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Список использованных сокращений 

БИК – ближняя инфракрасная область 

БЛ – берлинская лазурь 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

БЦК – бицинхониновая кислота 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 

ГКР – гигантское комбинационное рассеяние 

ИК – инфракрасная 

ИЭТ – изоэлектрическая точка 

КР – комбинационное рассеяние 

КК – кофейная кислота 

НФ – неподвижная фаза 

ПФ – подвижная фаза 

СВЧ – сверхвысокие частоты 

СФЭ – сверхкритическая флюидная экстракция 

ТФЭ – твердофазная экстракция 

УЗ – ультразвук  

УФ – ультрафиолет 

ФЧ –Фолина-Чокальтеу 

ХГК – хлорогеновая кислота 

ХК – хинная кислота 

ЦТАБ – цетилтриметиламмония 

ABTS – 2,2′-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфокислоты) 

AgNP – наночастицы серебра 

AOA – общая антиоксидантная активность 
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DFT – теория функционала плотности 

DPPH – 1,1-дифенил-2-пикрилгидразил 

MWNT – многослойные углеродные нанотрубки 

PPO – полифенолоксидаза 
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Введение 

Актуальность темы 

Одним из приоритетных направлений развития научно-технологического 

комплекса России, определяющих здоровье населения и сохранение его генофонда, 

является переход к высокопродуктивному и экологически чистому агро- и 

аквахозяйству, создание безопасных и качественных, в том числе функциональных, 

продуктов питания. Проблема качества, пищевой ценности и безопасности пищевых 

продуктов включает не только разработку перспективных технологий, но и 

усовершенствование существующих методов химического анализа, а также 

создание новых аналитических подходов контроля пищевых систем. 

Подсолнечник является одной из наиболее ценных сельскохозяйственных 

культур, выращиваемых на территории Российской Федерации, и наиболее 

рентабельной масличной культурой. Подсолнечный шрот – важнейший вторичный 

продукт получения масла благодаря высокому содержанию сырого протеина (около 

40%), отличающегося от других масличных культур в первую очередь 

сбалансированным аминокислотным составом и практически полным отсутствием 

антипитательных веществ. 

Однако на сегодняшний день применение подсолнечного шрота в пищевой 

промышленности все еще ограниченно. Одной из главных причин является наличие 

в нем фенольных соединений (1-4%), в основном хлорогеновой кислоты, которая в 

условиях высоких значений pH и температуры легко окисляется и необратимо 

связывается с молекулами белка, придавая темно-зеленое окрашивание и 

горьковатый вкус конечному продукту. 

В связи с этим одной из ключевых целей Стратегии развития 

агропромышленного комплекса до 2030 года является создание новых технологий 

производства и переработки сельскохозяйственной продукции, а концепция 

«Цифрового сельского хозяйства» включает в себя разработку быстрых 

скрининговых методов контроля качества как исходного сырья, так и конечного 

целевого продукта. Методы колебательной спектроскопии, к которым относятся 

рамановская и ИК-спектроскопия, могут одновременно обеспечить 

недеструктивный, в ряде случаев дистанционный, мультиплексный скрининговый 

анализ при определении биологически активных веществ на разных стадиях 
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биотехнологического процесса без пробоподготовки объектов и привлечения 

высококвалифицированного персонала. 

Цель работы 

Разработка эффективных подходов к выделению белка из подсолнечного 

шрота для получения изолятов высокой степени чистоты и контролю качества сырья 

и конечного белкового продукта на содержание фенольных соединений с помощью 

методов колебательной спектроскопии. 

Для достижения поставленной цели были решены следующие задачи: 

Ø предложить способ и выбрать оптимальные условия (pH водной фазы, 

гидромодуль, температура, время, состав органической фазы) извлечения белка 

из подсолнечного шрота; 

Ø предложить подходы к предотвращению связывания молекул белка с продуктами 

окисления фенольных соединений, содержащихся в исходном сырье, в условиях 

высоких значения pH и температуры; 

Ø предложить подходы к увеличению степени извлечения белка по сравнению с 

существующими способами и повысить степень чистоты конечного белкового 

продукта; 

Ø сравнить возможности различных классических методов определения белка 

(азотометрических, спектрофотометрических) с учетом матрицы исследуемого 

растительного объекта; 

Ø разработать подходы к недеструктивному анализу сырья и конечного белкового 

продукта на содержание фенольных соединений методами ИК-, КР и ГКР 

спектроскопии. 

Научная новизна 

Разработан новый эффективный способ извлечения белка из шрота 

подсолнечника и последующего его отделения от маточного раствора в присутствии 

органических растворителей методом флотации, который позволил значительно 

повысить степень извлечения (в среднем в 1.5 раза больше по сравнению с 

литературными данными) целевого вещества до (94±1) %.  

Сочетание предложенного способа выделения белка с очисткой продукта 

методом сверхкритической флюидной CO2-экстракции позволило получить изолят 

из шрота подсолнечника с чистотой (96±1) % и значительно сократить количество 
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солевых отходов (не менее, чем в 40 раз по сравнению с литературными 

сведениями). 

Для получения белковых препаратов, не связанных с продуктами 

трансформации фенольных соединений, при извлечении белка раствором аммиака 

предложено внесение в реакционную систему антиоксиданта (бисульфита натрия), 

который предотвращает окисление указанных соединений кислородом воздуха в 

условиях высоких значений pH. 

Разработан подход для определения общего количества белка в шроте и 

белковых препаратах подсолнечника, основанный на сочетании 

автоматизированного и экспрессного азотометрического метода Дюма в тандеме со 

спектрофотометрической методом Лоури для подтверждения белковой природы 

азота в реальном образце. 

Разработан и апробирован на реальном объекте подход к недеструктивному 

анализу сырья и конечного белкового продукта на содержание фенольных 

соединений методами КР и ИК-спектроскопии. 

Предложена ГКР сенсорная система на основе медной фольги, 

модифицированной наночастицами серебра, для экспрессного определения 

хлорогеновой и кофейной кислот в объектах с белковой матрицей. 

Практическая значимость 

Разработан лабораторный способ выделения белка из подсолнечного шрота 

методом флотации, который был масштабирован в 25 раз и апробирован на пилотной 

установке в инновационном центре ООО «Бирюч-НТ».  

Разработана методика определения протеина в подсолнечном шроте с 

использованием автоматизированного и экспрессного азотометрического метода 

Дюма в тандеме со спектрофотометрическим методом Лоури для подтверждения 

белковой природы азота.  

Разработана методика определения основного фенольного соединения 

подсолнечного шрота (хлорогеновой кислоты) методом ВЭЖХ с УФ-

детектированием, которую можно использовать в качестве «золотого стандарта» для 

контроля содержания этого соединения на всех стадиях технологического процесса.  

Предложена и апробирована методика определения хлорогеновой кислоты в 

подсолнечном шроте методом ИК-спектроскопии.  
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Предложена и апробирована ГКР-сенсорная система для экспрессного 

определения хлорогеновой и кофейной кислот в объектах с белковой матрицей. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Извлечение белка из подсолнечного шрота водным раствором аммиака 

позволяет увеличить степень извлечения и сократить в 40 раз количество солевых 

отходов, а внесение в реакционную систему антиоксиданта (бисульфита натрия) 

обеспечивает получение чистых белковых препаратов, не связанных с продуктами 

трансформации фенольных соединений. 

2. Способ выделения подсолнечного белка из маточного раствора с 

использованием органического растворителя (нефраса), а также выбор оптимальных 

значений pH маточного раствора и соотношения фаз обеспечивает выход белкового 

препарата более 90 масс.%, а применение сверхкритической флюидной CO2-

экстракции в качестве дополнительной стадии очистки белка дает возможность 

получать изоляты высокой степени чистоты – (96±1) масс.%. 

3. Предложенный подход, основанный на автоматизированном и экспрессном 

азотометрическом методе Дюма в тандеме со спектрофотометрическим методом 

Лоури, позволяет определять содержание протеина как в подсолнечном шроте, так 

и в извлекаемом из него белковом препарате. 

4. Разработанная методика определения основного фенольного соединения 

подсолнечного шрота (хлорогеновой кислоты) методом ВЭЖХ с УФ-

детектированием применима в качестве «золотого стандарта» для контроля 

содержания данного фенольного соединения на всех стадиях технологического 

процесса выделения белка из подсолнечного шрота. 

5. Разработанная методика на основе метода ИК-спектроскопии обеспечивает 

недеструктивный анализ подсолнечного шрота на содержание хлорогеновой 

кислоты в диапазоне концентраций 0.5–10 мг/г, а предложенная методика на основе 

спектроскопии ГКР позволяет проводить экспрессное определение хлорогеновой и 

кофейной кислот в объектах с белковой матрицей в диапазоне концентраций 70-350 

мкг/г и 36-180 мкг/г, соответственно. 

Степень достоверности 

Полученные в ходе работы результаты подтверждались большим объемом 

экспериментальных данных, осуществлением обработки полученных результатов 
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методами математической статистики, применением современного 

спектрофотометрического, спектроскопического и хроматографического 

оборудования. 

Соответствие паспорту научной специальности 

Диссертационная работа соответствует паспорту научной специальности 

1.4.2. Аналитическая химия по областям исследований: методы химического 

анализа (химические, физико-химические, атомная и молекулярная спектроскопия, 

хроматография, рентгеновская спектроскопия, масс-спектрометрия, ядерно-

физические методы и др.); методы маскирования, разделения и концентрирования; 

анализ объектов окружающей среды; анализ пищевых продуктов.  

Апробация результатов исследования 

Основные результаты работы представлены на следующих конференциях: 

2025 год: конференция «Оптические хемо- и биосенсоры», Саратов, Россия, 

30 сентября – 2 октября 2025; XVIII Всероссийская конференция «Высокочистые 

вещества. Получение, анализ, применение», Нижний Новгород, Россия 8-10 

сентября 2025;  

2024 год: XXII Менделеевский съезд по общей и прикладной химии, 

Федеральная территория «Сириус», Россия, 7-11 октября 2024; XXVII 

Всероссийская конференция молодых ученых-химиков, Нижний Новгород, Россия 

16-18 апреля 2024; XXXI Международная научная конференция студентов, 

аспирантов и молодых ученых «Ломоносов-2024», Москва, Россия, 12-26 апреля 

2024.  

2023 год: II Всероссийская научно-практическая конференция с 

международным участием «Ресурсосберегающие и экологобезопасные процессы в 

химии и химической технологии», Пермь, Россия, 21-24 ноября 2023; XXX 

Международная научная конференция студентов, аспирантов и молодых учёных 

«Ломоносов-2023», Москва, Россия, 10-21 апреля 2023.  

2022 год: XXIX Международная научная конференция студентов, аспирантов 

и молодых ученых «Ломоносов 2022», Москва, Россия, 11-22 апреля 2022.  

2021 год: XXVIII Международная научная конференция студентов, 

аспирантов и молодых ученых «Ломоносов 2021», Москва, Россия, 12-23 апреля 
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Обзор литературы 

Глава 1. Источники растительного белка 

В последние годы популярность растительных источников белка 

демонстрирует значительный рост. Эта тенденция связана с увеличением 

численности населения и, как следствие, повышением глобального спроса на белок. 

Кроме того, растет уровень осведомленности потребителей в области пищевых 

ингредиентов, а также их интерес к натуральным, экологически чистым и 

устойчивым источникам пищевых продуктов [1]. 

Одной из перспективных идей в области питания человека является частичная 

замена белков животного происхождения на растительные белки. Считается, что 

такое изменение поможет сделать производство продуктов питания более 

устойчивым, что, в свою очередь, поможет сохранить экологическое благополучие 

планеты [2]. 

Согласно исследованиям, белки из растительных источников неполноценны, 

так как в них не хватает некоторых незаменимых аминокислот. Например, 

аминокислотный профиль белков зерновых культур характеризуется дефицитом 

лизина, а бобовых – метионина, цистина и триптофана [3]. Хотя диеты на основе 

белков растительного происхождения не могут полностью заместить мясные 

продукты, они обладают широким спектром полезных для организма человека 

свойств. В частности, растительные белки не содержат холестерина, в то время как 

многочисленные исследования указывают на потенциальную связь между высоким 

потреблением белков животного происхождения и проблемами со здоровьем [4]. 

Интерес к развитию альтернативных источников белка связан не только с 

возможностью обеспечения потребителей разнообразными продуктами питания, но 

и с необходимостью решения проблем экологической устойчивости [5]. 

Животноводство вносит значительный вклад в изменение климата.  Огромное 

потребление водных ресурсов приводит к истощению пресной воды, а выбросы 

парниковых газов – к глобальному потеплению. Кроме того, животноводство 

неэффективно использует ценные земельные ресурсы, поскольку значительные 

площади сельскохозяйственных угодий отводятся под производство кормов для 

скота, а не непосредственно для питания людей [6]. 
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Таким образом, в поисках альтернативных решений для удовлетворения 

растущих потребностей населения в белке все больше внимания уделяется замене 

белка животного происхождения на растительные аналоги.  Так, в последние годы 

ускорилась разработка новых аналогов мяса, а некоторые из наиболее 

перспективных альтернатив основаны на белках из растительных источников, таких 

как соя и горох. Кроме того, расширился рынок заменителей молочных продуктов.  

При этом правильное сочетание растительных белков может обеспечить 

поступление достаточного количества незаменимых аминокислот, необходимых для 

организма человека. Ключевыми источниками растительного белка в настоящее 

время являются бобовые, зерновые и масличные (рапс, лен, подсолнечник) культуры 

[7]. 

1.1 Бобовые культуры 

Бобовые культуры (соя, горох, нут, чечевица) обладают рядом экологических 

преимуществ: минимальная потребность в удобрениях, низкий углеродный след и 

пищевые отходы, низкая себестоимость [8]. Кроме того, бобовые являются богатым 

источником биологически активных соединений, таких как полифенолы и пищевые 

волокна [9]. 

Бобовые богаты белком (20-25%), обладающим ценными питательными и 

функциональными свойствами (растворимость, способность к эмульгированию и 

пенообразованию). Они также содержат и антипитательные вещества (ингибиторы 

ферментов, фитиновую кислоту, танины, оксалаты, сапонины), которые могут 

оказывать нежелательное воздействие усвоение белка и здоровье человека [10]. 

Однако в ходе технологического процесса предварительной обработки 

(дегуллирования, вымачивания, варки и т.д.) содержание этих соединений, как 

правило, снижается [11]. 

Соя, относящаяся к числу важнейших сельскохозяйственных культур, как 

источник растительного масла занимает второе место в мире. Бобы сои включают в 

себя около 35-40% сырого протеина, 20% липидов, 9% пищевых волокон и 8.5% 

влаги [12]. Благодаря высокому содержанию белка большая часть обезжиренного 

соевого шрота используется в качестве корма для животных, а небольшая часть 

перерабатывается в различные виды соевых белковых продуктов для потребления 

человеком [13]. Cбалансированный аминокислотный состав делают сою важным 
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источником растительного белка, обладающим большим потенциалом для замены 

белков животного происхождения в рационе человека [7]. 

В соевом белке присутствуют две основные фракции: 7S (β-конглицинин) и 

11S (глицинин) глобулины, составляющие около 80-90% всех протеинов [12]. 

Kitamura K. в своей работе [14] сообщает, что глицинин содержит больше таких 

незаменимых аминокислот, как метионин и цистеин, чем β-конглицинина, а в статье 

Yamauchi F. и др. [15] утверждается, что глицинин является лучшим 

гелеобразователем, а β-конглицинин проявляет более сильные эмульгирующие 

свойства, чем глицинин. 

Однако именно глицинин и β-конглицинин являются наиболее изученными 

аллергенными белками сои. Кроме того, к антипитательным факторам относят 

соевый агглютинин и ингибиторы протеазы сои [16]. Соевый агглютинин – это 

гликопротеин с молекулярной массой около 120 кДа, который может привести к 

плохому усвоению пищи и ухудшению роста, а ингибиторы протеазы сои могут 

подавлять активность трипсина или одновременно трипсина и химотрипсина [17]. В 

связи с этим необходимы дополнительные исследования для установления, какие 

антипитательные компоненты сои способны причинить вред здоровью человека 

после термической обработки или других технологических приемов. 

Основными продуктами, производимыми из сои, являются соевая мука, 

концентрат и изолят соевого белка, текстурированные и гидролизованные соевые 

белки. На рисунке 1 представлена принципиальная блок-схема извлечения и 

переработки соевого белка. Концентрат соевого белка, который производится из 

обезжиренных соевых хлопьев после удаления большей части растворимых 

соединений клеточной стенки, содержит более 65% сырого протеина. Наиболее 

очищенной формой соевого белка является изолят (более 90% сырого протеина), 

получаемый посредством щелочной экстракции и последующего осаждения в 

изоэлектрической точке [7]. 
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Рисунок 1. Блок-схема технологического процесса извлечения и переработки белка 
из соевых бобов [7]. 

Семена гороха содержат около 20-25% протеина, 40-50% крахмала и 10-20% 

клетчатки [7]. К второстепенным компонентам относятся витамины, минералы, 

сапонины, фитиновая кислота, полифенольные соединения и витамины группы B. 

Гороховый белок считается высококачественным растительным белком и 

функциональным ингредиентом в пищевой промышленности благодаря своей 

низкой аллергенности, высокому содержанию протеина, дешевизне и доступности 

культуры. Кроме того, гороховый белок обладает отличными функциональными 

свойствами, такими как растворимость, водо- и маслоудерживающая способность, 

способность к эмульгированию, гелеобразованию и вязкость [18]. 

Изолят горохового белка в основном из глобулинов – легуминов (11S), 

вицилинов (7S) и конвицилинов (8S) и водорастворимых альбуминов. Остальные 

белки гороха (проламин и глютелин) обычно присутствуют в незначительных 

количествах (~5 масс.%) [19]. При этом вицилин и конвицилин являются 
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потенциально аллергенными белками [20]. Тем не менее, они могут быть 

дезактивированы во время тепловой обработки и ферментативного переваривания в 

желудочно-кишечном тракте [8]. 

Гороховый белок имеет хорошо сбалансированный аминокислотный 

профиль, содержащий большое количество лизина [6]. Глобулины гороха, как 

правило, содержат много аргинина, фенилаланина, лейцина и изолейцина, в то время 

как альбуминовая фракция отличается высоким содержанием триптофана, лизина и 

треонина [20]. 

Z. Ma и др. в работе [21] использовали гороховый белок в качестве 

эмульгатора для замены яичного желтка в салатных заправках. Авторы показали, что 

изолят белка гороха можно использовать для производства салатных заправок с 

физическими свойствами, аналогичными коммерческим заправкам на основе яиц. K. 

Shevkani и N. Singh [22] установили, что гороховый белок подходит для 

приготовления безглютеновых кексов, по характеристикам сопоставимых с кексами 

из пшеничной муки. 

1.2 Зерновые культуры 

Зерновые – самая важная группа культур с точки зрения общего производства 

и вклада в рацион питания человека. По данным FAO (Продовольственная и 

сельскохозяйственная организация ООН) в период 2019-2021 годов общее годовое 

производство всех зерновых составило более 3000 млн тонн, причем почти 90% от 

этого объема пришлось на три культуры: кукурузу (около 1170 млн тонн), рис (около 

770 млн тонн) и пшеницу (около 764 млн тонн). Хотя белки семян зерновых 

являются частью рациона человека на протяжении тысячелетий, спрос на продукты 

питания из растительных источников приводит к увеличению их потребления, как в 

традиционном виде, так и после обработки с целью имитации продуктов на основе 

животных белков [23]. 

Кроме того, все больший интерес вызывают белки псевдозерновых. По 

содержанию протеина превдозерновые превосходят практически все зерновые и 

сравнимы с такими бобовыми, как соя и фасоль (таблица 1). Амарант, киноа и 

гречка рекомендованы Всемирной гастроэнтерологической организацией для 

больных целиакией, так как они не содержат глютен. Кроме того, все эти 

безглютеновые злаки рекомендуются в качестве базовых ингредиентов для 
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использования в производстве детского питания как альтернатива рису из-за их 

низкой аллергенности [24]. 

Таблица 1. Содержание протеина в зерновых и псевдозерновых культурах [25] 

Культура Содержание протеина, % 

Пшеница 8.0-17.5 

Кукуруза 8.8-11.9 

Рис 6.6-8.4 

Ячмень 7.0-14.6 

Овес 8.7-16.0 

Рожь 8.0-17.7 

Гречиха 21.6-25.3 

Амарант 11.7-18.4 

Киноа 13.0-14.0 

Помимо белка зерновые также являются богатым источником полифенольных 

соединений, кальция, пищевых волокон, липидов, и крахмала. Рисовый белок 

считается очень ценным благодаря высокому содержанию незаменимых 

аминокислот, а также гипохолестеринемическим (снижает уровень холестерина в 

крови) и гипоаллергенным (снижает риск возникновения аллергических реакций) 

свойствам [26]. Gamel T.H. и др. [27] сообщили, что амарант и киноа являются 

хорошими источниками рибофлавина, витамина С и, в особенности, фолиевой 

кислоты и витамина Е. 

1.3 Масличные культуры 

Содержание белка в обезжиренном шроте масличных культур зависит от вида 

семян и составляет от 35 до 60% (в пересчете на сухое вещество). При этом шроты 

содержат антипитательные соединения, такие как олигосахариды, ингибиторы 

трипсина, фитиновую кислоту, танины, и обладают низкой растворимостью белка, 

что может ограничить применение в пищевых целях [28]. 

Рапс, являясь второй по объему производства масличной культурой в мире, 

обладает высоким потенциалом в качестве источника растительного белка, что 

обусловлено его высокой питательной ценностью и технико-функциональными 

свойствами. В настоящее время побочные продукты производства рапсового масла 
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(обезжиренный шрот и жмых) находят основное применение в качестве кормовой 

базы в животноводстве и птицеводстве. При этом, до сих пор нет сведений об 

использовании рапса как источника пищевых ингредиентов в промышленных 

масштабах, хотя он содержит от 17 до 28% сырого протеина, способного 

удовлетворить потребности человека в заменимых и незаменимых аминокислотах 

[29]. 

Преобладающими белками рапса являются 11S глобулин (круциферин) и 2S 

альбумин (напин) с молекулярными массами 300-350 кДа и 12-16 кДа, 

соответственно [2]. Согласно Akbari и Wu, выделение белка из рапса представляется 

сложной задачей. Это связано в основном с широким спектром протеинов, 

обладающих различными свойствами, а также с наличием антипитательных 

веществ, в числе которых глюкозинолаты, фенольные соединения (синапин и 

конденсированные танины), фитаты и клетчатку [30]. 

Согласно исследованию Oskoueian и др. [31], в состав рапсового шрота входят 

такие фенольные соединения, как галловая и сиринговая кислоты, а так же 

флавоноидов – апигенина, кемпферола и нарингенина (рисунок 2). Guo Y. и др. [32] 

выяснили, что синапин оказывает положительный эффект на состояние организма 

человека благодаря своим антиоксидантным, противоопухолевым и 

антимутагенным свойствам. 

а)        б)  

в)  г)   д)  

Рисунок 2. Структурные формулы а) галловой и б) сиринговой кислот, в) апигенина, 
г) каемпферола, д) нарингенина. 

Однако несмотря на полезные свойства именно фенольные соединения в 

рапсовом шроте отвечают за темный цвет, вяжущий и горький вкус, в связи с чем 



 20 

возможности его использования как белковой добавки в пищевой промышленности 

имеет ряд ограничений [32]. 

Среди масличных культур подсолнечник занимает третье место в мире по 

валовому сбору, четвертое место по объемам производимого из него масла и третье 

– по производству масличного шрота среди других источников белка.  Одним из 

побочных продуктов процесса извлечения масла является подсолнечный шрот, 

который имеет высокое содержание сырого протеина (40-50%), что делает его 

привлекательным источником растительного белка [33]. 

Белок подсолнечного шрота не содержит антипитательных компонентов 

(таких как ингибиторы протеаз, цианогены и глюсозинолаты), а его аминокислотный 

состав, за исключением лизина, соответствует стандарту FAO (Продовольственная 

и сельскохозяйственная организация ООН) [34]. Кроме того, такой белок на 70-85% 

состоит из 11S-глобулинов (Helianthinin) и 2S-альбуминов (SFA) и, следовательно, 

обладает хорошей растворимостью, что открывает широкие возможности для его 

использования в качестве пищевого ингредиента [33]. 

Подсолнечный шрот содержит значительное количество кальция, фосфора и 

витаминов группы B, таких как никотиновая кислота, тиамин, пантотеновая кислота, 

рибофлавин и биотин [35]. Кроме того, подсолнечник богат фенольными 

соединениями (1-4 масс.%), 70% которых составляют хлорогеновая, кофейная и 

хинная кислоты (рисунок 3). Остальными полифенолами являются п-

гидроксибензойная, м-гидроксибензойная, п-кумаровая, коричная, ванилиновая и 

сирингиновая кислоты [36]. 

 

Рисунок 3. Структурные формулы а) хлорогеновой кислоты, б) кофейной кислоты, 
в) хинной кислоты. 

Однако высокое содержание полифенолов в подсолнечном шроте, несмотря 

на их потенциальную пользу для здоровья человека, сдерживает широкое 

а) б) в) 
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применение данного растительного сырья в качестве источника пищевого белка. 

Фенольные соединения, в частности, хлорогеновая кислота, образуют комплексы с 

белками, снижая их перевариваемость и усвояемость [33]. 
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Глава 2. Характеристика белка подсолнечника и способы его извлечения 

2.1 Общие сведения о подсолнечном шроте 

Несмотря на богатство питательных веществ, остатки масличных культур 

обычно утилизируются или используются в качестве корма для домашних 

животных. Однако они могут стать богатым и экономически выгодным источником 

белка для потребления человеком. Белок подсолнечного шрота является одним из 

наиболее перспективных белков масличных культур благодаря его широкой 

доступности, высокому содержанию протеина и относительно низкой стоимости 

[37]. В 2023 году мировое производство подсолнечного шрота составило рекордные 

22.3 млн тонн и имеет тенденцию к росту (рисунок 4) [38]. 

  
Рисунок 4. Мировое производство подсолнечного шрота за 2021-2023 год.  

Подсолнечный шрот содержит до 50% легкоусвояемого протеина (в 

зависимости от эффективности дегулирования и степени извлечения масла), 

который не содержит антипитательных компонентов (таких как ингибиторы 

протеаз, цианогены и глюсозинолаты) и имеет хорошо сбалансированный 

аминокислотный состав, близкий к идеальному [39]. Кроме того, шрот 

подсолнечника содержит около 23% клетчатки, фосфор, витамины группы В 

(тиамин, рибофлавин, холин и др.), токоферол, и другие минеральные вещества. 

Подробный химический состав представлен в таблице 2 [33]. 

 

 



 23 

Таблица 2. Химический состав и питательная ценность подсолнечного шрота (в 
пересчете на 1 кг) 

Показатели Значение Показатели Значение 

Кормовые единицы, кг 1.03 Магний, г 5.1 

Сухое вещество, г 90 Натрий, г 3.3 

Сырой протеин, г 429 Железо, г 332 

Лизин, г 14.2 Медь, мг 24.1 

Метионин+цистин, г 16.7 Цинк, мг 40.8 

Сырая клетчатка, г 144 Марганец, мг 48.5 

Крахмал, г 28 Кобальт, мг 0.42 

Сахара, г 52.6 Йод, мг 0.66 

Биологические 

экстрактивные вещества 

(БЭВ), г 

224 Витамин D (кальциферол), 

тыс. МЕ 

5 

Сырой жир, г 37 Витамин E (токоферол), мг 3 

Кальций, г 3.6 Витамин В1 (тиамин), мг 7 

Калий, г 8 Витамин В2 (рибофлавин), 

мг 

3 

Фосфор, г 12.2 Витамин В4 (холин), мг 2200 

Витамин В3 (пантотеновая 

кислота), мг 

13 Витамин В5 (никотиновая 

кислота), мг 

159.5 

Переваримый протеин, г 389 Каротин, мг 3 

2.2 Характеристика белка подсолнечного шрота 

Несмотря на существующие недостатки, все чаще рассматривается 

возможность применения белка подсолнечного шрота в качестве пищевой добавки, 

в частности, для обогащения хлебобулочных изделий. Благодаря своему 

аминокислотному составу (таблица 3) этот растительный белок служит ценным 

источником как незаменимых, так и заменимых аминокислот [33]. 
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Таблица 3. Сравнение аминокислотного профиля белков подсолнечного шрота и 
сои [40]. 

Аминокислота Содержание, г/100 г белка 

Белок подсолнечного шрота Соевый белок 

Незаменимые аминокислоты 

Валин 7.9-8.6 3.9-10.0 

Лейцин 5.6-6.2 6.7-9.8 

Изолейцин 2.6-3.2 4.3-6.7 

Лизин 2.0-2.4 1.3-7.8 

Метионин 0.6-2.2 1.1-2.8 

Треонин 2.3-3.3 2.3-4.4 

Триптофан 0.9-1.2 1.1-4.8 

Фенилаланин 3.0-3.5 2.4-9.7 

Заменимые аминокислоты 

Аланин 5.0-5.5 3.0-4.5 

Аргинин 8.5-9.6 6.7-9.4 

Аспарагиновая кислота 9.8-10.5 4.9-12.0 

Гистидин 3.1-3.4 2.3-8.8 

Глицин 4.9-8.3 3.9-7.6 

Глутаминовая кислота 25.4-26.9 13.7-17.7 

Пролин 5.1-5.7 2.7-6.6 

Серин 4.5-5.3 3.3-5.7 

Тирозин 1.3-1.8 2.2-4.5 

Цистеин 0.4-0.9 0.8-0.9 

В отличие от других растительных протеинов аминокислотный состав 

подсолнечного шрота характеризуется высоким содержанием почти всех заменимых 

аминокислот и лишь незначительно дефицитен по лизину и треонину. 

Глобально, белки часто классифицируют в соответствии со схемой Осборна 

[41] на глобулины (растворимы в солевых растворах), альбумины (растворимы в 

воде), проламины (растворимы в спирте), и глютелины (растворимы в щелочных 

растворах). Согласно этой классификации основными белками подсолнечника 
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являются глобулины (40-90%) и альбумины (10-30%), а глютелины и проламины 

являются лишь незначительными фракциями. Согласно еще одной классификация 

белков – по коэффициенту седиментации – белки подсолнечника разделяют на 11S-

глобулины (Helianthinin) и 2S-альбумины (SFA) [33]. 

Гелиантинин (helianthinin) представляет собой глобулярный олигомерный 

белок с молекулярной массой 300-350 кДа. Наиболее принятая в настоящее время 

модель гелиантинина (11S) при нейтральном рН представляет собой шесть 

сферических субъединиц, расположенных в тригональной антипризме [9]. В 

условиях, обычно используемых для выделения белков (щелочные значения pH), 

гелиантинин присутствует в основном в 11S-форме, поэтому в литературе принято 

называть 11S-структуру молекулой гелиантинина. Однако, в зависимости от pH, 

ионной силы, температуры и концентрации белка, гелиантинин может также 

находиться в формах 15-18S, 7S или 3S [33]. 

Подсолнечные альбумины (SFAs) – это белки с молекулярной массой от 10 

до 18 кДа.137-141 Выделяют два типа: метионин-богатые и метионин-бедные 

альбумины. В отличие от 2S-альбуминов семян других видов, состоящих из двух 

цепей, соединенных дисульфидными связями, подсолнечные альбумины состоят из 

одной полипептидной цепи [33]. 

Белок подсолнечного шрота может проявлять хорошие технико-

функциональные характеристики (эмульгирующие, пенообразующие, желирующие 

и связывающие свойства), которые делают его пригодными для включения в 

пищевые рецептуры, особенно в продукты нового поколения на растительной 

основе [42]. 

2.3 Технико-функциональные характеристики подсолнечного белка 

Способность белков стабилизировать пищевые системы зависит от таких 

характеристик, как растворимость, эмульгирующая способность, гелеобразование и 

пенообразование. Именно эти параметры определяют текстуру, стабильность, срок 

хранения и органолептические свойства белковых продуктов. На функциональные 

характеристики белков влияет их структура, аминокислотный состав, заряд, 

соотношение и распределение гидрофобных и гидрофильных субъединиц, а также 

физические факторы: pH и ионная сила [43]. 
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Растворимость белка является определяющим условием его 

функциональности. На взаимодействие белка с водой, а также его 

влагоудерживающую способность влияет конфигурация белковой молекулы, 

количество заряженных группы, концентрация, pH и ионная сила. С ростом 

растворимости увеличивается вязкость, способность к эмульгированию, 

пенообразованию и гелеобразованию [44]. 

В большинстве исследований максимальная растворимость подсолнечного 

белка наблюдается в диапазоне pH 8-12, при этом наилучшей растворимостью 

альбумины обладают при pH около 2 [45, 46]. Однако ряд исследований [47, 48] 

указывает на повышение растворимости белка в кислой среде при увеличении 

концентрации хлорида натрия. Также известно, что наличие фенольных соединений 

снижает растворимость белков. При этом в ряде исследований установлено, что 

дефенолизация приводит к еще большему ухудшению растворимости [49, 50], в 

связи с чем до сих пор не установлено истинное влияние фенольных соединений на 

растворимость белка подсолнечного шрота. 

Подсолнечный белок обладает выдающейся эмульгирующей способностью, 

что позволяет использовать его в пищевой промышленности в качестве 

альтернативы другим эмульгаторам [43]. В независимых исследованиях Lin и др. 

[51] и Sosulski и Fleming [52] при сравнении эмульгирующих свойств подсолнечного 

и соевого протеина пришли к выводу, что белок подсолнечника эмульгируюет масло 

лучше, чем соевый белок. 

Salgado и др. [53] изучали влияние pH и ионной силы на эмульгирующую 

способность белков подсолнечного шрота и выяснили, что оптимальная 

эмульгирующая активность и стабильность наблюдаются при pH около 3 и при 

добавлении 80 мМ NaCl. Кроме того, Pickardt и др. [54] установили, что 

подсолнечный альбумин обладает более высокой эмульгирующей способностью, 

гелиантинин. 

Гелеобразующая способность белков влияет на реологические свойства 

некоторых пищевых продуктов, которые являются важными показателями качества. 

Белки образуют гель благодаря трехмерной сети межмолекулярных 

взаимодействий. Известно, что степень удаления фенольных соединений влияет на 

способность белков к образованию геля [43]. Malik и Saini [55] выяснили, что в 
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присутствии фенольных соединений образуются менее эластичные гели с более 

высокой вязкостью. 

Еще один показатель, влияющий на гелеобразование – pH. Sanchez и Burgos 

[56] сообщили, что качество гелевых структур белка подсолнечника увеличивается 

с ростом концентрации, температуры и времени термической обработки. 

Пенообразующая способность различных фракций подсолнечного белка 

может отличаться. Так, альбумины обладают более высокой способностью к 

пенообразованию и образуют более стабильную пену, чем глобулины [54]. pH также 

оказывает значительно влияние на пенообразующую способность белков: согласно 

Salgado и др. [53] максимальная стабильность пены подсолнечного белка 

наблюдается в диапазоне pH 7-9. 

Белок подсолнечного шрота является перспективной альтернативой 

пенообразователям на растительной основе. В недавних работах [57] и [58] 

обнаружено, что подсолнечный белок обладает лучшей пенообразующей 

способностью и стабильностью по сравнению с соевым белком. 

Технико-функциональные свойства подсолнечного белка активно изучаются 

в течение последних десятилетий, а обзор результатов показывает, что 

подсолнечный шрот является перспективным альтернативным источником белка 

для создания структуры и стабилизации сложных пищевых систем. 

2.4 Методы получения белковых концентратов и изолятов 

В настоящее время белок из масличных семян и продуктов их переработки 

получают двумя основными способами. «Сухой» способ, или турбосепарация, 

заключается в выделении сырого протеина из измельченного сырья с его 

последующим фракционированием в воздушном потоке [59]. Основными 

недостатками данного метода является низкий выход белка и большое содержание 

клетчатки в конечном белковом продукте, что снижает его питательную ценность 

[60]. Вторым и наиболее распространенным способом получения белка является 

«мокрый» способ. Он заключается в экстракция белка из продуктов переработки 

семян подсолнечника – шротов и жмыхов. В зависимости от степени чистоты 

конечные продукта классифицируют на белковые концентраты (65-90% белка) и 

изоляты (90-95% белка) [61]. 
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По классической технологии получение концентратов начинают с очищения 

и измельчения семян, после чего их смешивают с водой для образования белковой 

дисперсии. Затем дисперсию разделяют, а из образовавшегося экстракта осаждают 

белок [62]. Современные способы получения изолятов основаны на экстракции 

белка щелочным раствором и последующее его осаждение в изоэлектрической точке 

с помощью кислоты [59]. 

W. Neumuller [63] разработал способ выделения белка, основанный на 

противоточной ферментативной обработке протеазой и последующим кислотным 

осаждением. Barker, Green и Xu [64] предложили схему непрерывной экстракции 

белка с последующим концентрированием экстракта. Полученный 

концентрированный раствор смешивают с холодной водой для образования мицелл, 

которые осаждают в отстойнике в виде белковой массы. 

В 2008 году Лобанов В.Г. и др. [65] запатентовали способ получения изолята 

белка подсолнечного шрота. Исходное сырье обрабатывают раствором NaCl, после 

чего нерастворимый твердый остаток отделяют фильтрованием, а полученный 

экстракт обрабатывают 3-5% раствором янтарной кислоты для осаждения белка. 

Предлагаемый способ позволяет получить целевой продукт светлого цвета с 

высоким содержанием белка. Классическая блок-схема получения белковых 

препаратов подсолнечника представлена на рисунке 5. 

 

Рисунок 5. Блок-схема производства белковых концентратов и изолятов. 
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Основным технологическим недостатком существующих методов получения 

подсолнечных концентратов и изолятов является потребность в применении 

щелочей, кислот и солей высоких концентраций, так как их последующее удаление 

из конечного продукта требует многостадийной промывки. Использование 

большого количества воды, в свою очередь, делают технологии экономически 

неэффективными и экологически небезопасными, что ограничивает их практическое 

применение. 

Кроме того, все вышеперечисленные технологии позволят получать белок, 

пригодный в основном для использования в комбикормах, из чего следует, что 

разработка подходов к переработке вторичного сырья подсолнечника в белковые 

концентраты и изоляты, предназначенные для пищевой промышленности, является 

актуальной и перспективной задачей современной науки. 
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Глава 3. Фенольные соединения подсолнечного шрота 

Термин «фенолы» охватывает около 8000 встречающихся в природе 

соединений, которые имеют одну общую структурную особенность – ароматическое 

кольцо, функционализированное несколькими гидроксильными группами. Согласно 

современной классификации, основанной на количестве субъединиц, фенолы делят 

на простые фенолы и полифенолы [66]. Полифенолы содержат несколько OH-групп, 

присоединенных к одному или нескольким ароматическим циклам, и встречаются в 

растениях как в свободном виде, так и в виде эфирных и гликозидных производных 

[67]. 

Растительные фенолы являются наиболее распространенными вторичными 

метаболитами, продуцируемыми в основном шикиматным путем из L-фенилаланина 

и L-тирозина (рисунок 6) [68]. Именно вторичные метаболиты отвечают за запах, 

цвет и вкус продуктов. Хорошо известно, что фенольные соединения выполняют 

множество функций, включая рост, развитие и защиту растений, также они 

признаны сильными природными антиоксидантами, обладающими 

противовоспалительными, противораковыми, противомикробными, 

противоаллергическими, противовирусными, антитромботическими и 

гепатопротекторными свойствами [69]. 

 

Рисунок 6. Схема синтеза фенольных соединений по шикиматному пути. 
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Термин «фенольные кислоты» относится к фенолам, содержащим одну 

карбоксильную группу. Их основными природными источниками являются семена, 

фруктовая кожура и листья овощей, где они накапливаются в наибольших 

концентрациях. Большинство фенольных кислот существуют в растениях в 

связанных формах (амиды, эфиры, гликозиды) и редко встречаются в свободном 

виде. Различают две основные группы: гидроксибензойные и гидроксикоричные 

кислоты (рисунок 7) [70]. 

 

Рисунок 7. Структурные формулы а) гидроксибензойных и б) гидроксикоричных 
кислот. 

Гидроксибензойные кислоты, имеющие общую структуру C6-C1 и 

являющиеся производными бензойной кислоты, обнаруживаются в растениях в 

конъюгированной с сахарами или органическими кислотами форме или в виде 

лигнина в составе клеточной стенки. Они содержатся в незначительных количествах 

в таких продуктах, как красные фрукты, лук, черная редька и т.д. К наиболее 

распространенным соединениям этой группы относятся п-гидроксибензойная, 

протокатеховая, ванилиновая и сирингиновая кислоты [71]. 

Гидроксикоричные кислоты, являющиеся производными коричной кислоты, 

часто встречаются в пищевых продуктах в виде простых эфиров с хинной кислотой 

или глюкозой. Например, кофейная и хинная кислоты образуют хлорогеновую 

кислоту (кофеил-3-хинную), присутствующую во многих фруктах, кофе и семенах 

подсолнечника. Схема ее синтеза представлена на рисунке 8 [72]. К наиболее 

распространенным представителям этого класса также относят феруловую, 

кофейную, п-кумаровую и синаповую кислоты [73]. 

а) б) 
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Рисунок 8. Схема синтеза хлорогеновой кислоты из глюкозы. 

Фенольные соединения составляют около 4 масс.% подсолнечного шрота, 

причем доминирующим компонентом (свыше 70%) является хлорогеновая кислота 

[74]. Еще в 1897 году Osborne и Campbell [75] описали наличие органического 

соединения в семенах подсолнечника, которое они назвали «helianthotannic acid», и 

объяснили темный цвет своего белкового продукта присутствием в нем этого 

соединения. Позже Gorter [76] идентифицировал это соединение как хлорогеновую 

кислоту, а Rudkin и Nelson [77] определили структуру соединения как эфир 

кофейной и хинной кислот. 

Хлорогеновая кислота в подсолнечном шроте находится преимущественно в 

свободной форме (около 61%). При этом именно наличие связанной с молекулами 

белка хлорогеновой кислоты в готовых белковых препаратах ограничивает 

использование подсолнечного протеина в пищевой промышленности. 

3.1 Фенол-белковые взаимодействия 

Исследование взаимодействия между фенольными соединениями и белками 

является актуальной научной задачей. Экспериментально установлено, что такое 

взаимодействие положительно влияет на стабилизацию белковых коллоидных 

систем. В частности, Sarker и др. [78] и Rossetti и др. [79] зафиксировали улучшение 

пенообразования и устойчивости систем «белок-ПАВ» вследствие сшивания 

белковых молекул фенолами в адсорбированном слое. 

Однако помимо полезных эффектов, фенол-белковые взаимодействия могут 

иметь и негативные последствия. Во-первых, в результате таких реакций образуются 

нерастворимые агрегаты, которые выпадают в осадок и при употреблении в пище 

вызывают неприятное ощущение шероховатости и стянутости неба. Во-вторых, 
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взаимодействие между фенольными соединениями и белками может привести к 

появлению зеленого окрашивания у конечных продуктов. В-третьих, полифенолы 

негативно влияют на переваримость белка из-за разрушения незаменимых 

аминокислот и ингибирования протеолитических и гликолитических ферментов 

[80]. В результате, фенол-белковые взаимодействия приводят к значительным 

сложностям валоризации белков из растительных источников и побочных продуктов 

агропромышленного комплекса [81] и, в частности, ограничивают использование 

подсолнечного шрота в пищевой промышленности [82]. 

Фенольные соединения могут соединяться с белками двумя различными 

способами: нековалентно (водородные связи, ионные и гидрофобные 

взаимодействия) и ковалентно (окисление до хинонов). При этом окисление 

фенольных соединений до хинонов может происходить либо химически в щелочных 

условиях, либо ферментативно в присутствии полифенолоксидазы (PPO) [74]. 

Нековалентные взаимодействия 

Нековалентные взаимодействия между молекулами белков и фенольных 

соединений, приводящие к образованию фенол-белковых конъюгатов, обычно 

являются обратимыми и осуществляются в основном за счет гидрофобных 

водородных связей. В частности, атом водорода гидроксильной группы фенола 

способен образовывать водородную связь с карбонильными группами белка 

(рисунок 9а). Помимо этого, водородная связь может возникать между водородом 

OH-группы фенола и азотом NH-группы или кислородом OH-группы белка, 

соответственно. Гидрофобные аминокислотные остатки белковой молекулы 

преимущественно взаимодействуют с неполярным ароматическим кольцом фенола 

(рисунок 9б). Ионные связи в реакциях фенол-белковых взаимодействий играют 

незначительную роль. Одним из немногих примеров является взаимодействие 

положительно заряженной ε-аминогруппы лизина с отрицательно заряженной OH-

группой фенола (рисунок 9в) [80]. 
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Рисунок 9. Нековалентные фенол-белковые взаимодействия с помощью а) 
водородных связей, б) гидрофобных связей, в) ионных связей. 

Ковалентные взаимодействия 

Фенольные соединения подвержены как ферментативному, так и 

неферментативному окислению в присутствии кислорода. Наличие катехолового 

фрагмента (двух орто-гидроксильных групп в ароматическом кольце) в структуре 

хлорогеновой кислоты обеспечивает ее способность к ферментативному окислению 

до о-хинона (рисунок 10). Этот процесс приводит к образованию электрофильных 

производных, способных вступать в реакции нуклеофильного присоединения с 

молекулами белка [83]. 

а) 

б) 

в) 
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Рисунок 10. Схема реакций окисления хлорогеновой кислоты до хинона. 

Позеленение наблюдается при взаимодействии аминокислот подсолнечника с 

хлорогеновой кислотой, но не при реакции аминокислот с этил п-кумаратом, этил 

ферулатом или этил 3,4-дигидроксибензоатом. Это указывает на необходимость 

наличия как о-дифенольной, так и циннаматной молекулы для образования пигмента 

[84]. Хиноны хлорогеновой кислоты являются электротрофилами и могут 

ковалентно связываться с нуклеофильными тиоловыми или аминогруппами белков. 

В отсутствие аминокислот свободные радикалы реагируют друг с другом, образуя 

коричневые полимерные пигменты [85]. На рисунке 11 иллюстрируется процесс 

димеризации двух молекул хлорогеновой кислоты с последующим их окислением 

до хинона, после чего происходит реакция присоединения аминокислоты, 

завершающаяся нуклеофильной циклизацией с образованием зеленого пигмента – 

тригидроксибензакридина (TBA) [74]. 

 

Рисунок 11. Схема окисления хлорогеновой кислоты, приводящая к образованию 
зеленого пигмента. 

Namiki и др. [86] и Yabuta и др. [87] идентифицировали 

тригидроксибензакридин, окрашенный в зеленый цвет и обнаруживаемый при 685 

нм. Появление зеленого пигмента наблюдали только при взаимодействии с 
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глицином, аланином, гистидином, фенилаланином, глутамином и ε-аминогруппой 

лизина. В то же время аммиак, вторичные и третичные амины образовывали 

соединения с коричневой окраской. 

К неферментативным способам образования ковалентной связи также 

относится радикальная сшивка (рисунок 12). В ходе данного процесса аскорбиновая 

кислота и пероксид водорода выступают в качестве окислительно-

восстановительной пары, инициирующей реакцию [88]. Гидроксильные радикалы 

окисляют аминокислоты боковой цепи белка, после чего локализованные на 

белковых молекулах радикалы взаимодействуют с полифенолами, образуя 

ковалентную связь [89, 90]. 

 

Рисунок 12. Схема механизма радикальной сшивки белков с полифенолами. 

Как орто-дифенол, хлорогеновая кислота является хорошим субстратом для 

ферментативного окисления полифенолоксидазой (PPO). Оптимальный pH для PPO 

подсолнечника составляет около 7.9, при этом очень высокие и низкие значения pH 

препятствуют протеканию ферментативной реакции из-за неправильных 

конформаций активного участка [74]. В сложных пищевых системах меньше 

заряженных остатков аминокислот, способных вступать в реакции нуклеофильного 

присоединения при кислом значении pH, поэтому нестабильные хиноны быстро 
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вступают в реакцию полимеризации друг с другом. Эти полимеры меланина 

ответственны за «подрумянивание», наблюдаемое у разрезанных фруктов и овощей, 

и представляют собой проблему качества для пищевой промышленности [91]. 

После ферментативного окисления может происходить неферментативное, 

особенно в щелочной среде. Если белковые препараты (подсолнечные концентраты 

и изоляты), содержащие хлорогеновую кислоту, используются в продуктах с 

нейтральным или кислым pH без дополнительной термической обработки, они 

должны сохранять нейтральный цвет. Однако в условиях щелочного pH происходит 

медленное образование зеленого окрашивания, ускоряющегося при нагревании [74]. 

Saeed и Cheryan [83] впервые обнаружили, что взаимодействие белков с 

хлорогеновой кислотой зависит от pH среды. При pH 9 связывание осуществляется 

преимущественно через водородные и ковалентные связи, при pH 7 основную роль 

играют ионные связи, а при pH 5 – гидрофобные. В целом окисление хлорогеновой 

кислоты усиливается с ростом pH, температуры и времени, в присутствии кислорода 

и с увеличением концентрации кислоты [92]. 

3.2 Способы очистки белков подсолнечника от фенольных соединений 

Несмотря на растущий интерес потребителей к продуктам питания с высоким 

содержанием фенольных соединений из-за их привлекательных антиоксидантных 

свойств, именно их наличие в подсолнечных концентратах и изолятах является 

сдерживающим фактором для расширения области их применения в пищевой 

промышленности. В связи с этим активно разрабатываются новые способы очистки 

белковых препаратов от фенольных соединений еще на этапе извлечения белка из 

подсолнечного шрота. 

Значительное количество исследований направлено на разработку 

технологических подходов, которые бы предотвращали взаимодействие фенольных 

соединений с белком подсолнечника на стадии его экстракции из вторичного сырья. 

Общие стратегии включают экстракцию фенольных соединений с помощью 

предварительной обработки смесям органических растворителей с водой до 

щелочной экстракции белка, а также посредством введения антиоксидантов на 

стадии экстракции [54]. 

Наиболее распространенным технологическим способом является извлечение 

фенольных соединений с помощью органических растворителей, таких как 40% 
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растворы метанола, этанола и ацетона [93]. Malik и Saini [55] так же удаляли 

фенольные соединения диспергированием обезжиренного шрота в метаноле, однако 

использовали меньшую концентрацию – 60%, а экстракцию повторяли четыре раза. 

В работе Sodini и Canella [94] описывается способность 1-бутанола, 

подкисленного 0.005 н HCl, в ходе многократной экстракции удалять хлорогеновую 

и кофейную кислоты из подсолнечного шрота без заметной денатурации белка. 

В недавнем исследовании Jia и др. [95] пришли к выводу, что достичь 

удаления 95% фенольных соединений подсолнечного шрота при незначительных 

потерях белка (около 1%) возможно при использовании девяти стадийной 

экстракции 80% этанолом при температуре 25оС. 

Подходы Ivanova и др. [48] и Pickardt и др. [54]  заключались в применении 

экстракции с высокой ионной силой. в своих работах продемонстрировали, что рН 

около 6 и 1.6-2.1 моль/л раствора NaCl обеспечивает высокую эффективность 

экстракции – 50% (против 20% без NaCl). Добавление соли повысило количество 

извлекаемого белка при рН около нейтрального значения и позволило получить 

светлоокрашенные белковые продукты. Изоляты белка подсолнечника, полученные 

с помощью предложенного процесса, обладают перспективными функциональными 

свойствами для использования в различных пищевых продуктах. 

Ультразвуковая (УЗ) экстракция является эффективным и перспективным 

способом выделения полифенолов и других биологически активных соединений из 

растительных матриц. Под воздействием ультразвука образуются кавитационные 

пузырьки, разрушающие клеточные стенки растений и способствующие 

высвобождению целевых соединений в растворитель. В отличие от традиционных 

методов экстракции, данный процесс менее трудоемок и более экономичен [96]. 

Микроволновая экстракция позволяет эффективно удалять фенольные 

соединения из растительного сырья в течение короткого времени (30 минут) [97]. 

Так, при экстракции кофейной кислоты из листьев зеленого чая водно-этанольной 

смесью (1:1) при 85оС под СВЧ-излучением в течение 4 минут обеспечивает степень 

извлечения, сопоставимую с результатом классической 45-минутной экстракции 

[98]. 

Перспективным способом «защиты» белка от связывания с фенольными 

соединениями является добавление в экстракционную систему антиоксиданта 
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(сульфиты). В ряде исследований эти вещества используют в качестве защиты 

окраски растений, а также консерванта фенольных соединений [99-102]. Однако 

механизм ингибирования сульфитами ферментативного окисления до сих пор не 

установлен, а на настоящий момент в литературе все еще отсутствуют данные о 

применении данного метода в процессе выделения белка из подсолнечного шрота. 

Также для удаления и разрушения хлорогеновой и кофейной кислот известно 

применение перекиси водорода [103]. Однако при обработке белков этим реагентом 

неизбежно окисление серосодержащих аминокислот, в частности метионина, в 

сульфоксидную или сульфоновую формы (рисунок 13), не представляющие 

пищевой ценности. 

 
Рисунок 13. Окисление метионина до сульфоксидной (L-метионин-R,S-
sсульфоксид) и сульфоновой (L-метионин сульфон) форм. 

Еще один способ осаждения белка и связывания фенольных соединений 

основан на добавлении к экстракту 3-5% раствора янтарной кислоты [59, 104]. При 

этом хлорогеновая и янтарная кислоты образуют полярные водорастворимые 

комплексы, которые эффективно удаляются при промывании осадка водой [65]. 

Однако, как показано в работе [105], хотя янтарная кислота ингибирует окисление 

фенольных кислот, данный способ не устраняет горьковатый вкус конечного 

белкового препарата. 

Широко распространенным подходом для разделения биологически-

активных соединений является твердофазная экстракция (ТФЭ) в связи со своей 

высокой экстракционной способностью и экологичностью по сравнению с другими 

методами [106]. Для повышения селективности разделения соединений в объектах 

со сложной матрицей используют магнитные наноматериалы, в частности, 



 40 

наночастцы магнетита (Fe3O4). Их использование в пробоподготовке основано на 

сочетании высокой удельной поверхности и способности к сепарации внешним 

магнитным полем. Модификация поверхности наночастиц магнетита 

специфическими лигандами (оксидом кремния, поверхностно-активными 

веществами, полиэлектролитами, биополимерами и органическими кислотами) 

обеспечивает стабилизацию и селективных захват аналита [107, 108].  

Однако до сих пор ни один из описанных подходов к очистке белков 

подсолнечного шрота от фенольных соединений до сих пор не масштабирован. 

Обработка органическими растворителями оказалась эффективной с точки зрения 

сохранения кремового цвета конечного белкового продукта, но при этом происходит 

значительная потеря низкомолекулярных белковых фракций. Использование 

многократной экстракции, особенно, в сочетании с использованием солевых 

растворов высокой концентрации нецелесообразно с точки зрения увеличения 

солевых стоков и дороговизны их утилизации. Кроме того, нежелательно 

использование токсичных органических растворителей в пищевой 

промышленности. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 41 

Глава 4. Методы контроля качества сырья и конечных белковых продуктов 

Исходное растительное сырье должно быть чистым, свободным от 

посторонних примесей, а основными показателями качества являются: массовая 

доля сырого протеина (белка), клетчатки, золы, жиров и влажность [109]. Кроме 

того, обязательным требованием как к исходному сырью, так и производимым из 

него концентратам и изолятам, если они используются в пищевой промышленности, 

является контроль содержания фенольных соединений.  

4.1 Методы определения белка 

В связи с ростом интереса производителей к включению белков, получаемых 

из вторичных продуктов агропромышленного комплекса, в рацион питания 

человека, возникает спрос на быстрые и доступные методы определения этих 

веществ.  При этом анализ пищевого белка не всегда является простой процедурой. 

Сложность белкового состава и взаимодействие между различными биологически 

активными соединениями матрицы могут снизить доступность белков, что приводит 

к недооценке их содержания [110]. 

4.1.1 Азотометрические методы 

Метод Кьельдаля 

В 1883 году Иоганн Кьельдаль разработал способ определения органического 

азота [111], который в настоящее время является эталонным методом для контроля 

содержания белка в пищевой промышленности и включает в себя три стадии: 

1) Образец подвергают минерализации в присутствии серной кислоты и 

катализатора, в результате чего все формы азота переходят в сульфат аммония: 

образец (N) + H2SO4(изб.) = (NH4)2SO4 + CO2 + SO2 + H2O  

2) Полученный сульфат аммония обрабатывают концентрированным 

раствором щелочи, а высвободившейся аммиак отгоняют в приемную колбу, 

содержащую известное количество борной кислоты: 

(NH4)2SO4 + 2NaOH = Na2SO4 + 2NH3 + 2H2O 

NH3 + H3BO3 = NH4H2BO3 
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3) Определяют количество перегнанного аммиака, связанного в лабильный 

комплекс с помощью борной кислоты, титрованием стандартным раствором серной 

кислоты: 

2NH4H2BO3 + H2SO4 = (NH4)2SO4 + 2H3BO3 

Полученное значение азота умножают на коэффициент пересчета для 

определения содержания белка. Для большинства источников белка используется 

общий коэффициент пересчета 6.25 [112]. 

Метод Дюма 

Еще одним методом определения общего азота является автоматизированный 

метод Дюма. Принцип метода заключается в сжигании образца при температуре 

около 900oC в среде избыточного кислорода, в результате чего образуется вода, 

углекислый газ, азот и смесь оксидов азота. Затем оксиды азота каталитически 

восстанавливают до элементарного азота и отделяют от примесей воды и 

углекислого газа. Содержание азота в образце определяют с помощью детектора 

теплопроводности [113].  

Метод Дюма, по сравнению с методом Кьельдаля, имеет ряд преимуществ: он 

прост в исполнении и автоматизирован; гораздо быстрее (измерение занимает 

несколько минут, по сравнению с несколькими часами для метода Кьельдаля) и 

имеет более низкий предел обнаружения (0.001 мг против 0.1 мг по Кьельдалю). 

Кроме того, данный метод не требует использования опасных или токсичных 

химических реагентов и дорогостоящих катализаторов [114]. 

Однако оба азотометрических метода обладают общим недостатком: они 

неселективны по отношению к природе азота исследуемого образца и определяет 

общий азот независимо от того, является ли он органическим и входит в состав 

молекул белка или привнесен в продукт с посторонним азотсодержащим веществом. 

Ряд таких веществ как меламин, сульфат аммония и мочевина, дают те же 

результаты, что и белки по методам Кьельдаля и Дюма, и могут быть использованы 

в качестве фальсификатов [115]. 

4.1.2 Биохимические методы 

Альтернативой определению общего азота являются 

спектрофотометрические методы, основанные как на поглощении структурами 
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ароматических колец определенных аминокислот, так и на взаимодействии 

красителей или ионов меди с заряженными аминокислотными остатками или 

пептидными связями [116]. 

Прямой спектрофотометрический метод 

Белки за счет остатков ароматических кислот (в основном тирозина и 

триптофана) демонстрируют сильное поглощение в ультрафиолетовой области при 

длине волны 280 нм. Однако поскольку содержание тирозина и триптофана в белках 

из различных источников неодинаково, их поглощение в УФ-области может сильно 

меняться [117].  

Метод использовался для определения содержания белка в молоке [118] и 

мясных продуктах [119], однако широкого применения в пищевых системах он не 

нашел. Вероятная причина заключается в том, что при анализе реальных объектов 

возможно перекрывание пика аминокислоты мешающим соединением матрицы с 

максимум поглощения в этой же области спектра.  

Метод Варбурга и Христиана 

Использование прямого спектрофотометрического метод затрудняется еще и 

наличием во многих белковых материалах нуклеиновых кислот, которые имеют ярко 

выраженную полосу поглощения при 280 нм. Однако еще более интенсивное 

поглощение нуклеиновые кислоты демонстрируют при 260 нм (в отличие от белков). 

Варбург и Христиан использовали этой свойство для разработки расчетного метода, 

позволяющего исключить влияние нуклеиновых кислот при определении белка 

[120]. Согласно данному методу, содержание белка в образце определяют по 

формуле: 

𝐶 = 1.55 × 𝐴!"# − 0.76 × 𝐴!$#, 

где 1.55 и 0.76 – эмпирические коэффициенты; 

A280 и A260 – поглощение при 280 нм и 260 нм, соответственно.  

Аналогично прямому спектрофотометрическому методу, метод Варбурга и 

Христиана оказывается неприменимым при анализе сложных матриц, содержащих 

соединения с близким максимумом поглощения.  
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Биуретовый метод 

При взаимодействии ионов меди с пептидными связями в щелочных условиях 

образуется комплекс фиолетового цвета (рисунок 14) с максимумом поглощения 

при 540 нм [121]. 

 
Рисунок 14. Реакция образования комплекса при взаимодействии ионов меди (II) с 
пептидными связями молекулами белка.  

Данный метод использовался для определения содержания белка в сое [122], 

зерне [123], мясе [124]. Однако не рекомендуется его использование для анализа 

образцов, содержащих соли аммония, поскольку они могут образовывать комплексы 

с медью. Метод также не подходит анализа мутных и склонных к седиментации 

растворов.  

Метод Брэдфорда 

Метод основан на связывании красителя кумасси бриллиантовый синий G250 

с аминокислотными остатками белка (в первую очередь с аргинином и лизином), при 

котором происходит сдвиг максимума поглощения с длины волны 470 нм 

(свободный краситель) до 595 нм (связанный краситель), при которой проводят 

определение [125]. 

Как и другие методы связывания красителей, метод Брэдфорда опирается на 

амфотерную природу белков. Когда раствор, содержащий белок, подкисляется до 

меньшего значения рН, чем изоэлектрическая точка интересующего белка, 

добавленный краситель связывается электростатически. Эффективность связывания 

повышается за счет гидрофобного взаимодействия молекулы красителя с 
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полипептидной основой, к которой примыкают положительно заряженные 

аминокислотные остатки [126].  

Метод Брэдфорда был успешно использован для определения содержания 

белка в клубнях картофеля [127] и в пивных продуктах [128]. При этом известно, что 

краситель кумасси преимущественно взаимодействует с остатками аргинина и 

лизина в белковых молекулах, что может вызвать систематическую погрешность 

при определении белков с разным аминокислотным составом. Кроме того, наиболее 

часто используемый в качестве белкового стандарта бычий сывороточный альбумин 

(БСА) обладает чрезмерным ответом на связывание с красителем и, таким образом, 

может недооценивать содержание белка в исследуемом образце.  

Метод с бицинхониновой кислотой (БЦК) 

В щелочной среде белки способны восстанавливать ионы меди (II) до ионов 

меди (I) по механизму, аналогичному биуретовой реакции. Образовавшиеся ионы 

меди (I) взаимодействуют с бицинхониновой кислотой (БЦК), образуя стабильный 

фиолетовый комплекс (рисунок 15) с максимумом поглощения при 562 нм [129]. 

 

Рисунок 15. Реакция восстановления иона Cu2+ до Cu+ и последующего образования 
пурпурного комплекса БЦК и ионом Cu+. 

Метод Лоури 

В основе метода Лоури лежит сочетание биуретовой реакции на пептидные 

связи и восстановление реактива Фолина-Чокальтеу ароматическими 

аминокислотами (тирозином и триптофаном), в результате чего образуется 

устойчивый комплекс синего цвета с максимумом поглощения при 750 нм [130].  
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4.2 Методы определения клетчатки 

Из современной научной литературы известен метод определения клетчатки 

по Геннебергу и Штоману. Данный подход включает последовательные этапы: 

гидролиз образца серной кислотой, омыление, экстракция липидов и 

гравиметрическое определение клетчатки в нерастворимом остатке [131]. 

Альтернативный метод предполагает последовательную обработку образца 

смесью уксусной и азотной кислот, а затем спиртом и эфиром. В ходе этого процесса 

сложные сопутствующие соединения подвергаются гидролизу, окислению и 

растворению, тогда как сырая клетчатка остается в виде твердого осадка [132]. 

Относительно новым и перспективный способом определения клетчатки 

является спектроскопия ближней ИК области (БИК). Михальчук и Пастухова [133] 

разработали калибровочную модель высокой достоверности для определения сырой 

клетчатки в кукурузном силосе с помощью БИК-анализа, Безлюдный и Берестов 

[134] применили данный метод для определения сырой клетчатки в зерне ярового 

ячменя, а в исследовании [135] БИК-спектроскопия была использована в качестве 

скрининга для оценки общего содержания клетчатки в различных сортах ячменя. 

4.3 Методы определения фенольных соединений  

4.3.1 Спектрофотометрические методы 

К наиболее широко применяемым спектрофотометрическим методам анализа 

фенольных соединений относят метод Фолина-Чокальтеу и метод Берлинской 

лазури.  

Метод Фолина-Чокальтеу 

Метод Фолина-Чокальтеу, используемый для определения общего 

содержания фенольных соединений в образцах растительного происхождения, был 

разработан Swain и Hills в 1959 году [136]. Он основан восстановления смеси 

фосфомолибденовой и вольфрамовой кислот гидроксильной группой фенола в 

щелочной среде с образованием устойчивого яркоокрашенного комплекса 

(вольфрамовая синь) с максимумом поглощения в диапазоне 680-785 нм (рисунок 

16) [137]. 
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                  Na2CO3                    

                                             

 

                                                       
2[PM126+O40]3-                 + 2[PM45+M86+O40]7- + 2H+                                  

 

Рисунок 16. Реакция хлорогеновой кислоты с реактивом Фолина-Чокальтеу.  

С помощью данного метода Chunhua Dai и др. [138] определяли общее 

содержание фенольных соединений в образцах соевого шрота. Образец смешивали 

с одноименным реактивом, после чего нейтрализовали реакцию карбонатом натрия. 

Через 1 час измеряли поглощение исследуемых растворов при 760 нм, а общее 

содержание фенольных соединений рассчитывали с помощью градуировочной 

зависимости, выражая результат в эквиваленте галловой кислоты.  

Grubesic R. и др. [139, 140] применили метод Фолина-Чокальтеу для 

определения фенольных соединений в стеблях, листьях и цветках растений вида 

Plantago L. Диапазон определяемых содержаний составил 5-50 мкг/мл. Результаты 

исследования продемонстрировали вариабельность общего содержания фенолов в 

зависимости от морфологической части растения. Так, максимальную 

концентрацию фенольных соединений обнаружили в листьях – 10.15%, а в стеблях 

и цветках – 4.34% и 5.56%, соответственно.  

В работе [141] метод Фолина-Чокальтеу использовали для определения 

общего содержания фенольных соединений в образцах меда. Авторы исследовали 

влияние pH на результаты анализа и установили, что при pH 7.9 удается точно 

измерить содержание фенольных соединений, исключая влияние редуцирующих 

сахаров.  Предел обнаружения модифицированной методики составил 2.55 мкг/мл.  

Несмотря на широкое распространение данный метод не очень специфичен и 

обнаруживает другие типы соединений, которые могут присутствовать в большом 

количестве в экстрактах растений, например, сахара и аминокислоты [142]. 
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Метод Берлинской лазури 

Еще один быстрый, простой и дешевый метод для определения содержания 

фенольных соединений – метод Берлинской лазури. Он основан на восстановлении 

Fe3+ до Fe2+ и последующем обнаружении Fe2+ путем образования хелата 

гексацианоферрата (II), известного как «берлинская лазурь» (рисунок 17), 

имеющего максимум поглощения при 720 нм [143].  

 

Рисунок 17. Реакция образования берлинской лазури. 

Известно о применении метода Берлинской лазури для оценки общего 

содержания фенольных соединений в таких продуктах, как сливы [144], травы [145], 

грибы [146]. Pueyo и Calvo [145] модифицировали исходную методику, сократив 

объем используемых растворителей с 3-4 мл до 300 мкл. Это изменение позволило 

одновременно регистрировать спектры поглощения для целого набора образцов, 

используя 96-луночный микропланшет. Усовершенствованный метод 

демонстрирует более низкие пределы обнаружения – менее 1 мкг/мл.  

Сравнительный анализ методов ФЧ и БЛ при их использовании для 

определения общего содержания фенолов в образцах виноградных соков и чая 

различного происхождения выявил преимущества метода Берлинской лазури. Его 

процедура анализа более простая, требует меньше временных затрат на проведение 

реакции и является более селективной [147]. 

Методы определения общей антиоксидантной активности 

Так как полифенолы являются антиокисдантами, сильными 

восстановителями, часто их содержание определяют с помощью измерения 
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антиоксидантной активности (АОА) при взаимодействии этих веществ с 

окислителями. 

Метод DPPH связан с активностью антиоксидантов против 1,1-дифенил-2-

пикрилгидразильного радикала (DPPH). Раствор DPPH имеет фиолетовый цвет, а 

принимая атом водорода или электрон от антиоксиданта он переходит в 

восстановленную форму (DPPH-H) бледно-желтого цвета (рисунок 18). Таким 

образом, когда DPPH восстанавливается до DPPH-H под действием антиоксиданта, 

поглощение раствора уменьшается [148].  

 

Рисунок 18. Механизм реакции восстановления 1,1-дифенил-2-пикрилгидразила.  

Данный метод использовали для определения общего содержания фенолов в 

образцах фруктов [149], плодов финиковой пальмы [150], салата-латука [151] и 

экстрактов лекарственных растений [152]. При этом, метод оказался не подходящим 

для образцов, богатых антоцианами, таких как ягоды вишни и сливы, поскольку эти 

соединения поглощают в аналогичном спектральном диапазоне и мешают 

определению [153]. 

Метод ABTS основан на поглощающей активности антиоксидантов против 

катион-радикала ABTS+. ABTS+ получают непосредственно перед проведением 

анализа путем окисления 2,2′-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфокислоты) 

(ABTS) персульфатом аммония ((NH4)2S2O3). Когда радикал ABTS+ (нестабильная 

форма) принимает электрон от антиоксиданта, сине-зеленый цвет переходит в 

бледно-голубой, что свидетельствует о регенерации ABTS (стабильной формы) 

(рисунок 19) [154].  
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Рисунок 19. Механизм реакции восстановления 2,2′-азино-бис(3-
этилбензотиазолин-6-сульфокислоты).  

Известно о применении метода ABTS для определения общего содержания 

полифенолов в семенах личи, виноградных косточках и кожуре банана [155] и 

других фруктах [156].  Однако данный метод имеет значительный недостаток – 

реакция образования радикала ABTS+ занимает около 12-16 часов [157].  

Спектрофотометрические методы просты, удобны и не требуют больших 

материальных затрат. Однако, как правило, помимо полифенолов в растительном 

сырье содержатся и другие соединения, обладающие восстановительными 

свойствами – аскорбиновая кислоты, тиолы, сахара, диоксид серы, а также 

некоторые витамины и аминокислоты. Эти компоненты способствуют увеличению 

интенсивности окрашивания реакционной среды, что является существенным 

недостатком данной группы методов. [147, 158, 159].   

4.3.2 Электрохимические методы 

Электрохимические методы, а именно вольтамперометрические методы, 

особенно хорошо подходят для анализа фенольных соединений. Восстановительные 

свойства этих соединений связаны с их способностью отдавать электроны (рисунок 

20). Таким образом, большинство из них обладают собственной 

электроактивностью, и их электрохимическое окисление при умеренных 

потенциалах используется для их обнаружения. С помощью вольтамперометрии 

возможно селективно определять полифенолы с хорошей чувствительностью даже 

ярко окрашенных и мутных образцах. Эти преимущества приводят к рассмотрению 
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электрохимических методов в качестве привлекательной альтернативы 

спектрофотометрическим методам для определения фенольных соединений в 

сложных матрицах [160].  

 

Рисунок 20. Схема окисления полифенолов. 

В доступной литературе не было обнаружено работ, посвященных тематике 

электрохимического определения фенольных соединений в шротах масленичных 

культур и белковых продуктах на их основе. Тем не менее, существует несколько 

исследований, посвященных применению данных методов для оценки содержания 

полифенолов в других растительных материалах [161, 162] и в вине [163].  

A. Blasco и др. [164] рассмотрели возможность использования 

дифференциальной импульсной вольтамперометрии на стеклоуглеродном 

электроде для определения кофейной и хлорогеновой кислот, (+)-катехина, (-)-

эпикатехина, рутина и кверцетина. Найдено значение селективного pH, при котором 

одновременно легко окисляются флавоноиды и отсутствует сигнал окисления 

фенольных кислот. Предложенный метод оказался пригоден для определения 

исследуемых фенольных соединений на основе профилей дифференциальной 

импульсной вольтамперометрии, полученных для образцов яблочного и грушевого 

сока.  

W. Sousa и др. [165] в своей работе исследовали электрохимическое окисление 

кофейной, хлорогеновой, синаповой, феруловой и п-кумаровой кислот методом 

циклической вольтамперометрии на активированном стеклоуглеродном электроде. 

После апробации метода на реальном объекте – апельсиновом соке, авторы пришли 

к выводу, что данный метод является быстрым, простым и эффективным для 

определения перечисленных фенольных соединений. Кроме того, в ходе 

исследования выявлено селективное взаимодействие активированного 



 52 

стеклоуглеродного электрода с кофейной и хлорогеновой кислотами, что делает этот 

метод пригодным для обнаружения и определения этих антиоксидантов в сложных 

растительных матрицах.  

В работе Oliveira-Neto и др. [162] предложен подход к определению 

фенольных соединений в кофе с использованием амперометрического сенсора на 

основе углерода, модифицированного углеродными нанотрубками (MWNT). В 

основе метода лежит процесс электрохимического окисления гидроксикоричных 

кислот, присутствующих в кофе, в условиях дифференциальной импульсной 

вольтамперометрии. Авторы работы отмечают, что данный простой, точный, 

быстрый и надежный метод может быть успешно использован в анализе других 

растительных и пищевых продуктов.  

4.3.3 Хроматографические методы 

Наибольшее количество исследований по обнаружению и определению 

фенольных соединений выполнено с применением метода высокоэффективной 

жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), который позволяет разделить сложную смесь, 

а затем проанализировать каждый компонент по отдельности. 

Pedrosa и др. [166] изучили семена подсолнечника пяти различных генотипов 

и охарактеризовали их фенольный состав методом ВЭЖХ с фотодиодным 

матричным детектором. Ключевыми фенольными соединениями, обнаруженными и 

в ядре, и в шелухе, были хлорогеновая кислота, кофейная кислота и два производных 

кофеилхинной кислоты.  

Результаты ВЭЖХ-анализа, описанного в работе De Leonardis и др. [167], 

показали наличие семи фенольных соединений в составе семян подсолнечника: 

хлорогеновой, кофейной, протокатеховой, о-коричной, феруловой и сиринговой 

кислоты (еще одно соединение не было идентифицировано). Исследование также 

показало, что хлорогеновая кислота является доминирующим фенольным 

соединением, составляя 79.4% от общего содержания фенолов.  

В исследовании Zilic и др. [168] методом ВЭЖХ было идентифицировано 

шесть фенольных соединений, выделенных из семян и ядер подсолнечника. 

Аналогично предыдущей работе, хлорогеновая кислота была наиболее 

распространенным полифенолом, в то время как кофейная феруловая и 

розмариновая кислоты, мирицетин и рутин присутствовали в следовых количествах.  
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В последнее время метод ВЭЖХ в сочетании с тандемной масс-

спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) получил широкое применение для определения 

флаванолов и антоцианов во фруктах и продуктах на их основе. В частности, метод 

использовали для анализа мякоти различных сортов яблок [169], пюре манго [170], 

а также для оценки общего содержания фенолов в оливковом масле [171]. 

4.3.4 Методы колебательной спектроскопии 

Методы инфракрасной (ИК) спектроскопии с преобразованием Фурье и 

спектроскопия комбинационного рассеяния, дополняя друг друга, позволяют 

проводить простой, быстрый и неразрушающий контроль сложных 

многокомпонентных матриц. Значительное преимущество методов колебательной 

спектроскопии по сравнению с другими аналитическими методами заключается в 

отсутствии пробоподготовки [172]. 

ИК-спектроскопия является наиболее часто применяемым методом 

колебательной спектроскопии, который позволяет определять фенольные 

соединения в пищевых продуктах на уровне 0.05-15 масс.% [173]. В недавнем 

исследовании [174] впервые предложен подход к определению хлорогеновой 

кислоты в подсолнечном шроте методом ИК-спектроскопии, что может обеспечить 

быстрый и недеструктивный скрининг данного растительного сырья на содержание 

основного фенольного компонента.  

Этот метод также использовали для определения общего содержания 

фенольных соединений в яблоках [175] в режиме отражения, томатах [176], в чае 

[177], чернике [178], экстрактах, полученных из лекарственных растений [179], 

различных фруктов [180] и картофеля [181]. 

Комбинационное рассеяние света – явление неупругого рассеяния 

монохроматического излучения на молекулах вещества, характеризующееся 

изменением частоты света (рамановский сдвиг). При взаимодействии падающего 

фотона с молекулой происходит ее переход из основного состояния в возбужденное 

с последующей релаксацией. Если молекула поглощает и переизлучает фотон без 

изменения энергии, оставаясь на исходном колебательном уровне, процесс 

классифицируется как упругое (релеевское) рассеяние. При переходе молекулы на 

более высокий колебательный уровень возникает стоксово рассеяние, тогда как 

антистоксово рассеяние сопровождается переходом на уровень с меньшей энергией 
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(рисунок 21). При приближении энергии падающего излучения к разности энергий 

между основным и возбужденным электронными уровнями молекулы наблюдается 

резонансный рамановский эффект, сопровождающийся значительным увеличением 

интенсивности спектральных линий [182]. 

 

Рисунок 21. Диаграмма энергетических уровней.  

Pinkie J. Eravuchira и др. [183] изучили КР-спектры семи изомеров 

хлорогеновой кислоты и сделали вывод, что только спектры 3,4-ди-О-кофеилхинной 

и 3,5-ди-О-кофеилхинной кислот имели схожие полосы комбинационного 

рассеяния, а все остальные изомеры хлорогеновой кислоты (3-О-кофеилхинная, 4-

О-кофеилхинная, 5-О-кофеилхинная, 4,5-ди-О-кофеилхинная кислоты и 2-

хлорэтиловый эфир 3-О-ферулхинной кислоты) показали различные характерные 

полосы средней и низкой интенсивности. Таким образом, спектроскопия 

комбинационного рассеяния может стать быстрым и простым инструментом для 

характеристики хлорогеновых кислот в растительном сырье, что позволит 

проводить эффективный и неразрушающий скрининг. 

КР спектроскопия представляет собой высокоинформативный метод, 

обладающий значительным потенциалом для анализа растительных объектов. В то 

же время, ключевым ограничением метода остается его низкая чувствительность 

при определении многих фенольных соединений [184]. С момента своего открытия 

спектроскопия гигантского комбинационного рассеяния (ГКР) существенно 

расширила практические возможности рамановской спектроскопии в различных 

областях анализа. Спектроскопия ГКР основана на усилении сигнала от молекул, 
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адсорбированных на шероховатых металлических поверхностях или 

наноструктурах. Усиление возникает благодаря возбуждению поверхностных 

плазмонов лазерным излучением, что приводит к увеличению локальных 

электрических полей. Поскольку интенсивность комбинационного рассеяния 

пропорциональна напряженности электрического поля, это позволяет достичь 

усиления сигнала до 1´1011, обеспечивая возможность детектирования отдельных 

молекул [185]. 

Из современной литературы известно небольшое количество исследований, 

посвященных применению ГКР-спектроскопии для анализа фенольных соединений 

в растительном сырье и продуктах его переработки. Например, в работе [184] авторы 

синтезировали подложку Cu2O-Ag методом роста in-situ и разработали подход к 

определению общего содержания хлорогеновых кислот в растительных объектах 

(кофейные зерна, листья стевии, цветы японской жимолости) с помощью 

спектроскопии ГКР. Maiti N. и др.[186] применили метод спектроскопии ГКР для 

обнаружения следовых количеств хлорогеновой кислоты, адсорбированной на 

пленках с покрытием из наночастиц серебра с нижней границей определяемых 

содержаний – 10-9 М. 

Методы колебательной спектроскопии являются еще развивающимися, однако 

несмотря на небольшое количество исследований, они могут стать хорошей 

альтернативой более трудоемким классическим методам определения фенольных 

соединений в растительном сырье и пищевых продуктах. Тот факт, что данные 

методы являются неразрушающими, а для регистрации спектров не требуется 

пробоподготовка, еще больше упрощает возможности их применения. 
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Экспериментальная часть 

Глава 5. Исходные вещества, посуда, аппаратура, обработка результатов 

измерений, методики эксперимента 

5.1 Исходные вещества 

В работе использовали подсолнечный шрот холодного прессования, 

предоставленный НЦ «Бирюч-НТ», полученный из него белковый препарат 

(лабораторный образец) и три коммерческих образца подсолнечных белковых 

концентратов с заявленным содержанием белка 90%, 82.5% и 78%. 

В качестве стандартного образца белка использовали бычий сывороточный 

альбумин («Sigma-Aldrich», США). Стандартный раствор БСА готовили 

растворением точной навески в воде при постоянном перемешивании. 

В работе использовали следующие фенольные соединения: хлорогеновую 

кислоту, кофейную кислоту и хинную кислоту («Sigma-Aldrich», США). 

Щелочной раствор для экстракции белка из подсолнечного шрота готовили 

растворением соответствующей навески гидроксида калия («Вектон», Россия) в воде 

(pH = 12) с последующим разбавлением до pH 11 и 10. Аммиачный раствор для 

экстракции готовили разбавлением 25%-ного раствора аммиака («Сигма Тек», 

Россия) водой до pH 12 с последующим разбавлением до pH 11 и 10. 

0.01 М и 1 М растворы бисульфита натрия готовили растворением 

соответствующих точных навески твердой соли («Химмед», Россия) в воде. 

Раствор 1 М хлороводородной кислоты готовили разбавлением точного 

объема концентрированной кислоты («Компонент-Реактив», Россия) в воде. 

В работе использовали органические растворители: этанол («Химмед», 

Россия), гексан («Компонент-Реактив», Россия), толуол («Химмед», Россия) и 

нефрас («Рязанская нефтеперерабатывающая компания», Россия). 

Двуокись углерода (степень чистоты 99.8%) применяли для осаждения белка 

с помощью барботирования. 

Буфер Трис-HCl («Ренам», Россия) и додецилсульфат натрия («Химмед», 

Россия) использовали для приготовления растворов при полимеризации 

концентрирующего и разделяющего гелей при проведении электрофореза. Для 

кипячения образцов перед фракционированием готовили растворы глицерина 
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(«Химмед», Россия), 2-меркаптоэтанола («Хеликон», Россия) и бромфенолового 

синего («ЛенРеактив», Россия) известных концентраций. Растворы хлорной кислоты 

(«ЛенРеактив», Россия) и метанола («Химмед», Россия) использовали для фиксации 

геля. 

Раствор красителя кумасси бриллиантовый синий G250 готовили 

растворением точной навески красителя («Biochem», Франция) в смеси 95%-ного 

этанола и 85%-ной фосфорной кислоты («Химмед», Россия). 

Для приготовления реактива Бенедикта использовали точные навески цитрата 

натрия («Химмед», Россия), карбоната натрия («Химмед», Россия) и сульфата меди 

(«Химмед», Россия), растворенные в воде. 

Для БЦК-метода использовали набор реактивов Micro BCA Protein Assay Kit 

(«Thermo Scientific», США). 

Для синтеза наночастиц магнетита, модифицированных хитозаном, 

использовали тетрагидрат хлорида железа (II) и гексагидрат хлорида железа (III) 

(«Acros Organics», Бельгия), хитозан (Mr 50000-190000) («Sigma-Aldrich», США). 

В работе использовали стандартные образцы трех фенольных соединений: 

хлорогеновой, кофейной и хиннной кислот («Acros organics», Германия). 

Реактив Фолина-Чокальтеу («BDH Chemicals», Германия) использовали для 

определения фенольных соединений по одноименному методу. 

Точные навески хлорида железа (III) («Renal», Венгрия) и гексацианоферрата 

(III) калия («Merсk», Германия) использовали для получения «берлинской лазури». 

0.1% ортофосфорную кислоту («Химмед», Россия) и ацетонитрил («Merck», 

Германия) использовали для приготовления подвижной фазы. 

Бромид калия («Sigma-Aldrich», США) использовали для изготовления 

таблеток. 

Хлорид гидроксиламина («Sigma-Aldrich», США), гидроксид натрия 

(«Хеликон», Россия) и нитрат серебра («Sigma-Aldrich», США) использовали для 

синтеза наночастиц серебра. 

В качестве основы для сенсорных подложек использовали медную фольгу 

толщиной 16 мкм («RoHS», Китай).  
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Для приготовления всех водных растворов использовали деионизованную 

воду с электропроводностью не менее 18.2 Мом·см, очищенную на установке 

«Milipore» (Франция). 

5.2 Посуда и аппаратура 

В работе использовали градуированные одноразовые пластиковые пробирки 

емкостью 2 мл (Eppendorf», Германия) и 5, 10 и 50 мл («Хеликон», Россия), 

стеклянную посуду (стаканы, мерные цилиндры, воронки, чашки Петри), эксикатор, 

ступки агатовые диаметром 40 мм и 160 мм с пестом, металлические шпатели. Для 

отбора малых объемов растворов использовали микропипетки («Biohit», Финляндия 

и «Eppendorf», Германия). 

Измеряли рН растворов на рН-милливольтметре «Hanna Instruments» 

(Германия). Для взвешивания препаратов использовали аналитические весы 

«OHAUS» (Швейцария) с точностью измерения массы ± 1×10-4 г. Для растворения 

некоторых препаратов использовали ультразвуковую ванну («Сапфир», Россия). 

При проведении экстракции использовали магнитную мешалку с нагревателем и 

термопарой («IKA», Германия) и виброшейкер («Joanlab», Китай), а для отделения 

осадка –центрифугу для микропробирок («Eppendorf», Германия). 

Лиофильную сушилку («LyoGene», Россия) использовали для сушки 

белковой пены. 

Для фракционирования белков использовали систему для вертикального 

электрофореза («Bio-Rad», США). 

В работе использовали анализатор Perkin Elmer 2400 Series II CHNS/O 

Elemental Analyzer («Perkin Elmer Corporation», США). 

Поглощение растворов в УФ и видимой областях регистрировали с 

использованием спектрофотометра SPECTROstar Nano («BMG Labtech», Германия) 

с точностью ± 0.002 опт. ед. Для измерения поглощения использовали кварцевые 

кюветы объемом 1 мл (с длиной оптического пути 0.2 см и 1 см) и 96-луночные 

полистирольные микропланшеты с объемом лунки 300 мкл («Corning», США). 

Использовали ВЭЖХ систему Agilent 1200 («Agilent Technologies», Германия) 

со спектрофотометрическим детектором (длина волны 326 нм при ширине 

спектральной полосы 4 нм), оснащенную колонкой Synergi Hydro-RP 

(«Phenomenex», США) размером 150´4,6 мм и диаметром частиц сорбента 4 мкм. 
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Инфракрасные спектры регистрировали на ИК-Фурье спектрометре Perkin 

Elmer SPECTRUM 3 («PerkinElmer», США) в режиме пропускания в диапазоне 2000-

500 см-1. 

Таблетки для КР-картирования формировали с помощью набора для 

прессования (9 мм) «PMY-B» (Китай). В качестве подложек использовали 

покровные стекла 24×24 мм2 и 18×18 мм2, толщиной 0.15 мм («Deltalab», Испания). 

Подготовку подложек осуществляли с использованием установки плазменной 

обработки УПО-12 (ООО «Микродатчик», Россия).  

Исследования методом спектроскопии комбинационного рассеяния (КР) и 

гигантского комбинационного рассеяния (ГКР) проводили на конфокальном 

сканирующем рамановском спектрометре Horiba LabRam HR Evolution («HORIBA 

Ltd.», Япония), оснащенном линейно поляризованным лазером 514, 532, 632.8 и 785 

нм, а также с помощью спектрометра Enspectr с использованием твердотельных 

лазеров с длинами волн 532 нм (50 мВт) и 785 нм (105 мВт) и рамановского 

комплекса на базе оптического микроскопа RM638 («Фотон-Био», Россия), 

использующего твердотельный лазер с длиной волны 638 нм (140 мВт).  

5.3 Методики эксперимента 

5.3.1 Методики получения белка из подсолнечного шрота 

Выбор оптимальных условий извлечения белка 

Для определения оптимальных параметров извлечения белка провели ряд 

экспериментов при варьировании значений pH и гидромодуля. В этих условиях 

сравнили «классический» способ извлечения белка щелочным раствором [65] и 

разработанный подход, основанный на использовании аммиачного раствора. 

Образцы подсолнечного шрота помещали в одноразовые пластиковые 

пробирки вместимостью 50 мл и растворяли в гидроксиде калия или аммиаке при 

варьировании значений pH и гидромодуля. Извлечение белка проводили в течение 

30 минут при температуре 50-55°С и постоянном перемешивании, после чего 

растворы фильтровали через сито с размером ячеек 40 мкм. Осадок высушивали при 

температуре 60°С до постоянной массы и рассчитывали его содержание по формуле: 

w =
𝒎ост

𝒎ш
× 𝟏𝟎𝟎%, 
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где mост – масса твердого остатка, г; 

mш – масса навески шрота, г. 

Предотвращение окисления фенольных соединений 

С целью «защиты» белка от связывания с продуктами окисления фенольных 

соединений в условиях высоких значений pH и температуры в аммиачный раствор 

вносили антиоксидантный агент – бисульфит натрия. 

К подсолнечному шроту прибавляли раствор, содержащий 0.01 М раствор 

бисульфита натрия, аммиак (конц.) и воду, тщательно перемешивали. 

Для предотвращения автоокисления фенольных соединений при контакте с 

кислородом на стадии отделения твердого остатка к маточному раствору 

дополнительно прибавляли 1 М раствор бисульфита натрия. 

Повышение степени извлечения белка и сушка 

По «классическому» методу белок выделяли путем постепенного добавления 

к маточному раствору 1 М хлороводородной кислоты до достижения 

изоэлектрической точки (ИЭТ) при pH 4.5. 

В разработанном подходе стадию осаждения в ИЭТ заменили на флотацию. К 

маточному раствору прибавляли органический растворитель (толуол, нефрас), смесь 

интенсивно встряхивали в течение 2 минут и оставляли до полного разделения фаз. 

С целью увеличения эффективности флотации изучали зависимость сорбции 

белка на межфазной границе от pH маточного раствора, а также зависимость выхода 

белкового препарата от соотношения фаз. 

В 5 экстракционных систем прибавляли 1 М раствор хлороводородной 

кислоты до достижения pH 7, 8, 9, 10 и 11. При выбранном значении pH готовили 5 

новых экстракционных систем и прибавляли к ним органический растворитель 

(толуол, нефрас) в соотношении 1:0.75, 1:1, 1:1.25, 1:1.5 и 1:2, интенсивно 

встряхивали в течение 2 минут и оставляли до полного разделения фаз. После 

полного разделения фаз белковую пену отбирали и отправляли на лиофильную 

сушку. 
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5.3.2 Методики дополнительной очистки белка 

Промывка белковой пены 

Для промывки белковой пены использовали воду, этанол разной 

концентрации (от 20 до 80%) и органические растворители (нефрас, хлороформ). К 

белковой пене прибавляли растворитель в соотношении 1:1, интенсивно 

встряхивали и оставляли до полного осаждения белка, после чего его отбирали и 

отправляли на лиофильную сушку. 

Барботирование углекислым газом 

5 мл белковой пены предварительно растворяли в щелочном растворе 

гидроксида калия с pH 11. В полученный раствор подавали CO2 со скоростью 10 

мл/мин в течение 30 минут, контролируя pH через 5, 10, 15 и 30 минут. Далее 

отбирали белковую пену и отправляли на лиофильную сушку. 

Сверхкритическая флюидная CO2-экстракция 

Навеску 2.5 мг белкового препарата помещали в камеру для экстракции, 

вносили 25 мл этанола в качестве со-растворителя. Экстракцию проводили в течение 

3 часов при начальном давлении 70 атм и температуре 40оС. После завершения 

экстракции отделяли водную фазу, а белок отправляли на лиофильную сушку. 

5.3.3 Методики определения белка 

Электрофорез в полиакриламидном геле 

Электрофорез проводили в вертикальных пластинах геля (9´12´0.1 см) в 

условиях дискретного режима в линейном градиенте полиакриламида. 

Концентрирующий гель полимеризовали в 120 мМ Трис-HCl (pH 6.8) и 0.1% 

растворе додецилсульфата натрия. Разделяющий гель полимеризовали в 0.375 М 

Трис-HCl (pH 8.8) и 0.1% растворе додецилсульфата натрия. Перед электрофорезом 

образцы кипятили на водяной бане в течение 3 минут в буфере 60 мМ Трис-HCl (pH 

6.8) с добавлением 2% додецилсульфата натрия, 10% глицерина, 5% 2-

меркаптоэтанола, 0.001% бромфенолового синего. 

Электрофорез проводили в 25 мМ Трис, 0.19 М глицин, 0.1% додецилсульфате 

натрия электродном буфере при постоянной силе тока 20 мА до вхождения белков в 

разделяющий гель и при 50 мА после этого. 
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После электрофореза гель фиксировали в растворе 5% хлорной кислоты и 50% 

метанола в течение 20 минут при 55оС, после чего промывали водой. Белковые 

полосы окрашивали раствором 0.04% красителя кумасси в 3.4% хлорной кислоте в 

течение 30 минут при 55оС. Несвязанный краситель отмывали водой при 90оС. 

Определение белка методом Дюма 

Определение белка проводили в соответствии с методикой [187] с 

использованием CHNS/O-анализатора. Образцы шрота, лабораторного и трех 

коммерческих образцов белка известной массы сжигали при температуре около 

900℃ в присутствии кислорода. Количество белка в исследуемых образцах 

определяли путем умножения содержания азота на стандартный коэффициент 

пересчета – 6.25 [188]. 

Определение белка методом прямой спектрофотометрии 

Содержание белка в лабораторном и коммерческих образцах определяли в 

соответствии с методикой [117]. Готовили серию стандартных растворов БСА в 

диапазоне концентраций 200-2000 мкг/мл, по значениям поглощения которых 

строили градуировочную зависимость. Серию исследуемых растворов готовили в 

концентрациях 800, 1200 и 1600 мкг/мл. В качестве растворителя использовали 

гидроксид калия с pH 11. Поглощение растворов регистрировали при длине волны 

280 нм. 

Определение белка методом Брэдфорда 

10 мг красителя кумасси бриллиантового синего G-250 растворяли в 5 мл 95% 

этанола, прибавляли 10 мл 85%-ной фосфорной кислоты и разбавляли водой до 100 

мл для получения реактива Брэдфорда [125]. 

Готовили серию стандартных растворов БСА в диапазоне концентраций 10-

100 мкг/мл, по значениям поглощения которых строили градуировочную 

зависимость. Серию исследуемых растворов готовили в концентрациях 40, 60 и 80 

мкг/мл. В качестве растворителя использовали гидроксид калия с pH 11. 

В лунке планшета смешивали 150 мкл раствора белка и 150 мкл раствора 

красителя, инкубировали в течение 5 минут при комнатной температуре и 

регистрировали спектры поглощения полученных растворов при длине волны 

595 нм. 
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Определение белка методом Бенедикта 

Для приготовления реактива Бенедикта по методике [189] 17.3 г цитрата 

натрия и 10 г карбоната натрия растворяли в 40 мл воды, прибавляли 1.73 г сульфата 

меди, предварительно растворенного в 10 мл воды, и доводили объем полученного 

раствора водой до 100 мл. 

Готовили серию стандартных растворов БСА в диапазоне концентраций 200-

2000 мкг/мл, по значениям поглощения которых строили градуировочную 

зависимость. Серию исследуемых растворов готовили в концентрациях 800, 1200 и 

1600 мкг/мл. В качестве растворителя использовали гидроксид калия с pH 11. 

В лунке планшета смешивали 50 мкл раствора белка, 10 мкл реактива 

Бенедикта и 150 мкл 3% раствора гидроксида натрия, инкубировали в течение 15 

минут при комнатной температуре и измеряли поглощение при длине волны 330 нм. 

Определение белка с бицинхониновой кислотой (методом БЦК) 

1 мл реагента В и 50 мл реагента А из набора для проведения БЦК-анализа 

смешивали для получения рабочего раствора [129]. 

Готовили серию стандартных растворов БСА в диапазоне концентраций 200-

2000 мкг/мл, по значениям поглощения которых строили градуировочную 

зависимость. Серию исследуемых растворов готовили в концентрациях 800, 1200 и 

1600 мкг/мл. В качестве растворителя использовали гидроксид калия с pH 11. 

В лунку планшета вносили 25 мкл раствора белка, 200 мкл рабочего раствора 

и тщательно перемешивали на шейкере для планшетов в течение 30 секунд, после 

чего инкубировали в течение 30 минут при температуре 37оС и измеряли 

поглощение при длине волны 562 нм. 

Определение белка методом Лоури 

2 г карбоната натрия растворяли в 100 мл 0.1 н раствора гидроксида натрия 

для получения реагента А. 0.025 г сульфата меди растворяли в 50 мл 1 % раствора 

цитрата натрия для получения реагента B. 1 мл реактива В смешивали с 50 мл 

реактива А для получения рабочего раствора. 

Определение белка проводили в соответствии с методикой [130], за 

исключением того, что тартрат натрия заменили на цитрат натрия [190]. Готовили 

серию стандартных растворов БСА в диапазоне концентраций 10-100 мкг/мл, по 
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значениям поглощения которых строили градуировочную зависимость. Серию 

исследуемых растворов готовили в концентрациях 40, 60 и 80 мкг/мл. В качестве 

растворителя использовали гидроксид калия с pH 11. 

В лунку планшета вносили 40 мкл раствора белка, прибавляли 200 мкл 

рабочего раствора, инкубировали в течение 10 минут при комнатной температуре. 

Затем прибавляли 20 мкл 1 н реактива Фолина-Чокальтеу, перемешивали на шейкере 

для планшетов, инкубировали в течение 30 минут при комнатной температуре и 

измеряли поглощение при длине волны 760 нм. 

5.3.4 Методики выделения фенольных соединений  

Синтез наночастиц магнетита, модифицированных хитозаном  

Наночастицы магнетита синтезировали методом соосаждения солей железа в 

щелочной среде [191]. К полученному раствору наночастиц добавляли 60 мл 2% 

раствора хитозана в уксусной кислоте и перемешивали в течение 30 мин со 

скоростью 1800 об/мин в атмосфере азота при температуре 60°C. Образовавшийся 

черный осадок модифицированных наночастиц магнетита (Fe3O4-NP@CS) осаждали 

с помощью постоянного магнита, а надосадочную жидкость декантировали. 

Средний размер наночастиц составил 7.5 нм.  

Извлечение фенольных соединений из водной фазы 

К 20 мл водной фазы добавляли известное количество Fe3O4-NP@CS. 

Извлечение фенольных соединений проводили при постоянном перемешивании, 

после чего наночастицы магнетита удаляли под действием внешнего магнитного 

поля. Исследовали влияние времени извлечения и количества добавки сорбента на 

степень извлечения фенольных соединений. 

В качестве растворителя для десорбции фенольных соединений исследовали 

применение метанола, ацетонитрила и ацетона [192]. После отделения магнитных 

наночастиц с адсорбированными на их поверхности фенольными соединениями 

промывали их 5 мл растворителя и обрабатывали ультразвуком в течение 5 минут. 

Общее содержание фенольных соединений в водной фазе определяли двумя 

спектрофотометрическими методами (Фолина-Чокальтеу и Берлинской лазури). 
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Извлечение фенольных соединений из подсолнечного шрота и белкового 

препарата  

Фенольные соединения из подсолнечного шрота извлекали водой, 20%, 50% и 

80% этанолом (1:20 масс./об.) в течение 30 минут, после чего центрифугировали при 

12000 об/мин в течение 10 минут и отделяли экстракт. 

Для выбора оптимальных условий извлечения оценивали содержание 

фенольных соединений в полученных экстрактах с помощью двух 

спектрофотометрических методов (Фолина-Чокальтеу и Берлинской лазури). 

Для определения фенольных соединений в лабораторном образце белка, его 

точную навеску растворяли в растворе гидроксида калия с pH 11, после чего 

нерастворимую фракцию отделяли с помощью центрифугирования при 12000 

об./мин в течение 10 минут. 

5.3.5 Методики определения фенольных соединений методами 

спектрофотомерии 

Определение общего содержания фенольных соединений методом 

Фолина-Чокальтеу 

Для построения градуировочной зависимости в лунку микропланшета 

последовательно вносили 60 мкл стандартного раствора хлорогеновой кислоты 

(концентрация от 10 до 50 мкг/мл), 60 мкл 2 н реактива Фолина-Чокальтеу и 60 мкл 

воды. Через 15 минут к смеси прибавляли 120 мкл 10%-ного раствора карбоната 

натрия. Затем смесь оставляли при комнатной температуре в темноте на 1 час для 

протекания реакции. Спектры поглощения растворов регистрировали при 760 нм с 

помощью микропланшетного ридера. 

Для определения фенольных соединений в образце шрота в лунку 

микропланшета последовательно добавляли 60 мкл экстракта подсолнечного шрота 

(разбавленного в 100 раз) или белковой вытяжки (разбавленной в 10 раз), 60 мкл 2 н 

реактива Фолина-Чокальтеу и 60 мкл воды. Далее процедура анализа аналогична 

описанной выше. 
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Определение общего содержания фенольных соединений методом 

Берлинской лазури 

Для построения градуировочной зависимости в лунку микропланшета 

вносили 100 мкл стандартного раствора хлорогеновой кислоты (концентрация от 10 

до 50 мкг/мл), 100 мкл 0.4 мМ раствора хлорида железа (III) и 100 мкл 0.36 мМ 

раствора гексацианоферрата (III) калия. Затем микропланшет инкубировали при 

комнатной температуре в течение 25 минут для протекания реакции. Спектры 

поглощения растворов регистрировали при 700 нм с помощью микропланшетного 

ридера. 

Для определения фенольных соединений в образце в лунку микропланшета 

добавляли 100 мкл экстракта подсолнечного шрота (разбавленного в 100 раз) или 

белковой вытяжки, 100 мкл 0.4 мМ раствора хлорида железа (III) и 100 мкл 0.36 мМ 

раствора гексацианоферрата (III) калия. Далее процедура анализа аналогична 

описанной выше. 

5.3.6 Методики определения фенольных соединений методом ВЭЖХ 

Для приготовления подвижной фазы смешивали 0.1% ортофосфорную 

кислоту и ацетонитрил в соотношении 80% : 20%. 

Для приготовления модельного раствора по 1.0 мг навески стандартного 

образца хлорогеновой, кофейной и хинной кислот помещали в мерные колбы 

вместимостью 100 мл, растворяли в подвижной фазе и доводили тем же 

растворителем до метки. По 1 мл каждого раствора вносили в колбу вместимостью 

25 мл, доводили до метки подвижной фазой. 

Для построения градуировочной зависимости 1.0 мг стандартного образца 

хлорогеновой кислоты помещали в мерную колбу вместимостью 100 мл, растворяли 

в 20 мл подвижной фазы, доводили объем раствора тем же растворителем до метки 

и перемешивали. Концентрация хлорогеновой кислоты в стандартном растворе – 10 

мкг/мл. 

0.5; 2.0; 5.0; 7.5 и 10.0 мл стандартного раствора хлорогеновой кислоты 

вносили в мерные колбы вместимостью 10 мл, доводили объем растворов до метки 

подвижной фазой и перемешивали. Концентрация стандартных растворов 

хлорогеновой кислоты – от 0.5 до 10 мкг/мл. 
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Для приготовления испытуемого раствора 0.5 мл экстракта шрота или 

белковой вытяжки, полученные согласно методике в п. 2.3.5, вносили в мерную 

колбу вместимостью 100 мл, доводили объем раствора до метки подвижной фазой и 

перемешивали. 

Последовательно хроматографировали раствор подвижной фазы, пять 

градуировочных растворов и испытуемые растворы. 

5.3.7 Методика определения фенольных соединений методом ИК-

спектроскопии 

Регистрация ИК-спектров стандартных образцов фенольных кислот 

2 мг хлорогеновой кислоты и 148 мг KBr смешивали и измельчали в ступке, 

после чего уплотняли в форме таблетки диаметром 9 мм с помощью прессования, 

прикладывая одноосное давление 2 атмосферы (~200 кПа) в течение 2 минут.  

Аналогичную пробоподготовку проводили для кофейной кислоты. 

Регистрация ИК-спектров хлорогеновой кислоты в матрице БСА 

1, 2, 4, 10 и 20 мг хлорогеновой кислоты и 199, 198, 196, 190, 180 мг БСА, 

соответственно, смешивали и измельчали в ступке для получения модельных 

образцов с массовым содержанием хлорогеновой кислоты – 0.5%, 1%, 2%, 5% и 10%. 

2 мг каждого модельного образца и 148 мг KBr смешивали и измельчали в ступке, 

после чего формировали таблетки с помощью прессования и регистрировали ИК-

спектры исследуемых образцов. Для построения градуировочной зависимости 

рассчитывали интегральные значения поглощения каждого модельного образца для 

характеристической полосы в области 1560 см-1. 

Регистрация ИК-спектров хлорогеновой кислоты в матрице 

подсолнечного шрота 

1, 2, 4, 10 и 20 мг хлорогеновой кислоты и 199, 198, 196, 190 и 180 мг 

подсолнечного шрота, соответственно, смешивали и измельчали в ступке для 

получения модельных образцов с массовым содержанием хлорогеновой кислоты – 

0.5%, 1%, 2%, 5% и 10%.  2 мг каждого модельного образца и 148 мг KBr смешивали 

и измельчали в ступке, после чего формировали таблетки с помощью прессования и 

регистрировали ИК-спектры исследуемых образцов. Для построения 
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градуировочной зависимости рассчитывали интегральные значения поглощения 

каждого модельного образца для характеристической полосы в области 1560 см-1.   

5.3.8 Методика определения фенольных соединений методом 

спектроскопии комбинационного рассеяния (КР) 

Регистрация КР-спектров стандартных образцов фенольных кислот 

На предметное стекло помещали около 10 мг стандартного образца 

хлорогеновой, кофейной и хинной кислот и регистрировали их КР-спектры с 

использованием лазеров с длинами волн возбуждения: 514 нм, 532 нм и 785 нм. 

Время накопления сигнала варьировали от 3 до 10 секунд, количество накоплений – 

от 1 до 10, мощность лазера – от 1 до 100%.  

Регистрация КР-спектров фенольных кислот в матрице БСА и КР-

картирование для построения градуировочной зависимости 

1, 2, 4, 10 и 20 мг хлорогеновой кислоты и 199, 198, 196, 190, 180 мг БСА, 

соответственно, смешивали и измельчали в ступке для получения модельных смесей 

с массовым содержанием хлорогеновой кислоты – 0.5%, 1%, 2%, 5%, 10%.  

Регистрировали КР-спектры модельных образцов с помощью лазеров с длинами 

волн 514, 532 и 785 нм. Время накопления сигнала варьировали от 3 до 10 секунд, 

количество накоплений – от 1 до 10, мощность лазера – от 1 до 100% для выбора 

оптимальных условий. 

Для проведения КР-картирования полученные модельные образцы уплотняли 

в форме таблетки диаметром 9 мм с помощью прессования, прикладывая одноосное 

давление 2 атмосферы (~200 кПа) в течение 2 минут. КР-картирование проводили по 

100 точкам (10´10) с шагом 555 мкм с использованием лазера с длиной волны 532 

нм. Время накопления сигнала составило 10 секунд, количество накоплений – 2. 

Аналогичную пробоподготовку и картирование проводили для кофейной кислоты. 

Для построения градуировочной зависимости рассчитывали интегральные 

значения поглощения каждого модельного образца для характеристической полосы 

в области 1605 см-1 для хлорогеновой кислоты и 1300 см-1 для кофейной кислоты. 
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Регистрация КР-спектров хлорогеновой кислоты в матрице 

подсолнечного шрота 

1, 2, 4, 10 и 20 мг хлорогеновой кислоты и 199, 198, 196, 190, 180 мг 

подсолнечного шрота, соответственно, смешивали и измельчали в ступке для 

получения модельных смесей с массовым содержанием хлорогеновой кислоты – 

0.5%, 1%, 2%, 5%, 10%. Дальнейшая процедура аналогична описанной выше для 

модельных образцов с БСА. 

5.3.9 Методика определения фенольных соединений методом ГКР-

спектроскопии 

Синтез наночастиц серебра 

15 мг хлорида гидроксиламина и 20 мг гидроксида натрия смешивали и 

растворяли в 90 мл деионизованной воды. К полученному раствору постепенно (по 

1 мл) вносили 10 мл 0.01 М раствора нитрата серебра при постоянном 

перемешивании [193]. Непосредственно перед использованием раствор помещали 

на 5 минут в ультразвуковую баню для равномерного распределения наночастиц в 

объеме, после чего концентрировали частицы в 4 раза (10000 об/мин, 10 минут). 

Регистрация ГКР-спектров стандартных образцов фенольных кислот 

Для приготовления исходных стандартных растворов хлорогеновой кислоты 

и кофейной кислоты соответствующие навески растворяли в 50% этиловом спирте 

(Cисх. = 1´10-3 моль/л). Серию градуировочных растворов (от 1´10-3 до 1´10-4 моль/л) 

готовили последовательным разбавлением исходных стандартных растворов тем же 

растворителем. 

На пластину, покрытую медной фольгой, наносили 1.5 мкл наночастиц 

серебра (AgNP), дожидались их высыхания и прибавляли 1.5 мкл градуировочного 

раствора хлорогеновой кислоты, после чего оставляли систему на 15-20 минут до 

полного высыхания капли. ГКР-спектры регистрировали с использованием лазера с 

длиной волны 638 нм. Время накопления сигнала варьировали от 1 до 10 секунд, 

количество накоплений – от 1 до 10, мощность лазера – от 1 до 100%. Аналогичную 

пробоподготовку и регистрацию ГКР-спектров проводили для кофейной и кислоты. 
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5.4 Обработка результатов 

Результаты экспериментов обрабатывали с применением методов 

математической статистики. Использовали следующие обозначения: 

 – среднее для ряда из n измерений, , 

V(х) – дисперсия, , 

s(x) – стандартное отклонение, , 

sr(x) – относительное стандартное отклонение, , 

Δx – доверительный интервал, Δx = . 

Нижнюю границу определяемых содержаний (Cmin) характеризовали 

минимальной определяемой концентрацией при заданной доверительной 

вероятности. 

Для обработки полученных данных использовали программу «Excel 2019». 

Обработку спектров КР и ГКР (вычитание интенсивности фона и последующую 

корректировку сигналов) и ИК-спектров проводили с помощью программы 

«OriginPro 2018», которая включала в себя вычитание интенсивности фона с 

последующим интегрированием характеристических пиков. Площадь 

характеристических пиков была выбрана в качестве аналитического сигнала. 
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Обсуждение результатов 

Глава 6. Разработка подхода к выделению белка из подсолнечного шрота 

6.1 Выбор оптимальных условий извлечения белка и отделения 

нерастворимого осадка 

При выборе оптимальных условий извлечения основной задачей было 

увеличение количества белка, переводимого в раствор из подсолнечного шрота. На 

основании литературных данных извлечение проводили в течение 30 минут при 

температуре 50-55оС во избежание денатурации белка. Традиционно, в качестве 

растворителя используют щелочной раствор гидроксида калия. В работе изучена 

возможность замены гидроксида калия на аммиачный раствор. Это должно 

способствовать уменьшению солевых стоков, так как аммонийные соли можно 

использовать в виде удобрений или разлагать термически, возвращая аммиак 

обратно в процесс. 

Для отделения нерастворимого осадка от маточного раствора белка 

сравнивали два способа: центрифугирование и фильтрацию через сито.  

Центрифугирование оказалось неэффективным, так как не удалось подобрать такие 

параметры (скорость, время), чтобы белок оставался в растворе, а волокна и другие 

твердые частицы осаждались. Эффективного удаления твердого остатка удалось 

достичь при использовании сита с диаметром пор 40 мкм (40-50 мкм – средний 

размер растительных волокон). 

Сравнивали извлечение белка при использовании раствора гидроксида калия 

и аммиачного раствора при варьировании основных параметров: pH и гидромодуля.  

После завершения извлечения и последующего отделения твердого остатка 

наблюдали изменение окраски полученных маточных растворов (рисунок 22). 
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Рисунок 22. Маточные растворы, полученные в результате извлечения белка 
а) раствором гидроксида калия, б) аммиачным раствором. 

Образцы, полученные при использовании в качестве растворителя гидроксида 

калия, имели кремовую окраску (за исключением образца, полученного при 

гидромодуле 25 и pH 12), а образцы маточных растворов, полученные при 

использовании аммиачного раствора, имели окраску от кремового до зеленого цвета 

в зависимости от значения pH. Эффективность извлечения белка оценивали по 

содержанию твердого остатка после его отделения. В таблице 4 представлены 

результаты расчета содержания твердого остатка в 9 образцах после извлечения 

белка раствором гидроксида калия, а на рисунке 23 – 3Д-диаграмма зависимости 

содержания твердого остатка от ключевых параметров процесса. 

Таблица 4. Содержание твердого остатка в образцах после извлечения белка 
гидроксидом калия (n=3, P=0.95) 

Масса 

навески 

шрота, г 

Объем 

раствора, 

мл 

pH Гидромодуль 
Содержание 

твердого остатка, % 

2.0003 30 

12 

15 43 ± 1 

2.0011 40 20 39 ± 1 

2.0007 50 25 34 ± 2 

а) 

б) 
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1.9996 30 

11 

15 60 ± 1 

2.0009 40 20 52 ± 3 

1.9987 50 25 50 ± 1 

2.0010 30 

10 

15 62 ± 1 

2.0005 40 20 52 ± 2 

2.0014 50 25 52 ± 1 

 
Рисунок 23. 3Д-диаграмма зависимости содержания твердого остатка от 
гидромодуля и pH (извлечение белка раствором гидроксида калия). 

Аналогичные результаты расчета содержания твердого остатка для образцов 

после извлечения белка раствором аммиака представлены в таблице 5, а 

зависимость содержания твердого остатка от параметров извлечения – на рисунке 

24. 

Таблица 5. Содержание твердого остатка в образцах после извлечения белка 
аммиачным раствором (n=3, P=0.95) 

Масса 

навески 

шрота, г 

Объем 

раствора, 

мл 

pH Гидромодуль 

Масса 

твердого 

остатка, г 

Содержание 

твердого 

остатка, % 

2.0018 30 

12 

15 0.6541 32 ± 1 

2.0002 40 20 0.7112 35 ± 2 

1.9997 50 25 0.5962 29 ± 1 
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2.0005 30 

11 

15 0.9422 47 ± 1 

1.9999 40 20 0.7830 39 ± 1 

2.0009 50 25 0.6848 34 ± 1 

2.0015 30 

10 

15 1.2276 61 ± 2 

2.,0007 40 20 1.0838 54 ± 2 

1.9994 50 25 0.9908 49 ± 1 

 
Рисунок 24. 3Д-диаграмма зависимости содержания твердого остатка от 
гидромодуля и pH (извлечение белка раствором аммиака). 

Как видно из таблиц 4 и 5, с увеличением значений pH и гидромодуля 

сокращается содержание твердого остатка и, следовательно, увеличивается 

количество белка, переводимого в раствор. При этом, использование гидромодуля 

выше 25 нецелесообразно в связи со значительным увеличением солевых стоков и 

сложностями их утилизации. Вместе с тем нежелательно использовать и pH 12, так 

как помимо явного связывания белка с продуктами окисления фенольных 

соединений (появление зеленой окраски), возможна денатурация белка в 

сильнощелочных условиях. 

Результаты содержания твердого остатка в образцах после извлечения белка 

раствором аммиака коррелируют с данными, полученными для образцов после 

извлечения раствором гидроксида калия: с ростом pH и гидромодуля увеличивается 

количество белка, переводимого в раствор.  
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С целью получения изолятов кремового цвета оптимальными условиями 

выбраны pH 11 и гидромодуль 25. Однако при использовании аммиачного раствора 

(рисунок 22б) образование зеленого пигмента наблюдается уже при pH 11, что 

может быть связано с особенностями аммиака, который, как сильное основание 

Льюиса, ускоряет окисление и димеризацию фенолов. В связи с этим, важной 

задачей являлся поиск путей «защиты» белка от связывания с фенольными 

соединениями на стадии извлечения белка из шрота. Для этого изучали добавление 

антиоксидантов, разрешенных в пищевой промышленности, и выбрали бисульфит 

натрия в связи с его минимальной молекулярной массой. Подбирали такие условия, 

при которых бы достигался pH раствора на уровне 11, и при этом концентрации 

антиоксиданта хватало для предотвращения окисления фенольных соединений. 

Внесение его небольшого количества в щелочной раствор позволяло временно 

предотвратить нежелательное окисление фенолов. 

6.2 Выбор условий выделения белка: сравнение эффективности 

осаждения и флотации 

Выделяли белок из маточных растворов параллельно двумя способами: 

осаждением в изоэлектрической точке (ИЭТ) при pH около 4.5 и флотацией с 

помощью различных органических растворителей (гексан, толуол, нефрас). 

Наиболее подходящим (по плотности белковой пены) оказался толуол. Исследовали 

4 системы: извлечение гидроксидом калия, гидроксидом калия с добавлением 

антиоксиданта, аммиачным раствором, аммиачным раствором с добавлением 

антиоксиданта. 

После стадии извлечения белка отделяли твердый остаток, вносили 

антиоксидант, а затем из 4 образцов выделение белка осуществляли осаждением в 

ИЭТ, а еще из 4 образцов – флотацией с помощью толуола. После отбора белка 

отправляли его на лиофильную сушку. Эффективность способа выделения 

оценивали по выходу конечного белкового продукта. Результаты представлены в 

таблице 6. 

Так, не только замена осаждения на флотацию, но и замена гидроксида калия 

на аммиак, а также внесение антиоксиданта после фильтрации позволяет 

значительно сократить потери белка (уменьшение содержания твердого остатка) и 

увеличить выход конечного белкового продукта. 
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Таблица 6. Сравнение результатов выделения белка методами осаждения в ИЭТ и 
флотации (n=3, P=0.95) 

Способ 

выделения 

белка 

Исследуемая 

система 

Содержание твердого 

остатка, % 

Выход белкового 

продукта, % 

Флотация 

KOH 43 ± 1 10 ± 1 

KOH + NaHSO3 32 ± 1 24 ± 1 

NH3 27 ± 1 66 ± 1 

NH3 + NaHSO3 28 ± 2 68 ± 1 

Осаждение 

в ИЭТ 

KOH 46 ± 1 25 ± 1 

KOH + NaHSO3 34 ± 1 46 ± 1 

NH3 28 ± 1 37 ± 1 

NH3 + NaHSO3 27 ± 1 66 ± 1 

Так как толуол является токсичным реагентом и частично ограничен в 

использовании в пищевой промышленности, в последующем было принято решение 

о его замене на нефрас, использующийся при экстракции масла из семян 

подсолнечника. Результаты выхода белкового продукта после замены толуола на 

нефрас представлены в таблице 7. 

Таблица 7. Выход белка при сравнении флотации толуолом и нефрасом (n=3, 
P=0.95) 

Выход белка, % 

Флотация с использованием толуола Флотация с использованием нефраса 

61 60 62 61 60 60 

61 ± 3 60 ± 2 

Для повышения эффективности флотации изучали зависимость сорбции белка 

от pH маточного раствора (от 5 до 11), а также выбирали оптимальное соотношения 

фаз маточный раствор : нефрас. 

Для оценки эффективности флотации рассчитывали коэффициент 

распределения и степень извлечения белка (рисунок 25). Содержание белка в 

водной фазе определяли с помощью спектрофотометрического метода Лоури. 

Результаты представлены в таблице 8. 
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Таблица 8. Влияние pH маточного раствора на степень извлечения белка (n=3, 
P=0.95) 

pH маточного 

раствора 

Содержание белка в 

водной фазе, мг/мл 

Коэффициент 

распределения 

Степень 

извлечения, % 

5 27 ± 1 4.8 82 ± 1 

6 16 ± 1 8.9 90 ± 2 

7 9 ± 1 16.2 94 ± 1 

8 10 ± 1 14.7 93 ± 2 

9 18 ± 1 8.1 89 ± 1 

10 23 ± 1 6.0 86 ± 1 

11 25 ± 1 5.4 84 ± 3 

 
Рисунок 25. Зависимость коэффициента распределения от pH маточного раствора. 

Из полученных данных можно сделать вывод, что оптимальным pH для 

выделения белка является 7, при котором степень извлечения достигает (94 ± 1) %. 

Выбор соотношения фаз осуществляли визуально по высоте столба белковой 

пены и по выходу белкового продукта. Результаты представлены в таблице 9. 
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Таблица 9. Зависимость выхода белка от соотношения фаз (n=3, P=0.95) 

Соотношение фаз  

маточный раствор : нефрас 
Выход белкового препарата, % 

1 : 0.75 52 ± 3 

1 : 1 63 ± 2 

1 : 1.25 58 ± 3 

1 : 1.5 26 ± 2 

1 : 2 11 ± 2 

Максимальный выход белкового продукта достигался при соотношении фаз 

маточный раствор : нефрас – 1:1 и составлял (63 ± 2) %. 

6.3 Выбор условий дополнительной очистки белка 

С целью получения изолятов с более высоким содержанием белка 

дополнительно очищали белковый продукт с помощью промывки растворителями 

(водой, этанолом, нефрасом, хлороформом), барботированием углекислым газом и 

сверхкритической флюидной CO2-экстракцией. 

Особо перспективным и экологически чистым методом является 

сверхкритическая флюидная CO2-экстракция (СФЭ). При повышении давления и 

температуры до значений выше сверхкритических, происходил резкое изменение 

свойств диоксида углерода, в частности, увеличение его растворяющей способности 

(рисунок 26). Кроме того, для проведения СФЭ не требуется использование 

токсичных органических растворителей, полное удаление которых из целевого 

продукта невозможно. Условия проведения сверхкритической экстракции 

приведены в таблице 10. 
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Рисунок 26. Схема установки для сверхкритической флюидной CO2-экстракции. 
Таблица 10. Условия проведения СФЭ 
Масса загрузки белкового препарата 25 мг 

Объем со-растворителя (этанола) 2.5 мл 
Давление CO2 при 25оС 70 атм 
Температура экстракции 40оС 

Продолжительность экстракции 3 ч 

Образцы лабораторных белковых препаратов, полученные после 

дополнительной очистки, отправляли на лиофильную сушку, после чего определяли 

содержание белка с помощью азотометрического метода Дюма. Результаты 

представлены в таблице 11. 

Таблица 11. Сравнение результатов дополнительной очистки белка разными 
способами (n=3, P=0.95) 

Способ очистки Содержание белка, % 

Без дополнительной очистки 56 ± 1 

Промывка водой 68 ± 1 

Промывка 20% этанолом 74 ± 1 

Барботирование CO2 67 ± 1 

Сверхкритическая флюидная CO2-экстракция 96 ± 1 
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6.4 Выделение фенольных соединений из водной фазы после стадии 

флотации 

Помимо выделения белка из подсолнечного шрота рассмотрели возможность 

введения в разработанную технологическую схему стадии извлечения фенольных 

соединений с целью их дальнейшего использования для создания новых продуктов 

с добавленной стоимостью. Такой подход позволил бы решить проблему с/х 

отходов, приблизившись к модели идеального замкнутого цикла. В рамках данного 

исследования для извлечения фенольных соединений использовали наночастицы 

магнетита (Fe3O4), модифицированные хитозаном, для селективного связывания с 

фенольными соединениями. Кроме того известно, что хитозан способен связывать 

как восстановленные, так и окисленные формы фенольных соединений, что могло 

способствовать большей степени очистки белкового препарата [198]. 

Одними из основных факторов, влияющих на эффективность извлечения, 

являются время проведения процесса и количество сорбента. Для определения 

оптимального времени извлечения фенольных соединений из водной фазы (рН 4.5, 

поскольку именно при этом значении белок наименее растворим, а снижение ниже 

указанного значения рН могло повысить эффективность извлечения фенольных 

соединений, но приводило бы к денатурации белка и как следствие к ухудшению его 

питательных свойств) изучали периоды перемешивания в течение 30, 60, 90, 120 и 

150 секунд. Как видно на рисунке 27а при увеличении времени перемешивания до 

120 секунд степень извлечения фенольных соединений достигала максимальной. 

При исследовании влияния количества сорбента в диапазоне 10-50 мг (на 

20 мл объема водной фазы) на эффективность извлечения фенольных соединений 

установили, что она растет при увеличении количества магнитных наночастиц от 10 

до 30 мг и сокращается при добавлении больше 30 мг (рисунок 27б), что может быть 

связано с агрегацией избыточного количества наночастиц.  
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Рисунок 27. Влияние на эффективность извлечения фенольных соединений из 
водной фазы а) времени извлечения; б) количества магнитных наночастиц. 

В связи с этим, оптимальными условиями выделения фенольных соединений 

из водной фазы выбрали извлечение в течение 60 секунд при добавлении 30 мг 

магнитных наночастиц. После завершения процесса извлечения, к раствору 

подносили внешний магнит для отделения магнитных наночастиц с 

абсорбированными на их поверхности фенольными соединениями. 

Фенольные соединения десорбировали 5 мл метанола, ацетонитрила и ацетона 

при обработке ультразвуком в течение 5 минут. Из результатов, представленных в 

таблице 12, можно сделать вывод, что метанол проявляет наиболее сильную 

десорбционную способность. Однако так как целевым направлением использования 

фенольных соединений, которые извлекаются на данной стадии, является пищевая 

и фармацевтическая промышленность, применение данного растворителя при 

дальнейшем масштабировании подхода невозможно. Замена метанола на этанол не 

была эффективной для дальнейшего применения в указанной технологии, поскольку 

его более низкая летучесть по сравнению с метанолом затрудняла и удлиняла 

процесс дистилляции. 

Таблица 12. Влияние типа растворителя на процесс десорбции 

Используемый для десорбции 

растворитель 
Содержание фенольных соединений, % 

Метанол 2.7 ± 0.1 

Ацетонитрил 2.1 ± 0.1 

Ацетон 2.4 ± 0.1 

а) б) 
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Несмотря на то, что предложенный подход демонстрирует потенциал 

интегрирования стадии извлечения фенольных соединений при выделении белка из 

подсолнечного шрота, полученные результаты показывают, что эффективность 

извлечения не является полной – часть фенольных соединений остается в водной 

фазе. Данное явление, вероятнее всего, обусловлено сложностью исследуемой 

матрицы: в водной фазе могут одновременно присутствовать полисахариды и 

остатки белков, которые способны связываться с активными центрами 

функционализированных наночастиц, снижая их эффективность для извлечения 

фенольных соединений. Кроме того, агрегация наночастиц при масштабировании 

всего процесса (в 10 раз) приводила к их быстрой седиментации и загрязнению 

белкового изолята. 

6.5 Схема получения белка из подсолнечного шрота 

Принципиальная блок-схема процесса получения белка из подсолнечного 

шрота представлена на рисунке 28. 
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Рисунок 28. Краткая блок-схема получения белка. 

Таким образом, предложенный подход к получению белка из шрота 

подсолнечника имеет ряд преимуществ по сравнению с «классическим»: 

1. Использование аммиачного раствора вместо гидроксида калия позволяет 

сократить количество солевых стоков. 

2. Предварительное внесение антиоксиданта (бисульфита натрия) на стадии 

извлечения белка предотвращает окисление фенольных соединений в условиях 

высоких значений pH и температуры. 

3. Добавление антиоксиданта после отделения твердого остатка позволяет 

получить конечный продукт кремового цвета, что свидетельствует об отсутствии 

или следовых количествах фенольных соединений. 

4. Замена стадии осаждения белка в ИЭТ на флотацию увеличивает степень 

извлечения белка до (94 ± 1) %. 

5. С помощью дополнительной очистки белка сверхкритической флюидной 

CO2-экстракцией возможно получить конечный белковый препарат высокой степени 

чистоты – около 96%. 
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Глава 7. Методы контроля качества белка подсолнечника 

7.1 Методы определения белка 

Определение белка в исходном сырье и образцах, полученным с 

использованием описанного подхода, проводили азотометрическим методом Дюма 

и спектрофотометрическими методами (прямой спектрофотометрический метод, 

метод Брэдфорда, метод Бенедикта, метод с бицинхониновой кислотой и метод 

Лоури). Кроме того, эти же методы использовали для анализа трех коммерческих 

образцов подсолнечного протеина. 

7.1.1 Азотометрические методы 

Классическим методом анализа белка в пищевой промышленности является 

метод Кьельдаля, основанный на определении общего азота с последующим 

пересчетом на содержание белка с помощью соответствующих коэффициентов. 

Однако этот метод сложен в исполнении, занимает несколько часов и требует 

использования токсичных химических реагентов. 

В работе для определения общего азота использовали более простой и 

автоматизированный метод Дюма. На первой стадии образец сжигали в атмосфере 

кислорода при температуре около 1000°C, в результате чего образовывалась вода, 

углекислый газ, азот и смесь оксидов азота. Затем оксиды азота восстанавливались 

до элементарного азота на медной поверхности, отделялась вода и углекислый газ. 

На последнем этапе с помощью детектора теплопроводности определяли 

содержание азота в пробе (рисунок 29). 
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Рисунок 29. Схема определения общего азота по методу Дюма. 

Таблица 13. Содержание азота в образцах, определенное по методу Дюма, с 
пересчетом на содержание белка (n=3, P=0.95) 

Образец Содержание азота, 

% 

Содержание белка, 

% 

Подсолнечный шрот 8 ± 1 50 ± 1 

Лабораторный образец 8 ± 1 50 ± 1 

Коммерческий образец-1 (90%) 14 ± 1 88 ± 1 

Коммерческий образец-2 (82.5%) 8 ± 1 50 ± 1 

Коммерческий образец-3 (78%) 13 ± 1 81 ± 1 

Общий недостаток азотометрических методов заключается в том, что они 

определяют азот независимо от того, является ли он органическим и входит в состав 

молекул белка или привнесен в продукт с посторонним азотсодержащим веществом. 

Как видно из полученных результатов (таблица 13), для коммерческого образца-2 с 

помощью метода Дюма получили заниженный результат содержания белка по 

сравнению с заявленным производителем. 
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7.1.2 Биохимические методы 

Электрофорез в полиакриламидном геле 

Фракционирование белков проводили для растворимой и нерастворимой 

фракции трех коммерческих образцов белка подсолнечного шрота. Как видно на 

рисунке 30, все образцы содержат белки двух типов – солерастворимые глобулины 

и водорастворимые альбумины разной молекулярной массы, а пептидные полосы 

схожи у всех трех образцов протеина. 

 

Рисунок 30. Электрофорез растворимой (Р) и нерастворимой (Н) фракций 
подсолнечных белков 

По результатам проведенного электрофореза можно сделать вывод о том, что 

в исследуемых образцах присутствуют низкомолекулярные 2S альбумины (10-20 

кДа) и диссоциированные 11S глобулины с молекулярной массой 30-50 кДа. 

Сложный состав белка подсолнечного шрота вызывает трудности при его 

выделении из исходного сырья. Особенно важно в процессе экстракции сохранить 

альбумины, так как они обладают наибольшей питательной ценностью. Кроме того, 

при анализе растительных объектов, которые содержат разные белки как по природе, 

так и молекулярной массе, а также характеризуются сложным составом матрицы, 

возникают сложности определения с помощью спектрофотометрических методов, 

так как они широко применимы только для определения индивидуальной формы 

белка. 
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Прямой спектрофотометрический метод 

Данный подход имеет преимущество среди других спектрофотометрических 

методов, так как не требует приготовления и использования дополнительных 

реагентов. Он основан на способности некоторых ароматических кислот белка 

(триптофана и тирозина) поглощать УФ свет при 280 нм. 

Однако известно, что белки отличаются по содержанию ароматических 

аминокислот, в связи с чем их поглощение в УФ-области спектра может сильно 

различаться. В связи с этим, для установления возможности определения белка 

данным методом сравнили УФ-спектры поглощения растворов стандартного 

образца белка – бычьего сывороточного альбумина (БСА) – и трех коммерческих 

образцов белка подсолнечника (рисунок 31). 

 
Рисунок 31. УФ-спектры поглощения а) БСА, б) трех коммерческих образцов 
подсолнечного белка. 

У всех трех исследуемых образцов белка не наблюдается пика в области 280 

нм, что может быть связано с различным аминокислотным составом БСА и белка 

подсолнечника, а также присутствием в исследуемых образцах мешающих 

матричных компонентов, например хлорогеновой кислоты с максимумом 

поглощения в области 330 нм. Таким образом, прямое спектрофотометрическое 

определение белка подсолнечника оказалось невозможным. 

Метод Брэдфорда 

При добавлении к раствору белка красителя кумасси он связывается с 

протеином, что приводит к изменению окраски раствора с красновато-коричневой 

на синий. При этом после связывания с белком пик поглощения раствора красителя 

сдвигается от 465 до 595 нм, что продемонстрировано на рисунке 32. 

а) б) 
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Рисунок 32. Спектры поглощения свободного и связанного красителя кумасси. 

Для построения градуировочной зависимости (рисунок 33) регистрировали 

спектры поглощения смеси стандартных растворов БСА в диапазоне концентраций 

от 10 до 50 мкг/мл с красителем кумасси. По полученным результатам строили 

зависимость поглощения от концентрации БСА в стандартном растворе. В таблице 

14 приведены концентрации стандартных растворов БСА, результаты трехкратного 

определения поглощения смесей БСА с красителем кумасси, а также расчеты 

стандартных отклонений и доверительных интервалов. 

Таблица 14. Данные для построения градуировочной зависимости для определения 
белка с использованием метода Брэдфорда 

Содержание БСА 

в стандартном 

растворе, мкг/мл 

№ 

раствора 

Поглощение, 

усл. ед. 

Ср. значение 

поглощения, 

усл. ед.  

sr DX 

10 

1 1.16 

1.16 0.002 0.007 2 1.15 

3 1.16 

20 

1 1.37 

1.38 0.004 0.02 2 1.38 

3 1.38 

30 

1 1.64 

1.64 0.001 0.004 2 1.64 

3 1.64 
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40 

1 1.89 

1.89 0.004 0.02 2 1.90 

3 1.89 

50 

1 2.12 

2.12 0.003 0.01 2 2.12 

3 2.12 

*Sr – стандартное отклонение, DX – доверительный интервал. 

На основании полученных данных построили градуировочную зависимость 

поглощения от концентрации БСА в стандартном растворе (рисунок 33). 

 
Рисунок 33. Градуировочная зависимость для определения белка с использованием 
метода Брэдфорда. 

Регистрировали спектры поглощения растворов лабораторного образца белка 

и трех коммерческих образцов с красителем кумасси. Исследуемые растворы 

готовили с ожидаемыми концентрациями белка 20, 30 и 40 мкг/мл, каждое 

определение повторяли трехкратно. Фактическое содержание белка в исследуемых 

растворах рассчитывали по уравнению градуировочного графика. Результаты 

определения приведены в таблице 15. 
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Таблица 15. Результаты определения белка по методу Брэдфорда (n=3, P=0.95) 

Исследуемый 

образец белка 

Ожидаемое 

содержание белка, 

мкг/мл 

Фактическое содержание белка 

мкг/мл % 

Лабораторный 

образец 

20 8 

38 ± 1 30 12 

40 15 

Коммерческий 

образец-1 (90%) 

20 13 

63 ± 1 30 19 

40 25 

Коммерческий 

образец-2 

(82.5%) 

20 9 

44 ± 1 30 13 

40 17 

Коммерческий 

образец-3 (78%) 

20 12 

59 ± 1 30 18 

40 23 

Как оказалось, при определении белка методом Брэдфорда используемый в 

качестве белкового стандарта БСА обладает чрезмерным ответом на связывание с 

красителем кумасси и, таким образом, недооценивает содержание белка во всех 

исследуемых образцах, что делает данный метод непригодным для рутинного 

анализа белков подсолнечного шрота. 

Метод Бенедикта 

При добавлении к раствору БСА реактива Бенедикта в щелочной среде из-за 

взаимодействия пептидных связей с ионами меди (II) образуется окраска от голубой 

до фиолетовой в зависимости от концентрации БСА. 

Для построения градуировочной зависимости регистрировали спектры 

поглощения смеси стандартных растворов БСА в диапазоне концентраций от 200 до 

1000 мкг/мл с реактивом Бенедикта. По полученным результатам строили 

зависимость поглощения от концентрации БСА в стандартном растворе. В таблице 

16 приведены концентрации стандартных растворов БСА, результаты трехкратного 
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определения поглощения смесей БСА с реактивом Бенедикта, а также расчеты 

стандартных отклонений и доверительных интервалов. 

Таблица 16. Данные для построения градуировочной зависимости для определения 
белка с использованием метода Бенедикта 

Содержание БСА 

в стандартном 

растворе, мкг/мл 

№ 

раствора 

Поглощение, 

усл. ед. 

Ср. значение 

поглощения, 

усл. ед.  

sr DX 

200 

1 0.13 

0.14 0.008 0.02 2 0.15 

3 0.14 

400 

1 0.26 

0.23 0.02 0.05 2 0.22 

3 0.22 

600 

1 0.31 

0.31 0.007 0.02 2 0.31 

3 0.32 

800 

1 0.42 

0.39 0.03 0.07 2 0.37 

3 0.39 

1000 

1 0.46 

0.46 0.008 0.02 2 0.46 

3 0.45 

*Sr – стандартное отклонение, DX – доверительный интервал. 

На основании полученных данных построили градуировочную зависимость 

поглощения от концентрации БСА в стандартном растворе (рисунок 34). 
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Рисунок 34. Градуировочная зависимость для определения белка с использованием 
метода Бенедикта. 

Регистрировали спектры поглощения растворов лабораторного образца и трех 

коммерческих образцов с реактивом Бенедикта с ожидаемыми концентрациями 

белка 400, 600 и 800 мкг/мл, каждое определение повторяли трехкратно. 

Фактическое содержание белка в исследуемых образцах рассчитывали по 

уравнению градуировочного графика. Результаты определения приведены в 

таблице 17. 

Таблица 17. Результаты определения белка по методу Бенедикта (n=3, P=0.95) 

Исследуемый 

образец белка 

Ожидаемое 

содержание белка, 

мкг/мл 

Фактическое содержание белка 

мкг/мл % 

Лабораторный 

образец 

400 222 

55 ± 1 600 332 

800 443 

Коммерческий 

образец-1 (90%) 

400 364 

91 ± 1 600 547 

800 729 

Коммерческий 

образец-2 

(82.5%) 

400 218 

54 ± 1 600 327 

800 463 
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Коммерческий 

образец-3 (78%) 

400 249 

62 ± 1 600 373 

800 497 

Содержание белка в лабораторном образце, определенное с помощью метода 

Бенедикта, составило (55 ± 1) %. Также получены заниженные результаты для всех 

трех коммерческих образцов по сравнению с заявленными производителями, что 

можно объяснить взаимодействием сопутствующих компонентов белковой матрицы 

с ионами меди или влиянием восстанавливающих веществ. 

Метод БЦК (с бицинхониновой кислотой) 

Для построения градуировочной зависимости регистрировали спектры 

поглощения смеси стандартных растворов БСА в диапазоне концентраций от 20 до 

100 мкг/мл с рабочим раствором, приготовленным согласно методике из п.5.3.3. По 

полученным результатам строили зависимость поглощения от концентрации БСА в 

стандартном растворе. В таблице 18 приведены концентрации стандартных 

растворов БСА, результаты трехкратного определения поглощения смесей БСА с 

рабочим раствором, расчеты стандартных отклонений и доверительных интервалов. 

Таблица 18. Данные для построения градуировочной зависимости для определения 
белка с использованием метода с БЦК 

Содержание БСА 

в стандартном 

растворе, мкг/мл 

№ 

раствора 

Поглощение, 

усл. ед. 

Ср. значение 

поглощения, 

усл. ед.  

sr DX 

20 

1 0.36 

0.36 0.005 0.01 2 0.35 

3 0.35 

40 

1 0.59 

0.58 0.009 0.02 2 0.57 

3 0.59 

60 

1 0.76 

0.76 0.02 0.04 2 0.75 

3 0.78 
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80 

1 0.92 

0.93 0.003 0.008 2 0.93 

3 0.93 

100 

1 1.11 

1.12 0.02 0.04 2 1.14 

3 1.13 

*Sr – стандартное отклонение, DX – доверительный интервал. 

На основании полученных данных построили градуировочную зависимость 

поглощения от концентрации БСА в стандартном растворе (рисунок 35). 

 
Рисунок 35. Градуировочная зависимость для определения белка с использованием 
метода с БЦК. 

Регистрировали спектры поглощения растворов лабораторного образца и трех 

коммерческих образцов с реактивом БЦК с ожидаемыми концентрациями белка 40, 

60 и 80 мкг/мл, каждое определение повторяли трехкратно. Фактическое содержание 

белка в исследуемых образцах рассчитывали по уравнению градуировочного 

графика. Результаты определения приведены в таблице 19. 
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Таблица 19. Результаты определения белка по методу с БЦК (n=3, P=0.95) 

Исследуемый 

образец белка 

Ожидаемое 

содержание белка, 

мкг/мл 

Фактическое содержание белка 

мкг/мл % 

Лабораторный 

образец 

40 19 

49 ± 1 60 30 

80 40 

Коммерческий 

образец-1 (90%) 

40 35 

 88 ± 1 60 52 

80 71 

Коммерческий 

образец-2 

(82.5%) 

40 29 

73 ± 1 60 42 

80 60 

Коммерческий 

образец-3 (78%) 

40 25 

63 ± 1 60 38 

80 50 

Содержание белка в лабораторном образце, определенное с помощью метода 

БЦК, составило (49 ± 1) %. Аналогично результатам, полученным с помощью метода 

Бенедикта, получены заниженные результаты для всех трех коммерческих образцов 

белка по сравнению с заявленными производителями, что можно объяснить 

взаимодействием сопутствующих компонентов белковой матрицы с ионами меди 

или влиянием восстанавливающих веществ. 

Метод Лоури 

Для построения градуировочной зависимости регистрировали спектры 

поглощения смеси стандартных растворов БСА в диапазоне концентраций от 20 до 

100 мкг/мл с рабочим раствором, приготовленным согласно методике из Главы 5, 

п.5.3.3. По полученным результатам строили зависимость поглощения от 

концентрации БСА в стандартном растворе. В таблице 20 приведены концентрации 

стандартных растворов БСА, результаты трехкратного определения поглощения 

смесей БСА с рабочим раствором, а также расчеты стандартных отклонений и 

доверительных интервалов. 
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Таблица 20. Данные для построения градуировочной зависимости для определения 
белка с использованием метода Лоури 
Содержание БСА 

в стандартном 

растворе, мкг/мл 

№ 

раствора 

Поглощение, 

усл. ед. 

Ср. значение 

поглощения, 

усл. ед.  

sr DX 

20 

1 0.03 

0.03 0.004 0.01 2 0.03 

3 0.04 

40 

1 0.06 

0.06 0.003 0.008 2 0.06 

3 0.06 

60 

1 0.08 

0.09 0.007 0.02 2 0.10 

3 0.08 

80 

1 0.12 

0.12 0.006 0.02 2 0.12 

3 0.11 

100 

1 0.14 

0.15 0.007 0.02 2 0.15 

3 0.15 

*Sr – стандартное отклонение, DX – доверительный интервал. 

На основании полученных данных построили градуировочную зависимость 

поглощения от концентрации БСА в стандартном растворе (рисунок 36). 
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Рисунок 36. Градуировочная зависимость градуировочной зависимости для 
определения белка с использованием метода Лоури. 

Регистрировали спектры поглощения растворов лабораторного образца и трех 

коммерческих образцов с рабочим раствором с ожидаемыми концентрациями белка 

40, 60 и 80 мкг/мл, каждое определение повторяли трехкратно. Фактическое 

содержание белка в исследуемых образцах рассчитывали по уравнению 

градуировочного графика. Результаты определения приведены в таблице 21. 

Таблица 21. Результаты определения белка по методу Лоури (n=3, P=0.95) 

Исследуемый 

образец белка 

Ожидаемое 

содержание белка, 

мкг/мл 

Фактическое содержание белка 

мкг/мл % 

Лабораторный 

образец 

40 22 

55 ± 1 60 33 

80 44 

Коммерческий 

образец-1 (90%) 

40 89 

 89 ± 1 60 90 

80 89 

Коммерческий 

образец-2 

(82.5%) 

40 22 

54 ± 1 60 33 

80 42 
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Коммерческий 

образец-3 (78%) 

40 30 

77 ± 1 60 46 

80 62 

Содержание белка в лабораторном образце, определенное с помощью метода 

Лоури, составило (55 ± 0.1) %. При определении белка методом Лоури в диапазоне 

20-100 мкг/мл получены результаты, соответствующие заявленным (для образца-1 и 

образца-3). Достаточно высокая чувствительность (предел обнаружения 9.7 мкг/мл) 

данного метода позволяет исключить мешающие влияние компонентов матрицы 

(полисахаридов и фенольных соединений). 

Таким образом, установлено, что для определения общего количества белка 

наиболее подходящим является использование азотометрического метода Дюма в 

тандеме со спектрофотометрическим методом Лоури, в основе которого лежит 

реакция на пептидные связи. 

7.2 Методы определения фенольных соединений 

7.2.1 Спектрофотометрические методы 

Методы Фолина-Чокальтеу и Берлинской лазури применяли для выбора 

оптимальных условий выделения фенольных соединений из подсолнечного шрота. 

Краткая блок-схема получения фенольных экстрактов представлена на Рисунке 37. 

 

 

Рисунок 37. Блок-схема получения фенольных экстрактов из подсолнечного шрота. 

Навеску подсолнечного шрота помещали в пластиковую пробирку 

вместимостью 50 мл, растворяли в соответствующем растворителе (гидромодуль 

1:30). В качестве растворителя использовали воду, 20% этанол, 50% этанол и 80% 

этанол. Извлечение фенольных соединений проводили с помощью виброшейкера 

при скорости 800 об/мин в течение 5, 15 и 30 минут. Затем растворы 

центрифугировали при 10000 об./мин в течение 10 минут. Осадок отделяли, а 

надосадочную жидкость – фенольный экстракт – использовали для дальнейших 

исследований. 
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Результаты определения общего содержания фенольных соединений в 

подсолнечном шроте и получаемом белковом препарате методами Фолина-

Чокальтеу и Берлинской лазури 

Для построения градуировочной зависимости с использованием метода 

Фолина-Чокальтеу готовили серию стандартных растворов хлорогеновой кислоты в 

диапазоне концентраций от 20 до 100 мкг/мл (рисунок 38а). Реакцию проводили в 

соответствии с методикой, описанной в Главе 5, п.5.3.5. Максимум поглощения 

регистрировали при длине волны 760 нм. Для подтверждения сходимости 

полученных результатов, каждое определение повторяли 3 раза. 

Аналогично, для построения градуировочной зависимости при использовании 

метода Берлинской лазури готовили серию стандартных растворов хлорогеновой 

кислоты в диапазоне концентраций от 10 до 50 мкг/мл (рисунок 38б). Реакцию 

проводили в соответствии с методикой, описанной в Главе 5, п. 5.3.5. Максимум 

поглощения регистрировали при длине волны 720 нм. Для подтверждения 

сходимости полученных результатов, каждое определение повторяли 3 раза. 

Результаты, полученные с помощью двух методов для 12 образцов фенольных 

экстрактов подсолнечного шрота, представлены в таблице 22. 

 
Рисунок 38. Градуировочная зависимость для определения фенольных соединений 
а) методом Фолина-Чокальтеу, б) методом Берлинской лазури. 
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Таблица 22. Результаты содержания фенольных соединений в экстрактах 
подсолнечного шрота, полученные с помощью методов Фолина-Чокальтеу (ФЧ) и 
Берлинской лазури (БЛ) (n=3, P=0.95) 

Условия 

экстракции 

Время экстракции, мин 

5 мин 15 мин 30 мин 

ФЧ БЛ ФЧ БЛ ФЧ БЛ 

Содержание фенольных соединений, % 

H2O 4.3 ± 0.1 4.4 ± 0.1 4.5 ± 0.1 4.7 ± 0.1 3.9 ± 0.1 5.3 ± 0.1 

20% этанол 4.5 ± 0.1 4.8 ± 0.1 4.9 ± 0.1 5.6 ± 0.1 4.6 ± 0.1 5.1 ± 0.1 

50% этанол 4.1 ± 0.1 5.3 ± 0.1 4.2 ± 0.1 5.2 ± 0.1 4.8 ± 0.1 5.5 ± 0.1 

80% этанол 2.7 ± 0.1 3.5 ± 0.1 3.2 ± 0.1 3.7 ± 0.1 3.6 ± 0.1 4.4 ± 0.1 

По полученным данным можно сделать вывод, что с увеличением времени 

извлечения растет содержание фенольных соединений в образцах, а также, что 

наиболее эффективным растворителем является 50% этанол. 

7.2.2 Определение фенольных соединений методом ВЭЖХ 

По результатам анализа литературных данных, связанных с анализом 

фенольных кислот, выбрали обращено-фазовый вариант ВЭЖХ со 

спектрофотометрическим детектированием, что должно обеспечить хорошую 

разрешающую способность и высокую точность результатов определения. 

Основным параметром при спектрофотометрическом детектировании 

соединений является длина волны поглощения. Для достижения наибольшей 

чувствительности целесообразно выбрать длину волны, при которой наблюдается 

максимум поглощения определяемого соединения. Для детектирования 

хлорогеновой, кофейной и хинной кислот оптимальным является использование 210 

нм, 320 нм и 330 нм, так как эти длины волн соответствуют максимумам поглощения 

исследуемых фенольных кислот. 

Природа неподвижной (НФ) и подвижной (ПФ) фаз оказывают влияние на 

удерживание компонентов и селективность их разделения. Для анализа выбрали 

хроматографическую колонку Synergi™ Hydro-RP 80 (250 x 4.6 мм, 4 мм), так как ее 

НФ помимо неполярного сорбента включает в себя вкрапления полярных 

модификаторов, что способно обеспечить хорошее разделение органических кислот. 
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В качестве подвижной фазы использовали различные соотношения 0.1% 

раствора фосфорной кислоты (подвижная фаза А) и ацетонитрила (подвижная фаза 

В). Добавку фосфорной кислоты использовали для перевода аналитов в 

протонированную форму с целью увеличения времени удерживания соединений. 

Хроматографические условия разделения хлорогеновой, кофейной и хинной кислот 

при их совместном присутствии в модельном растворе представлены в таблице 23. 

Таблица 23. Хроматографические условия определения фенольных соединений 

Колонка 
хроматографическая колонка Synergi Hydro-RP,  

250 ´ 4,6 мм, с размером частиц 4 мкм 

Температура колонки 30оС 

Скорость потока 0.7 мл/мин 

Детектор УФ, 210 и 330 нм 

Объем ввода 50 мкл 

Время анализа около 17 минут 

Из-за различия в удерживании исследуемых фенольных кислот, был сделан 

вывод о необходимости использования градиентного режима элюирования 

(таблица 24). 

Таблица 24. Программа градиента подвижных фаз 

Время, мин 
Подвижная фаза А, % 

(0.1% раствор H3PO4) 

Подвижная фаза B, % 

(CH3CN) 

0 – 2 95 5 

2 – 6 95 ® 80 5 ® 20 

6 – 17 80 20 

В предложенных хроматографических условиях с использованием 

градиентного режима элюирования достигли разделения трех основных фенольных 

соединений подсолнечного шрота при их совместном присутствии в стандартном 

растворе (рисунок 39). 
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Рисунок 39. Хроматограмма модельного раствора трех фенольных кислот: 
хлорогеновой, кофейной и хинной (концентрация 0.4 мкг/мл).  

Однако при переходе к реальному объекту – экстракту подсолнечного шрота 

выяснилось, что единственным фенольным соединением в нем является 

хлорогеновая кислота. С целью сокращения времени анализа выбрали соотношение 

фаз 0.1% раствора фосфорной кислоты и ацетонитрила – 80 : 20, оставили одну 

длину волны детектирования – 330 нм (максимум поглощения хлорогеновой 

кислоты) и увеличили скорость потока до 1 мл/мин. Хроматографические условия 

для определения хлорогеновой кислоты в подсолнечном шроте представлены в 

таблице 25. 

Таблица 25. Хроматографические условия определения хлорогеновой кислоты в 
подсолнечном шроте 

Колонка 
хроматографическая колонка Synergi Hydro-RP,  

250 ´ 4,6 мм, с размером частиц 4 мкм 

Температура колонки 30оС 

Скорость потока 1 мл/мин 

Детектор УФ, 330 нм 

Объем ввода 50 мкл 

Время анализа около 10 минут 

На хроматограммах (рисунок 40) расположение пика раствора стандартного 

образца соответствуют расположению пика исследуемого раствора, время 

удерживания хлорогеновой кислоты составляет около 2.5 минут. 
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Рисунок 40. Хроматограммы а) стандартного образца хлорогеновой кислоты 
(концентрация 2 мк/мл), б) экстракта подсолнечного шрота (50% этанол, 30 мин). 

В выбранных хроматографических условиях определяли содержание 

хлорогеновой кислоты в экстрактах, полученных в разных условиях, а также в 

лабораторном образце белка. Для этого хроматографировали стандартные растворы 

хлорогеновой кислоты в диапазоне концентраций от 0.5 до 10 мкг/мл и строили 

зависимость площади пика от концентрации хлорогеновой кислоты в стандартном 

растворе. В таблице 26 приведены концентрации стандартных растворов 

хлорогеновой кислоты, результаты трехкратного определения площадей пиков, а 

также расчеты стандартных отклонений и доверительных интервалов. 

Таблица 26. Данные для построения градуировочной зависимости определения 
хлорогеновой кислоты методом ВЭЖХ 

Содержание ХГК в 

стандартном растворе, 

мкг/мл 

Ср. значение 

площади пика  
sr DX 

0.5 26 0.05 0.1 

2.0 105 0.04 0.1 

5.0 267 0.09 0.2 

7.5 405 0.05 0.1 

10.0 538 0.15 0.3 

*Sr – стандартное отклонение, DX – доверительный интервал.  

На основании полученных данных построили градуировочную зависимость 

площади пика хлорогеновой кислоты от ее концентрации в стандартном растворе 

(рисунок 41) и рассчитали предел обнаружения, который составил 0.01 мкг/мл. 
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Рисунок 41. Градуировочная зависимость для определения хлорогеновой кислоты 
методом ВЭЖХ. 

Хроматографировали испытуемые растворы фенольных экстрактов, 

предварительно разбавленных в 200 раз. Содержание хлорогеновой кислоты 

определяли по уравнению градуировочного графика. Результаты определения 

приведены в таблице 27. 

Таблица 27. Результаты определения хлорогеновой кислоты в подсолнечном шроте 
методом ВЭЖХ с УФ-детектированием (n=3, P=0.95) 

Условия извлечения 

Время удерживания 

хлорогеновой кислоты, 

мин 

Содержание 

хлорогеновой кислоты 

в образце, % 

H2O, 30 мин 2.7 2.4 ± 0.1 

20% этанол, 30 мин 2.7 3.3 ± 0.2 

50% этанол, 30 мин 2.7 3.6 ± 0.2 

80% этанол, 30 мин 2.7 3.1 ± 0.3 

Для получения фенольных экстрактов из белкового препарата растворяли его 

точную навеску в гидроксиде калия с pH 11, центрифугировали при 10000 об./мин в 

течение 10 минут и удаляли нерастворимый осадок. Содержания хлорогеновой 

кислоты в образце лабораторного белка составило (0.03 ± 0.02) %, что почти в 100 

раз меньше по сравнению с исходным растительным сырьем. 
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7.2.3 Определение фенольных соединений методом ИК-спектроскопии  

Сравнение теоретических и экспериментальных ИК-спектров фенольных 

кислот 

ИК-спектры хлорогеновой, кофейной и хинной кислот получили 

экспериментально и рассчитали с помощью метода DFT (теория функционала 

плотности) с коэффициентом масштабирования 1.0000 (рисунок 42). Основные 

полосы поглощения в средней ИК-области (2000-500 см-1) хорошо согласуются в 

экспериментальных и модельных спектрах, при этом существуют расхождения в 

относительных интенсивностях. Колебания, соответствующие характеристическим 

полосам, описаны в таблице 28. 

 
Рисунок 42. Теоретические и экспериментальные ИК-спектры а) хлорогеновой 
кислоты, б) кофейной кислоты, в) хинной кислоты. 

Таблица 28. Сопоставление теоретических и экспериментальных колебаний 
хлорогеновой, хинной и кофейной кислот 

Волновое 
число, см-1 

теоретическое 

Волновое       
число, см-1 

экспериментальное 
Колебания 

Хлорогеновая кислота 

802 816 Phe. δ(C-H), Cycl. ν(C-C), δ(O-H) в COOH 

972 970 ν(C-O) в COOH, Phe. ν(C-O), ν(C-H), Phe. 
ω(C-H), Phe. δ(ring), Cycl. δ(ring) 

1035 1035 ν(C-C), Cycl. δ(ring) 

1119 1111 Phe. δ(ring), Phe. ν(C-O), Phe. ρ (C-H) 

1304 1289 Eth. ν(С-H), Phe. ν(C-C), Phe. δ(C-H)  

1444 1444 Cycl. δ(C-H) 

1648 1638 Phe. ν(C-C), Phe. ν(C=C), Eth. ν(C=C), 
ν(C=O) эфир 
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1679 1684 Phe. ν(C-C), Phe. ν(C=C), Eth. ν(C=C), Eth. 
δ(C-H), ν(C=O) эфир 

1743 1743 Eth. ν(C=C), ν(C=O) эфир, Eth. δ(C-H) 

Кофейная кислота 

1129 1123 Phe. δ(riνg), Phe. ν(C-O)  

1310 1310 Phe. δ(C-H), Phe. ν(C-O) 

1410 1450 Phe. ν(C=C), δ(C-C), Phe. δ(O-H)  

1475 1450 Phe. ν(C=C), Phe. ν(C-C), δ(C-C) 

1643 1600 Phe. ν(C=C), Phe. ν(C-C), Eth. ν(C=C), ν(C-
C), Phe. δ(C-H) 

1675 1645 Phe. ν(C=C), Phe. ν(C-C), Eth. ν(C=C), ν(C-
C), Phe. δ(C-H) 

Хинная кислота 

832 814 ν(С-О) в COOH, δ(C=O), δ(C-H) в COOH 

1025 1029 ν(С-С) 

1060 1060 ν(С-О) 

1100 1100 ν(C-O) 

1215 1230 δ(O-H), ρ (СН2)  

1354 1354 ρ (СН2) 

*Виды колебаний: ν – валентное; δ – деформационное ножничное; ω – 
деформационное веерное; τ – деформационное маятниковое, ρ – деформационное 
крутильное.  
**Сокращения: Phe. – фенильное ядро; Eth. – этилен; Cycl. – циклогексановая группа 
(хинная кислота). 

Сравнение ИК-спектров фенольных кислот и БСА 

На первом этапе исследования изучили возможность одновременного 

определения хлорогеновой, кофейной и хинной кислот с помощью ИК-

спектроскопии. Критерием возможности проведения мультиплексного анализа 

является наличие индивидуальных характеристических полос для каждого 

соединения. Однако, как видно на рисунке 43, ИК-спектры исследуемых 

соединений демонстрируют значительное наложение друг на друга. 
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Рисунок 43. Сравнение ИК-спектров БСА, хлорогеновой кислоты, кофейной 
кислоты и хинной кислоты.  

Поскольку хлорогеновая кислота представляет собой сложный эфир 

кофейной и хинной кислот, в ее ИК-спектр должна присутствовать 

характеристическая полоса, соответствующая колебаниям карбонильной группы 

(C=O) сложноэфирной связи при 1743 см-1. Однако в данной спектральной области 

(1630-1750 см-1) наблюдали наложение полос, что приводит к плохому разрешению 

пиков. Кроме того, низкая интенсивность пика валентных колебаний карбонильной 

группы хлорогеновой кислоты (примерно в 5 раз ниже по сравнению с полосами 

кофейной и хинной кислот в той же спектральной области) делает невозможным 

одновременное определение этих соединений методом ИК-спектроскопии.  

Так как именно продукты окисления хлорогеновой кислоты необратимо 

связываются с молекулами белков, придавая продукции на их основе нежелательное 

зеленое окрашивание, далее сосредоточились на разработке подходов к 

определению только этого соединения на фоне белковой матрицы и в растительном 

сырье. Как видно на рисунке 43, характеристические полосы БСА не расположены 

в области «отпечатков пальцев», поэтому модельный белок не мешает определению 

хлорогеновой кислоты. 

Определение хлорогеновой кислоты в матрице БСА  

На рисунке 44 представлены ИК-спектры хлорогеновой кислоты в матрице 

БСА в диапазоне концентраций от 1 до 10 мг/г  и соответствующая градуировочная 

зависимость рассчитанных интегральных значений поглощения (для 
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характеристической полосы в области 1560 см-1) от логарифма концентрации 

аналита в матрице БСА с коэффициентом корреляции 0.9995 (таблица 29).  

 
Рисунок 44. ИК-спектры модельных смесей хлорогеновой кислоты в матрице БСА 
и соответствующая градуировочная зависимость.  

Таблица 29. Метрологические характеристики методики определения хлорогеновой 
кислоты в матрице БСА методом ИК спектроскопии 

Определяемое 

вещество 

Диапазон 

определяемых 

содержаний, мг/г 

Сmin.,  

мг/г 

Коэф. 

корреляции, r 

sr (при 

Сниж.,  

n=5,  

P=0.95) 

Хлорогеновая 

кислота 
0.5 – 10 0.2 0.9995 0.18 

Предел обнаружения хлорогеновой кислоты составил 0.2 мг/г, что говорит о 

недостаточной чувствительности метода ИК-спектроскопии для анализа белковых 

изолятов. 

Определение хлорогеновой кислоты в подсолнечном шроте методом 

добавок 

На рисунке 45 представлены ИК-спектры подсолнечного шрота с 

добавленным содержанием хлорогеновой кислоты от 0.5 до 10 мг/г и 

соответствующая градуировочная зависимость рассчитанных интегральных 

значений поглощения (для характеристической полосы в области 1560 см-1, 

соответствующей валентным колебаниям карбоксилат-иона) от логарифма 
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концентрации аналита в матрице подсолнечного шрота с коэффициентом 

корреляции 0.9775 (таблица 30).  

 
Рисунок 45. ИК-спектры подсолнечного шрота с добавленным содержанием 
хлорогеновой кислоты и соответствующая градуировочная зависимость. 

Таблица 30. Метрологические характеристики методики определения хлорогеновой 
кислоты в подсолнечном шроте методом ИК-спектроскопии.  

Определяемое 

вещество 

Диапазон 

определяемых 

содержаний, мг/г 

Сmin.,  

мг/г 

Коэф. 

корреляции, r 

sr (при 

Сниж.,  

n=5, 

P=0.95) 

Хлорогеновая 

кислота 
0.5 – 10 0.2 0.9775 0.12 

Таким образом, метод ИК-спектроскопии позволяет определять содержание 

хлорогеновой кислоты в исследуемом растительном объекте с пределом 

обнаружения 2.7×10-3 мг/г (в пересчете на таблетку KBr). Содержание хлорогеновой 

кислоты в образце подсолнечного шрота, определенное с помощью метода добавок, 

составило (5.6 ± 0.8) мг/г. 

Несмотря на то, что методика для определения вышеуказанного фенольного 

соединения методом ИК-спектроскопии имеет более широкий доверительный 

интервал, чем спектрофотометрические методы и ВЭЖХ, полученные в ходе 

исследования данные подтверждают, что он является подходящим для оценки 

первичного растительного сырья на содержание хлорогеновой кислоты как 

основного фенольного соединения подсолнечного шрота. Основное преимущество 

разработанного подхода заключается в том, что он не требует предварительной 
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пробоподготовки (экстракции фенольных соединений из матрицы белка и 

подсолнечного шрота), так как изменение условий (растворитель, время, 

температура) может увеличить или сократить содержание фенольных соединений в 

экстракте с величиной отклонения друг от друга на порядок больше доверительного 

интервала для каждого образца (таблица 29, 30). Это делает аналитические 

характеристики сигнала, определяемого методом ИК-спектроскопии, близкими к 

характеристикам, получаемым методами спектрофотометрии и ВЭЖХ.  

7.2.4 Определение фенольных соединений методом спектроскопии 

комбинационного рассеяния (КР) 

Сравнение теоретических и экспериментальных КР-спектров фенольных 

кислот 

В связи с тем, что в научной литературе практически отсутствуют 

систематические данные по КР-спектрам хлорогеновой, кофейной и хинной кислот, 

на первом этапе работы провели сравнительный анализ экспериментальных 

спектров с теоретическими, рассчитанными методом DFT с коэффициентом 

масштабирования 0.9778 (рисунок 46). На основании этого сравнения 

интерпретировали типы колебаний, наблюдаемые в экспериментально полученных 

спектрах. 

 
Рисунок 46. Теоретические и экспериментальные КР-спектры а) хлорогеновой 
кислоты, б) кофейной кислоты, в) хинной кислоты (l=532 нм). 

Описание колебаний, соответствующих полосам комбинационного рассеяния 

представлено в таблице 31. Анализ полученных данных демонстрирует общее 

соответствие набора характеристических колебаний в модельных и 

экспериментальных КР-спектрах, хотя для некоторых из них отмечаются различия в 

положениях максимумов и их относительной интенсивности.  

500 1000 1500 2000

C
yc

l. 
[d

(C
-H

)],
 n

(O
-H

)

 

Рамановский сдвиг, см-1

 ХГК теор.

d(
C

-O
)

Ph
e.

 [n
(C

-O
)]

Ph
e.

 [n
 (C

=C
)],

 E
th

. [
(n

(C
=C

)]

Et
h.

 [n
(C

=C
)]

16
30

16
04

11
16

 

 

 ХГК эксп.

11
64

-1
25

1

500 1000 1500 2000

 

Рамановский сдвиг, см-1

 КК теор.

Et
h.

 [n
(C

=C
)]

Ph
e.

 [n
(C

=C
)]

Ph
e.

 [n
(C

-O
)]

Ph
e.

 [n
(O

-H
)]

Ph
e.

 [d
(C

-H
)]

Ph
e.

 [n
(C

-O
)]

16
45

16
16

13
01

11
88

11
12

 

 

 КК эксп.80
5

500 1000 1500 2000

 

Рамановский сдвиг, см-1

 ХК теор.

t(
H

-C
-H

)

g(
C

O
O

)

n(
C

-O
)

r(
C

-H
)

d(
O

-H
)

r(
C

-H
)

14
54

13
03

12
40

10
5581
5

 

 

 ХК эксп.

74
0-

75
3а) б) в) 



 111 

Таблица 31. Сопоставление экспериментальных и расчетных КР-сдвигов 
хлорогеновой, кофейной и хинной кислот 

Рамановский 
сдвиг, см-1 

Теоретические 
данные 

Рамановский сдвиг, 
см-1 

Экспериментальные 
данные 

Колебания 

Хлорогеновая кислота 

1107 1116 ν(O-H), Phe. δ(ring), Phe. δ(C-H), Cycl. 
δ(ring) 

1160 1160 δ(C-O), Eth. δ(C-H), δ(C-H)  

1197 1197 Phe. δ(C-H), Phe. δ(O-H)  

1246 1246 Phe. δ(C-H), Eth. δ(C-H), Phe. ν(C-O) 

1627 1604 Phe. ν(С=С), Phe. δ(O-H), Eth. ν(C=C)  

1655 1630 Eth. ν(C=C), Phe. ν(C=C), ν(C=O) эфир 

Кофейная кислота 

804 805 Phe. δ(ring), Phe. ν(C-O)  

975 975 Phe. δ(ring),, Phe. δ(C-H), Eth. δ(C-H). 

1109 1109 Phe. δ(ring), Phe. δ(O-H), Eth. δ(C-H)  

1116 1112 Phe. δ(ring), ν(C-O) в –COOH, Eth. δ(C-
H) 

1196 1188 Phe. ν(O-H), Phe. δ(C-H), Eth. δ(C-H)  

1268 1268 δ(O-H) в COOH - группе, Phe. δ(C-H), 
Phe. ρ(C-H)  

1294 1301 Phe. ν(C-O), Phe. δ(C-H) 

1619 1616 Phe. ν(C=C), Eth. ν(C=C) 

1655 1645 Eth. ν(C=C), Phe. ν(C=C)  

Хинная кислота 

685 685 δ(СOO) 

748 748 δ(СOO) 

822 815 τ(CH2)  

1044 1055 ν(C-O), δ(O-H) 



 112 

1136 1158 ν(C-O), δ(O-H)  

1240 1240 δ(O-H), δ(С-H), ρ(СН2) 

1310 1303 δ(O-H), δ(С-H), ρ(СН2) 

1460 1454 ρ(СН2) 

2960 2932 ν(C-H), δ(СН2) 

3004 2975 ν(C-H), δ(СН2) 

*Виды колебаний: ν – валентное; δ – деформационное ножничное; ω – 
деформационное веерное; τ – деформационное маятниковое, ρ – деформационное 
крутильное.  
**Сокращения: Phe. – фенильное ядро; Eth. – этилен; Сycl. – циклогексановая группа 
(хинная кислота). 

Регистрация КР-спектров фенольных кислот 

Регистрация КР-спектров фенольных кислот при возбуждении лазером с 

длиной волны 514 нм при низкой мощности (~0.1 мВт) выявила чрезвычайно 

высокую КР-активность кофейной кислоты, так как при ее исследовании наблюдали 

высокие фоновый и аналитический сигналы. В результате этого на фоне ее спектра 

невозможно различить характеристические пики хлорогеновой и хинной кислот.  

Повышение мощности лазера примерно на порядок (до 5 мВт) позволило 

зарегистрировать характеристические полосы хлорогеновой и хинной кислот. 

Однако из-за ограничения детектора лазер с длиной волны 514 нм оказался 

неприменим для анализа исследуемых фенольных соединений.   

Использование лазера с длиной волны 532 нм (рисунок 47) позволило 

зарегистрировать КР-спектры всех трех фенольных кислот, однако только при 

использовании разного диапазона мощностей лазерного излучения: хлорогеновой 

кислоты – при средних мощностях (~0.5 мВт), кофейной кислоты – при низких (0.05-

0.5 мВт), а для детектирования сигнала хинной кислоты потребовалась мощность не 

менее 5 мВт. Оптимальные условия регистрации сигнала: время накопления сигнала 

10 секунд, количество накоплений – 3. 
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Рисунок 47. КР-спектры а) хлорогеновой кислоты, б) кофейной кислоты, в) хинной 
кислоты.  

При использовании лазера с длиной волны 785 нм возможно зарегистрировать 

КР-спектры только кофейной кислоты при максимальной мощности (80 мВт), 

однако полученное соотношение сигнал/шум, которое составило 0.09, является 

недостаточным для проведения дальнейшего анализа.  

Таким образом, проведение мультиплексного анализа возможно только для 

хлорогеновой и кофейной кислот при использовании лазера с длиной волны 532 нм 

при мощности около 0.5 мВт.  

Оценка влияния белковой матрицы на КР-спектры фенольных кислот 

Для оценки возможности детектирования фенольных кислот в подсолнечном 

шроте и продуктах его переработки (белковых препаратах) необходимо установить 

потенциальное влияние белковой матрицы на вид КР-спектров. Для этого провели 

сравнительный анализ КР-спектров хлорогеновой кислоты, кофейной кислоты и 

модельного образца белк – БСА. Согласно полученным данным, представленным на 

рисунке 48, перекрывание характеристических полос как между фенольными 

соединениями, так и с модельным белком отсутствует, а экспериментально 

полученные КР-спектры БСА согласуются с литературными данными [194, 195] 

(таблица 29).   
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Рисунок 48. Сравнение КР-спектров БСА и фенольных кислот.  

На КР-спектрах хлорогеновой и кофейной кислот наблюдали 

близкорасположенные полосы в области 1603 и 1632 см-1 (хлорогеновая кислота), 

1616 и 1645 см-1 (кофейная кислота), которые соответствуют валентным колебаниям 

C=C в катехоловом фрагменте и этиленовой группе. Наличие характеристических 

линий при 1603 и 1160 см-1 делает возможным установление факта наличия или 

отсутствия хлорогеновой кислоты в образце. Для кофейной кислоты характерны 

полосы при 1603 см-1, а также 1160 см-1.   

Таблица 32. Сопоставление экспериментальных и теоретических КР-спектров БСА 

Рамановский сдвиг, см-1 

Экспериментальные данные 

Рамановский сдвиг, см-1 

Теоретические данные 
Колебания 

933 937 ν(C-C-N)(α-спираль) 

1003 1003 Phe. + Trp 

1098 1101 Tyr + Phe. 

1205 1207 C-N 

1339 1336 δ(C-H) 

1656 1654 Amide I 

Для оценки влияния белковой матрицы приготовлены модельные образцы 

фенольных кислот в смеси с БСА (массовое содержание фенольных кислот – 10%), 

а также выбраны оптимальные условия для регистрации их КР-спектров.  
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На рисунке 49 представлены КР-спектры модельных образцов, при 

воздействии на них лазера с длиной волны 523 нм. На фоне белковой матрицы 

наблюдаются отчетливые характеристические полосы фенольных кислот.  

 
Рисунок 49. КР-спектры фенольных кислот в матрице БСА (10 масс.%); время 
накопления 10 с, количество накоплений 3, объектив 50х, лазер λ=532 нм. 

Исходя из полученных данных, можно сделать вывод о том, что в выбранных 

условиях КР-спектр БСА характеризуется низким сигналом, следовательно, 

белковая матрица не должна оказывать влияние на определение исследуемых 

фенольных соединений в реальном объекте. 

Определение фенольных кислот в матрице БСА 

На рисунке 50 представлены градуировочные зависимости для определения 

хлорогеновой и кофейной кислот в матрице БСА, полученные методом КР-

картирования. Установлен линейный диапазон определяемых содержаний 

фенольных соединений: для хлорогеновой – 1-10 мг/г, для кофейной кислоты –              

2-10 мг/г. Однородное распределение аналита в белковой матрице и ровную 

поверхность исследуемого образца обеспечивали за счет формирования таблеток.  
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Рисунок 50. Градуировочные зависимости для определения в белковой матрице 
а) хлорогеновой кислоты, б) кофейной кислоты.  

Значительная ширина доверительных интервалов и высокие значения 

относительного стандартного отклонения (таблица 33) связаны с особенностями 

анализа: использование лазера с диаметром пучка ~2 мкм и объектива с 50х 

увеличением. Данные условия приводят к низкой вероятности попадания пучка 

излучения на частицы аналита, распределенного в белковой матрице в относительно 

низких концентрациях. Для компенсации этого эффекта применили КР-

картирование (рисунки 51 и 52) со сбором большого количества КР-спектров с 

шагом 555 мкм, что позволило получить репрезентативную статистику (100 точек на 

образец).  

 

 
Рисунок 51. КР-карты таблеток БСА с содержанием хлорогеновой кислоты а) 1 
масс.%, б) 2 масс.%, в) 5 масс.%, г) 10 масс.% (λ=532 нм, Р=5 мВт, t=10 с, число 
накоплений 2, объектив 50х). 

а) б) в) г) 

а) б) 
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Рисунок 52. КР-карты таблеток БСА с содержанием кофейной кислоты а) 1 масс.%, 
б) 2 масс.%, в) 5 масс.%, г) 10 масс.% (λ=532 нм, Р=5 мВт, t=10 с, число накоплений 
2, объектив 50х). 

Таблица 33. Метрологические характеристики методики определения хлорогеновой 
и кофейной кислот в матрице БСА с помощью КР-спектроскопии 

Определяемое 

вещество 

Диапазон 

определяемых 

содержаний, 

мг/г 

Сmin., 

мг/г 

Коэфф. 

корреляции, r 

sr (при 

Сниж., n=5, 

P=0.95) 

Хлорогеновая кислота 1 – 10 0.5 0.9841 0.22 

Кофейная кислота 2 – 10 1.5 0.9909 0.17 

Влияние матрицы подсолнечного шрота на КР-спектр фенольных кислот 

Для оценки влияния матрицы подсолнечного шрота на вид КР-спектра 

хлорогеновой кислоты формировали таблетки, содержащие 10 масс.% ХГК и 90 

масс.% шрота, после чего регистрировали их КР спектры с  использованием лазеров 

с длинами волн 532 и 785 нм. Воздействие излучения с длиной волны 532 нм на 

подсолнечный шрот вызывает интенсивный фоновый сигнал. Добавление 

хлорогеновой кислоты (10 масс.%) приводит к незначительному снижению фона, 

однако характеристические полосы аналита в КР-спектре остаются неразличимыми 

(рисунок 53а). При возбуждении лазером с длиной волны 785 нм наблюдали 

противоположный эффект: подсолнечный шрот демонстрирует низкий фоновый 

сигнал, однако после внесения хлорогеновой кислоты интенсивность фона 

значительно возрастает (рисунок 53б). Как и в случае использования «зеленого» 

лазера, идентифицирование хлорогеновой кислоты в матрице подсолнечного шрота 

остается невозможным.  

а) б) в) г) 
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Рисунок 53. КР-спектры смеси 10 масс.% хлорогеновой кислоты и 90 масс.% 
подсолнечного шрота, а) λ=532 нм, P=0,5 мВт, t=3 с, число накоплений 3, объектив 
50х, б) λ=785 нм, P=9 мВт, t=3 с, число накоплений 3, объектив 50х.  

Оптимизация условий тушения фонового сигнала матрицей шрота требует 

дополнительных исследований. Согласно литературным данным, перспективными 

альтернативными материалами для тушения фона в КР-спектроскопии могут стать 

графеноподобные материалы [196, 197]. 

Таким образом, спектроскопия комбинационного рассеяния представляет 

собой экспрессный метод, перспективный для анализа растительных белков на 

содержание хлорогеновой и кофейной кислот. Повышение чувствительности и 

снижение предела обнаружения в дальнейшем могут быть достигнуты за счет 

применения современного метода спектроскопии гигантского комбинационного 

рассеяния.  

В целях повышения чувствительности определения фенольных соединений и 

улучшения соотношения сигнал/шум было предложено перейти от метода КР к 

методу гигантского комбинационного рассеяния (ГКР). 

7.2.5 Определение фенольных соединений методом спектроскопии 

гигантского комбинационного рассеяния (ГКР) 

Возможность применения метода спектроскопии ГКР изучали на сенсорной 

поверхности, состоящей из медной фольги (Cu), модифицированной наночастицами 

серебра (AgNP). На первом этапе зарегистрировали ГКР-спектры полученных 

сенсорных подложек и убедились в отсутствие сигналов, что исключает 

возможность спектральных наложений. Усиливающую способность сенсорного 

элемента проверили на раман-активном соединении родамине 6G.  
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При использовании подложки Cu-AgNP для хлорогеновой кислоты 

наблюдали характеристический пик в области 1251 см-1, а также линейную 

зависимость интегрального значения интенсивности сигнала от концентрации в 

диапазоне 70-350 мкг/г (рисунок 54).  

 

Рисунок 54. ГКР-спектры хлорогеновой кислоты и соответствующая 
градуировочная зависимость (λ=638 нм; время накопления – 3 с, число накоплений 
– 5; мощность лазера – 30 мВт; объектив – 20х) 

Для кофейной кислоты характеристические полосы наблюдали в области в 

области 1116 см-1 и, аналогично, линейную зависимость интегрального значения 

интенсивности сигнала от концентрации в диапазоне 36-180 мкг/г (рисунок 55).  

 

Рисунок 55. ГКР-спектры кофейной кислоты и соответствующая градуировочная 
зависимость (λ=638 нм; время накопления – 3 с, число накоплений – 5; мощность 
лазера – 30 мВт; объектив – 20х).  

Сравнение метрологических характеристик определения фенольных кислот 

методом ГКР-спектроскопии на двух типах сенсорных подложек представлено в 

таблице 34.  
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Таблица 34. Метрологические характеристики методики определения хлорогеновой 
и кофейной кислот методом ГКР-спектроскопии 

Определяемое 

соединение 

Диапазон 

определяемых 

содержаний, мкг/г 

Сmin.,  

мкг/г 

Коэфф. 

корреляции, r 

sr (при 

Сниж., n=5, 

P=0.95) 

Хлорогеновая 

кислота 
70 – 350 0.2 0.9855 0.12 

Кофейная 

кислота 
36 – 180 1.1 0.9829 0.09 

Предложенная сенсорная поверхность Cu-AgNP позволяет проводить 

определение хлорогеновой кислоты и кофейной кислоты в исследуемом диапазоне 

концентраций, что делает ее перспективной для использования в целях контроля 

качества белков подсолнечника, содержащих следовые количества фенольных 

соединений для этого объекта.  
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Заключение 

В результате проведенных исследований поставленные задачи решены, а цель 

работы достигнута. Основные результаты, полученные в ходе выполнения работы, 

представлены ниже. 

Изучено влияние основных параметров извлечения белка из подсолнечного 

шрота (pH и гидромодуль) из первичного растительного сырья. Предложена замена 

классического способа извлечения белка с использованием гидроксида калия в 

качестве растворителя на применение аммиачного раствора с целью сокращения 

нежелательных солевых стоков. 

Установлены условия извлечения белка, при которых происходит его 

необратимое связывание с продуктами окисления фенольных соединений. Для 

решения этой проблемы впервые предложено добавление антиоксиданта в 

реакционную систему при сохранении оптимального pH раствора, а также внесение 

антиоксиданта в маточный раствор после отделения твердого осадка для получения 

конечного белкового препарата от белого до кремового цвета. 

Впервые предложено выделение белка из маточного раствора с помощью 

флотации с использованием органического растворителя вместо его осаждения в 

изоэлектрической точке, что способствует увеличению степени извлечения белка. 

Выбраны оптимальные условия флотации: pH маточного раствора и соотношение 

фаз. В качестве растворителя предложено использовать нефрас, разрешенный для 

применения в пищевой промышленности. 

В качестве дополнительной стадии очистки с целью получения белковых 

изолятов высокой степени чистоты предложено использование сверхкритической 

флюидной CO2-экстракции. 

Разработанный в ходе исследования подход к выделению белка из 

подсолнечного шрота успешно масштабирован в 25 раз и апробирован на пилотной 

установке. 

Установлено, что для определения общего количества белка в растительных 

объектах наиболее подходящим является использование азотометрического метода 

Дюма в тандеме со спектрофотометрическим методом Лоури, в основе которого 

лежит реакция на пептидные связи. При этом, достаточно высокая чувствительность 
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метода (предел обнаружения 9.7 мкг/мл) позволяет исключить мешающее влияние 

компонентов матрицы (полисахаридов и фенольных соединений). 

Выбраны оптимальные условия выделения фенольных соединений из 

исходного сырья. С помощью ВЭЖХ определено, что основным фенольным 

соединением подсолнечного шрота является хлорогеновая кислота. Выбраны 

хроматографичекие условия для ее определения (предел обнаружения 0.01 мкг/мл), 

что можно использовать в качестве «золотого стандарта» для контроля ее 

содержания на всех стадиях технологического процесса.  
С использованием метода ВЭЖХ подтверждено, что с помощью 

разработанного подхода удается сократить содержание хлорогеновой кислоты в 

получаемом белковом препарате примерно в 100 раз по сравнению с исходным 

сырьем. 

Разработан подход к недеструктивному анализу хлорогеновой кислоты в 

первичном растительном сырье с помощью ИК-спектроскопии с пределом 

обнаружения 0.2 мг/г. Результаты определения хлорогеновой кислоты в образце 

подсолнечного шрота данным методом подтверждены ВЭЖХ, а также двумя 

спектрофотометрическими методами. Продемонстрирована принципиальная 

возможность оценки качества белковых препаратов (по содержанию хлорогеновой 

и кофейной кислот) методом спектроскопии ГКР в диапазоне концентраций 70 – 350 

мкг/г для хлорогеновой и 36 – 180 мкг/г для кофейной кислоты.  
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Выводы 

1. Предложен способ выделения белка из маточного раствора методом 

флотации с использованием органических растворителей. Выбраны оптимальные 

значения pH маточного раствора и соотношение фаз, которые позволяют достичь 

повышения выхода белкового препарата до 90-96 масс. % и сокращения количества 

солевых отходов по сравнению с литературными аналогами в 40 раз. 

2. Разработан способ предотвращения окисления фенольных соединений 

кислородом воздуха в условиях выделения белка подсолнечника для получения 

чистых протеиновых препаратов.  

3. Предложена методика определения основного фенольного соединения 

подсолнечного шрота – хлорогеновой кислоты – методом ВЭЖХ с УФ-

детектированием с пределом обнаружения 0.01 мкг/мл.  

4. Разработан способ контроля качества подсолнечного белка по его 

содержанию в исходном сырье и продуктах переработки с использованием 

автоматизированного и экспрессного азотометрического метода Дюма в тандеме со 

спектрофотометрическим методом Лоури (предел обнаружения 9.7 мкг/мл) для 

подтверждения белковой природы азота в растительном сырье.  

5. На примере определения хлорогеновой кислоты в подсолнечном шроте 

разработан подход к недеструктивному анализу растительного сырья и продуктов 

его переработки на содержание фенольных соединений методами ИК-

спектроскопии с пределом обнаружения 0.2 мг/г и КР спектроскопии с пределом 

обнаружения 0.5 мг/г.  

6. Для контроля содержания хлорогеновой и кофейной кислот в белковых 

изолятах разработана методика их определения методом ГКР с использованием 

сенсорного элемента на основе меди и наночастиц серебра (Cu-AgNP) с пределами 

обнаружения 0.2 и 1.1 мкг/г, соответственно.  
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