б) яичного белка: 1 — 0,5 %, 2 — 1 %, 3 — 

нативный яичный белок; в) яичного альбумина: 1 — 0,75; 
2 — 0,50; 3 — 0,25; 4 — 0,125; 5 — 0,0625 %

Figure 8. Electronic spectra of solutions: a) sucrose: 1 — 20, 2 — 40 %; 
б) egg white: 1 — 0.5 %, 2 — 1 %, 3 — native egg white; в) egg albumin: 

1 — 0.75; 2 — 0.50; 3 — 0.25; 4 — 0.125; 5 — 0.0625 %
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Сопоставление спектров показало, что неполное удаление влаги 
(Рисунок 9а) по-разному отражается на ИК-спектрах образцов в за-
висимости от  их состава, затрудняя интерпретацию. Более четкая 
проявленность всех полос, воспроизведение их фактуры в спектрах 
обоих образцов, указывающие на близость по свойствам, и увеличе-
ние интенсивности полос на порядок (в 10 раз) при сушке на пред-
метном стекле (Рисунок 9б) послужили основанием для ее использо-
вания в эксперименте.

В отличие от электронной спектроскопии метод ИК-спектроско-
пии не  позволил идентифицировать бетанин, содержащий в  своей 
структуре молекулу глюкозы, на фоне высокого содержания сахаро-
зы. На Рисунке 10 представлен общий вид ИК-спектров свекольного 
сока без стабилизатора и со стабилизаторами. На присутствие стаби-
лизаторов указывает полоса 1718 см–1 С = О-группировок лимонной 
кислоты, заметно снижающаяся по интенсивности после добавления 
аскорбиновой кислоты. Высокочастотная область спектра (3700–
2800 см–1) в данном случае мало информативна. Здесь суммарно ре-
гистрируются гидроксильные группы, в том числе и молекул воды, 
и СН2‑группировки всех компонентов сложной системы свекольного 
сока. Высокое содержание сахарозы (до 80 %), маскирующей любые 
проявления оптических свойств других составных частей сока, дела-
ет его спектр неинформативным. Полоса 1626 см–1, принадлежащая 
деформационным колебаниям молекул воды, расположена в той же 
области, где традиционно регистрируются колебания протеиновых 
структур.

Фрагментирование полученных ИК-спектров и  увеличение вы-
деленных фрагментов (Рисунок 11)  позволило увидеть доминиро-
вание спектрального образа сахарозы по всем ее ярко выраженным 
индивидуальным оптическим показателям в исходном соке (кр. 1) — 
дублеты полос 1135/1108, 1044/988, 868/831 и  полоса 924  см–1 (Ри-
сунок  11а, и  Рисунок 11б)  [40,41]. На  положение их максимумов 
по шкале волновых чисел не оказывало заметного влияния введение 
стабилизаторов (кр. 2 и 3), но оно проявлялось в изменении положе-
ния полос (1375→1370 см–1) в составе дублета 1375/1335 см–1 (Рису-
нок 11в), также характерного для сахарозы.

Основные изменения спектральных характеристик сока при 
введении стабилизаторов наблюдались в  диапазонах спектра, где 
могут проявляться колебания протеиновых компонентов. Это пре-
жде всего область (Рисунок 11г) наиболее характерная для белковых 
(1631, 1626 см–1) и пептидных (1576 см–1) структур. Слабо выражен-
ное плечо 1654 см–1 на левой ветви центральной полосы может ука-
зывать на  наличие фрагментов белковых структур α-спирального 
типа  [42]. Более наглядно данную ситуацию иллюстрирует полоса 
1268/1210 см1 (Рисунок 11д) в спектре сока без стабилизатора, кото-
рая при добавлении лимонной кислоты уширяется с образованием 
структурированного максимума 1268/1233/1210 см–1. Это может го-
ворить о частичной деструкции протеин-сахарозных агломератов 
с  выделением как пептид-углеводных комплексов, так и  возмож-
ных фосфолипид-углеводных образований (1240–1230  см–1  [43]). 
Добавление аскорбиновой кислоты приводит к  ее деструкции 
и формированию полосы очень близкой по фактуре полосе в соке 
без стабилизатора.

Характеристичной полосой 1210  см–1 в  данном диапазоне про-
являла себя и сахароза, что иллюстрирует фрагмент «д» Рисунка 12. 
Здесь же (Рисунки 12а, 12б и 12в) наилучшим образом представлены 
и  отмеченные выше типичные для сахарозы дублеты полос. Была 
отмечена симметричная полоса деформационных колебаний воды 
1646 см–1 (Рисунок 12г), на обеих ветвях которой отсутствуют при-
знаки протеиновых компонентов, как это наблюдалось в  спектрах 
свекольного сока (Рисунок 11г).

Фрагменты ИК-спектров трех серий образцов свекольного сока 
в  процессе концентрирования (Рисунок 13), показали непоследо-
вательность в их расположении, хотя фактура основных полос при 
этом изменялась незначительно. Это говорит о  разной степени 
устойчивости связей между компонентами системы к внешним воз-
действиям в процессе концентрирования.

Стабилизирующее влияние лимонной и  аскорбиновой кислот 
при концентрировании лучше всего просматривалось по  сохра-
нению формы дублетов сахарозы 1375/1335  см–1 (фрагменты «б») 
и 868/831 см–1 (фрагменты «в») по сравнению с образцом свеколь-
ного сока без стабилизатора. А  структуризация полосы 1628  см–1 
(фрагменты «г»), где возможно проявление колебаний протеино-
вых структур, и некоторое увеличение ее интенсивности с введени-
ем стабилизаторов, могут указывать на  меньшую устойчивость их 
связей в  структуре свекольного сока с  повышением кислотности. 
И здесь наглядно проявляется влияние природы стабилизаторов.

а) б)
Рисунок 9. Общий вид ИК-спектров образцов концентрата свекольного сока, высушенного на: 

а) НПВО элемент прибора; б) предметное стекло
Figure 9. General view of the IR spectra of beetroot juice concentrate samples dried on: a) the ATR element of the device; б) a glass slide
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Рисунок 10. Общий вид ИК-спектров свекольного сока: 

1 — без стабилизатора, 2 — с лимонной кислотой, 
3 — с лимонной и аскорбиновой кислотами

Figure 10. General view of the IR spectra of beetroot juice: 1 — without 
stabilizer, 2 — with citric acid, 3 — with citric and ascorbic acids
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Рисунок 11. Фрагменты ИК-спектров свекольного сока: а) 1175–950, б) 950-750, в) 1500-
1175, г)1700-1560, д) 1280-1180 см-1; 1 - без стабилизатора, 2 - с лимонной кислотой, 3 - с 

лимонной и аскорбиновой кислотами 
Figure 11. Fragments of the IR spectra of beetroot juice: a) 1175-950, b) 950-750, c) 1500-1175, d) 
1700-1560, d) 1280-1180 cm-1; 1 - without stabilizer, 2 - with citric acid, 3 - with citric and ascorbic 

acids 
 

Основные изменения спектральных характеристик сока при введении стабилизаторов 
наблюдались в диапазонах спектра, где могут проявляться колебания протеиновых 
компонентов. Это прежде всего область (Рисунок 11г) наиболее характерная для белковых 
(1631, 1626 см-1) и пептидных (1576 см-1) структур. Слабо выраженное плечо 1654 см-1 на левой 
ветви центральной полосы может указывать на наличие фрагментов белковых структур α-
спирального типа [42]. Более наглядно данную ситуацию иллюстрирует полоса 1268/1210 см1 
(Рисунок 11д) в спектре сока без стабилизатора, которая при добавлении лимонной кислоты 
уширяется с образованием структурированного максимума 1268/1233/1210 см-1. Это может 
говорить о частичной деструкции протеин-сахарозных агломератов с выделением как пептид-
углеводных комплексов, так и возможных фосфолипид-углеводных образований (1240-1230 
см-1 [43]). Добавление аскорбиновой кислоты приводит к ее деструкции и формированию 
полосы очень близкой по фактуре полосе в соке без стабилизатора.  

Характеристичной полосой 1210 см-1 в данном диапазоне проявляла себя и сахароза, 
что иллюстрирует фрагмент «д» Рисунка 12. Здесь же (Рисунки 12а, 12б и 12в) наилучшим 
образом представлены и отмеченные выше типичные для сахарозы дублеты полос. Была 
отмечена симметричная полоса деформационных колебаний воды 1646 см-1 (Рисунок 12г), на 
обеих ветвях которой отсутствуют признаки протеиновых компонентов, как это наблюдалось 
в спектрах свекольного сока (Рисунок 11г). 
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Рисунок 11. Фрагменты ИК-спектров свекольного сока: а) 1175–950, б) 950–750, в) 1500–1175, г)1700–1560, 
д) 1280–1180 см–1; 1 — без стабилизатора, 2 — с лимонной кислотой, 3 — с лимонной и аскорбиновой кислотами

Figure 11. Fragments of the IR spectra of beetroot juice: a) 1175–950, б) 950–750, в) 1500–1175, г) 1700–1560, д) 1280–1180 cm–1; 
1 — without stabilizer, 2 — with citric acid, 3 — with citric and ascorbic acids
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Рисунок 12. Фрагменты ИК-спектров растворов препарата сахарозы: 1 - 20, 2 - 40, 3 - 50, 
4 - 60%; а) 1175-950, б) 950-750, в) 1500-1175, г) 1750-1500, д) 1280-1180 см-1 

Figure 12. Fragments of the IR spectra of sucrose preparation solutions: 1 - 20, 2 - 40, 3 - 50, 
4 - 60%; a) 1175-950, b) 950-750, c) 1500-1175, d) 1750-1500, d) 1280-1180 cm-1 

 
Фрагменты ИК-спектров трех серий образцов свекольного сока в процессе 

концентрирования (Рисунок 13), показали непоследовательность в их расположении, хотя 
фактура основных полос при этом изменялась незначительно. Это говорит о разной степени 
устойчивости связей между компонентами системы к внешним воздействиям в процессе 
концентрирования.  

Стабилизирующее влияние лимонной и аскорбиновой кислот при концентрировании 
лучше всего просматривалось по сохранению формы дублетов сахарозы 1375/1335 см-1 
(фрагменты «б») и 868/831 см-1 (фрагменты «в») по сравнению с образцом свекольного сока 
без стабилизатора. А структуризация полосы 1628 см-1 (фрагменты «г»), где возможно 
проявление колебаний протеиновых структур, и некоторое увеличение ее интенсивности с 
введением стабилизаторов, могут указывать на меньшую устойчивость их связей в структуре 
свекольного сока с повышением кислотности. И здесь наглядно проявляется влияние природы 
стабилизаторов. 
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Рисунок 12. Фрагменты ИК-спектров растворов препарата сахарозы: 1–20, 2–40, 3–50, 4–60 %; а) 1175–950, б) 950–750, 
в) 1500–1175, г) 1750–1500, д) 1280–1180 см–1

Figure 12. Fragments of the IR spectra of sucrose preparation solutions: 1–20, 2–40, 3–50, 4–60 %; a) 1175–950, б) 950–750, в) 1500–1175, 
г) 1750–1500, д) 1280–1180 cm–1
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Рисунок 13. Фрагменты ИК-спектров свекольного сока в процессе концентрирования: 

а) 1175–950, б) 1500–1175, в) 950–750, г) 1780–1525 см–1; 1 — 0, 2 — 5, 3 — 10, 4 — 15 минут
Figure 13. Fragments of the IR spectra of beetroot juice during concentration: 

a) 1175–950, б) 1500–1175, в) 950–750, г) 1780–1525 cm–1; 1 — 0, 2 — 5, 3 — 10, 4 — 15 minutes
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Лучше всего об  этом говорят мини фрагменты спектров 1280–
1175  см–1 на  Рисунке 14, иллюстрируя различия в  состоянии 
протеин-углеводной системы трех серий образцов свекольного сока, 
отмеченные выше (Рисунок 11д), и во всех случаях подчеркивая:

	� разницу в оптических свойствах между системой, подвергнутой 
механическому воздействию (Рисунок 14а) и  системами (Рису-
нок 14б и Рисунок 14в) после суммарного воздействия — кислот-
ного и механического;

	� ее качественную стабильность независимо от  степени концент-
рирования образцов;

	� роль аскорбиновой кислоты, снижающей реконструктивную эф-
фективность лимонной кислоты;

	� разницу в динамике концентрирования, которая достаточно хо-
рошо прослеживается по  относительному расположению и  ин-
тенсивности кривых светопоглощения.
Рисунок 15, представляя фрагменты спектров последних концен-

тратов (15 минут) трех серий образцов свекольного сока после хра-
нения через 1, 2 и  4 месяца, не  показал каких‑либо существенных 
изменений в  областях проявления характеристичных признаков 
сахарозы (фрагменты «а, б»), обусловленных колебаниями структур-
ных элементов циклов глюкозы и  фруктозы. Но  позволил отметить 
некоторые изменения в положении ее функциональных группировок 
в дублете 1375/1335 см–1 (фрагменты «в»), формы самого дублета, от-
носительном расположении спектральных кривых в составе полосы 
1412  см–1 и  смещении ее максимума в  положение 1409  см–1 через 
4 месяца хранения образцов.

Сопоставляя фрагменты «г» Рисунков 13 и 15 были отмечены из-
менения как в форме, так и положении максимума основной полосы 
в  спектрах всех образцов в  процессе хранения, не  наблюдавшиеся 
при концентрировании. Менее выражено, но  аналогичный эффект 
имел место и на фрагментах «д» Рисунка 15 при сохранении общего 
контура спектральных кривых.

Данные проявления в  изменении оптических свойств концент-
ратов свекольного сока могут объясняться способностью биомоле-
кул к  спонтанной самоорганизации и трансформации в  процессах 
структурной и энергетической стабилизации его системы в период 
хранения после ряда разрушительных механических и химических 
вмешательств. Причем в зависимости от вещественного состава си-
стемы [34,44,45] могут последовательно реализовываться разные ес-
тественные механизмы самоорганизации, влияя на динамику про-
цесса ее стабилизации при хранении.

Однако при всех структурных преобразованиях в  концентратах 
свекольного сока при хранении, стабилизирующее влияние введен-
ных кислот хорошо визуализируют электронные спектры красителя 
на Рисунке 6.

4.	 Заключение
Комплексное исследование сока от  плодов свеклы сорта 

«Бордо‑237» двумя спектральными методами с контролем методами 
химического анализа позволило отметить:

	� стабилизирующий эффект лимонной и смеси лимонной (0,25 %) 
и аскорбиновой (0,25 %) кислот на оптические свойства бетанина 
(535 нм) и систему концентратов свекольного сока в целом. Уста-
новлено, что использование смеси аскорбиновой и  лимонной 
кислоты оказывает меньшее влияние на  стабильность бетанина 
при концентрировании и  холодильном хранении. Достаточным 
количеством использования стабилизатора в  технологии бета-
нинсодержащих концентратов является содержание 0,5 % лимон-
ной кислоты;

	� различие в действии стабилизаторов более наглядно проявляется 
в  реструктуризации протеин-фосфолипид-углеводных комплек-
сов, составляющих основу системы свекольного сока. Выявлено, 
что уже через две недели холодильного хранения образца, стаби-
лизированного лимонной кислотой и концентрированного в те-
чении 15 минут, полоса 215 нм смещалась в вакуумный ультра-
фиолет. Формировалась интенсивная стабильная полоса с двумя 
максимумами — 240 и 250 нм и структурированной правой ветвью, 
в которой просматривались первые признаки проявления проте-
иновых конструкций. Признаки сахарозы при этом ретуширова-
лись образующимися протеиновыми агломератами. Установлено, 
что на скорость, степень деградации бетанина и трансформацию 
вещественного состава свекольного сока без стабилизатора при 
хранении влияет консистенция. Данный фактор является основ-
ным и  определяется продолжительностью концентрирования. 
В УФ области при холодильном хранении концентратов отмечено 
явно выраженное последовательное формирование структуриро-
ванной полосы 240–270 нм, имеющей протеиновую природу. Это 
позволило говорить о том, что имеют место спонтанные преобра-
зования протеиновых структур с укрупнением их глобул, харак-
тер которых определяется консистенцией концентрата;

	� вариабильность оптических свойств концентратов при хране-
нии обусловлена естественными процессами спонтанной са-
моорганизации всех компонентов для структурной и энергети-
ческой стабилизации системы. Отмечено проявление природы 
кислой среды и консистенции образца, которые предопределя-
ют механизм и скорость спонтанной самоорганизации сопутст-
вующих биомолекул в процессах структурной стабилизации си-
стемы при хранении концентратов свекольного сока в течение 
4‑х месяцев;

	� концентрирование на роторном испарителе в течение 15 минут 
при температуре 60 ± 0,2 °C и давлении 72 ± 10 мбар позволяет до-
стичь продолжительности хранения концентратов при 4 ± 0,5 °C 
до 4 месяцев с 5 % потерями красящего вещества — бетанина.

Рисунок 13. Фрагменты ИК-спектров свекольного сока в процессе концентрирования: 
а) 1175-950, б) 1500-1175, в) 950-750, г) 1780-1525 см-1; 1 - 0, 2 - 5, 3 - 10, 4 - 15 минут 

Figure 13. Fragments of the IR spectra of beetroot juice during concentration: 
a) 1175-950, b) 1500-1175, c) 950-750, d) 1780-1525 cm-1; 1 - 0, 2 - 5, 3 - 10, 4 - 15 minutes 
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Рисунок 14. Мини фрагменты 1280-1175 см-1 ИК-спектров свекольного сока: а) без 
стабилизатора, б) с лимонной кислотой, в) с лимонной и аскорбиновой кислотами в 

процессе концентрирования: 1 - 0, 2 - 5, 3 - 10, 4 - 15 минут 
Figure 14. Mini fragments of 1280-1175 cm-1 IR spectra of beetroot juice: a) without stabilizer, b) 

with citric acid, c) with citric and ascorbic acids during concentration: 1 - 0, 2 - 5, 3 - 10, 4 - 15 
minutes 
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Figure 14. Mini fragments of 1280–1175 cm–1 IR spectra of beetroot juice: a) without stabilizer, б) with citric acid, в) with citric and ascorbic acids during 
concentration: 1 — 0, 2 — 5, 3 — 10, 4 — 15 minutes
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Рисунок 15. Фрагменты ИК-спектров концентратов (15 минут) свекольного сока: 1 — без стабилизатора, 2 — с лимонной 
кислотой, 3 — с лимонной и аскорбиновой кислотами после 4‑х месяцев хранения; а) 1175–950, б) 950–750, в) 1500–1175, 

г) 1750–1500, д) 1280–1180 см–1

Figure 15. Fragments of the IR spectra of beetroot juice concentrates (15 minutes): 1 — without stabilizer, 2 — with citric acid, 3 — with citric and ascorbic 
acids after 4 months of storage; a) 1175–950, б) 950–750, в) 1500–1175, г) 1750–1500, д) 1280–1180 cm–1
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МЕТОДИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
БИСФЕНОЛОВ В ПИЩЕВОЙ ПРОДУКЦИИ МЕТОДОМ ГХ–МС

Утьянов Д. А.1*, Вострикова Н. Л.1, Гутнов А. В.2, Захарова В. А.1, Иванов А. А.1, Полищук Е. К.1

1 Федеральный научный центр пищевых систем им. В. М. Горбатова, Москва, Россия
2 Северо-Осетинский государственный университет, Владикавказ, Россия

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА:  
Бисфенолы, ГХ–МС, 
пластификаторы, 
безопасность, 
пищевая продукция

А ННОТА Ц И Я
В работе разработана и валидирована методика количественного определения шести из семи выбранных бисфенолов 
в пищевой продукции методом газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием после силили-
рующей дериватизации. Пробоподготовка основана на экстракции аналитов с использованием QuEChERS и после-
дующей очисткой экстрактов ТФЭ и концентрированием перед хроматографическим анализом. Процедура пробо-
подготовки включает гексановое обезжиривание и дисперсную твердофазную очистку. Дериватизация выполняется 
с использованием МСТФА при контролируемой температуре для получения стабильных летучих производных, при-
годных для ГХ–МС анализа. Получены количественные характеристики метода, включающие пределы обнаружения 
(LOD) и пределы количественного определения (LOQ) для каждого из исследуемых бисфенолов. Для каждого аналита 
рассчитана степень экстракции при трёх уровнях внесения, которая составляет не менее 88 %, что подтверждает вос-
производимость и достаточную эффективность выбранной схемы подготовки пробы. Хроматографические условия 
обеспечивают разделение исследуемых бисфенолов, кроме одной критической пары, и устойчивость удерживаемых 
сигналов в ходе серийного анализа. Для всех соединений получены характерные масс-спектры и определены ион-
ные переходы, используемые для идентификации. Представленная методика подойдет в большей степени исследова-
тельских работ по изучению факторов, увеличивающих степень миграции бисфенолов в пищевые продукты. В статье 
приведены все необходимые этапы для исследования пищевой продукции: детальное описание процесса подготовки 
пробы, протокол дериватизации, инструментальные установки для ГХ–МС системы. Процесс подготовки пробы сде-
лан для сложных пищевых матриц, которые требуют высокой степени очистки для последующего анализа.
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METHODOLOGICAL APPROACHES TO QUANTIFICATION 
OF BISPHENOLS IN FOODS BY GC–MS

Dmitry A. Utyanov1*, Natalia L. Vostrikova1, Andrey V. Gutnov2, 
Varvara A. Zakharova1, Alexey A. Ivanov1, Ekaterina K. Polishchuk1

1 V. M. Gorbatov Federal Research Center for Food Systems, Moscow, Russia
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A BST R ACT
The paper presents the developed and validated method for quantification of six out of seven selected bisphenols in foods by 
gas chromatography with mass spectrometric detection after silylation derivatization. Sample preparation is based on extrac-
tion of analytes using QuEChERS with the following purification of extracts using SPE and concentration before chromato-
graphic analysis. The procedure of sample preparation includes defatting using hexane and dispersive solid phase purifica-
tion. Derivatization is carried out with the use of MSTFA under controlled temperature to obtain stable volatile derivatives 
suitable for GC–MS analysis. The quantitative characteristics of the method were obtained that included limits of detection 
(LOD) and limits of quantification (LOQ) for each of the studied bisphenols. For each analyte, a degree of extraction at three 
levels of introduction was calculated, being no less than 88 %, which corroborates reproducibility and sufficient performance 
of the chosen scheme of sample preparation. Chromatographic conditions ensure separation of the studied bisphenols, except 
one critical pair, and stability of retained signals during serial analysis. For all compounds, characteristic mass spectra were 
obtained and ion transitions used for identification were determined. The presented method is suitable to a larger extent in 
research on studying factors that increase a degree of migration of bisphenols into foods. The paper presents all necessary 
stages for analysis of food products: detailed description of the process of sample preparation, protocol of derivatization, 
equipment for the GC–MS system. The process of sample preparation is designed for complex food matrices that require 
a high degree of purification for the following analysis.
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1.	 Введение
Современная пищевая промышленность не  может эффективно 

функционировать без широкого использования полимерных мате-
риалов, которые играют критическую роль в обеспечении сохранно-
сти продуктов, оптимизации логистических процессов и повышении 
удобства их потребления. Среди множества полимеров поликарбонаты 
занимают особое положение, представляя собой высокотехнологич-
ные термопластичные полимеры с хорошими физико-химическими 
характеристиками. Эти материалы находят широкое применение 
в производстве многоразовой посуды, пластиковых бутылок, контей-
неров и упаковочных пленок, что обусловлено их высокой механиче-
ской прочностью, термостойкостью и устойчивостью к воздействию 
окружающей среды.

Однако, несмотря на  значительные преимущества, потенциаль-
ные риски, связанные с миграцией низкомолекулярных соединений 
из полимерной матрицы в пищевую среду, вызывают серьезные опа-
сения в научном сообществе, среди производителей и регуляторных 
органов. Основными опасными мигрантами являются остаточные 
мономеры, такие как бисфенол А (BPA), а также продукты деструк-
ции полимерной цепи, включая фенолы и капролактон. Эти соеди-
нения являются имитаторами базовой тетрациклической структуры 
женских половых гормонов (эстрогенов, особенно 7‑β-эстрадиола) 
(Рисунок 1) и могут оказывать негативное воздействие на здоровье 
человека, особенно на  эндокринную систему, вызывая нарушения 
гормонального баланса и, как следствие, потенциальные риски для 
репродуктивного здоровья [1].

Бисфенол А, как известно, официально признан веществом с вы-
раженным негативным воздействием на  репродуктивную систему 
человека. Исследования в этой области подчеркивают, что BPA может 
оказывать глубокое влияние на развитие и функционирование репро-
дуктивных органов, что делает его объектом пристального внимания 
ученых и специалистов в области токсикологии и эндокринологии [2].

Учитывая опасность бисфенола, во многих странах он был запре-
щен к  применению в  производстве материалов, частички которых 
могут попасть в  человеческий организм либо через контакт с  про-
дукцией, которая хранится в  таком материале (например, напитки, 
пищевая продукция), либо непосредственно напрямую (например, 
детские игрушки [3]). Принимая во внимание то, что BPA из-за своей 
структуры может оказывать сильное влияние на гормональную систе-
му человека, продукция для детей контролируется в особой степени. 

Но, к сожалению, запрет применения BPA привел лишь к применению 
других бисфенолов. Бисфенолы  — это класс органических соедине-
ний, содержащих две фенольные группы. Наиболее известные пред-
ставители: бисфенол А,  бисфенол B (BPB), бисфенол C (BPC), бифе-
нол Е (BPE) и др. (Рисунок 2), которые из-за схожести своих структуру 
с BPA в большинстве своем оказывают схожее с BPA действие на чело-
века [4]. Их структурные особенности (жёсткое ароматическое ядро + 
+ реакционноспособные фенольные группы) делают их идеальными 
мономерами для ряда высокопрочных термопластов и  полимерных 
смол, особенно эпоксидных. Формула обычно представляет собой: 
OH-Ar–C(R)(R’)–Ar-OH, где Ar — фенильная группа, а R–различные за-
местители (например, для BPA C(R)(R’) — это пропан).

Бисфенолы не добавляют в  упаковку как самостоятельные ком-
поненты. Они используются как реагенты (мономеры или отвер-
дители) при синтезе определённых полимеров. BPA  — основной 
мономер для поликарбонатных пластиков. Процесс: BPA реагирует 
с  фосгеном (в  промышленности  — межфазная поликонденсация), 
образуется длинная цепь поли(бисфенол-А карбоната), полученный 
полимер — прозрачный, ударопрочный, термостойкий.

Поликарбонатный пластик широко используется при произ
водстве:

	� бутылок многоразового использования,
	� деталей кофемашин, кормушек, кулеров, дозаторов воды,
	� ёмкостей для хранения,
	� крышек, элементы термостойкой упаковки.
	� материала-покрытия для печатной поверхности кассовых чеков.

Рисунок 1. Структурное сходство 17‑β эстрадиола и Бисфенола А
Figure 1. Structural similarity of 17‑β estradiol and bisphenol A

Рисунок 2. Применяемые в производстве поликарбоната бисфенолы (создано в KingDraw V3.0.2 En_us)
Figure 2. Bisphenols used in production of polycarbonate (created in KingDraw V3.0.2 En_us)
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Так  же из  BPA (или BPF, BPS) и  эпихлоргидрина изготавлива-
ют эпоксидные смолы. Бисфенол выступает как одна из  ключевых 
частей двухкомпонентной структуры эпоксидной смолы.

В упаковке эпоксидные смолы используются для:
	� внутренних защитных покрытий консервных банок,
	� внутренних слоев металлических крышек,
	� покрытий для металлических баночек для напитков,
	� защитного слоя алюминиевой и стальной упаковки.

Эпоксидные покрытия применяют так как они придают упаковке 
коррозионную стойкость, барьерную защиту от  агрессивной среды 
изделия, которое хранится, предотвращают контакт металла с про-
дуктом.

Учитывая, что невозможно провести идеальную реакцию, при ко-
торой бы все количество бисфенолов было «сшито» в упаковку, часть 
бисфенолов остается не задействованной в реакции, из-за чего она 
может мигрировать в продукт. Помимо этого, есть и другие факторы, 
которые повышают риск миграции бисфенолов, среди которых на-
грев, УФ-излучение, высокий рН и пр [5,6,7]. Последние деструктив-
ные факторы вызывают активные процессы распада полимерных 
материалов, в результате которых из полимерной матрицы высво-
бождаются свободные бисфенолы.

Риску миграции бисфенолов подвержены абсолютно все виды 
пищевой продукции, что подтверждается результатами многочи-
сленных исследований на различных модельных средах. В Таблице 
1 приведена сводка по миграции BPA в 4 смоделированные пищевые 
матрицы: спиртовая (10–50 % раствор этанола), жировая (н-гексан 
или н-гептан), кислотная (3–5 % уксусная кислота) и водная (дисти-
лированная вода).

Как показывают эксперименты, бисфенолы лучше мигрируют 
в  жировые среды, т. е. в  жиры и  масла (или в  продукты с  большим 
содержанием жира). Это связано с их липофильностью. Но несмотря 
на то, что бисфенолы по своей природе гидрофобны, они все же в не-
которых количествах растворяются в воде (например, растворимость 
бисфенола А в воде доходит до 190 мг/л), поэтому риски миграции 
бисфенолов в  бутилированную воду тоже есть. К тому  же большое 
количество научных работ посвящено контаминации бисфенолами 
не пищевой продукции, а различного рода водных источников.

Так, например, Lim и  др.  [10] провели исследования питьевой 
воды Южной Кореи (водопроводную, очищенную и  бутилирован-
ную), результаты которых показали, наличие значительных коли-
честв BPA в водопроводной воде и бисфенола Ф (BPF) в очищенной 
воде. В целом, авторы заявляют, что несмотря на обнаружение бис-
фенолов в образцах, среднее их потребление для каждых групп насе-
ления составляет 0,36–0,72 нг/кг массы тела в день, что, как отмеча-
ют авторы, значительно ниже нормы, установленной Европейским 
агентством по  безопасности пищевых продуктов в  4мкг/кг массы 
тела. Однако важно отметить, что в  2023  году были опубликованы 
новые исследования, на  основании которых допустимая суточная 
доза BPA была снижена в 20 000 раз до 0,2 нг/кг [1].

Другая работа в этом направлении [11] была посвящена исследо-
ванию поверхностных вод рядом с городом Порт Диксон, Малайзия. 
Результаты показали, что поверхностные воды содержали концен-
трации бисфенолов почти до  2000  нг/л. Большая часть пришлась 
на BPF со средней концентрацией ≈1100 нг/л, а вот BPA и бисфенола 
S (BPS) содержалось значительно меньше, ≈ в 20 и в 100 раз соответ-
ственно.

И  работы доказывающее наличие бисфенолов и  их аналогов 
в природных водных источниках уже не новы. Jin и Zhu в 2016 году 
впервые установили наличие бисфенолов в водах реки Ляохэ и озера 
Тайху, Китай [12]. Согласно опубликованным данным, в наибольших 
количествах были обнаружены BPA и BPS. Причем в отличие от [11] 
в китайских водных ресурсах наибольшая доля приходилась на BPS.

Zhang и  соавторы оценили загрязнение воды бисфенолами 
на 20 станциях очистки воды [13]. Эксперимент проводили до и по-

сле очистки воды, результаты показали наличие в  образцах воды 
до очистки таких бисфенолов как BPA, бисфенол AF (BPAF), BPB, BPE, 
BPF и BPS с концентрациями до 34,9 нг/л, 10,8 нг/л, 14,3 нг/л, 6,2 нг/л, 
12,6 нг/л и 5,2 нг/л. Применяемая технология очистки воды позво-
лила снизить количество бисфенолов в  ней, после очистки содер-
жание бисфенолов составило: BPA до 6,5 нг/л, BPAF до 4,7 нг/л, BPB 
до 3,2 нг/л, BPE до 0,6 нг/л, BPF до 0,9 нг/л и BPS до 1,6 нг/л. В целом 
очистка воды позволяет избавиться от бисфенолов, например, коли-
чество BPA после очистки снизилось более чем в 5 раз, тем не ме-
нее она не помогает избавиться от бисфенолов окончательно. Авто-
ры [13] так же рассчитали примерное потребление бисфенолов, оно 
составило 0,25 нг/кг массы тела в день, что меньше чем в работе [10], 
но также превышает новую допустимую суточную дозу по [1].

Оценку очистных сооружений сточных вод провели в своей рабо-
те Česen и др. [14]. Согласно опубликованным результатам в сточных 
водах, до очистки были обнаружены 8 бисфенолов — BPAF, бисфенол 
AP (BPAP), BPB, BPC, BPE, BPF, BPS и бисфенол Z (BPZ). Наибольшее 
количество бисфенолов было обнаружено в  центрах очистки воды, 
куда попадают сточные воды с пищевых предприятий, концентра-
ции бисфенолов в таких водах были в диапазоне от 599 до 3030 нг/л. 
Большие концентрации бисфенолов были обнаружены и в сточных 
водах рядом с  предприятиями по  переработке текстиля. Однако 
после очистки, количество бисфенолов в  воде резко снижалось  — 
из 8 обнаруженных бисфенолов только BPF и BPS были в количествах 
достаточных для обнаружения по методу определения. Их концент-
рации составили 36,7 и 40,6 нг/л соответственно. В целом удаление 
бисфенолов при очистке составило порядка 96,2 % [14].

Аналогичную работу провели авторы  [15], оценивая концентра-
ции бисфенолов в сточных водах до и после очистки. В этом случае 
были изучены помимо уже упомянутых аналогов бисфенолов бис-
фенол G и бисфенол Cl2. Наибольшая концентрация до очистки была 
у BPA — до 400 нг/л, после очистки она составляла 100 нг/л, т. е. сте-
пень удаления BPA составила порядка 75 %, что значительно меньше, 
чем в работах [13,14]. В целом по результатам работы степень уда-
ления бисфенолов в очистных сооружениях составила от примерно 
7 до 88 %.

Работ, посвященных исследованию загрязнения окружающей 
среды бисфенолами с каждым годом становится все больше и боль-
ше. Причем география этих работ самая разнообразная, но большая 
их часть в последнее время публикуется китайскими учеными. Ана-
логично работе  [12] Guan и  соавторы  [16] исследовали поверхност-
ные воды, воды залива Бейбу Южно-Китайского моря. В [17] иссле-
довали воду и донные отложения реки Чинг Хвай, отобранные в пяти 
различных местах реки. Все эти работы показывают серьезную про-
блему загрязнения окружающей среды бисфенолами. В целом содер-
жание бисфенолов природных источниках воды находится на уров-
не десятки-сотни нг/л. Несмотря на то, что при таких концентрациях 
бисфенолов в воде ориентировочные количества потребления бис-
фенолов могут быть значительно меньше допустимых норм, не сто-
ит забывать, что загрязненная вода — это лишь один из  потенци-
альных источников бисфенолов. Поэтому при контроле содержания 
бисфенолов особенно важно подходить к этому вопросу комплексно. 
Одним из наиболее важнейших источников, подлежащих контролю 
на  содержание бисфенолов, должна быть пищевая продукция, т. к. 
концентрации бисфенолов в пищевой продукции гораздо выше их 
концентраций в воде из природных источников.

Для контроля содержания бисфенолов в пищевой продукции не-
обходимо разработать методику их определения с учетом пищевых 
матриц. Сегодня наиболее распространенный метод, используемый 
в  целях определения количества бисфенолов в  пищевой продук-
ции — ВЭЖХ–МС/МС. Этот метод широко используется для этих це-
лей, т. к. позволяет определять крайне низкие количества. ГХ–МС ме-
тод применяют намного реже для этих целей, т. к. чувствительность 
его похуже, чем у ВЭЖХ–МС/МС и есть сложности в подготовке проб. 

Таблица 1. Миграция BPA
Table 1. Migration of BPA

Упаковочный материал/тара Матрица Условия Диапазон значений Источник

Поликарбонат Водная среда Комнатная температура До 83,7 мкг/л [8]

Поликарбонат Спиртовая среда Нагрев до 70 °С До 54,3 мкг/л [8]

Поликарбонат Жировая среда Комнатная температура До 142 мкг/л [8]

Поликарбонат Кислотная среда Комнатная температура До 40,9 мкг/л [8]

Алюминиевая тара Кислотная среда Продолжительный нагрев До 47 мкг/л [8]

Бутылки Спиртовая среда Продолжительный нагрев До 6 мкг/л [9]

Спортивные бутылки Спиртовая среда, кислотная среда Комнатная температура До 0,2 мкг/л [9]
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Для определения бисфенолов даже применяют ВЭЖХ с  флюорес-
центным детектором (ФЛД) [18] — метод, который может быть даже 
чувствительнее, чем ВЭЖХ–МС/МС, но,  к  сожалению, не  является 
в такой же степени селективным.

Описанные ранее работы в  большинстве своем были выполне-
ны с  использованием ВЭЖХ–МС/МС кроме работы  [15], в  которой 
использовали ГХ–МС метод. Пределы качественного определения 
в этих работах находятся на уровне десятков и сотен нг/л, но в ра-
боте  [16] авторам удалось достичь невероятных 0,02–0,36  нг/л для 
воды и 0,01–0,12 для водных отложений, что в 10 раз чувствительнее 
ГХ–МС методики из [19] и до 1000 раз чувствительнее по некоторым 
бисфенолам также ГХ–МС методики из [15] равно как и с методикой 
с ФЛД [18]. Такие пределы обнаружения возможны не только из-за 
наличия высокоточного оборудования, но и из-за способа подготов-
ки проб и самих проб, которые исследуют. Твердофазная экстракция 
(ТФЭ) позволяет сильно очистить пробу, что значительно повыша-
ет чувствительность прибора. И  вода сама по  себе проба довольно 
чистая, для ее анализа не требуется многостадийная и сложная под-
готовка проб, чтоб избавиться от всех компонентов, которые в ней 
есть, в отличие от пищевой продукции. Пищевая продукция содер-
жит в своем составе большое количество биомакромолекул (белки, 
углеводы) и крупных органических молекул (липиды), не говоря уже 
о  витаминах, органических кислотах, свободных аминокислотах 
и т. п. Все эти компоненты будут в сильной степени мешать опреде-
лению конкретных аналитов, если от них не избавиться в должной 
степени в  процессе подготовки пробы. Соответственно, методики 
определения бисфенолов в пищевой продукции (особенно для мно-
гокомпонентных продуктов, которые отличаются высоким содержа-
нием жира или белка, а не напитки) будут в значительной степени 
менее чувствительнее методик для воды. В  доказательство этому 
можно привести статью Hu и соавторов [20], в которой были иссле-
дованы зеленый и черный чаи разных провинций Китая. Несмотря 
на то, что чаи не содержат в своем составе значительных количеств 
белков и жиров, чаи богаты различного рода полифенолами, алкало-
идами и органическими кислотами. Фенольные соединения, входя-
щие в состав чаев — тоже важная проблема для решения в процессе 
подготовки пробы, т. к. фенольные соединения и  бисфенолы очень 
похожи по  своим химическим свойствам, соответственно тяжело 
избавиться от фенолов, при этом не теряя бисфенолов, которые не-
обходимо определить. Согласно [20] пределы качественного обнару-
жения бисфенолов были на уровне 0,02–0,17 мкг/кг, что выше самой 
чувствительной из  описанных ранее методик  [15] в  500–1000 раз. 
Примерно такие  же пределы обнаружения установлены и  для мо-
лочной продукции в работе Cheng и др. [21]. Но помимо результатов 
авторы [21] приводят в своей статье статистику о влиянии молочной 
матрицы на сигнал BPF, BPA, BPB, BPS, BPC, BPZ. Согласно результа-
там, подавление сигнала от матрицы пробы может достигать почти 
70 % для BPS, который авторы отмечают, как единственный значи-
мый. Матричный эффект для других бисфенолов был в  диапазоне 
от  6 до  19 %, что авторы отмечают, как незначимый. Что касается 
продукции животного происхождения, то  пределы качественного 
обнаружения, несмотря на  высокую чувствительность ВЭЖХ–МС/
МС метода, для некоторых бисфенолов и  их метаболитов в  целом 
несильно будут отличаться от  пределов многих аналитов, которые 
определяют таким методом (антибиотики, гормоны и т. п.) и  нахо-
дится на уровнях 0,1–0,5мкг/кг [22].

Учитывая то, что бисфенолы в пищевых продуктах находятся обыч-
но в следовых концентрациях, если не было влияния факторов, кото-
рые усиливают их миграцию (например, нагрев), ВЭЖХ–МС/МС не-
сомненно является более предпочтительным методом для контроля 
содержания бисфенолов в пищевой продукции. Но оборудование для 
такого анализа сегодня стоит чересчур дорого, и не каждая лабора-
тория может себе позволить трехквадрупольный масс-спектрометр. 
Сегодня цены на ВЭЖХ–МС/МС систему начинаются от 70 миллио
нов рублей, а  разработка отечественного аналога была завершена 
в  этом году. Только в  2026  году его планируется внести в  реестр 
средств измерений, поэтому серийное производство стоит ожидать 
не ранее конца 2026 — начала 2027 года. В то время как ГХ–МС стоит 
значительно меньше, сегодня в России есть отечественные аналоги, 
которые по своим характеристикам не уступают зарубежному обо-
рудованию, а приобрести его вполне можно до 7–10 млн рублей. Как 
показал приведенный обзор, методом ГХ–МС возможно добиться 
чувствительности несильно уступающей чувствительности ВЭЖХ–
МС/МС, в  связи с  чем целью настоящей работы была разработка 
методики количественного определения бисфенолов в  пищевой 
продукции методом газовой хроматографии с  масс-спектрометри-
ческим детектированием.

2.	 Объекты и методы
Для постановки методики определения бисфенолов в  пище-

вой продукции использовали стандартные образцы бисфенола 
А  (BPA)  — 2,2‑бис(4‑гидроксифенил)пропана ≥ 99 % (TCI Chemicals, 
Япония), бисфенола B (BPB)  — 2,2‑бис(4‑гидроксифенил)бутана 
≥ 98 % (TCI Chemicals, Япония), бисфенола C (BPC) — 2,2‑бис(4‑гид
рокси‑3‑метилфенил)пропана ≥ 98 % (TCI Chemicals, Япония), бис-
фенола Е (BPE)  — 4,4‑этилиденебисфенола ≥ 98 % (TCI Chemicals, 
Япония), бисфенола F (BPF) — 4,4‑дигидроксидифенилметана ≥ 99 % 
(TCI Chemicals, Япония), бисфенола S (BPS) — бис(4‑гидроксифенил)
сульфона ≥ 98 % (TCI Chemicals, Япония), и  бисфенола AP (BPAP) — 
4,4-(ɑ-метилбензилиден)бисфенола ≥ 98 % (TCI Chemicals, Япония).

Для дериватизации стандартов использовали N-Метил-N-
(триметилсилил)трифторацетамид — МСТФА ≥ 98,5 % (Фармсинтэк, 
Россия), пиридин х. ч. (ЛенРеактив, Россия), гексан х. ч. (ЛенРеак-
тив, Россия), сушильный шкаф ШС 80–01 (Смоленское СКТБ СПУ, 
Россия).

Хроматографические условия подбирали на газовом хроматогра-
фе Хроматэк-Кристалл 5000.2 с масс-спектрометрическим детекто-
ром (Хроматэк, Россия) с установленной библиотекой масс-спектров 
NIST версии 2020 года. Колонка HP‑5MS 30 м ×  0,25 мм × 0,25 мкм.

Для подготовки проб использовали безводный сульфат магния 
х. ч. (ЛенРеактив, Россия), хлорид натрия х. ч. (ЛенРеактив, Россия), 
ацетонитрил ч. д. а. (ЛенРеактив, Россия), этилацетат х. ч. (ЛенРе-
актив, Россия), картриджи ТФЭ Chromabond SiOH (Macherey-Nagel, 
Германия), вортекс лабораторный L–VM–MINI (Labgic, Китай), цен-
трифуга NF800 (Nuve, Турция), испарительный концентратор в токе 
азота с водяной баней WT‑12 (Miulab, Китай).

Результаты и обсуждение

3.1. Дериватизация
К  сожалению, определение бисфенолов с  использованием газо-

вой хроматографии невозможно в  низких концентрациях без де-
риватизации. Бисфенолы характерны наличием функциональных 
гидроксильных групп (–ОН) у фенолов, замещая водород в которых 
и можно придать молекуле свойства необходимые для определения 
их ГХ методом — термостабильность и летучесть. Одним из наиболее 
распространенных способов дериватизации сегодня является сили-
лирование МСТФА или БСТФА. Высокая термическая и  гидролити-
ческая прочность связи Si-O в  полученных дериватах является га-
рантом их стабильности при манипуляции с пробами, особенно при 
высоких температурах в ГХ колонках. Бисфенолы также хорошо де-
риватизируются ацетилированием с  уксусным ангидридом  [15,20]. 
В результате реакции водород в гидроксильных группах замещается 
триметилсилильной группой Si(CH3)3 (ТМС). Учитывая, что в бисфе-
нолах две -ОН группы, соответственно, замещение будет происхо-
дить по двум атомам водорода, в связи с этим в ходе дериватизации 
с МСТФА будут образовываться 1ТМС и 2ТМС дериваты бисфенола. 
Чем дольше происходит процесс дериватизации, тем в большем ко-
личестве бисфенолов замещаются оба водорода, однако чересчур 
большая температура или продолжительность могут привести к раз-
рушению аналитов. В ходе выполнения настоящей работы подбира-
лись оптимальные продолжительность и  температура дериватиза-
ции семи бисфенолов.

Для дериватизации в  хроматографическую виалу объемом 2 мл 
вносили по 1,0  ±  0,1 мг индивидуального бисфенола. К бисфенолам 
приливали 0,1 мл пиридина и 0,05 мл МСТФА. Виалу плотно закры-
вали и помещали в предварительно разогретый до 60 °C сушильный 
шкаф на 30 минут. По истечении времени виалу доставали из шкафа 
и давали остыть до комнатной температуры, после чего растворяли 
в 100 мл гексана. Из этого раствора 1 мг/100 мл готовили градуиро-
вочные растворы путем прямого или последовательного разведения.

Градуировку строили в диапазоне 1–100 мкг/100 мл. Использова-
лись растворы ≈ 10,0, 25,0 50,0, 75,0 и 100,0 мкг/100 мл. В указанном 
диапазоне калибровки линейность градировочной кривой R2 соста-
вила: для BPF 0,99, для BPE 0,98, для BPA 0,98, для BPC 0,9848, для BPB 
0,96 и для BPAP 0,97.

В  ходе выполнения работы дериватизацию проводили при 50, 
60, 70, 80, 90 °C. Температура 60 °C была выбрана как наиболее опти-
мальная. Оптимальное  же время дериватизации для 6 бисфенолов 
составляет 30–60 минут. На  Рисунках 3–8 представлено соотноше-
ние 1ТМС и 2ТМС дериватов для каждого исследованного бисфенола 
(кроме BPAP) дериватизированного при 60 °C в течение 5–120 минут. 
Тип деривата определяли по  спектрам из  библиотеки масс-спект-
ров NIST (NIST MS Search Version 2.4, build Mar 25 2020). Для расчета 
за 100 % принимали среднее арифметическое площадей пиков 2ТМС 
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дериватов бисфенолов полученных после дериватизации в течение 
30, 40 и 50 минут. Для других точек процентное содержание дерива-
тов рассчитывали по формуле:

	 С = Sдеривата /Sср × 100.	 (1)

Из полученных результатов можно установить следующие зако-
номерности:
1.	 Дериватизация BPA и  BPB происходит примерно одинаково. 

До 20 минуты дериватизируется еще не все количество бисфено-
лов, отмечается большое наличие 1ТМС деривата, которое посте-
пенно снижается к 20 минуте. По истечении 30 минут, 1ТМС де-
риват больше не детектируется, начиная с 30 минуты, количество 
2ТМС деривата выходит на плато и находится примерно на од-
ном уровне до 80–90 минут. После 90 минут дериватизации отме-
чается небольшое, но все же снижение количество 2-ТМС дерива-
та относительно среднего значения трех точек 30, 40 и 50 минут. 
Однако снижение составляет всего 2–5 процентных пункта, что 
скорее может говорить о систематической погрешности исполь-
зованных СИ, чем о разрушении дериватов.

2.	 Схожий процесс дериватизации отмечается и  у  BPC, BPE и  BPF. 
У  этих бисфенолов дериватизация проходит схоже с  BPA и  BPB 
до 60 минут — сначала отмечается неполная дериватизация ана-
лита, обнаруживаются пики 1ТМС дериватов, к 30 минуте количе-
ство выходит на плато. А вот начиная с 60 минуты отмечается уже 
более явное снижение количеств 2ТМС дериватов, что говорит 
о том, что 2ТМС дериваты этих трех бисфенолов уже понемно-
гу начинают разрушаться при более длительном температурном 
воздействии.

3.	 Дериватизация BPS выглядит непохожей ни на один из других бис-
фенолов. У BPS так же отмечаются некоторые количества 1ТМС де-
ривата, которое падает к 30 минуте, но в целом суммарное коли-
чество 1ТМС и 2ТМС дериватов до 30 минуты составляет больше, 
чем на отрезке времени 30–50 минут. После 50 минуты также нет 
никакой закономерности, количество 2ТМС деривата то резко уве-
личивается, то резко уменьшается. Вероятно, это связано с тем, что 
подобранные условия дериватизации, подходящие для 5 других 
бисфенолов, не подходят для BPS, либо подобранные хроматогра-
фические условия не подходят для 2ТМС деривата BPS.
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Figure 3. Degree of BPA derivatization over time
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Figure 4. Degree of BPB derivatization over time
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Figure 5. Degree of BPC derivatization over time
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Рисунок 6. Степень дериватизации BPE с течением времени

Figure 6. Degree of BPE derivatization over time
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Figure 7. Degree of BPF derivatization over time
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Figure 8. Degree of BPS derivatization over time
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Схожую картину по  дериватизации приводят Lucarini с  соавто-
рами  [23]. Большинство бисфенолов даёт устойчивые 2-TMS-произ-
водные, а повышение температуры дериватизации снижает полноту 
реакции и  вызывает деструкцию фенольных производных. Неста-
бильность сильнее выражена у сульфонат-замещённых аналогов, что 
полностью совпадает с нашими результатами по BPS [23]. Полученные 
данные в вопросе выбора температуры дериватизации также совпа-
дают с обзорной работой [24], где сказано, что МСТФА оптимально ра-
ботает при 40–60 °C; выше 70 °C начинается деградация TMS-эфиров 
и обратное отщепление. Данные по BPS совпадают и с работой [25], 
где отмечено, что для BPS и других сильно полярных аналогов бисфе-
нолов силилирование даёт нестабильные продукты. Также приведен-
ный нами протокол дериватизации совпадает с описанием способов 
дериватизации по [26], где сказано, что при избытке реагента и/или 
слишком длительном нагревании возможно образование и 3ТМС де-
риватов из-за вторичного силилирования боковых групп.

Одним из  возможных объяснений нестабильности BPS и  его 
производных в  процессе дериватизации может быть его высокая 
фоточувствительность характерная для ароматических сульфонов. 
В частности, в работе [27] было обнаружено, что фотодеградация BPS 
происходит значительно быстрее, чем в случае BPA. Фотодеградация 
идет по  радикальному пути с  высвобождением пара-гидроксибен-
золсульфокислоты, и высокий уровень pH дериватизационной сре-
ды, где пиридин действует как основание, может только способство-
вать этому разложению.

3.2.	Хроматографические условия
Полученные дериваты бисфенолов определяли с использованием 

следующих настроек ГХ–МС системы:
Температура испарителя: 250 °C.
Колонка: HP‑5MS.
Газ-носитель: гелий.
Скорость потока: 0,6 мл/мин.
Температурный градиент термостата колонки: Начальная темпе-

ратура 100 °C, выдержка 2 минуты, подъем температуры со  скоро-
стью 10 °C в минуту до 300 °C, выдержка 8 минут, общее время ана-
лиза 30 минут.

Температура источника ионов: 230 °C.
Температура переходной линии: 300 °C.
Сканирование в диапазоне масс 33–550.
Задержка выхода растворителя: 5 минут.
Описанные приборные установки позволяют получить хромато-

грамму 2ТМС дериватов стандартной смеси 6 бисфенолов, приве-
денную на Рисунке 9. Хроматограмма приведена для концентраций 
≈10мкг/100мл в диапазоне времени с 16 по 21 минуту.

Пик деривата BPS отсутствует на хроматограмме, т. к. после изуче-
ния способа дериватизации было принято решение не продолжать 
разработку методики для BPS. На это решение повлияло, во‑первых, 
неоднозначные результаты по изучению дериватизации. Во-вторых, 
у деривата BPS при одинаковых концентрациях с BPA, BPB, BPE, BPF 
интенсивность сигнала была в 70–100 раз меньше, чем у других бис-
фенолов.

Причин такому отличию для BPS может быть несколько. Первая — 
наличие в  составе молекулы сульфонильной группы –SO₂–. Суль-
фонильная группа — сильнополярная группа, которая не позволяет 
сделать молекулу бисфенола Эс в достаточной степени неполярной 
при реакции с МСТФА, чтобы полученный дериват хорошо раство-
рялся в  неполярном гексане после дериватизации. Помимо этого, 
сульфонильная группа очень термостабильная, из-за чего дериват 
BPS может хуже испаряться в  испарителе газового хроматографа, 
соответственно, гораздо меньшее его количество попадет и  на де-
тектор. Учитывая, что в результате проведенных исследований был 
получен пик, масс-спектр которого совпадает с масс-спектром 2ТМС 
деривата бисфенола S, разработанная методика определения бисфе-
нолов позволит качественно определять BPS в пищевой продукции, 
но концентрации в продукте при этом должны быть очень высоки-
ми, что может быть не очень применимо и необходимо на практике, 
т. к. BPS из-за своей полярности и «стабильности» в самом упаковоч-
ном материале хуже всех других бисфенолов мигрирует в пищевую 
продукцию, особенно с высоким содержанием жира.

Как видно из  хроматограммы приведенные приборные уста-
новки позволяют добиться отличного разделения 4 из  6 пиков. 
Коэффициенты базового разрешения Rs для BPF-BPE (Rs = 3,8), 
BPE-BPA  (Rs = 5,7), BPA-BPC (Rs = 12,1), BPB-BPAP > 1,5. Rs пары BPC-
BPB = 0,58. При разработке методик для количественного определе-
ния нужно добиваться хроматографического разделения с Rs более 
1,0. Учитывая, что настоящая методика разрабатывается для опре-
деления бисфенолов, то  данным правилом можно пренебречь, т. к. 
при производстве полимерного материала используют только один 
бисфенол, соответственно, вероятность того, что в  продукт мигри-
рует два бисфенола (тем более именно С  и  В, чтобы помешать до-
стоверному количественному определению одного из них) довольно 
мала. К тому же есть отличия в масс-спектрах BPB и BPC — наиболее 
интенсивные ионы были 357 m/z и 385 m/z соответственно, что до-
полнительно поможет в идентификации бисфенола.

Полученные масс-спектры бисфенолов полностью совпадали 
с масс-спектрами бисфенолов по библиотеке NIST. Не удалось срав-
нить только полученный масс-спектр BPAP (Рисунок 10)  с библио-
течным, т. к. в библиотеке он не приведен. Но в целом наиболее ин-
тенсивный ион для бисфенола можно рассчитать по формуле:
	 M+ = M + 2 × TMС – 2 – CH3 – е,	 (2)
где: М  — молекулярная масса бисфенола а. е. м.; TMС  — триметилси-

лильная группа массой 73 а. е. м.; CH3 — метильный радикал массой 
15 а. е. м.

В молекуле бисфенола 2 атома водорода заменяются двумя TMС 
группами за  счет чего ее масса уменьшается на  2 и  увеличивается 
на  146. В  результате ионизации и  последующей фрагментации от-
щепляется метильный радикал, в связи с чем самый интенсивный 
ион получается меньше на 15 а. е. м., чем ион триметилсилильного 
деривата бисфенола. Исключение составляют BPB, у которого самый 
интенсивный ион, как и  у  BPA, 357m/z, ввиду отщепления у  него 
при фрагментации не  метильного, а  этильного радикала, и  BPF, 

Рисунок 9. Хроматограмма смеси 2ТМС дериватов смеси стандартных образцов бисфенолов
Figure 9. Chromatogram of the mixture of 2TMS derivatives of the mixture of the bisphenol standard samples
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у  которого самый интенсивный ион 344m/z, т. е. отщепление ника-
кого радикала не происходит, m/z иона совпадает с массой нефраг-
ментированной молекулы 2ТМС-BPF. Картина с BPF может служить 
подтверждением того, что при фрагментации от деривата бисфено-
ла отщепляется метильный (или этильный как у BPB) радикал имен-
но от самого бисфенола, а не от ТМС групп.

Согласно полученному масс-спектру (Рисунок 10)  — самый ин-
тенсивный ион 419 m/z. Подтверждением того, что это именно бис-
фенол АП служит следующий расчет по приведенной ранее формуле:
	 290 + 146 – 2 – 15 = 419.

Но в целом, интенсивность сигнала деривата BPAP гораздо ниже 
дериватов других бисфенолов (Рисунок 7). Площади пиков деривата 
BPAP были меньше площадей пиков дериватов других бисфенолов 
(кроме BPS) примерно в 3–5 раз. Из-за этого пределы количествен-
ного и  качественного обнаружения будут значительно хуже, чем 
у других бисфенолов. Слабый сигнал деривата BPAP может быть свя-
зан с тем, что в BPAP две фенольные группы соединены между собой 
не пропаном, как, например, BPA, а фенилэтаном. Из-за этого моле-
кула BPAP значительно тяжелее молекул большинства бисфенолов, 
соответственно она менее летуча, даже при получении силильных 
дериватов. Тем не  менее уровень сигнала BPAP, который был зна-
чительно выше сигнала BPS, свидетельствует о том, что его можно 
определять методом ГХ–МС, но в гораздо больших концентрациях, 
чем другие бисфенолы. Тем не  менее если будет стоять задача оп-
ределения именно BPAP ГХ–МС методом в низких концентрациях, 
то  можно доработать протокол дериватизации, например, увели-
чить продолжительность дериватизации или температуру, и инстру-
ментальный метод, например, увеличить температуру испарителя. 
Однако эти изменения вероятнее всего приведут к невозможности 
определения других бисфенолов, т. к. они могут разрушится из-за 
воздействия более высоких температур.

В Таблице 2 приведены m/z наиболее интенсивных ионов, кото-
рые рекомендуется использовать при градуировке хроматографа, 
для 6 дериватов бисфенолов.

Таблица 2. Наиболее интенсивные ионы масс-спектров, 
определяемых аналитов

Table 2. The most intensive ions of mass-spectra of the analytes under study

Аналит Молекулярная 
масса, а. е. м. Ион 1, m/z Ион 2, m/z

2ТМС-BPA 372 357 73
2ТМС-BPB 386 357 73
2ТМС-BPC 399 385 73
2ТМС-BPE 357 343 73
2ТМС-BPF 344 344 73

2ТМС-BPAP 434 419 73

Данные приведены на  основании полученных масс-спектров 
и  масс спектров, приведенных в  библиотеке NIST. Анализ данных 
Таблицы 2 показывает, что, наиболее интенсивный ион всегда (кро-
ме BPB и BPF) будет обладать m/z меньше на 15 молекулярной массы 
2ТМС-деривата, а второй самый интенсивный ион — 73 m/z, что со-
ответствует триметилсилильной группе.

3.3. Подготовка пробы
Для подготовки пробы пищевой продукции в целях определениях 

количественного содержания бисфенолов описываемым методом, 
как уже было отмечено ранее, нужно в максимальной степени изба-
виться от компонентов, составляющих пищевой продукт, основные 
из которых это жиры, белки и углеводы.

Первый этап — высаливание и обезвоживание пробы. Для этого 
продукт массой ≈10 г переносят в центрифужную пробирку и при-

ливают 20 мл ацетонитрила, пробирку следует встряхнуть в течение 
1–2 минут на лабораторном вортексе. Затем в пробирку вносят 4 г 
сульфата магния, 1  г хлорида натрия, 1  г натрия цитрата и  0,5–1  г 
натрия гидрогенцитрата. Можно использовать уже готовые смеси 
в  QuEChERS наборах разных производителей можно использовать 
другие соли, которые будут выполнять такой  же функционал, как 
описанные. Сульфат магния добавляется для связывания свобод-
ной воды в пробе. Хлорид натрия добавляется для высаливания, что 
дополняет действия сульфата магния. При подготовке проб на бис-
фенолы очень важно избавиться от как можно большего количества 
воды, т. к. в присутствии воды дериват — МСТФА — может быть не так 
эффективен. Цитрат натрия и гидрогенцитрат натрия добавляются 
для поддержания рН, чтобы избежать образования сильнокислой 
или щелочной среды из-за выделяющихся из  продукта составляю-
щих, т. к. в таких средах бисфенолы могут разрушаться или изоме-
ризоваться. После внесения солей пробирку встряхивают на лабора-
торном вортексе в течение 1–2 минут.

Следующий этап обезжиривание. После перемешивания пробир-
ки на  вортексе в  нее приливают 15 мл гексана. Пробирку еще раз 
тщательно перемешивают на вортексе после чего центрифугируют 
в течение 5 минут при минимум 4000 об/мин. После центрифугиро-
вания гексановый слой удаляют.

Следующий этап очистка от органических кислот, сахаров, липи-
дов, стеринов и пр. способом дисперсной ТФЭ или ТФЭ с картрид-
жами. Для этого в центрифужную пробирку предварительно вносят 
первично-вторичный аминный сорбент (PSA  — primary secondary 
amine), октадецилсилан (С18ЕС) и сульфат магния. PSA используется 
для удаления органических кислот, C18EC очищает пробу от липи-
дов, восков, стеринов, жирорастворимых веществ, сульфат магния 
для дополнительного обезвоживания. Для дисперсной ТФЭ реко-
мендуется использовать уже готовую смесь для QuChERS экстракции 
(например, Dispersive SPE 15ml, Fatty samples от Agilent Technologies, 
США). Но важно понимать, что PSA и C18EC могут сорбировать и не-
которое количество бисфенолов. Использование ацетонитрила сво-
дит к  минимуму вероятность сорбирования бисфенолов на  С18ЕС. 
PSA же может сорбировать значительно большее количество бисфе-
нолов, поэтому рекомендуется добавлять его в количестве не более 
50 мг на 1 мл ацетонитрильного экстракта. Для подготовки проб для 
определения бисфенолов допускается также использовать смесь без 
PSA или в ацетонитрильный экстракт после обезжиривания гексаном 
внести 1мл метанола или изопропанола, это снизит сорбцию бис-
фенолов на PSA. Собственно, в пробирку со смесью для дисперсной 
ТФЭ вносится ацетонитрильный экстракт после этапа обезжирива-
ния. Пробирка тщательно перемешивается на лабораторном вортек-
се и центрифугируется в течение 5 минут при минимум 4000 об/мин. 
После центрифугирования ацетонитрил переносят в колбу и упари-
вают на лабораторном концентраторе в токе азота при температуре 
не выше 40 °C до минимального объема (≈ 50–100 мкл), не допуская 
полного высушивания остатка. Получившийся после выпаривания 
объем используют для дериватизации. Дисперсную ТФЭ рекоменду-
ется использовать для маложирных и богатых полярными соедине-
ниями матриц (фрукты, овощи, зерно).

Очистка с картриджами для ТФЭ. Выпаривают ацетонитрил после 
обезжиривания пробы гексаном также в токе азота без сильного на-
гревания до объема ≈ 0,05 мл, остаток перерастворяют в 2 мл смеси 
гексан: этилацетат 9:1. Для ТФЭ используют картридж, наполнен-
ный 500 мг силикагеля (в данной работе использовались картриджи 
Chromabond SiOH). Картридж для ТФЭ предварительно кондицио-
нируется 5–10 мл гексана. После кондиционирования на картридж 
наносится проба. Далее проба на картридже промывается 10–15 мл 
чистого гексана, после чего смесью гексан: этилацетат (85:15). Би
сфенолы элюируются с  картриджа 10–15 мл смеси гексан: ацетон 
(1:1) или ацетон: этилацетат (1:1). Элюат упаривают в токе азота при 

Рисунок 10. Полученный масс-спектр 2ТМС деривата BPAP
Figure 10. Obtained mass spectrum of the 2TMS derivative of BPAP
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температуре не выше 40 °C до минимального объема (≈ 50–100 мкл), 
не  допуская полного высушивания остатка. К  полученному остат-
ку приливают 0,1 мл пиридина и  0,05мл МСТФА, закрывают плот-
но крышкой и  проводят дериватизацию в  соответствии с  условия-
ми, описанными выше. После дериватизации пробирку охлаждают 
до  комнатной температуры, осторожно выпаривают излишки реа-
гентов в токе азота при 40 °C до объема ~ 20–50 мкл и доводят объем 
гексаном до 150–200 мкл. Если возможности выпарить нет, то объем 
пиридина в виале после дериватизации доводят гексаном до 1 мл. 
Однако частые заколы пиридина в  высоких концентрациях может 
навредить хроматографической системе  — как колонке, так и  де-
тектору, поэтому пользоваться таким способом крайне не  реко-
мендуется. Данную виалу используют для ГХ–МС анализа. Очистку 
на  картриджах с  силикагелем предпочтительно применять для бо-
лее сложных или потенциально жирных матриц (мясные продукты, 
рыба, масла), где требуется более тщательное удаление неполярных 
компонентов.

Для получения еще более чистой пробы, можно выполнить этапы 
дисперсионной ТФЭ и ТФЭ с картриджем последовательно, но это зна-
чительно увеличит продолжительность процесса подготовки пробы.

Помимо этого, желательно использовать внутренний стандарт 
в  процессе подготовки пробы. В  качестве внутреннего стандарта 
рекомендуется использовать дейтерированный стандарт BPA. Если 
есть информация о том, какой именно бисфенол может быть в про-
дукте, то  в  качестве внутреннего стандарта допускается использо-
вать другой бисфенол, главное не использовать бисфенолы из кри-
тической пары, т. е. не  использовать BPC в  качестве внутреннего 
стандарта для определения BPB и  наоборот. Внутренний стандарт 
вносят на самом начальном этапе процесса подготовки пробы после 
взвешивания перед добавлением ацетонитрила.

Во  избежание контаминации рекомендуется использовать сте-
клянную посуду. Всю пластиковую посуду и материалы (наконечни-
ки дозаторов, картриджи ТФЭ, пробирки, шприцевые фильтры и пр.) 
перед использованием необходимо проверять на фоновое содержа-
ние бисфенолов, проводя холостой опыт с  использованием тех  же 
растворителей и условий.

3.4. Оценка пределов количественного (LOQ)  
и качественного (LOD) обнаружения

Для расчетов пределов обнаружения по разработанной методике 
в  раствор холостой пробы вносили растворы дериватизированных 
стандартных образцов для получения концентрации ≈ 5 мкг/100 мл. 
В качестве холостой пробы был использован образец изделия кол-
басного вареного «Любительская» в натуральной колбасной оболоч-
ке. Выбор именно этого изделия был обусловлен большим содер-
жанием жира. Выбор натуральной колбасной оболочки обусловлен 
минимизацией риска приобретения образца с бисфенолами. Обра-
зец колбасного изделия был приобретен в местной сети магазинов 
розничной торговли (Москва). Образец был предварительно прове-
рен на отсутствие бисфенолов в нем. Для расчетов было подготовле-
но 10 проб, каждая из которых закалывалась по 3 раза. Расчет LOD 
и LOQ был произведен по формулам:
	 LOD = 3,3 × SD/b;	 (3)
	 LOQ = 10 × SD/b,	 (4)
где: SD — стандартное отклонение площадей деривата бисфенола в холо-

стой пробе; b — наклон калибровочной кривой.

Рассчитанные значения приведены в Таблице 3.
Рассчитанные значения пределов обнаружения бисфенолов 

в  пробе показывают, что в  реальных пробах возможно определе-
ние бисфенолов в довольно низких концентрациях, т. к. в процессе 
подготовки пробы аналиты концентрируются в  50–100 раз, соот-
ветственно, значения пределов обнаружения в  реальных пробах 

будут в  50–100 раз ниже, что сходится с  результатами работы  [22], 
но  немного хуже чувствительности методик с  ГХ–МС по  [23,28,29] 
в  2–10 раз. А  то, что такие пределы были обнаружены в  холостой 
пробе мясной продукции, говорит о том, что в целом ее можно ис-
пользовать для исследований разной продукции животного проис-
хождения (мясо, мясо птицы, яйца, молочная продукция). В  целом 
данную методику можно использовать и для продукции раститель-
ного происхождения, т. к. в ней содержится меньшее количество ли-
пидов и других неполярных соединений (если это не растительные 
масла), поэтому пробы продукции растительного происхождения 
теоретически должны быть чище, а пределы обнаружения будут еще 
меньше. Но в продукции растительного происхождения содержится 
большое количество углеводов, органических кислот, которые тоже 
будут оказывать влияние на пределы обнаружения, поэтому для про-
дукции растительного происхождения желательно проводить расче-
ты пределов обнаружения дополнительно.

То, что пределы обнаружения бисфенолов при использовании ГХ–
МС метода получаются зачастую значительно ниже, чем при исполь-
зовании ВЭЖХ–МС/МС, отмечено и в работе [30]. Но можно доработать 
процесс подготовки пробы, чтоб достичь еще большей чувствительно-
сти метода. Например, использование магнитной ТФЭ позволяет уве-
личить чувствительность методики еще в 10–40 раз [31,32].

3.4. Оценка пригодности разработанной методики  
для определения бисфенолов в реальных пробах

Для оценки пригодности разработанной методики были проведе-
ны исследования 5 наименований блюд первых и вторых обеденных 
с гарниром охлажденных (макароны со свиной котлетой, рис с кури-
цей, плов, борщ и гречка с гуляшом). Все образцы были приобрете-
ны в местной сети магазинов розничной торговли (Москва). Во всех 
исследованных образцах не  были обнаружены бисфенолы (< LOD). 
После этого было решено провести аналогичный эксперимент с из-
делием колбасным вареным. Для этого готовилось бралось 9 навесок 
образца в которые вносили смесь стандартных образцов бисфенолов 
для получения концентраций в итоговых растворах после деривати-
зации на уровнях ≈ 10,0, 50,0 и 100,0 мкг/100 мл, чтобы оценить весь 
диапазон градуировочной кривой. Для каждой концентрации гото-
вили по 3 образца. Результаты представлены в виде «среднее значе-
ние  ±  стандартное отклонение» (Таблица 4).

В  Таблице 4 приведены проценты экстракции определяемых 
аналитов на разных уровнях градуировочной кривой, исходя из ко-
торых можно говорить о пригодности разработанной методики для 
определения бисфенолов в пищевой продукции. При концентраци-
ях близких к 50 и 100 мкг отмечаются небольшие потери введенных 
аналитов. А вот уже при концентрациях близких к 10 мкг потери со-
ставляют до 15 %. Справедливо предположить, что при более низких 
концентрациях потери будут еще больше. Самые большие потери 
были обнаружены у BPAP 14,2 % и BPB 12 %, что похоже на картину 
по  влиянию матричного эффекта матрицы молочной продукции 
на  сигналы бисфенолов в  [20]. В  целом неточности в  определении 
BPB и  BPAP предполагались ранее, когда описывалась дериватиза-

Таблица 4. Результаты определения внесенных бисфенолов, мкг/100 мл
Table 4. Results of the determination of the introduced bisphenols, µg/100 ml

Аналит введено найдено %* введено найдено %* введено найдено %*

BPA 11,6 10,8 ± 1,5 93,1 58 56,2 ± 3,4 96,9 116 116,5 ± 2,1 99,2

BPB 10,0 9,2 ± 2,7 88,0 50 51,7 ± 5,5 103,4 100 95,1 ± 12,1 95,1

BPC 9,9 9,4 ± 2,1 91,9 49,5 47,1 ± 5,2 95,2 99 98,4 ± 7,4 99,4

BPE 11,0 10,7 ± 0,9 92,7 55 54,3 ± 2,1 98,7 110 109,2 ± 5,8 99,3

BPF 9,6 9,6 ± 1,1 100,0 48 47,1 ± 2,2 98,1 96 95,7 ± 5,5 99,7

BPAP 12,0 11,1 ± 3,1 85,8 60 53 ± 5,6 88,3 120 110,8 ± 9,9 92,3

* процент экстракции.

Таблица 3. LOQ и LOD разработанной методики
Table 3. LOQ and LOD of the developed method

Дериват LOD, мкг/100 мл LOQ, мкг/100 мл

BPA 1,37 4,23

BPB 2,12 6,45

BPC 1,88 5,72

BPE 0,98 3,05

BPF 1,05 3,26

BPAP 3,57 10,75



127

Утьянов Д. А. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 9 № 1  |  2026  |  С.  119–128

ция и инструментальный метод. Исходя из полученных результатов 
можно заключить, что разработанная методика подходит для экспе-
риментальных работ по определению факторов, влияющих на миг-
рацию бисфенолов, т. к. при воздействии температур или нагреве 
в СВЧ печи пищевой продукции в пластиковых контейнерах уровни 
миграции бисфенолов будут доходить до  больших концентраций. 
При использовании  же настоящей методики для каких‑то мони-
торинговых исследований продукции на  содержание бисфенолов 
рекомендуется проводить перед исследованиями дополнительные 
работы по потерям аналитов при подготовке пробы и влиянию ма-
тричного эффекта на сигнал.

Сильные потери аналитов при низких концентрациях в резуль-
тате потерь при подготовке пробы или из-за матричного эффекта 
отмечается всеми работами в этом направлении. Потери бисфено-
лов при концентрациях 0,1–0,5 мкг/100 мл до 40 % отмечены в ра-
боте  [23]. Потери из-за использования PSA, которые нами пред-
полагались, подтверждены и  работой  [33]. Как уже отмечалось, 
большая жирность продукта приводит к сильному матричному эф-
фекту. Подавление сигнала из-за высокой жирности при довольно 
высоких концентрациях 10 мкг/100 мл составляет до 10–20 %. В ра-
боте [32] Pais-Costa et al. показали сильные потери для BPAF ана-
логичные нашим для BPAP. В ней так же отмечены и сильные по-
тери для BPF, в нашей же работе BPF продемонстрировал хорошие 
результаты. Но  влияние матричного эффекта из-за жира в  пробе 
можно решить использованием магнитной ТФЭ или специаль-
ные QuChERS для жирной продукции (так называемые FATChERS). 
Их  использование позволят значительно повышать чувствитель-
ность методики [33].

4.	 Заключение
В  результате проведенной работы была разработана методика 

определения 5 из 7 исследованных бисфенолов в пищевой продук-
ции. Подобраны и  обоснованы условия (температура и  продолжи-
тельность) дериватизации с использованием МСТФА определяемых 
аналитов для придания им свойств (летучесть и термостабильность) 
необходимых для их газохроматографической идентификации.

Подобранные условия хроматографического разделения позво-
ляют в  нужной степени разделить (Rs > 1,0) определяемые аналиты 
за исключением критической пары BPB и BPC (Rs= 0,58).

Разработанные условия экстрагирования аналитов позволяют со-
блюсти баланс между высокой степенью экстракции и достаточной 
степенью очистки образца от мешающих сигналу компонентов пи-
щевого продукта, чтобы обеспечить довольно высокую чувствитель-
ность методики.

Все это свидетельствует о том, что разработанная методика может 
быть использована для исследования пищевой продукции на содер-
жание в ней бисфенолов. Причем бисфенолов не только описанных 
в настоящей работе, но и других аналогов (BPZ, BPAF и пр.), так как 
почти все используемые в настоящее время аналоги BPA для произ-
водства поликарбоната, схожи по своим свойствам.

При этом важно отметить, что для определения некоторых бис-
фенолов может понадобиться предварительная небольшая доработ-
ка методики, как, например, для BPS или BPAP в  части их дерива-
тизации. Что касается критических пар при хроматографическом 
разделении, как показанной BPB-BPC в настоящей работе, так и те-
оретически возможных других, эту проблему можно решить подбо-
ром более плавного температурного градиента.
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ТРЕНДЫ И ТЕМАТИЧЕСКИЕ КЛАСТЕРЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
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А ННОТА Ц И Я
Рост численности населения и прогнозируемый дефицит животного белка к 2050 году диктуют необходимость поиска 
эффективных методов утилизации органических отходов, объем которых достигает 1,3 млрд тонн ежегодно. Личин-
ки Hermetia illucens (чёрная львинка) рассматриваются как ключевой элемент циркулярной биоэкономики, способный 
трансформировать низкоценную органику в  высококачественную биомассу. Целью данной работы является анализ 
мировых исследовательских трендов для определения стратегий преодоления технологического разрыва в промыш-
ленной биоконверсии. На основе протокола PRISMA сформирована база из 283 публикаций из базы данных Scopus 
за 2010–2025 гг., которая подверглась кластерному и временному анализу в программной среде VOSviewer. В ходе ис-
следования выявлено четыре тематических кластера, структурирующих область знаний от фундаментальных дескрип-
торов до прикладных моделей валоризации. Установлено, что наиболее динамично развивающийся сегмент связан 
с концепцией глубокой переработки органических отходов (в т. ч. пищевых) личинками мухи чёрной львинки для полу-
чения продуктов с высокой добавленной стоимостью. Анализ временных трендов показал смещение фокуса с простого 
сокращения объёмов отходов к изучению симбиотического взаимодействия личинок с микробиомом и оптимизации 
переработки специфических отходов. На основе полученных данных сделан вывод, что ключевым барьером для инду-
стрии остается нестабильность биохимического состава продукции, что зависит как от не контролируемого входного 
субстрата, так и от преобладания ручного культивирования. В качестве решения предлагается интеграция автомати-
зированных систем культивирования, что позволит управлять метаболической пластичностью личинок и обеспечит 
стабильный выход биоактивных субстанций при переработке различных типов органических субстратов.
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TRENDS AND CLUSTERS OF HERMETIA ILLUCENS RESEARCH 
IN CIRCULAR BIOECONOMY

Marina S. Gladysheva*, Nelli R. Molodkina
ITMO University, Saint-Petersburg, Russia

KEYWORDS:  
Hermetia illucens, 
Bioconversion, 
Organic waste, 
Waste valorization, 
Circular bioeconomy, 
Bibliometric analysis

A BST R ACT
Population growth and the projected shortage of animal protein by 2050 necessitate the development of effective methods for 
recycling organic waste, which amounts to 1.3 billion tons annually. Hermetia illucens (black soldier fly) larvae are recognized 
as a key element of the circular bioeconomy, capable of transforming low-value organic matter into high-quality biomass. 
The aim of this study is to analyze global research trends to identify strategies for overcoming the technological gap in in-
dustrial bioconversion. Based on the PRISMA protocol, a database of 283 Scopus publications (2010–2025) was formed and 
subjected to cluster and temporal analysis using the VOSviewer software environment. The study identified four thematic 
clusters structuring the knowledge field from fundamental descriptors to applied valorization models. It was established that 
the most dynamically developing segment is associated with the concept of deep processing of organic waste (including food 
waste) by black soldier fly larvae to obtain high-value-added products. Temporal trend analysis revealed a shift in focus from 
simple waste reduction toward studying the symbiotic interaction between larvae and the microbiome, as well as optimizing 
the processing of specific waste streams. The findings indicate that the primary barrier for the industry remains the instability 
of the biochemical composition of the products, which depends on both uncontrolled input substrates and the dominance of 
manual rearing. The integration of automated cultivation systems is proposed as a solution, enabling management of larval 
metabolic plasticity and ensuring a stable yield of bioactive substances during the processing of various organic substrates.

FUNDING: The article was published as part of the research topic No. 625137 “Ecotechnological approaches to sustainable processing and valoriza-
tion of organic waste” (ITMO University).

1.	 Введение
Согласно прогнозам, к  2080  году население планеты достиг-

нет 10,4  млрд человек, что повлечет за  собой резкий рост спроса 
на  продовольствие и,  как следствие, увеличение объемов органи-
ческих отходов [1]. Ежегодно в мире выбрасывается около 1,3 млрд 
тонн продуктов, что составляет треть всего производимого продо-

вольствия  [2]. В  Российской Федерации ежегодно образуется около 
82,3 млн тонн органических отходов, из которых до 90 % направляет-
ся на полигонное захоронение [3]. Это приводит не только к исклю-
чению ценных нутриентов из трофологических цепей, но  и  к дру-
гим экологическим проблемам. В рамках решения данных проблем 
личинки мухи чёрная львинка (Hermetia illucens) рассматриваются 

ДЛЯ ЦИТИРОВАНИЯ: Гладышева, М. С., Молодкина, Н. Р. (202Х). Трен-
ды и  тематические кластеры исследований Hermetia illucens в  циркулярной 
биоэкономике. Пищевые системы, 9(1), 129–137. https://doi.org/10.21323/2618-
9771-2026-9-1-129-137
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как  ключевой участник циркулярной биоэкономики, способный 
к  высокоэффективной биоконверсии субстратов, образующихся 
в результате продовольственного процесса.

Личинки Hermetia illucens признаны ключевым организмом цир-
кулярной биоэкономики благодаря их способности трансформиро-
вать низкоценную органику в богатую нутриентами биомассу (до 40–
63 % сырого протеина и 15–40 % жира в сухом веществе), сокращать 
объем отходов на 50–70 % за короткий цикл (10–15 дней), снижать 
выбросы парниковых газов (например, метана), которые неизбежны 
при анаэробном разложении органики на полигонах [1,4].

Помимо роста органических отходов, связанных с интенсифика-
цией человеческой деятельности, также, по данным FAO (Food and 
Agriculture Organization) спрос на животный белок вырастет на 50–
70 % к 2050 году  [5]. Говоря о теме роста потребностей в животном 
белке нельзя не отметить, что традиционные источники белка для 
аквакультуры и животноводства (рыбная мука и соя) становятся все 
более дорогостоящими и экологически неустойчивыми. В индустрии 
животноводства затраты на корма составляют от 60 % до 80 % от об-
щих производственных расходов. Данное положение диктует острую 
необходимость поиска альтернативных, высококачественных и до-
ступных ингредиентов, например, таких как энтомопротеин [6].

Исследования последних десятилетий демонстрируют широту 
прикладного потенциала Hermetia illucens. Ранние работы фокусиро-
вались на фундаментальной возможности биоконверсии пальмоядро-
вого шрота [7] и навоза [8]. Современный вектор сместился в сторону 
получения продуктов с высокой добавленной стоимостью, таких как 
биодизель [9,10], специализированные корма для аквакультуры и пти-
цеводства  [11,12], а  также биополимеры — хитин и  хитозан  [13,14]. 
Особый интерес вызывают антимикробные пептиды (АМП), которые 
способна производить личинка чёрной львинки. Актуальность их из-
учения обусловлена глобальным кризисом резистентности патогенов 
к традиционным антибиотикам. У Hermetia illucens идентифицирова-
но одно из крупнейших семейств генов АМП среди насекомых [15,16], 
включая дефензины и цекропины, способные физически разрушать 
мембраны таких патогенов, как E. coli и S. Aureus [17,18]. Тем не менее, 
несмотря на  достаточный массив научных данных, доказывающих 
интерес к теме биоконверсии органических (в т. ч. пищевых) отходов, 
в  индустрии сохраняется технологический разрыв: превалирующее 
ручное лоточное культивирование ведет к нестабильности биохими-
ческого состава личинок и дороговизне данной технологии, что пре-
пятствует её повсеместному внедрению.

2.	 Объекты и методы
В качестве объекта исследования были выбраны научные публи-

кации мирового сообщества, индексируемые в международной базе 
данных Scopus. Формирование базы данных происходило из англо-
язычных статей при использовании в поисковом запросе ключевых 
слов, таких как Hermetia illucens, black soldier fly, circular bioeconomy, 
bioconversion, antimicrobial peptides, chitin, lipids, protein, frass, 
automation. Использование перечисленных терминов позволило 
сформировать репрезентативную выборку, отражающую глобаль-
ные тенденции в рассматриваемой области.

Последующая систематизация полученной выборки производи-
лась по схеме PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews 
and Meta-Analyses / Предпочтительные элементы отчетности для си-
стематических обзоров и метаанализов), разработанная для улучше-
ния отчетности по систематическим обзорам. По данной схеме авто-
рами работы был выполнен отсев найденных статей по следующим 
критериям:

	� база данных для поиска статей: Scopus (п. 6 Information sources);
	� временной период: анализировались статьи с 2010 по 2025 гг. (п. 5 

Eligibility criteria);
	� тип документа: статьи и материалы конференций (п. 5 Eligibility 

criteria);
	� направление используемых исследований: производился поиск 

по ключевым словам, используя поисковый запрос ((“Hermetia il‑
lucens” OR “black soldier fly”) AND (“circular bioeconomy” OR “bio-
conversion”) AND (“antimicrobial peptides” OR “chitin” OR “melanin” 
OR “lipids” OR “protein” OR “frass” OR “zoohumus” OR “automation” 
OR “bioreactor”)) (п. 7 Search strategy);

	� технический скрининг статей: наличие в  собранной базе анно-
тации, ключевых слов авторов, а также доступ к полному тексту 
статей (п. 8 Selection process);

	� тематический скрининг статей: включение работ, которые рас-
сматривали личинок Hermetia illucens как агентов биоконвер-
сии органических (преимущественно пищевых) отходов (п.  5 
Eligibility criteria).

Данная последовательность действий позволила создать рабочую 
базу данных, которая в дальнейшем подверглась обработке при по-
мощи программного обеспечения для выделения кластеров. После 
обработки статей по данной схеме из первоначальной выборки, выг-
руженной из базы данных Scopus в количестве 463 штук, в итоговой 
выборке получилось 283 статьи. На  Рисунке 1 представлена схема 
составления итоговой базы данных.

Для обработки полученных метаданных 283 отобранных статей 
использовалось программное обеспечение VOSviewer (версия 1.6.19, 
Nees Jan van Eck и Ludo Waltman, Нидерланды). Основным методом 
исследования для определения кластеров был выбран анализ встре-
чаемости ключевых слов автора (Keyword Co-occurrence), который 
позволяет визуализировать структуру предметной области и  связи 
между её элементами. Поскольку во  время технического скринин-
га авторами было отмечено, что некоторые ключевые слова могут 
встречаться как полным написанием, так и  аббревиатурой (на-
пример, «antimicrobial peptides» и «AMPs») или наличие терминов-
синонимов (например, «BSFL», «Hermetia illucens» и «black soldier fly 
larvae»), то перед запуском алгоритмов программы был создан файл-
тезаурус, что позволило сделать построенные карты более точными 
и не содержащими дублирующейся по смыслу информации.

В качестве параметров анализа в программном обеспечении ис-
пользовались подсчет силы связи между терминами методом полно-
го подсчета (Full counting). Для нормализации силы связи между уз-
лами сети применялся метод фракционирования (Fractionalization). 
Выбор данного метода обусловлен необходимостью минимизиро-
вать влияние отдельных публикаций с  аномально большим коли-
чеством ключевых слов, что обеспечивает более равномерное рас-
пределение элементов в кластерах и повышает интерпретируемость 
связей в сетевой визуализации. Минимальный порог частоты встре-
чаемости термина (Minimum number of occurrences) был установлен 
на уровне 5‑ти раз, что позволило сфокусировать анализ на наибо-
лее устойчивых исследовательских трендах.

На заключительном этапе подготовки рукописи авторами работы 
использовались технологии генеративного искусственного интел-
лекта (Notebook LM, разработчик Google Labs) исключительно для 
улучшения языкового оформления: в  целях изменения стиля по-
дачи, устранения грамматических, пунктуационных ошибок. Авто-
ры несут полную ответственность за содержание и оригинальность 
представленной работы.

Рисунок 1. Алгоритм поэтапного отбора и систематизации 
публикаций согласно протоколу PRISMA

Figure 1. Algorithm for step-by-step selection and systematization  
of publications according to the PRISMA
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3.	 Результаты и обсуждение
В  результате анализа итоговой выборки были построены не-

сколько визуализаций:
	� Для представления полученных кластеров — сетевая визуализа-

ция (Network Visualization), представляющая связь между терми-
нами, формирующими тематические кластеры. Согласно алго-
ритму программы, расстояние между узлами на карте отражает 
научную близость терминов.

	� Для оценки динамики развития тематик по годам — временная 
визуализация (Overlay Visualization), где цвет узла является инди-
катором по среднему году публикации.

	� Для выявления областей с  наибольшей концентрацией публика-
ций — визуализация плотности (Density Visualization), что позво-
ляет обосновать актуальность и новизну выбранного направления 

исследований культивирования личинок мухи чёрная львинка при 
использовании органических (в т. ч. пищевых) отходов.

3.1. Структура мирового исследовательского поля 
Hermetia illucens

В  результате библиометрического анализа итоговой выборки 
(n  =  283) была построена сетевая визуализация со-встречаемости 
ключевых слов, представленная на  Рисунке 2. На  сформированной 
карте было выделено 4 доминирующих тематических кластера, от-
ражающих основные направления развития отрасли.

В  Таблице 1 представлена подробная характеристика четырех 
доминирующих тематических кластеров, отражающая их термино-
логический состав, содержательную интерпретацию и  актуальный 
фокус научной активности.

Рисунок 2. Тематическая кластеризация исследовательского поля Hermetia illucens
Figure 2. Thematic clustering of the Hermetia illucens research field

Таблица 1. Тематическая кластеризация мирового исследовательского поля Hermetia illucens
Table 1. Thematic clustering of the global research field of Hermetia illucens

Тематическая 
интерпретация Кластер Ключевые слова в кластерах Основной фокус исследований

Валоризация 
отходов 
и продукты 
глубокой 
переработки

Кластер 1 
(красный)

antimicrobial peptides; bioconversion; biodiesel; biorefinery; 
black soldier fly; circular economy; fatty acids; food waste; 

insect protein; insect-based bioconversion; larval development; 
nutrient recycling; organic waste; protein; sustainability; 
sustainable agriculture; waste management, valorization

Глубокая биотехнологическая переработка 
входного сырья с выделением высокоценных 

соединений

Биологические 
механизмы 
и зоогумус

Кластер 2 
(зелёный)

animal feed; frass; insects; larval biomass;  
microbiome; microbiota

Изучение симбиотического взаимодействия 
личинки с микробиомом, механизмов 

метаболической пластичности и агрохимического 
потенциала зоогумуса

Технологические 
показатели 
и утилизация

Кластер 3 
(синий)

composting; growth performance; kitchen waste;  
waste recycling; waste reduction

Оптимизация параметров биоконверсии 
и разработка промышленных технологий 

утилизации отходов
Фундаментальные 
ресурсные 
дескрипторы

Кластер 4 
(жёлтый) biomass; feed; insect; waste

Взаимосвязь базовых понятий, связывающих 
биологический потенциал с параметрами 

промышленной биоконверсии
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Проанализировав Кластер 1, можно идентифицировать его как 
«Валоризация органических отходов и  продукты глубокой перера-
ботки», поскольку он охватывает термины, показывающие современ-
ный переход от простой утилизации отходов к концепции глубокой 
переработки биомассы для получения продуктов высокого передела. 
Также стоит отметить концепцию биорефайнинг, которая встречает-
ся в  зарубежных статьях  [19–21] и  означает систему глубокой, ком-
плексной переработки органического сырья, где насекомое выступа-
ет в роли «биологического реактора», превращающего низкоценные 
отходы в целый ряд коммерчески значимых продуктов: белок, жиры 
(сырьё для биодизеля), хитин и антимикробные пептиды.

Данный кластер является наиболее масштабным в  рамках дан-
ной выборки и позволяет сделать вывод об актуальности перехода 
от простой утилизации отходов к стратегии их комплексной транс-
формации в высокотехнологичные продукты.

Говоря о  продуктах с  высокой добавленной стоимостью, чаще 
всего упоминаются энтомопротеин, липиды (включая лауриновую 
кислоту), антимикробные пептиды, хитин-меланиновый комплекс. 
Анализируя сформированную базу данных, можно отметить, что 
чаще всего в качестве целевого продукта упоминаются энтомопро-
теин и аминокислоты — 142 статьи, что составляет 50,2 % от всей вы-
борки и подтверждает статус базового продукта индустрии. Исследо-
вания направлены на замену рыбной муки и соевого шрота в кормах 
для АПК и  аквакультуры. Липиды фигурируют в  98 статьях (34,6 % 
от всех статей в выборке), где особое внимание уделено лауриновой 
кислоте (C12:0). Антимикробные пептиды стали предметом 43 ис-
следований (15,2 % от всех статей в выборке), причем большая часть 
работ относится к периоду 2021–2025 гг., что говорит о высоком ин-
тересе к данной тематике в настоящее время. Хитин-меланиновый 
комплекс упоминается в 31 статье (10,9 % от всех статей в выборке), 
несмотря на  меньшее количество работ, это направление демон-
стрирует высокую динамику сложности: от простой экстракции хи-
тина к созданию биопластиков.

Анализ связей в  Кластере 1 подтверждает глобальное смещение 
исследовательского вектора от простой утилизации органики к стра-
тегии её глубокой биотехнологической валоризации. Реализация кон-
цепции энтомологического биорефайнинга позволяет рассматривать 
получение ряда продуктов с высокой добавленной стоимостью — ан-
тимикробных пептидов, биодизеля и энтомопротеина, что обеспечи-
вает переход к устойчивой модели циркулярной биоэкономики.

Кластер 2 позволяет сфокусироваться на  изучении внутренних 
физиологических процессов личинок и качества побочных продук-
тов биоконверсии, связывая фундаментальную биологию насекомо-
го с практической ценностью получаемых ресурсов.

Исследования в  данном направлении показывают, что личинки 
H. illucens представляют собой сложную симбиотическую систему [22]. 
Также установлено, что личинки активно используют ресурсы свое-
го кишечного микробиома. Бактерии семейства Bacillaceae играют 
решающую роль в деградации трудноперевариваемых растительных 
полимеров (целлюлозы и лигнина) [23]. Установлено, что микробио-
тическое сообщество способно синтезировать до  35 % необходимых 
личинке незаменимых аминокислот при их дефиците в субстрате [24].

Также в рамках данного кластера акцент смещается на саму би-
омассу личинок, где одним из  направления работ может являться 
изучение метаболической пластичности личинок — их способности 
подстраивать биохимию организма и  активность ферментов под 
нутриентный профиль субстрата [25]. Процесс накопления веществ 
зависит от того, является ли конкретный нутриент генетически де-
терминированным или гибко реагирующим на  состав диеты  [26].

Анализ сетевых взаимодействий в рамках Кластера 2 доказывает, 
что эффективность энтомологической биоконверсии детерминиру-
ется не только биологическими факторами, но  и  синергетическим 
взаимодействием H. illucens с  ассоциированным микробиомом. 
Личинки функционируют как сложная симбиотическая система, 
способная активно формировать специфические функциональные 
микроорганизмы для интенсификации деградации трудноперева-
риваемых растительных биополимеров. Установленное взаимодей-
ствие обеспечивает высокую метаболическую пластичность, что 
открывает возможности для перехода к направленному культивиро-
ванию и получению биомассы с заданными биохимическими харак-
теристиками (в пределах нормы реакции организма).

Кластер 3 объединяет прикладные исследования, сфокусирован-
ные на  оценке практической эффективности процесса биоконвер-
сии. Основное внимание здесь уделяется количественным метри-
кам переработки и оптимизации условий содержания личинок для 
достижения максимальных темпов утилизации отходов. Согласно 
данному направлений исследований, личинки H. illucens призна-

ны высокоэффективным инструментом для валоризации пищевых 
остатков домохозяйств и предприятий общественного питания [27, 
28]. Исследования показывают, что кухонные отходы являются од-
ним из  наиболее подходящих субстратов для развития личинок, 
обеспечивая высокую скорость набора массы [29,30], однако, также 
упоминается, что сезонное влияние на состав данных отходов вли-
яет на стабильность процесса биоконверсии [27,31]. Данное положе-
ние требует внесение дополнительных добавок в  состав субстрата 
и установление технологических параметров проведения процесса.

В  качестве количественных метрик используют показатели ро-
ста и развития, где анализируют взаимосвязь между исходным ко-
личеством личинок в начале процесса конверсии, влажностью суб-
страта и такими показателями, как коэффициент конверсии корма 
(FCR), удельная скорость роста и финальная масса личинки [32–36]. 
Установлено, что при оптимальных параметрах личинки способны 
сокращать объем и  массу органических отходов на  50–70 % за  ко-
роткий цикл в  10–15 дней  [37]. Поскольку для достижения данных 
параметров необходимо совершить переход к автоматизированно-
му культивированию личинок при контролируемых параметрах, это 
становится одним из основных исследовательских направлений.

Также исследования, относящиеся к  данному кластеру, позици-
онируют энтомологическую переработку как более быструю и эко-
логически безопасную альтернативу традиционному компости-
рованию. Рассматриваются комбинированные подходы, такие как 
двухстадийный процесс биоконверсия-компостирование, где ли-
чинки перерабатывают основную массу органики, а  последующее 
дозревание остатка происходит методами классического компости-
рования, что позволяет получить стабилизированное органическое 
удобрение высокого качества [38,39].

Анализ связей в Кластере 3 подтверждает, что мировой научный 
интерес в этой области перешел от простой констатации факта по-
едания отходов к  технологическому нормированию. Выявленные 
закономерности роста и  сокращения отходов служат основой для 
масштабирования технологии: от  лабораторных экспериментов 
к  промышленным системам, где критически важным становится 
контроль микроклимата.

Кластер 4 является наименьшим и  завершающим кластером 
в структуре сетевой визуализации, несмотря на свою лаконичность, 
выполняет критическую функцию интегратора всего исследователь-
ского поля, поскольку представляет собой центр знаний, на котором 
базируются все прикладные направления. Данную роль кластер иг-
рает за счет системообразующих дескрипторов, которые выступают 
связующим звеном между изучением жизненного цикла H. illucens 
и  разработкой систем промышленной биоконверсии органических 
субстратов.

3.1.1. Продукты, получаемые в процессе биоконверсии 
пищевыхотходов с использованием H. Illucens

Анализ статей, представленных в кластере 1, показывает, что би-
оконверсия пищевых отходов с использованием H. Illucens позволяет 
получать достаточное количество продуктов с высокой добавленной 
стоимостью. Личинки и  предкуколки H. illucens характеризуются 
высоким содержанием сырого протеина, варьирующимся в диапа-
зоне от  32 % до  63 % на  сухое вещество (СВ)  [40]. Аминокислотный 
профиль муки чёрной львинки является сбалансированным и сопо-
ставимым с рыбной мукой высокого качества, при этом в биомассе 
преобладают такие аминокислоты, как лейцин, лизин и валин  [41]. 
Ряд работ показывает, что энтомопротеин может успешно замещать 
соевый шрот и  рыбную муку в  рационах птиц, свиней и  объектов 
аквакультуры без снижения показателей роста [42,43].

Липидная фракция является наиболее метаболически пластич-
ным параметром и  может составлять от  15 % до  49 % (в  некоторых 
случаях до  62 %) массы личинок в  зависимости от  исходного суб-
страта  [25]. Уникальной особенностью жирнокислотного состава 
H.  illucens является высокая концентрация лауриновой кислоты 
(C12:0), содержание которой может достигать 55–65 % от  общего 
профиля жирных кислот  [41]. Лауриновая кислота обладает выра-
женными антимикробными, противовирусными и антигрибковыми 
свойствами, что позволяет использовать масло не только как источ-
ник энергии в кормах и сырье для биодизеля, но и как функциональ-
ный ингредиент в ветеринарии и косметологии [44].

Меланин, выделяемый из мухи чёрная львинка, представляет со-
бой высокоценный природный биополимер с уникальными физико
химическими свойствами. В  организме насекомого выполняет за-
щитные функции и участвует в формировании экзоскелета. Переход 
личинки в стадию предкуколки и куколки визуально идентифициру-
ется именно по накоплению меланина, что проявляется в потемнении 
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кутикулы от кремового до темно-коричневого или черного цвета [45]. 
Особый интерес представляет хитин-меланиновый комплекс, входя-
щий в состав экзоскелета насекомого. Данный продукт ценится за свою 
биологическую активность, являясь мощной ловушкой для свободных 
радикалов и защищая клетки от окислительного стресса [46].

Следующим продуктом высокого передела является хитин  — 
линейный полимер N-ацетил-D-глюкозамина, который является 
вторым по  распространенности природным биополимером и  важ-
нейшим структурным компонентом экзоскелета насекомых  [47]. 
В организме H. illucens хитин интегрирован в сложную матрицу, со-
стоящую из белков и минеральных соединений, обеспечивая меха-
ническую жесткость кутикулы  [48]. Содержание хитина в  биомассе 
чёрной львинки демонстрирует выраженную стадиезависимую ди-
намику, что обусловлено физиологической потребностью организма 
в упрочнении покровов на поздних этапах развития [49], что позво-
ляет использовать данный процесс в технологической цепочке куль-
тивирования. Данный биополимер, полученный из H. illucens, харак-
теризуется: высокой степенью деацетилирования, что определяет 
его реакционную способность и растворимость, а также выраженной 
биологической активностью  — антимикробными, антивирусными 
и  антигрибковыми свойствами  [34,47,48]. Использование хитина, 
полученного из чёрной львинки и его производных в рамках совре-
менных пищевых систем является одним из наиболее перспектив-
ных направлений. Благодаря выраженным антимикробным и анти-
грибковым свойствам, хитозан может включаться в состав активной 
упаковки для предотвращения порчи продуктов и подавления роста 
патогенов, таких как E. coli и S. aureus [14]. Хитозан, как производное 
хитина, растворенный в кислой среде, применяется для нанесения 
защитных слоев на  свежие продукты, что позволяет существенно 
продлить срок их хранения [49].

Антимикробные пептиды (АМП) личинок H. illucens — это низко-
молекулярные белки, обладающие уникальным физико-химическим 
механизмом подавления патогенов — пептиды избирательно взаи-
модействуют с  отрицательно заряженными мембранами бактери-
альных клеток (в частности, E. coli и S. aureus), вызывая их физиче-
ское разрушение  [50]. Поскольку воздействие носит физический 
характер, риск развития быстрой устойчивости у микроорганизмов 
сводится к минимуму. Также АМП обладают высокой специфично-
стью к патогенам при низкой токсичности для клеток млекопитаю-
щих, что делает их перспективными для фармакологии. Говоря про 
области возможного применения АМП, выделенных из личинок чёр-
ной львинки, можно отметить их использование в  качестве имму-
номодуляторов в кормах для АПК (птицеводство, животноводство), 
что позволяет полностью или частично отказаться от ветеринарных 
антибиотиков и повысить биобезопасность продуктов питания [51].

Рассматривая ключевые термины кластера 2, можно отметить 
следующий продукт, получаемый в процессе биоконверсии — фрасс, 
он  же зоогумус, побочный продукт, который рассматривается как 
высокоэффективное органическое удобрение и  биомелиорант  [52]. 
Он богат макроэлементами (в среднем N: 4,9 %, P: 2,6 %, K: 1,7 %) [53], 
при этом процесс биоконверсии увеличивает доступность минераль-
ных веществ в 3 раза по сравнению с исходным сырьем [54]. Особое 
значение имеет наличие в зоогумусе хитиновых экзувиев, которые 
стимулируют защитные реакции растений и  позволяют подавлять 
почвенных фитопатогенов, таких как Ralstonia solanacearum  [55]. 
Применение фрасса способствует восстановлению здоровья почв.

В Таблице 2 представлены сводные результаты по возможности 
получения продуктов из  H. illucens с  указанием выхода продукции 
и ключевых характеристик.

3.2. Анализ временной динамики и глобальных трендов
Анализ временной динамики совместной встречаемости ключе-

вых слов позволяет проследить качественную трансформацию ми-
ровых научных интересов в области энтомологической биоконвер-
сии в период с 2020 по 2025 гг. Цветовая дифференциация узлов сети 
отражает хронологический вектор: от  отработки базовых моделей 
утилизации отходов к прецизионному управлению качеством био-
массы и получению субстанций с высокой добавленной стоимостью 
(Рисунок 3).

Стоит отметить, что несмотря на то, что поисковый запрос охва-
тывал период с  2010  года, визуализация временной динамики де-
монстрирует распределение терминов в диапазоне 2022–2024 гг. Это 
обусловлено тем, что программное обеспечение VOSviewer оперирует 
показателем среднего года публикации. Учитывая взрывной рост чи-
сла исследований по теме Hermetia illucens в последние три года, стати-
стический вес современных работ доминирует, смещая средние зна-
чения большинства ключевых дескрипторов к актуальному периоду.

Первый этап (до 2022 г) характеризовался доминированием де-
скрипторов фундаментального уровня: waste, protein, biodiesel, feed. 
На данном этапе мировое научное сообщество было сосредоточено 
на доказательстве эффективности личинок H. illucens как инструмен-
та трансформации органического сырья в кормовой белок и сырье 
для биотоплива. Основной акцент делался на  решение экологиче-
ских задач по сокращению объемов органических отходов.

Второй этап (2023 г.) характеризовался качественной трансформа-
цией исследовательского фокуса, что указывало на трансформацию 
от  объёмов утилизации отходов к  глубокому изучению биологиче-
ских механизмов биоконверсии и  валоризации побочных продук-
тов. В  центр сетевой визуализации сместились дескрипторы larval 
biomass, frass, sustainability, valorization и chitin, что свидетельству-
ет о переходе к пониманию личинки как сложной симбиотической 

Таблица 2. Потенциал валоризации и ключевые показатели продуктов из биомассы Hermetia illucens
Table 2. Valorization potential and key indicators of Hermetia illucens biomass products

Продукт Потенциальный 
выход (% на СВ) Ключевые характеристики Целевые отрасли 

применения
Жизненная 

стадия
H. illucens

Источники

Энтомопротеин 
(мука, изолят) 32–63 % (на СВ)

Сбалансированный аминокислотный 
профиль; богат незаменимыми 

аминокислотами, такими как лейцин, 
лизин и валин; высокая перевариваемость; 

альтернатива рыбной муке

АПК (корма для птиц, рыб, 
свиней); перспективный 

источник нутриентов 
и функциональный 

ингредиент

Личинка; 
предкуколка

[4,40,45, 
56–58]

Липидный 
концентрат 

(масло)
5–62 % (на СВ)

Высокое содержание лауриновой кислоты 
(C12:0) до 65 %; преобладание насыщенных 

жирных кислот, доля которых достигает 
77–84 %; антимикробные, противовирусные 

и антигрибковые свойства

Фармакология; косметология; 
биоэнергетика (биодизель)

Личинка; 
предкуколка

[40,41,44, 
47,54,59,60]

Антимикробные 
пептиды

2–30 мг (из 100 мл 
гемолимфы)

Термо- и pH-стабильность (до 100 °C 
и от 2,0 до 10,0 рН); большинство 

являются положительно заряженными 
и амфипатическими; действие против 

резистентных штаммов; низкая вероятность 
развития резистентности у патогенов 
и отсутствие токсичности для клеток 

млекопитающих

Функциональные кормовые 
добавки для замены 

кормовых антибиотиков; 
медицина и фармакология; 
пищевая промышленность 

(в качестве биоконсервантов); 
косметология

Личинка [15–18, 
61–64]

Хитин и хитозан
Хитин: 2,9–33 % 

(на СВ)
Хитозан: ~ 1,56 % 

(на СВ)

Обладает высокой степенью 
кристалличности; биодеградабельность; 

химически устойчив и выдерживает 
температуры разложения в диапазоне 

356–392 °C

Биомедицина и фармация 
(ранозаживляющие покрытия, 
системы доставки лекарств); 
сельское хозяйство; пищевая 
промышленность и упаковка

Куколка; 
экзувии; имаго [65–69]

Меланин 1,9–14,3 % (на СВ)

Обладает высокой способностью 
нейтрализовать свободные радикалы; 

характеризуется высоким молекулярным 
весом, сильным отрицательным зарядом 

и гидрофобной природой

Косметология; фармакология; 
производство биополимеров

Предкуколка; 
куколка [67,68,70]
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системы. Параллельно с изучением биологических процессов, сфор-
мировался вектор на получение продуктов с высокой добавленной 
стоимостью. Особое внимание стало уделяться зоогумусу не  как 
к отходу, а как эффективному биомелиоранту, также ключевые сло-
ва на визуализации данного периода фиксируют переход к моделям 
каскадной переработки биомассы, обеспечивающим максимальное 
извлечение нутриентов и биоактивных соединений.

Современный этап развития отрасли (2024–2025  гг.) сформиро-
вал вектор исследований, характеризующийся смещением научного 
интереса от  базовой утилизации отходов к  прецизионному управ-
лению биохимическим профилем насекомых. Параллельно в  акту-
альной литературе прослеживается тренд на технологическое нор-
мирование и оптимизацию показателей роста (growth performance). 
Исследования этого периода направлены на установление жестких 
зависимостей между параметрами среды и  эффективностью био-
конверсии, что является фундаментом для промышленного мас-
штабирования процесса. В  рамках этого направления особую зна-
чимость приобретает узкая специализация субстратов, в частности 
выделение кухонных и ресторанных отходов (kitchen waste) как наи-
более нутриентно плотного и биодоступного сырья для реализации 
концепции данной технологии.

3.3 Анализ плотности исследовательского поля
Для верификации структуры выявленных тематических групп 

и  определения концентрации исследовательских тем была по-
строена карта плотности кластеров (Рисунок 4). В  данном режиме 
программного обеспечения цвет каждой точки определяется плот-

ностью ключевых слов в  её окрестности, при этом веса элементов 
(частота встречаемости) суммируются и  нормируются для каждого 
кластера отдельно.

Проанализировав карту плотности, можно отметить, что макси-
мальная яркость и  плотность наблюдаются в  центре карты вокруг 
дескрипторов black soldier fly, bioconversion и circular economy. Это 
подтверждает, что фундаментальная концепция биоконверсии от-
ходов является наиболее проработанной и консолидированной ча-
стью мирового научного знания. Высокая концентрация в зоне waste 
management и food waste указывает на то, что данные типы субстра-
тов являются эталонными для отрасли.

Группа терминов composting, kitchen waste и waste reduction обра-
зует отчетливую, но менее плотную зону в правой части карты. Это 
указывает на то, что, хотя направления утилизации специфических 
отходов (например, кухонных) активно развиваются, они всё еще 
находятся в стадии накопления эмпирических данных и не достигли 
такой степени теоретической плотности, как центральное техноло-
гическое ядро.

Периферийное расположение и  умеренная плотность узлов 
antimicrobial peptides, feed и chitin отражают специфику современ-
ного этапа развития. Несмотря на то, что выделение АМП и хитина 
являются актуальными трендами, их плотность на общей карте пока 
ниже, чем у  привычных продуктов — белка, липидов и  зоогумуса. 
Это подтверждает высокую научную новизну и  возможности для 
глубоких исследований в  области направленного культивирования 
биоактивных веществ.

Рисунок 3. Временная динамика исследовательского поля Hermetia illucens с распределением 
по среднему году публикаций

Figure 3. Temporal dynamics of the Hermetia illucens research field with distribution by average year of publications
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4.	 Выводы
Проведенный систематический анализ 283 научных работ за пери-

од 2010–2025 гг. позволил выявить структуру мирового исследователь-
ского поля Hermetia illucens и определить ключевые векторы развития 
технологий биоконверсии в рамках циркулярной биоэкономики.

В структуре предметной области выделено четыре функциональ-
ных кластера. Установлено, что наиболее масштабным является 
вектор валоризации отходов (Кластер 1), ориентированный на полу-
чение продуктов высокого передела. Кластеры, посвященные биоло-
гическим механизмам (Кластер 2) и технологическому нормирова-

нию (Кластер 3), формируют необходимый фундамент для перехода 
от  эмпирических наблюдений к  управляемому синтезу биомассы.

Анализ временной динамики (2020–2025  гг.) подтверждает ка-
чественную трансформацию отрасли: от  решения базовых задач 
утилизации органики к  реализации концепции направленного 
культивирования с  автоматизацией процессов. Глобальные трен-
ды указывают на то, что преодоление обозначенного во введении 
технологического разрыва (нестабильности состава и дороговизны 
ручного труда) лежит в плоскости автоматизации и цифровизации 
процессов.
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Fermentation is an ancient preservation method that can improve the nutritional profile of food. This method enhances the 
organoleptic characteristics and shelf life of food. The use of microorganisms has become a pillar of cultural identity and 
technological advancement in food, resulting in highly nutritious foods such as peyeum, brem, terasi, tauco, dadih, tape 
ketan, oncom, and acar. This review study aims to present a comprehensive and in-depth data of the variety of traditional 
fermented foods found across the Indonesian archipelago. This review will systematically explore the practice of food 
fermentation in Indonesia. It will cover the local raw materials used, production methods passed down from generation to 
generation, the role of microbes in improving nutritional quality, and the taxonomic identification of lactic acid bacteria 
and fungi involved in the fermentation process of these traditional foods. In addition, the nutritional content and potential 
health benefits will also be analyzed in this review. Through extensive literature review, this study seeks to summarize 
and synthesize the existing knowledge regarding the richness and uniqueness of Indonesian fermented foods. In the face 
of globalization that threatens culinary diversity, a deep understanding and efforts to preserve traditional fermentation 
practices have become increasingly urgent. Such actions are not only crucial to protect invaluable culinary heritage from 
potential degradation but also plays a vital role as a supporting instrument to meet nutritional needs of the community 
sustainably and potentially empowering local economic growth through the optimal utilization of abundant food resources 
in various regions.
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А ННОТА Ц И Я
Ферментация — метод сохранения пищевых продуктов, используемый с древних времен, может существенно про-
длить срок годности и повысить ценность различных традиционных индонезийских пищевых продуктов с боль-
шим разнообразием вкусов и  культурных традиций, таких как пейеум, брем, тераси, тауко, дадих, кекап манис, 
тапе кетан, онком и акар. Целью данного исследования было предоставление исчерпывающих и глубоких данных 
по разнообразию традиционных ферментированных пищевых продуктов, которые встречаются на всём индоне-
зийском архипелаге. В данной работе детально изучается историческое происхождение, разнообразие использу-
емого местного сырья, стадии производства, которые часто передаются от поколения к поколению, важная роль 
различных типов микроорганизмов в трансформации пищевых продуктов, идентификация и значение молочно-
кислых бактерий и грибов, которые вносят вклад в уникальные характеристики продуктов, а также подчеркиваются 
высокое содержание пищевых веществ и потенциальная польза для здоровья от потребления этих традиционных 
ферментированных продуктов. На основе обзора обширной литературы, в данном исследовании обобщены суще-
ствующие знания об изобилии и уникальности индонезийских ферментированных продуктов. В условиях глобали-
зации, которая угрожает кулинарному разнообразию, глубокое понимание и усилия по сохранению традиционных 
практик приготовления ферментированных пищевых продуктов становятся всё более насущными. Такие действия
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не только критически важны для защиты бесценного кулинарного наследия от угрозы исчезновения, но также иг-
рают важную роль в соответствии потребностям в пищевых веществах, обладая потенциалом поддержки экономи-
ческого роста местных сообществ экологически рациональным образом в результате оптимального использования 
обильных пищевых ресурсов в разных регионах.

ФИНАНСИРОВАНИЕ: Авторы выражают свою благодарность Паджаджаранскому университету за  финансирование этого исследова-
ния в рамках гранта на развитие Внутренней Исследовательской Компетентности Преподавателей Unpad (RKDU) (грант № 4580 / UN6.D / 
PT.00/2025).

1.	 Introduction
Indonesia, as a tropical archipelago with abundant biodiversity. These 

geographical conditions play a crucial role in various local agricultural 
activities. The agricultural sector not only plays a role in supporting na-
tional food security, but also contributes significantly to the economic 
structure, the livelihoods of the community, and national identity  [1]. 
One of the outcomes of Indonesia’s agricultural system is the emergence 
of diverse food processing techniques tailored to the country’s climate 
conditions and local resources. Among these techniques is fermenta-
tion, which functions as a vital food preservation method in cultural and 
economic contexts  [2]. Fermentation has evolved as a  sustainable and 
economical preservation methods that contribute to increased nutrient 
bioavailability, extended food shelf life, and enhanced food safety  [3]. 
Fermentation is a  food preservation solution, especially for areas with 
limited access to refrigeration technology. Microorganism activity, such 
as lactic acid bacteria and mold in foods like tempeh, contributes posi-
tively to food shelf life [4].The diversity of fermented foods in Indonesia 
reflects the cultural and ecological richness of each region. The raw ma-
terials, fermentation techniques, and types of microorganisms used vary 
widely from one area to another [5,6]. Figure 1 illustrates the distribution 
of fermented foods across the Indonesian archipelago, highlighting local 
adaptations to available resources.

Scientifically, fermentation is a  biochemical process involving con-
trolled microbial activity, resulting in changes in food composition 
through enzymatic reactions [7]. This process not only modifies the taste 
and texture of food but also enhances nutritional content and improves 
food safety. One of the primary mechanisms is the production of lactic 
acid by LAB, which lowers the pH and creates an environment unfavor-
able for pathogens [8]. The interaction between various microorganisms, 
such as fungi, bacteria, and yeasts, contributes to the production of com-
plex fermented products with rich nutritional benefits  [9]. Microorgan-
isms involved in Indonesian food fermentation include various bacterial 

species such as Leuconostoc mesenteroides, Lactiplantibacillus plantarum, 
Limosilactobacillus fermentum, and Lacticaseibacillus rhamnosus  [10–12]. 
On the other hand, fungi like Rhizopus oligosporus and Aspergillus oryzae 
play important roles in products such as tempeh and soy sauce [13]. With 
growing global attention on the health benefits of fermented foods, Indo-
nesian fermented products are beginning to gain international recogni-
tion, particularly due to their probiotic content, which supports digestive 
health, immunity, and food system sustainability  [7]. However, system-
atic studies comparing the microbiological composition, fermentation 
dynamics, and functional metabolites of Indonesian fermented foods are 
still lacking, especially in relation to their health-promoting properties 
and safety profiles.

Despite their immense potential, traditional Indonesian fermented 
foods face serious threats from modernization and shifts in consump-
tion patterns  [14]. This creates an urgent need to document, preserve, 
and further study the diversity of local fermentation techniques and the 
associated microbiota. Research on traditional Indonesian fermentation 
microbes, particularly their health benefits, remains relatively limited 
compared to similar studies in other countries [5]. Through this review, 
we aim to systematically explore the richness of Indonesian fermented 
foods by highlighting their historical origins, raw materials, fermenta-
tion techniques, key microorganisms involved, as well as their nutritional 
and health benefits. Additionally, this review seeks to bridge traditional 
knowledge with scientific perspectives, identify research gaps, and pro-
mote the preservation and global recognition of Indonesia’s diverse cu-
linary heritage.

2.	 Objects and methods
This article was compiled using a  descriptive literature review ap-

proach to explore the diversity of Indonesian fermented foods from the 
aspects of preservation, nutritional content, and health benefits. This 
review is based on a  comprehensive literature synthesis conducted on 

Peuyeum
West Java

Brem
Central & East Java
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Figure 1. Map of the distribution of Indonesian fermented foods
Рисунок 1. Карта распространения индонезийских ферментированных пищевых продуктов
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leading journal platforms such as Google Scholar, PubMed, ScienceDirect, 
and Scopus. The inclusion criteria for selecting reference sources include:

	� Articles are primary research or review articles that have been indexed.
	� Focus on Indonesian fermented food products or similar foods from 

other countries that are biologically and culturally relevant.
	� Articles containing discussions on preservation mechanisms, 

nutritional value, and potential health benefits.
	� Articles published within the last 10 years (2014–2024) to ensure data 

currency.
Selected articles were descriptively analyzed to identify patterns, 

trends, and scientific contributions to the understanding of the role of 
fermented foods in food systems and public health. The search was not 
limited to studies originating from Indonesia but also included relevant 
international literature that supports and explains the potential of Indo-
nesian fermented foods in a global context.

3.	 Indonesian food fermentation and the manufacturing process

3.1. Tapai Singkong and Peuyeum
Indonesia is a nation known for the cultivation of root crops, such as 

potatoes, taro, sweet potatoes, and cassava [15]. Cassava (Manihot escu‑
lenta) is extensively subjected to fermentation using yeast (Saccharomy‑
ces cerevisiae), resulting in the production of tapai singkong and peuy-
eum. These traditional fermented delicacies have obtained considerable 
popularity after tempeh [16]. Tapai Singkong is available across various 
regions of Indonesia, while peuyeum is a distinctive specialty of Bandung. 
In general, peuyeum serves as a souvenir representing Bandung for tour-
ists and is also a staple in the daily diet of the local community [3].

Tapai singkong and peuyeum are traditional fermented products made 
from cassava with notable similarities, yet distinct production methods 
and textures. Tapai singkong is prepared by peeling, washing, and steam-
ing cassava until partially cooked, followed by inoculation with a small 
amount of yeast and fermentation for approximately 72 hours under 
semi-anaerobic conditions, resulting in a  soft texture  [17]. In contrast, 
peuyeum involves peeling and half-boiling the cassava, then fermenting 
it with a higher yeast concentration under anaerobic conditions for the 
same duration, producing a firmer texture [16,18].

Typically, peuyeum retains the shape of the whole cassava and ex-
hibits a yellowish-white coloration [3], as seen in Figure 2. Furthermore, 
peuyeum can be processed into various derivative products, including co-
lenak (grilled fermented cassava served with coconut sugar sauce), fried 
peuyeum, fermented cassava cakes, and mixed ice desserts, all of which 
are widely consumed across Indonesia [15]. The taste of fermented tapai 
singkong and peuyeum becomes sour due to the metabolic processes of 
yeast and bacteria during fermentation  [19]. During fermentation, glu-
cose is converted into ethanol and carbon dioxide by yeast. Simultane-
ously, bacteria convert some of the alcohol into organic acids such as 
acetic acid, contributing to the sour taste  [20]. The packaging of tapai 
singkong or peuyeum during fermentation can also affect the taste. 
Tapai singkong wrapped in plastic will taste sourer, while tapai singkong 
wrapped in banana leaves will taste sweeter due to the natural properties 
of banana leaves [21]

3.2. Brem
Solid brem is a  traditional fermented product made from glutinous 

rice, originating from Madiun and Wonogiri (Figure 3) [22]. It is produced 
from glutinous rice extract and is characterized by a sweet-sour taste and 
a floury texture, commonly consumed as a snack. Solid brem is available 
in two color variants: solid white and yellowish-white [23]. The fermen-
tation process involves the presence of fungi such as Saccharomycopsis 
fibuligera and Wickerhamomyces anomalus [24].

In addition to the solid form, liquid brem is another traditional fer-
mented glutinous rice product, commonly found in Bali. It remains widely 
known and produced, playing an important cultural role in religious cer-
emonies and traditional medicine [25]. Liquid brem is made by ferment-
ing steamed glutinous rice sprinkled with tape yeast (ragi tape) for five 
days at room temperature (27 °C), producing fermented rice known as 
tape. The tape is then pressed to extract the juice, which is subsequently 
fermented for six months in a sealed container or fermentation tank [26].

3.3. Terasi
Terasi is a fermented food product commonly used as a spice and culi-

nary accompaniment in Indonesia. This condiment has its origins in the 
island of Java and is primarily crafted from a mixture of shrimp and fish, 
typically presented in a paste-like form, as seen in Figure 4. The effective-
ness as a flavor enhancer can be attributed to the substantial glutamate 
content. Across numerous Asian countries, this food is used as a season-
ing agent in cooking, as evidenced by the various regional names and 
utilization. Some of the countries where terasi is consumed and referred 
to by distinct names include Thailand (kapi), Cambodia (Belacan), Malay-
sia (Mamrouc), Brunei (Mamtom), Myanmar (Ngapi), China (Shajiang), and 
Korea (Saewoojeot) [27].

Terasi, or shrimp paste, is produced from fundamental components 
including shrimp (Acetes japonicus), sugar, salt, and water  [28]. The 
preparation includes boiling raw or planktonic prawns in water for ap-
proximately 5 minutes. These boiled shrimps are drained before adding 
15 % salt (comprising 15 grams of salt per 100 grams of shrimp) and the 
fermentation process is executed in two phases. The initial step includes 
fermenting the salted shrimp within a  sealed container for a  period of 
two days at approximately 25 °C. Subsequently, the shrimp paste is blend-
ed using a blender and manually formed into flat balls measuring 8–10 
centimeters in diameter, resembling pasta. To reduce water content, the 
paste is subjected to a drying process in an oven for 4 hours at 50 °C. The 
phase comprises a second round of fermentation, with the paste left to 
ferment for a duration of 1–3 months [29]. Terasi shows a solid, paste-like 
consistency with a coarse texture and a moderately strong aroma [27].

3.4. Tauco (Taoetjo)
Tauco is a traditional Chinese food introduced to Indonesia many cen-

turies ago. This food gained prominence in Cianjur, West Java Province, 
and subsequently spread across the coastal regions  [30]. In Indonesia, 
tauco has been widely used as a culinary spice due to its delightful umami 
or savory flavor. The fundamental ingredient for producing tauco is soy-
bean seeds (Glycine max) (Figure 5). Tauco comes in three distinct forms, 
namely solid, semi-solid, and liquid with varying moisture content. The 
nutritional content of 100 grams of touco is presented in Table 1. These 
soybean seeds are boiled, mashed, blended with wheat flour, and subject-
ed to fermentation. The fermented tauco is immersed in a saltwater solu-
tion and exposed to the sun’s heat for several weeks before developing 
a distinctive aroma [31].

The fermentation process includes the growth of fungi and/or bacteria, 
lasting for a period of 3–6 days, with the assistance of the addition of Asper‑
gillus oryzae or Aspergillus sojae. During this fermentation, various enzymes 
are generated, namely protease, amylase, and lipase  [31]. The proteolytic 
enzymes produced by A. oryzae can hydrolyze soybean proteins into smaller 
peptides and free amino acids. This hydrolysis process is crucial for the de-
velopment of the characteristic umami flavor in tauco, particularly through 
the release of glutamic acid, which provides a savory taste [32, 33]. In addi-
tion to producing proteolytic enzymes, A. oryzae also produces amylolytic 
enzymes that function to hydrolyze soybean starch into simple sugars. This 
hydrolysis process not only enhances the product’s flavor but also increases 
nutrient availability and digestibility of the final product [34].

Figure 2. Peuyeum, a fermented cassava 
from West Java

Рисунок 2. Пейеум — ферментированная 
кассава с Западной Явы

Figure 3. Brem, a traditional fermented 
food originating from Madiun

Рисунок 3. Брем — традиционный 
ферментированный пищевой продукт, 

происходящий из Мадиуна

Figure 4. Terasi as a spice and culinary 
accompaniment in Indonesia

Рисунок 4. Тераси как специя и кулинарное 
дополнение в Индонезии
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3.5. Oncom
Oncom is a  traditional Indonesian fermented food originating from 

West Java  [35]. It is primarily produced using agricultural by-products 
such as tofu dregs, cassava fiber (onggok) and groundnut cake (Figure 6). 
For decades, oncom has served as a valuable source of affordable nutrition 
due to its unique flavor and meat-like texture [36]. Oncom is available in 
two main varieties: red oncom (oncom merah), fermented using Neuros‑
pora sitophila, and black oncom (oncom hitam), fermented with Rhizopus 
microsporus var. oligosporus [37]. The production process involves soaking 
tofu dregs, groundnut cake and cassava fiber (onggok) for 3–4 hours and 
1 hour, respectively. These components are then combined, molded into 
thin layers, and boiled for 1 hour. After cooling, the mixture is inoculated 
with oncom starter culture and placed into bamboo containers lined with 
banana leaves. Fermentation occurs at ambient temperatures (25–30 °C) 
over 36–48 hours  [37]. Nutritional profiles of red and black oncom are 
detailed in Table 1.

R. oligosporus plays a functional role by producing α-galactosidase, an 
enzyme that degrades gas-producing oligosaccharides in legumes, there-
by reducing the risk of flatulence. Moreover, fungi used in the fermen-
tation of oncom and tempeh have been shown to suppress the growth 
of aflatoxin-producing molds such as Aspergillus flavus  [38]. Fermenta-
tion with R. oligosporus also enhances the protein content of oncom and 
significantly reduces antinutritional compounds such as phytates by 
34–58 %  [39]. In Indonesia, oncom is classified into four quality grades 
based on the raw materials used in production  [40]: 1)  super-class on-
com — the highest quality, often sold in supermarkets or designated for 
export. 2) first-class oncom — slightly lower in quality but still considered 
premium, commonly found in local markets (Figure 6). 3)  second-class 
oncom — a widely consumed variety, typically sold in traditional markets. 
4) third-class oncom — the lowest grade, generally used as an ingredient 
in seasoning blends or cooking spices [39].

3.6. Dadih
Dadih is a traditional yogurt made from buffalo milk, fermented inside 

bamboo containers sealed with plastic or banana leaves, as seen in Fi
gure 7. This time-honored practice has been carried out by the Minangk-
abau people of West Sumatra, for centuries. The resulting fermented 
product is similar to yogurt, featuring a  smooth and glossy texture, 
creamy color, pleasant aroma, and a tangy [40]. Buffalo milk is subjected 
to a  natural fermentation process within bamboo containers at ambi-
ent temperatures of 25–30 °C for approximately 3 days [41,42]. Analysis 
has shown that dadih contains approximately 82.10 % water, 8.08 % fat, 

6.99 % protein, and 5.29 % lactose, as well as 13 essential amino acids, 
3 non-essential amino acids, and 70 IU/gram of vitamin A [43].

Traditional dadih fermentation involves a complex interplay of vari-
ous microorganisms. These microorganisms, thought to originate from 
the inner bamboo surface, covering leaves, and the milk itself [44], play 
a crucial role in the fermentation process. The fermentation of carbohy-
drates, influenced by proteolytic and lipid metabolism, significantly con-
tributes to the development of structure and flavor of dadih. Carbohy-
drate metabolism is inextricably linked to the enzymatic activity of lactic 
acid bacteria can facilitate the conversion of lactose into lactic acid via 
the β-galactosidase pathway and lactic acid fermentation [45].

3.7. Kecap Manis
Soy sauce is a fermented product widely utilized as a flavoring agent. 

A distinctive characteristic of Indonesian soy sauce (Figure 8), differen-
tiating it from those in other countries, is the prevalence of sweet soy 
sauce [46]. Soybeans serve as the primary ingredient in soy sauce produc-
tion and possess a notably high protein content [47].

There are two types of fermentation methods used in the production 
of soy sauce, namely liquid and solid fermentation, also known as moromi 
and koji/tempeh fermentation. Solid fermentation typically takes 3–5 days; 
the outcome is referred to as “koji/tempeh” and “tempeh” when Aspergillus 
sp. and Rhizopus sp. are used as the fermenting agent. Conversely, moromi 
fermentation spans a period of 14–28 days and in this process, the koji/
tempeh is dried before soaking in a 20–30 % saltwater solution.

A. oryzae is a fungal species commonly used in soy sauce fermentation, 
particularly in the production of koji. During koji fermentation, the bio-
chemical transformation facilitated by A. oryzae includes the breakdown of 
complexes such as protein, lipid, and carbohydrate hydrolysis [48]. Various 
essential enzymes are produced by A. oryzae during the fermentation pro-
cess. Starch broken down into simple sugars by amylase enzymes serves as 
an energy source for the fermentation process. The umami flavor produced 
in soy sauce fermentation is generated by amino acids derived from pro-
teins hydrolyzed by protease enzymes [49]. The overall final flavor profile of 
soy sauce is influenced by the micromolecules formed during fermentation.

3.8. Tape Ketan
Tape ketan is a  fermented food made from glutinous or sticky rice, 

subjected to fermentation using S. cerevisiae  [50]. The food product has 
a soft texture with a high moisture content and a sweet taste [51], as seen 
in Figure 9. Moreover, sticky rice tape is a commonly consumed food in 
Indonesia and the traditional method of preparation includes several 

Figure 5. Tauco from Cianjur is available 
for sale in grocery stores

Рисунок 5. Тауко из Чианджур продается 
в бакалейных магазинах

Figure 6. Red oncom is produced using 
groundnut cake

Рисунок 6. Красный онком изготавливается, 
используя арахисовый жмых

Figure 7. Dadih is a traditional yogurt made 
by fermenting buffalo milk inside bamboo 
containers, which are covered with plastic

Рисунок 7. Дадих — традиционный йогурт, 
изготавливаемый путём ферментации молока 

буйволов внутри бамбуковых ёмкостей, 
которые покрываются пластиком

Figure 8. Soy sauce is fermented 
by Aspergillus sp.

Рисунок 8. Соевый соус, ферментированный 
Aspergillus sp.

Figure 9. Black Tape Ketan 
without banana leaf wrapping

Рисунок 9. Чёрный тапе кетан 
без обертывания банановыми листьями
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steps. Sticky rice is cleaned to remove its husk, weighed to about 0.5 kg, 
and steamed for 2 hours using 2 liters of distilled water. After 2 hours, 
the steamed sticky rice is allowed to cool until the temperature reaches 
25 °C. The rice is mixed with yeast and stirred until the content is evenly 
distributed. Subsequently, it is wrapped in banana leaves and left to fer-
ment for 48–72 hours [52].

During tape fermentation, microorganisms metabolize the nutrient 
compounds in glutinous rice. Yeast hydrolyzes starch into simple sugars, 
which are then fermented to produce alcohol and the characteristic aro-
ma of tape [53]. Tape Ketan is served as a dessert, offering a sweet taste 
with sour organoleptic characteristics and having a  moderate alcohol 
content [14]. Tapai ketan contained 0.51–0.67 % alcohol with 0.5–1.5 % 
S. cerevisiae [54]. The nutritional compound content in sticky rice tape is 
shown in Table 1. Black Tape Ketan (sticky rice) contains a high level of 
anthocyanins, which offer health benefits such as reducing the risk of co-
lon cancer. Anthocyanins also possess the capability to inhibit the dam-
age caused by free radicals, including cancer cells [55].

3.9. Acar
Acar pickles are preserved foods made from vegetables or fruits, in-

cluding cucumbers, carrots, chili, and onions, combined with salt and 
vinegar, as seen in Figure 10. Additionally, sugar or other spices can be 
added for seasoning [56]. Acar pickles are a well-known accompaniment 
in Indonesian cuisine, often served with dishes like satay, fried noodles or 
rice, and soto. To prepare this food product, carrots, cucumbers, chili, and 
onions are cut into uniform sizes and placed in a jar. A brine is prepared 
by boiling a mixture of water, vinegar, sugar, and salt. In addition, the hot 
brine is poured into the jar, which is left open for 1 hour. The jar is sealed 
and refrigerated for three days to a week. The longer the marination pe-
riod, the better the taste [57].

4.	 Role of fungi in Indonesian fermented food
Fermentative microorganisms offer a  unique approach to food sta-

bility through physical and biochemical changes in fermented foods [8]. 
One important group of microorganisms involved is fungi. During fer-
mentation, fungi interact with other microorganisms, such as bacteria 
and yeasts, through nutrient competition, the production of antimicro-
bial compounds, and facilitating the growth of specific microbes. This 
complex interaction directly influences the characteristics of the final 
product, particularly in terms of taste and texture  [58]. The activity of 
antimicrobial compounds ensures food safety by preventing spoilage and 
inhibiting the growth of harmful pathogens  [59]. For example, certain 
fungal species produce secondary metabolites, such as organic acids and 
antibiotics, which contribute to the safety and durability of fermented 
products. This role becomes particularly significant in traditional fer-
mentation practices [60].

Beyond their contribution to food preservation, fungi also offer sub-
stantial benefits in food biotechnology through their rich nutritional 
profile. This advantage contributes to cost efficiency in the food industry, 
enabling the production of high-quality foods on a  large scale at lower 
costs [61]. Furthermore, fungi play a role in breaking down complex carbo-
hydrates, proteins, and fats during the fermentation process, thereby im-
proving digestibility and nutrient bioavailability [62]. The fermentation of 
soybeans into tempeh, R. oligosporus not only develops the characteristic 
texture and organoleptic profile, but fermentation also contributes to facil-
itating product bio-enrichment through increased biosynthesis of vitamin 
B, including folic acid, nicotinamide, niacin, pyridoxine, and riboflavin [63]. 
In addition to improving nutritional value, the microorganisms involved 
in fermentation also contribute to the degradation of antinutritional fac-
tors commonly found in food ingredients. This degradation process elimi-
nates the toxic properties of these compounds and enhances food safety, 
making previously fewer consumable substrates safe for consumption [14]. 
This highlights the crucial role of these microorganisms in improving both 
nutrition and food safety. The role of various fungal species in Indonesian 
fermented foods is summarized in Table 1.

5.	 Characterization of Lactic Acid Bacteria: Microbial diversity 
and functional role in health
Lactic acid bacteria are microbes composed of a thick layer of peptido-

glycan, and are therefore classified as gram-positive bacteria. This hetero-
geneous group of microorganisms includes various major genera such as 
Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc, and Enterococcus [71]. 
The diversity of LAB encompasses differences in acid tolerance, substrate 
preferences, and the ability to produce bioactive metabolites, enabling them 
to adapt to various fermented food matrices, ranging from dairy products to 
fermented vegetables. Each LAB species possesses specific functional char-
acteristics, such as the production of antimicrobial compounds, enhance-
ment of nutritional value, and contributions to the sensory characteristics 
of fermented products [72]. This variation forms the basis for selecting LAB 
strains for applications in the food and health industries.

Fermented foods containing LAB offer significant health benefits. This 
is due to the presence of probiotics that help maintain gut flora balance, 
as well as bioactive compounds produced during fermentation, which 
have various positive effects on overall health  [73]. The consumption of 
fermented foods can enhance the diversity and functionality of gut micro-
biota. LAB, abundant in foods such as yogurt and kefir, play a crucial role 
in maintaining microbial balance in the gut, thereby supporting digestive 
health [74]. Additionally, LAB are known to alleviate symptoms of gastro-
intestinal disorders, including irritable bowel syndrome (IBS) and diarrhea, 
by normalizing intestinal function and reducing inflammation [75].

Lactic acid bacteria produce exopolysaccharides (EPS), which are meta-
bolic compounds that play a crucial role in human health  [76]. EPS iso-
lated from fermented milk by Lactobacillus helveticus LZ-R‑5 successfully 
identified R‑5-EPS as a heteropolysaccharide with a molecular weight of 
approximately 5.41 × 105 Daltons. R‑5-EPS exhibits potent immunostimu-
latory activity at the cellular level, as evidenced by increased proliferation 
of RAW264.7 macrophage cells, enhanced phagocytic activity, and elevated 
production of acid phosphatase, nitric oxide, and various cytokines  [77]. 
These findings underscore the potential of R‑5-EPS as a  promising im-
munomodulatory agent. In addition to immunomodulatory activity, EPS 
demonstrates antiproliferative effects against various tumor cell types, 
including those derived from the intestine, liver, and breast. The mecha-
nisms involved include the induction of apoptosis, cell cycle arrest, and 
antimutagenic, antioxidant, antiangiogenic, and anti-inflammatory prop-
erties  [78]. At the genetic level, the structure of EPS synthesized by LAB 
is highly diverse, primarily influenced by glycosyltransferase genes that 
determine monosaccharide composition. EPS  synthesis occurs via both 
extracellular pathways and Wzx/Wzy protein-dependent pathways  [79]. 

Table 1. The role of fungi in Indonesian fermented foods
Таблица 1. Роль грибов в индонезийских ферментированных продуктах

Fungi Indonesian fermented food Role References

S. cerevisiae Tapai Singkong, Peuyeum, 
and Tape Ketan

convert sugars into alcohol and carbon dioxide; give 
a characteristic sweet and slightly alcoholic flavor [64]

S. fibuligera and W. anomalus Brem hydrolyze starch into sugars;
produce ethanol and amylase; provides a unique flavor [65]

A. oryzae, A. sojae Tauco (Taoetjo) produce enzymes that break down proteins and carbohydrates, 
resulting in a unique flavor and texture [66,67]

N. sitophila and R. microsporus 
var. oligosporus Oncom break down complex carbohydrates in the soybeans, making 

them more digestible and increasing their protein content [68]

Aspergillus sp. and Rhizopus sp Kecap manis produce enzymes that break down proteins and carbohydrates, 
resulting in a unique flavor and texture [69,70]

Figure 10. Acar, a mixture of cucumber, carrot, chili, onion 
and brine solution

Рисунок 10. Акар — смесь огурцов, моркови, чили, лука и рассола
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The diverse health benefits of EPS are evident from studies on various LAB 
strains. Among 48 strains screened for high EPS production, Lactiplantiba‑
cillus plantarum MY04 exhibited the highest yield (1.15 g/L) [79].

In addition to high EPS production, MY04 shows good resistance to 
harsh digestive conditions, strong antibacterial activity, and high intes-
tinal adhesion capacity. Comprehensive genomic analysis confirms the 
safety of MY04 for human consumption, as it lacks virulence factors and 
antibiotic resistance genes, making it a  promising probiotic candidate 
for the development of functional food products  [80]. EPS produced by 
Limosilactobacillus fermentum NCDC400 (EPS400) has also been shown 
to significantly reduce cholesterol levels. In vitro, EPS400 removes more 
than 90 % of cholesterol from the test medium and reduces cholesterol 
availability under digestive conditions. In vivo studies on hypercholes-
terolemic rats emphasizes that EPS400 administration can optimize lipid 
regulation by effectively lowering cholesterol. These findings demon-
strate the potential of EPS400 as a candidate hypocholesterolemic agent 
in the food and pharmaceutical sectors [81]. Furthermore, EPS produced 
by LAB such as Leuconostoc mesenteroides, commonly found in fermented 
foods, acts as a prebiotic. This EPS is indigestible by the human body but 
serves as a substrate for beneficial gut bacteria. Fermentation of EPS by 
gut microbiota produces short-chain fatty acids (SCFAs), which func-
tion as bioactive molecules involved as metabolic regulators of glucose 
elevation and energy homeostasis stability. Consumption of EPS can 
also modulate gut microbial composition toward a more balanced state, 
thereby supporting overall health. Understanding the critical role of EPS 
produced by LAB provides new insights into the formulation of manage-
ment and therapeutic strategies for diabetes and obesity, diseases fre-
quently associated with lifestyle, through the optimization of functional 
foods  [82]. Research on the role of commensal gut bacteria identifies 
Streptococcus salivarius as a unique bacterium with the potential to pre-
vent obesity caused by excessive sucrose consumption. This bacterium 
produces high levels of EPS from sucrose, and its abundance is signifi-
cantly lower in obese individuals. Additionally, the metabolism of EPS 
into SCFAs is impaired in obesity cases. These findings reveal an impor-
tant mechanism in the interaction between the host and commensal bac-
teria via EPS-SCFA carbohydrate metabolism that affects energy regula-
tion. They also suggest novel therapeutic potentials by targeting specific 
bacteria and EPS metabolites through prebiotics and probiotics for the 
prevention of lifestyle-related diseases [83].

LAB also contribute to strengthening the immune response by stimu-
lating antibody production and modulating inflammatory pathways. 
These interactions help the body combat infections and potentially re-
duce the risk of autoimmune diseases [84]. Furthermore, the fermenta-
tion process carried out by LAB enhances the bioavailability of nutrients, 
facilitating the absorption of essential vitamins and minerals. Fermenta-
tion also produces beneficial compounds such as short-chain fatty acids 
(SCFAs), which contribute to metabolic health  [85]. LAB in fermented 
foods interact intricately with the human immune system, offering vari-

ous potential health benefits, including immunoregulation and disease 
prevention [86]. LAB and their fermented products play a role in regula
ting both innate and adaptive immune responses, potentially aiding in 
the management of inflammatory diseases [87]. In addition to maintain-
ing gut microbiota balance, LAB contribute to optimizing digestion, nu-
trient absorption, and immune system function [88]. LAB modulate the 
functions of various immune cell types, including dendritic cells, macro-
phages, and regulatory T cells [89].

Beyond Lactic acid bacteria not only contribute positively to health, but 
the active metabolites produced during fermentation, such as antibacterial 
agents, lactic acid, and antifungal agents, can also improve food safety. In 
some fermentations, acetic acid is also produced, primarily by acetic acid 
bacteria (AAB), which alongside LAB contribute to inhibiting the growth 
of pathogenic microorganisms, preserving freshness, and extending the 
shelf life of food products  [90]. However, like other food products, fer-
mented foods face challenges related to safety. A deep understanding of 
the fermentation process and the microbial activity involved is essential 
to prevent health risks. Maintaining a balance of beneficial microorgan-
isms during fermentation is key to ensuring product safety [75]. Subopti-
mal fermentation conditions, caused by poor hygiene practices or failure 
to control temperature, can hinder the dominance of beneficial microbes 
and lead to contamination by harmful bacteria, fungi, or toxins [91]. If fer-
mentation practices are not properly controlled, there is a risk of patho-
genic bacteria growth, such as Salmonella spp., Escherichia coli, and Listeria 
monocytogenes [92]. Therefore, the implementation of Good Manufacturing 
Practices (GMP) and Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP) prin-
ciples is essential in the production of fermented foods.

From a  nutritional perspective, fermentation by LAB, particularly 
from the Lactobacillus genus, can enhance nutrient availability through 
the production of enzymes such as amylase, protease, lipase, and glu-
coamylase. These enzymes act during fermentation to break down com-
plex substrates, facilitating improved nutrient absorption. Additionally, 
Lactobacillus plays a role in breaking down phytic acid, an antinutritional 
compound that inhibits mineral absorption  [73]. Fermented foods con-
taining Lactobacillus and Bifidobacterium strains are known to contain 
various B-complex vitamins essential for body metabolism. LAB strains 
also exhibit metabolic activity that induces sensory changes in fermented 
foods, such as improved taste, aroma, and color, through the breakdown 
of organic compounds in the food matrix [93]. For example, the fermen-
tation of cauliflower using Lactobacillus plantarum has been shown to 
increase protein content by 2.7 %, from 10.4 % to 13.1 % after fermenta-
tion  [94]. Additionally, the fermentation of temu giring rhizomes with 
Lactobacillus bulgaricus demonstrated an increase in phenolic and flavo-
noid compounds, as well as high antioxidant activity, with an IC50 value 
of 3.49 ppm [95]. Overall, the diversity and functional characteristics of 
lactic acid bacteria provide a spectrum of health benefits, making them 
relevant for use as a key component to improve community nutrition and 
disease prevention, as seen at Table 2.

Table 2. The contribution and health benefits of lactic acid bacteria in Indonesian fermented foods
Таблица 2. Роль и польза для здоровья молочнокислых бактерий в индонезийских ферментированных продуктах

Indonesian Fer-
mented Food Lactic Acid Bacteria Contribution and Health Benefits References

Tapai singkong Pediococcus acidilactici and Weissella cibaria P. acidilactici enhances protein and antioxidant content, while 
W. cibaria produces EPS. Both contribute to improved gut health [96–99]

Peuyeum Weissella sp., Lactobacillus sp. and Lc. mesenteroides
These bacteria have the biochemical pathways to produce various 

organic acids, including lactic acid, which contribute to the 
unique flavor and characteristics of peuyeum

[100]

Brem Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Pediococcus sp., and Weissella sp. Contribute to the distinct sweet and sour flavor of brem [101]

Shrimp paste 
(terasi)

Tetragenococcus, Halococcus, Atopostipes, Alkalibacillus, and 
Alkalibacterium, along with Lactiplantibacillus plantarum

These bacteria can break down proteins and lipids, influencing 
the taste and aroma of shrimp paste by generating volatile 

compounds such as amino acids, aldehydes, organic acids, fatty 
acids, amines, and peptides

[100,102]

Tauco Lactobacillus genus Creates a low-pH environment. [103]
Oncom Lacticaseibacillus paracasei and L. plantarum Produce organic and amino acids, contributing to the umami taste [104]

Dadih

Lactococcus sp., Klebsiella, Lactobacillaceae, Bifidobacterium, 
Streptococcus sp., Leuconostoc sp., Limosilactobacillus fermentum, 

L. pentosus, P. pentosaceus, Lactococcus lactis subsp. cremoris, 
L. lactis subsp. lactis, L. plantarum, L. casei, and L. rhamnosus

Generates metabolites which inhibit pathogenic bacteria, thus 
contributing to dadih safety. [41,42,105]

Kecap manis Hansenula sp., Zygosaccharomyces sp., and Lactobacillus sp.
Produce protease enzymes that break down the proteins in 

soybeans into amino acids, resulting in the distinctive umami 
flavor of soy sauce.

[106]

Tape ketan L. mesenteroides, Liquorilactobacillus vini, W. paramesenteroides, 
P. pentosaceus, L. fermentum, and Apilactobacillus kunkeei

Lactic acid bacteria contribute to the production of lactic acid 
through anaerobic glucose fermentation, which gives tape its 

characteristic sour taste
[107,108]

Acar pickles L. plantarum, L. mesenteroides, and L. citreum,

These bacteria can reduce the number of biogenic amines (BA) 
during fermentation. The total count of mesophilic aerobic 

bacteria and yeast-mold colonies in pickle samples containing 
L. plantarum appeared to be significantly reduced

[109,110]
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Overall, the consumption of Indonesian fermented food can contrib-
ute to improved gut health, potentially supporting overall well-being and 
providing a range of health benefits. Integrating a variety of naturally fer-
mented foods into a balanced diet may promote a healthy gut microbiota 
and enhance overall health.

6.	 Nutritional facts
Fermented foods are often rich in a  variety of nutrients, depending 

on the ingredients used and the specific fermentation process. The nu-
tritional composition of fermented foods can vary based on several fac-
tors, including the fermentation method, the raw materials, the duration 
of fermentation, and the specific types of microorganisms involved [59]. 
Additionally, fermentation frequently enhances the nutritional value of 
raw ingredients. The microorganisms involved produce enzymes that 
break down complex compounds into simpler, more easily digestible 
forms [111]. For instance, fermentation can increase the concentrations 
of certain vitamins, such as B vitamins, and improve the bioavailability of 
minerals. It can also reduce the levels of antinutritional factors naturally 
present in some foods, such as phytates in grains and legumes, thereby 
enhancing the absorption of essential nutrients [112]. Furthermore, the 
final nutritional profile of fermented foods is strongly influenced by the 
type of raw material used. Vegetable fermentation typically yields prod-
ucts rich in vitamins and antioxidants, whereas dairy fermentation re-
sults in foods with high protein content  [113,114]. The combination of 

different raw materials and variations in fermentation techniques pro-
duces a diverse range of products, each with unique nutritional charac-
teristics, contributing to the wide array of potential health benefits as-
sociated with fermented food consumption. Common nutrients found in 
fermented foods are summarized in Table 3.

7.	 The influence of fermentation on food shelf life
Fermentation is a  food preservation method that plays a significant 

role in enhancing nutritional quality, extending shelf life, and influenc-
ing food functionality. This process can enhance the flavor and aroma of 
fermented products [121]. However, the shelf life of fermented products 
varies greatly, depending on the product type, packaging method, and 
fermentation conditions. For example, some products have a  relatively 
short shelf life of 2 to 4 days, influenced by the type of packaging and 
fermentation conditions. Packaging with banana leaves can extend the 
shelf life up to 4 days, while fermented foods in plastic packaging only 
lasts about 2–3 days [122]

Differences in shelf life were also observed in shrimp paste (terasi). 
Commercial shrimp paste generally exhibits a  longer shelf life (6–
12 months in sealed packaging and 1–3 months after opening in refriger-
ation) compared to homemade shrimp paste (1–2 weeks in refrigeration). 
Optimal storage and packaging conditions are crucial to extend the shelf 
life of both types of shrimp paste [123]. Other fermented products, such 
as tauco, also undergo changes during storage. Although initial micro-

Table 3. Nutritional information for fermented foods per 100 g
Таблица 3. Информация о пищевой ценности ферментированных пищевых продуктов на 100 г

Fermented foods Nutrients Number References

Tapai Singkong

Energy (Kcal) 169

[115]

Carbohydrate (g) 40.20

Protein (g) 1.40

Fat (g) 0.30

Calcium (mg) 21

Phosphorous (mg) 34

Iron (mg) 0.80

Vitamin C (mg) 9

Brem

Energy (Kcal) 249

[116]

Carbohydrate (g) 58

Protein (g) 3.40

Fat (g) 0.40

Calcium (mg) 198

Phosphorous (mg) 86

Iron (mg) 2

Total carotene (µg) 240

Thiamine (mg) 0.34

Terasi

Protein (%) 64.80

[115]
Fat (%) 3.45

Ash (%) 1.40

Water (%) 25.77

Solid tauco

Carbohydrate (g) 54.7–65.2

[117]

Protein (g) 9.72–11

Fat (%) 6.98–23.4

Ash (%) 10.0–22.8

NaCl (%) 7.18–16.9

Total sugars (%) 11.9–27.0

Total acids (%) 1.24–2.18

Total amino acids (%) 11.4–17.5

Liquid tauco

Carbohydrate (g) 8.47–56.5

[117]

Protein (g) 20.4–30.9

Fat (%) 1.30–18.9

Ash (%) 17.1–73.89

NaCl (%) 10.7–68.4

Total sugars (%) 29.95–44.5

Total acids (%) 1.65–5.36

Total amino acids (%) 14.1–24.6

GABA (ppm) 220.96

Fermented foods Nutrients Number References

Red oncom (oncom 
merah)

Energy (Kcal) 97.70

[118]

Carbohydrate (g) 55.59
Protein (g) 24.16

Fat (%) 16.10
Total sugar (%) 0.80

Total titratable acidity (%) 0.15
Total soluble protein (%) 39.94

pH 4.87
Moisture (%) 80.56

Ash (%) 4.14
GABA (ppm) 136.92

Black oncom 
(oncom hitam)

Carbohydrate (g) 16.55

[118]

Protein (g) 40.60
Fat (%) 40.47

Total sugar (%) 0.17
Total titratable acidity (%) 0.10
Total soluble protein (%) 32.97

pH 5.8
Moisture (%) 52.98

Ash (%) 2.38

Dadih

Water (%) 82.10

[43]
Protein (%) 6.99

Fat (%) 8.08
Lactose (%) 5.29

Vitamin A (IU/g) 70

Kecap manis

Carbohydrate (g) 28.40

[119]

Protein (g) 18.20
Lipid (g) 3.20
Ash (g) 1.50

Glucose (g) 0.39
Lactic acid (g) 1.92

Salt content (g) 17.04
Moisture (g) 48.70

Tape ketan

Energy (Kcal) 166

[120]

Carbohydrate (g) 34.4
Protein (g) 3.8

Fat (%) 1.0
Fiber (g) 0.60
Ash (g) 0.10

Calcium (mg) 8
Phosphorus (mg) 106

Iron (mg) 1.6
Thiamine (mg) 0.40
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biological analysis indicated that the tauco met food safety requirements, 
storage at room temperature for 12 days resulted in an increase in total 
microbial counts, molds, yeasts, and coliforms above permissible limits. 
However, the pH value of the tauco chili sauce tended to remain stable 
throughout the testing period  [124]. The shelf life of kecap manis us-
ing Accelerated Shelf-Life Testing, revealing a shelf life of 127.92 days or 
4.26 months at a temperature of 25 °C [125]. Meanwhile, sterilized black 
glutinous rice tape exhibits a shelf life influenced by storage temperature. 
Higher storage temperatures correlate with shorter shelf lives. At room 
temperature (25 °C), sterilized black glutinous rice tape can last approxi-
mately 1 year and 9 months  [125]. Oncom, another fermented product, 
has a very short shelf life of about 1–2 days at room temperature [126]. 
This indicates that oncom is highly susceptible to spoilage due to physi-
cal, chemical, enzymatic, or microbiological changes. Consequently, the 
shelf life of fermented products varies widely, depending on product type, 
packaging methods, and fermentation conditions. Some products, such 
as cassava tape and oncom, have very short shelf lives, while others, like 
commercial shrimp paste and sterilized black glutinous rice tape, can 
last longer. Therefore, it is crucial to understand the factors affecting the 
shelf life of fermented products to implement proper storage and packag-
ing practices that extend shelf life and maintain product quality.

8.	 Technological advancements to improve fermented food: 
Challenges and future prospects
Technological advancement aims to optimize fermentation processes, 

improve product consistency, diversify product offerings, enhance nutri-
tional qualities and meet consumer demands for high-quality, innovative 
fermented food option. The following are some ways to improve product 
quality.

8.1. Strain selection and genetic engineering
The growth of the global population and the impacts of global warm-

ing necessitate an
increase in food production, storage, and transportation [127]. Modern 

biotechnology, including strain selection and genetic engineering, holds 
significant potential for expanding the scope of fermentation, creating 
novel foods, and enhancing the sustainability of food production  [128]. 
Food fermentation has been practiced since antiquity, initially relying on 
indigenous microbiota and spontaneous fermentation, which later evolved 
into back-slopping and the utilization of starter cultures  [129]. Specific 
strains of beneficial microorganisms, such as lactic acid bacteria and yeast, 
in fermented food can improve desirable flavors and textures, affecting 
sensory characteristics, extend shelf-life, prevent spoilage bacteria, and 
present health benefits [130,131]. With technological advancements, ge-
netic engineering has reached a high level of precision, enabling modifica-
tions to virtually any aspect of the genome. Synthetic biology also offers 
new opportunities in addressing food production challenges [132].

Genetic modification techniques in beneficial microorganisms are be-
ing explored to enhance certain microbial strains used in fermentation. 
Strain improvement is typically reached by random mutagenesis, pro-
cess optimization, control, increasing the yield, titer and cost-effective-
ness  [133]. This can potentially improve fermentation efficiency, resis-
tance to environmental stressors, and production of specific compounds 
that contribute to the quality or nutritional value of the final product. Ad-
ditionally, Indonesia has established regulations governing the hygiene 
and safety of genetic engineering product, as outlined in the Government 
Regulation of the Republic of Indonesia Number 21 of the Year 2005 and 
Regulation of the Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM) Number 6 
of the Year 2018. These regulations pertain to the control of genetically 
modified food products [134,135].

Additionally, there are constraints in applying genetic modifications to 
food systems  [136]. Further challenges arise in handling non-model mi-
croorganisms, including the development of suitable molecular genetic 
tools [137]. Beyond the potential benefits, there are risks associated with 
the use of genetically modified microorganisms in food fermentation. The 
consumption of genetically engineered foods may lead to the development 
of antibiotic-resistant diseases. Another risk is the potential transfer of an-
tibiotic and chemotherapy resistance genes into the body through fermen-
tation products, potentially leading to multidrug-resistant strains that are 
difficult to treat [75]. Modern biotechnology offers significant opportuni-
ties to enhance food production and sustainability through fermentation. 
However, challenges such as technical constraints in handling non-model 
microorganisms and risks associated with genetically modified microor-
ganisms need to be addressed to ensure the safety and sustainability of ap-
plication of these technologies in food production. The Indonesian culture 
context, which is not yet familiar with genetically modified microorgan-
isms, will pose a new challenge for Indonesia in the future.

8.2.	Fermentation control systems and bioreactors
Advanced fermentation equipment and techniques allow for precise 

control of temperature, humidity, pH levels, and oxygen exposure dur-
ing fermentation  [138]. This control ensures the optimal condition for 
microbial growth and metabolic activities, assessing the progress of fer-
mentation, resulting in more predictable, consistent, and higher-quality 
fermented products. Bioreactors provide controlled environments for 
fermentation on a  larger scale. These systems help maintain optimal 
condition, leading to efficient and standardized production of fermented 
foods. Several factors affecting the bioreactor involve temperature and 
pH control, agitation and aeration, nutrient concentration, air pressure, 
contamination, size and design of bioreactor [139].

At an industrial scale, maintaining consistent heat and humidity levels 
presents a significant challenge due to the large volume of substrate in-
volved. In solid-state fermentation (SSF), which relies on filamentous fun-
gi, the delicate hyphae are highly susceptible to damage from mechanical 
agitation, posing a major constraint [140]. Therefore, maintaining optimal 
process conditions is crucial to achieving the desired yield and titer, re-
gardless of the bioreactor configuration, the biocatalysts used, or potential 
process disruptions [141]. Ongoing research and innovation in biorefinery 
technology and product diversification play a vital role in unlocking the 
full potential of fermentation by-products. These advancements are also 
key to realizing the vision of a sustainable and circular bioeconomy [142]. 
One of the latest innovations in this field is the development of single-use 
bioreactors. These bioreactors are made from high-quality plastic mate-
rials such as low-density polyethylene, polypropylene, or polycarbonate. 
The use of single-use bioreactors eliminates the need for cleaning and 
sterilization between cultivation batches, reducing the risk of contamina-
tion while also simplifying validation processes and regulatory compli-
ance [143]. Challenges in fermentation and bioreactor control include the 
difficulty of maintaining optimal conditions at an industrial scale and the 
vulnerability of fungal hyphae in SSF. Innovations such as single-use bio-
reactors provide solutions to minimize contamination risks and stream-
line processes. Further research and development in biorefinery technol-
ogy and product diversification are essential to maximizing the potential 
of fermentation in achieving a sustainable bioeconomy.

8.3.	Omics technologies
Harnessing synthetic biology for designing microorganisms with cus-

tomized functions and traits enables the creation of novel fermented prod-
ucts. Genomics, transcriptomics, proteomics and metabolomics provide 
a comprehensive understanding of the microbial communities involved in 
fermentation processes. These technologies enable the identification and 
optimization of key microorganisms, genes, and metabolic pathway. The 
complexity of biological systems presents significant challenges in the ap-
plication of omics technologies to fermented fruits and vegetables [144]. 
The vast amount of data generated by multi-omics technologies requires 
robust bioinformatics infrastructure and expertise [145]. Additionally, un-
derstanding the intricate and dynamic changes within microbial commu-
nities during spontaneous fermentation remains a major challenge [146]. 
The lack of comprehensive omics data repositories and universal databases 
further affects the accuracy of predictive models [144]. Nevertheless, the 
multi-omics approach provides in-depth insights into the dynamic micro-
bial shifts occurring throughout food fermentation, surpassing single-cell 
omics analyses. This approach enables the exploration of the entire mi-
crobial community involved and facilitates the regulation of microbiota 
changes at each fermentation stage  [145]. Omics technologies also play 
a crucial role in optimizing fermentation processes and improving product 
quality. For instance, multi-omics tools can be employed to evaluate the 
impact of various ingredients on fermentation dynamics and the resulting 
end products [129]. Despite the challenges associated with biological sys-
tem complexity and the need for advanced bioinformatics infrastructure, 
multi-omics approaches hold great potential for understanding and op-
timizing food fermentation processes. These technologies offer profound 
insights into microbial changes and the key factors influencing the quality 
of fermented products. Therefore, continued research and development in 
this field are expected to enhance fermentation efficiency and improve the 
quality of fermented food products.

8.4.	Improved packaging and storage
Innovations in packaging materials and techniques help maintain the 

quality and extend the shelf life of fermented foods by protecting them 
from oxygen, light, moisture, and microbial contamination. The storage 
duration and temperature can impact the bacterial survival. Therefore, 
enhancing packaging and storage conditions, considering environmental 
temperature, light exposure, oxygen levels, is crucial to significantly re-
duce the loss of viable bacteria [147].
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Food safety threats and microbial spoilage risks are persistent chal-
lenges faced by the food industry. Storage duration and temperature sig-
nificantly influence bacterial survival  [148]. Environmental temperature 
manipulation can help mitigate the loss of viable bacteria. Another key 
strategy for enhancing microbial viability in food involves minimizing oxy-
gen exposure through packaging modifications, incorporating antioxidant 
compounds, or controlling environmental light exposure  [149]. Higher 
temperatures (37 °C) lead to the most significant reduction in microbial 
populations, while lower temperatures (–20 °C and 4 °C) are more effec-
tive in preserving microbial viability. Vacuum packaging primarily affects 
moisture retention, with vacuum-sealed packaging being superior in main-
taining product moisture content. The optimal storage conditions for fer-
mented products involve non-vacuum packaging and storage at freezing or 
refrigeration temperatures for no longer than three months [147]. The life 
cycle of fermented food packaging comprises several key phases, each with 
unique environmental considerations, including raw material extraction, 
manufacturing, distribution, consumer use, and end-of-life management, 
which encompasses byproducts and waste disposal. Sustainable practices, 
such as utilizing recyclable or compostable materials, optimizing packag-
ing design, and minimizing energy consumption during manufacturing, 
are essential to reducing environmental impact and aligning with consum-
er preferences for eco-friendly options [150].

Maintaining optimal humidity levels is crucial for the quality and safe-
ty of fermented dairy products. Active packaging systems regulate hu-
midity by either absorbing excess moisture or releasing it as needed. This 
humidity control helps prevent product deterioration, such as clumping 
caused by moisture or the growth of undesirable microorganisms [151]. 
Antimicrobial coatings integrated into the packaging materials provide 
an additional layer of protection against harmful microbes. Naturally de-
rived antimicrobial compounds, such as those extracted from edible plant 
sources like anise, have been evaluated for their technical and economic 
feasibility in industrial-scale applications  [152,153]. These coatings 
gradually release antimicrobial agents, inhibiting the growth of spoilage 
bacteria and pathogens that may compromise product quality and safety. 
This technology not only extends shelf life but also enhances the overall 
safety and quality of the product.

8.5.	Fermentation in novel substrates
The substrate type, fermentation time and sugar type were the prima-

ry factors contributing to the significant increase in the content of bio-
active compounds, which exhibit beneficial antioxidant properties. Re-
searchers are exploring the use of alternative raw materials or substrates 
for fermentation to create new types of fermented foods. This includes 
exploring fermentation in plant-based products, grains, and unconven-
tional sources to cater to diverse dietary preferences and meet specific 
nutritional needs [154].

Emerging fermentation techniques have attracted significant atten-
tion from researchers and the food industry due to their potential to in-
tegrate traditional foods into modern diets and to enable the fermenta-
tion of unconventional substrates and food by-products. Inoculation of 
Lacticaseibacillus rhamnosus on date palm substrate facilitates increased 
bioavailability of phenolic compounds  [155]. The combination of non-
traditional substrates with specific microbial strains can result in novel 
fermented foods with enhanced nutritional profiles and improved or-
ganoleptic properties  [127]. The development of these new fermented 
products aims to promote better nutrition, sustainability, and health 

benefits [156]. Innovations in this field include the utilization of agricul-
tural by-products, biomass fermentation for protein production, the use 
of fruit seeds such as rambutan seeds, non-dairy substrates, and various 
plant parts such as roots and tubers [157].

8.6.	Scale-up of traditional process
The enlargement of microbial processes is usually carried out with 

a  commercial objective, particularly to deliver product advantages to 
consumers and to generate a financial profit for investors. Technologies 
and strategies for scaling up small-batch artisanal fermentation to larger 
production levels are being developed. Indonesian fermented foods are 
still predominantly produced by Micro, Small, and Medium Enterprises. 
This allows traditional fermented foods to be produced on a commercial 
scale while maintaining their unique characteristics. However, translat-
ing laboratory-scale advancements to large-scale production can pose 
challenges, including maintaining consistent condition and dealing with 
increased complexities [158].

Traditional fermented foods are significant sources of protein, vita-
mins, minerals, and other essential nutrients [159]. However, the limited 
application of modern biotechnology has hindered clinical exploration 
of their gut-modulating health functions [160]. Among the most under-
explored categories of traditional foods are those originating from Af-
rican and Asian countries, despite published data indicating their high 
nutritional value  [161]. The modernization and commercialization of 
these products will ultimately determine their success as mainstream 
commodities in global markets. Key priorities will include ensuring safe-
ty, meeting hygiene standards, and preserving product-specific charac-
teristics [162,163]. To commercialize traditional fermentation processes, 
industry stakeholders must address challenges related to safety and 
product consistency. Additional barriers include ethical and regulatory 
considerations, difficulties in applying research findings due to the high 
costs of effective methodologies, the expense of analyzing and interpret-
ing high-dimensional data, and the issue of low reproducibility [164,165]. 
To bring precision-fermented products to market, companies must also 
navigate a complex and diverse regulatory landscape, including frame-
works established by the FDA and EFSA in the United States and Europe, 
as well as national standards such as Indonesia’s SNI [166,167].

9.	 Conclusion
This review elucidates the pivotal role of fermentation in preserving 

Indonesia’s culinary heritage through traditional foods like tempeh, peu-
yeum, and kecap manis. Examining their origins, production methods, 
and the involvement of microorganisms, especially lactic acid bacteria, 
highlights their unique flavors and considerable nutritional benefits. The 
diverse production processes, raw material choices, and regional influ-
ences contribute to the distinct tastes in these fermented foods, enrich-
ing Indonesia’s culinary landscape and revealing cultural nuances. Amid 
globalization, safeguarding these traditional fermentation methods is 
crucial to maintain culinary authenticity and cultural heritage. Preserv-
ing these practices not only protects them from extinction but also sus-
tains cultural identity, fulfills nutritional needs, bolsters local economies, 
and promotes indigenous food resources for economic growth. Therefore, 
this study emphasizes the importance of cherishing Indonesia’s diverse 
fermented foods. This not only preserves culinary traditions but also fos-
ters cultural sustainability, celebrates culinary diversity, and supports 
overall well-being in the food industry’s broader context.
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