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НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ

В настоящей диссертации применяют следующие нормативные ссылки:
ГОСТ 7.0.5-2008. «Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Библиографическая ссылка. Общие требования и правила составления».
ГОСТ Р 7.0.12-2011 Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Библиографическая запись. Сокращение слов и словосочетаний на русском языке. Общие требования и правила.
ГОСТ 7.32-2017 «Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления».
Технический регламент Таможенного союза «О безопасности молока и молочных продукции» (ТР ТС 033/2013).
СТ РК ИСО 707-2011 Молоко и молочные продукты. Руководство по отбору проб.
ГОСТ 3622-68 Межгосударственный стандарт. Молоко и молочные продукты. Отбор проб и подготовка их к испытанию.
СТ РК 1733-2015 Молоко и молочные продукты. Общие технические условия.
ГОСТ 28283— 2015. Межгосударственный стандарт. Молоко коровье. Метод органолептической оценки запаха и вкуса.
ГОСТ 26809.1-2014 Межгосударственный стандарт. Молоко и молочная продукция. Правила приемки, методы отбора и подготовка проб к анализу.
ГОСТ 3623-73 Молоко и молочные продукты. Методы определения пастеризации.
ГОСТ 23327-98 Молоко и молочные продукты. Метод измерения массовой доли общего азота по Кьельдалю и определение массовой доли белка.
ГОСТ 5867-90 Молоко и молочные продукты. Методы определения жира.
ГОСТ 8218-89 Межгосударственный стандарт. Молоко. Метод определения чистоты.
ГОСТ 9225-84 Межгосударственный стандарт. Молоко и молочные продукты. Методы микробиологического анализа.
ГОСТ 34372-2017 Закваски бактериальные для производства молочной продукции. Общие технические условия.
ГОСТ 10444.11-2013 Микробиология пищевых продуктов и кормов для животных. Методы выявления и подсчета количества дрожжей и плесневых грибов.
ГОСТ 33566 – 2015 Межгосударственный стандарт Молоко и молочная продукция. Определение дрожжей и плесневых грибов.
ГОСТ 33951-2016 Межгосударственный стандарт. Молоко и молочная продукция. Методы определения молочнокислых микроорганизмов.
ГОСТ ISO11133-2-2011 Межгосударственный стандарт. Микробиология пищевых продуктов и кормов для животных. Руководящие указания по приготовлению и производству культуральных сред. Часть 2. Практические руководящие указания по эксплуатационным испытаниям культуральных сред.
ГОСТ 26670-91 Межгосударственный стандарт. Продукты пищевые.
Методы культивирования микроорганизмов.
ГОСТ 3624-92 Межгосударственный стандарт. Молоко и молочные продукты. Титриметрические методы определения кислотности.
ГОСТ 3626-73 Межгосударственный стандарт. Молоко и молочные продукты. Методы определения влаги и сухого вещества.
ГОСТ 32940-2014 Межгосударственный стандарт. Молоко козье сырое.
Технические условия.
ГОСТ 31981-2013 Йогурты Общие технические условия.
ГОСТ 32923-2014 Межгосударственный стандарт. Продукты кисломолочные, обогащенные пробиотическими микроорганизмами. Технические условия.
ГОСТ 32901-2014 Молоко и молочные продукты. Методы микробиологического анализа.
ГОСТ EN 12822-2014 Продукты пищевые. Определение содержания витамина Е (α-, β-, γ-, δ-токоферолов) методом высокоэффективной жидкостной хроматографии.
ГОСТ 34151-2017 Межгосударственный стандарт. Продукты пищевые. Определение витамина C с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии.
М-04-38-2009. Корма, комбикорма и сырье для их производства. Методика измерений массовой доли аминокислот методом капиллярного электрофореза с использованием системы капиллярного электрофореза «Капель».
ГОСТ 33526-2015 Молоко и продукты переработки молока. Методика определения содержания антибиотиков методом высокоэффективной жидкостной хроматографии.
ГОСТ 31659-2012 Продукты пищевые. Метод выявления бактерий рода Salmonella.
ГОСТ 30347-97   Молоко   и   молочные   продукты.   Методы определения Staphylococcus aureus.
ГОСТ 26927-86 Сырье и продукты пищевые. Методы определения ртути.
ГОСТ 26929-94 Сырье и продукты пищевые. Подготовка проб. Минерализация для определения содержания токсичных элементов.
ГОСТ 26932-86 Сырье и продукты пищевые. Методы определения свинца.
ГОСТ 26933-86 Сырье и продукты пищевые. Методы определения кадмия. 
ГОСТ 30178-96 Сырье и продукты пищевые. Атомно-абсорбционный метод определения токсичных элементов.
ГОСТ Р 51766-2001 Сырье и продукты пищевые. Атомно-абсорбционный метод определения мышьяка.
ГОСТ 30711-2001 Продукты пищевые Методы выявления и определения содержания афлатоксинов В1 и М1.
ГОСТ 23452-2015 Молоко и молочные продукты. Методы определения остаточных количеств хлорорганических пестицидов.

ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящей диссертации применяют следующие обозначения и сокращения:
	МКБ
	–
	молочнокислые бактерии

	КОЕ
ВОЗ
	–
–
	колониеобразующая единица
Всемирная организация здравоохранения

	СВЧ
	–
	сверхвысокочастотное излучение

	США
ПНЖК
	–
–
	Соединенные Штаты Америки
полиненасыщенные жирные кислоты

	АОА
	–
	антиоксидантная активность

	рН 
RAPD 
ВЗК 
ОХС 
ТГ 
МДА 
АФК 
ТБК 
ПОЛ 
ДК 
СОД 
ДДТ 
IGA 
ЭВК 
КП 
КЭ 
ВЖХ
СПБ 
ТСХ 
КРАС
 БЦ 
ЖМ 
ФОС 
КСБ 
АК 
НД 
НПО 
СОМО 
СВ
	–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–


	водородный показатель
случайно амплифицируемая полиморфная ДНК
воспалительные заболевания кишечника  
общий холестерин 
триглицериды 
малоновый альдегид
активные формы кислорода 
тиобарбитуровая кислота 
перекисное окисление липидов 
диеновые конъюгаты 
супероксиддисмутаза 
дихлордифенил трихлорметилметан
международная ассоциация козоводства 
экстракт виноградной кожуры
кисломолочный продукт 
капиллярный электрофорез
высокоэффективная жидкостная хроматография
степень переваривания белка  
тонкослойная хромaтогрaфия
коэффициенты различий аминокислотного скора
биологическая ценность
женское молоко 
фосфоолигосахариды 
концентрат сывороточного белка 
аминокислота
нормативная документация
научно-производственное объединение
сухой обезжиренный молочный остаток
   сухие вещества




ОПРЕДЕЛЕНИЯ

В настоящей диссертации применяют следующие термины и определения: 
Закваска – специализированный пищевой бактериальный состав, содержащий молочнокислые бактерии для сквашивания молока.
Термостат – металлический прибор для поддержания равномерной постоянной температуры в ограниченном объеме, используется для создания оптимальной температуры при выращивании культур микроорганизмов.
Пробиотики – это микроорганизмы, которые приносят пользу здоровью за счет улучшения и восстановления микробиоты кишечника: подавляют рост патогенной микрофлоры, обогащают организм витаминами группы В, являются средством профилактики от заболеваний желудочно-кишечного тракта.
Пребиотики — это специализированные растительные волокна, которые улучшают всасывание кишечником полезных веществ, оказывают регенерирующий эффект, содержатся во многих фруктах и овощах, особенно в тех, которые содержат сложные углеводы, такие как клетчатка и резистентный крахмал. Эти углеводы не усваиваются организмом, поэтому они проходят через пищеварительную систему, чтобы стимулировать рост и жизнедеятельностьмикрофлоры толстого кишечника.
Симбиотики – это пищевые соединения, состоящие из живых микроорганизмов и пищевых волокон, микроорганизмы, благотворно воздействующих на организм: подавляют болезнетворную микрофлору, нормализуют баланс микрофлоры кишечника, защищают организм от воздействия токсических веществ.
Лигнаны — это природные компоненты, синтезированные путем бимолекулярной полимеризации фенилпропаноидов, которые обладают антиоксидантной и противовоспалительной активностью и могут быть новыми, недорогой источник антиоксидантов и ингибиторов воспаления.
Антикоагулянты – это химические вещества и лекарственные средства, препятствующие тромбообразованию за счет воздействия на плазменные факторы свертывания крови.
Фактор свертывания крови X – это белок γ-глобулин, профермент (протеаза), синтезируемый печенью в присутствии витамина К, переводит протромбин в тромбин.
Нутрицевтики – это продукты или их компоненты, выделенные из сырья растительного происхождения, которые помимо питательной ценности имеют также физиологическую пользу; могут применяться для улучшения здоровья, замедления процессов старения, предотвращения хронических заболеваний, увеличения продолжительности жизни или поддержки организма.

ВВЕДЕНИЕ

Общая характеристика работы. Работа направлена на исследование антагонистической активности и технологических характеристик новой бактериальной композиции, а также физико-химических показателей и биологической ценности полученных кисломолочных продуктов.
Актуальность темы исследования. В последние годы в Казахстане, как и во всем мире, наметилась тенденция к созданию пищевых продуктов нового поколения, основными характеристиками которых являются сбалансированный состав, высокое содержание белка, витаминов, макро- и микроэлементов, а также пробиотические свойства [1, р. 9682; 2].
Одними из широко потребляемых в мире продуктов питания являются кисломолочные продукты, биологические свойства которых направлены на ингибирование патогенных микроорганизмов, стимуляцию роста полезной микрофлоры кишечника и повышение иммуностимулирующих свойств [3, p. 106]. Следует отметить, что насколько бы ни был разнообразен ассортимент кисломолочных продуктов, в том числе и йогуртов, наполнителями, в основном, выступают ягоды, фрукты, злаки, а в качестве сырья в 95 % случаев используется коровье молоко [4, с. 105].
В настоящее время в Европе и во всем мире набирают популярность продукты из козьего молока, потребление которых помогает улучшить процессы пищеварения и усвоения полезных веществ. Потребление козьего молока значительно улучшает массу тела и минерализацию скелета, а также повышает уровень витаминов, минералов и гемоглобина в сыворотке крови [5, с. 82, 6, С.144].
Для разработки новых кисломолочных продуктов одним из перспективных направлений является поиск уникального заквасочного материала и разработка технологий синбиотических продуктов на молочной основе, включающих оптимальную совместимость консорциумов пробиотических микроорганизмов. Использование молочнокислых бактерий в составе пробиотических препаратов в продуктах функционального назначения вытесняет существующий рынок химико-лекарственных препаратов [3, P. 104]. Регулярное употребление кисломолочных продуктов позволяет не только сохранить хорошее самочувствие, но и замедлить процессы старения. Популярность йогурта растет во всем мире, однако живые бактерии в нем сохраняются не более одной-двух недель [7, с. 143].
Модификация молочных продуктов путем введения растительных компонентов позволяет придать традиционным продуктам новые технологические свойства, экономить молочное сырье и регулировать химический состав в соответствии с современными требованиями науки о питании. Перспективным сырьем для создания кисломолочных продуктов являются ягоды. Боярышник, шиповник, рябина относятся к наиболее популярным ягодам, включающим широкий спектр биологически активных ингредиентов, таких как эфирные масла, фенольные соединения, протеолитические ферменты, витамины и микроэлементы [8, p. 89; 9, pp. 2603,
2606; 10, p. 8].
Учитывая эти качества, изучение совместного использования ягодных сиропов, сухого экстракта виноградной кожуры и закваски на пробиотической культуре при производстве новых кисломолочных продуктов представляет практический интерес.
Использование современных биотехнологических приемов в сочетании с традиционными пищевыми технологиями позволяет создавать продукцию из козьего молока с заданными свойствами [11, р. 1095; 6 р. 111] как для детского, так и специализированного питания и может помочь в решении проблемы с переносимостью белков коровьего молока.
В связи с этим, актуальным является разработка кисломолочной продукции из козьего молока, обогащенной растительными наполнителями, с пробиотическими свойствами, сохраняющей живые бактерии до конца срока годности, что дает большие преимущества для поддержания здоровья, микробиоценоза кишечника и позволит расширить ассортимент кисломолочных продуктов отечественного производства на основе козьего молока.
Цель исследования. Разработка биотехнологических подходов к созданию кисломолочных продуктов с антиоксидантными свойствами на основе козьего молока.
Задачи исследования:
1. исследование физико-химических и микробиологических показателей козьего молока;
2. выделение, генетическая идентификация штаммов молочнокислых бактерий из козьего молока местных производителей с использованием праймеров 8F и 806R;
3. подбор и обоснование композиции молочнокислых бактерий с пробиотическими и сбраживающими свойствами;
4. обоснование дозы внесения растительных наполнителей и разработка рецептуры новых кисломолочных продуктов;
5. оценка антиоксидантных свойств кисломолочных продуктов на основе козьего молока.
Объекты исследования. Объектами исследования являлись образцы козьего молока Алматинской области; закваски для йогуртов YOMIX 495 LYO
100 DCU и YOMIX 883 LYO 50 DCU (Danisco, Германия); бактериальная композиция, содержащая Streptococcus thermophilus ТА 45 (Danisco, Германия), Lactobacillus bulgaricus B6 (университет пищевых технологий, г. Пловдив, Болгария); биологически активные добавки к пище: сироп «KМ – Рябина», сироп
«KМ – Шиповник» (ПК «Фирма «Кызыл май», Алматы, Казахстан), сироп из плодов боярышника (ОАО «Кемеровская фармацевтическая фабрика», Россия); пищевой обогатитель «Экстракт виноградной кожуры» (Healthlife Biotechnology Co., Ltd, Китай).
Предмет исследования. Оценка антагонистических и технологических характеристик бактериальной композиции для получения кисломолочных продуктов с оптимальными органолептическими и физико-химическими свойствами на основе козьего молока отечественного производства.
Методы исследования: Методы органолептической оценки сырья и готовой продукции, ареометрический и пикнометрический методы определения плотности, титриметрический и потенциометрический методы определения кислотности, метод измерения массовой доли общего азота и массовой доли общего белка по Кьельдалю, кислотный метод определения жира по Герберу, амперометрический метод определения антиоксидантов, метод капиллярного электрофореза, микробиологические методы анализа, диффузионный метод определения антагонистической активности бактерий, метод секвенирования 16S рРНК гена по Сенгеру, метод высокоэффективной жидкостной хроматографии, атомно-абсорбционный метод определения токсичных элементов, иммунологические методы анализа, метод Королюк для определения каталазной активности в эритроцитах.
Для статистической обработки полученных результатов использовались программы «Statistica», Microsoft Exel.
Научная новизна диссертационной работы. Выделены и идентифицированы новые штаммы молочнокислых бактерий из козьего молока. На основе термофильного стрептококка, болгарской палочки и выделенного из козьего молока штамма с антагонистическими свойствами сконструирована бактериальная композиция, подавляющая рост болезнетворных микроорганизмов. Обосновано соотношение Lactobacillus bulgaricus В6, Streptococcus thermophilus ТА 4, и Lactobacillus fermentum 14 для бактериальной закваски. Установлено положительное влияние внесенной закваски на качественные характеристики и стабильность микрофлоры в процессе хранения кисломолочных продуктов. Разработана технология производства кисломолочных продуктов из козьего молока.
Теоретическая значимость работы. Выделены молочнокислые бактерии с антагонистической активностью в отношении бактериальных тестовых культур. Создана композиция бактериальной закваски с наиболее выраженными органолептическими характеристиками и антагонистическими свойствами.
Обосновано применение ПЦР метода (RAPD) для генетической идентификации межвидового и внутривидового полиморфизма и филогенетических отношений у микроорганизмов: удобство в использовании для исследования разных видов при использовании одних и тех же праймеров; отсутствие необходимости в предварительном клонировании и секвенировании фрагментов для подбора праймеров; универсальный набор вводимых образцов и быстрое обнаружение вариабельности большого числа локусов по всему геному, а также дешевизна и простота в применении.
Результаты исследования могут быть использованы в учебной программе ВУЗов при подготовке бакалавров, магистрантов и PhD докторантов по образовательной программе «Биотехнология».
Практическая ценность работы. Получен сертификат о депонировании пробиотической культуры Lacobacillus fermentum 14, выделенной из козьего молока, в Республиканской коллекции микроорганизмов (г. Астана), коллекционный номер штамма B-RCM 1020.
Проведена промышленная апробация разработанных кисломолочных продуктов на базе ТОО «ОО Казахская академия питания».
Новизна полученных результатов подтверждается тремя патентами на полезную модель РК №5613, №5614 и №8592.
Основные положения (доказанные научные гипотезы и другие выводы, являющиеся новыми знаниями), выносимые на защиту:
1. выделены и генетически идентифицированы штаммы молочнокислых бактерий с наиболее выраженными кислотообразующими свойствами из козьего молока;
2. по физико-химическим показателям и антагонистической активности обосновано использование пробиотического штамма Lactobaciilus fermentum 14;
3. составлена бактериальная композиция с высокими органолептическими свойствами и антагонистической активностью;
4. исследованы физико-химические, микробиологические показатели и биологическая ценность готовых кисломолочных продуктов;
5. проведена оценка влияния кисломолочных продуктов на снижение токсического отравления организма животных хлоридом кадмия.
Личный вклад автора. Автор внес вклад в сбор и анализ данных, в определение цели и задач работы, в планирование и проведение экспериментов, в статистическую обработку и анализ полученных результатов, в апробацию результатов исследований, подготовку публикаций, написание и оформление рукописи диссертации. Основные результаты и выводы, изложенные в работе, получены в ходе исследований, проведенных лично автором.
Взаимосвязь работы с программой научных исследований. Диссертационная работа выполнялась в рамках финансируемого проекта по выполнению прикладных научных исследований в области агропромышленного комплекса по научно-технической программе «Разработка инновационных технологий по переработке и хранению животноводческой продукции», №ИРН BR06249327 «Разработка и промышленный выпуск продуктов детского и диетического питания на основе козьего молока», в соответствии с бюджетной программой 267 «Повышение доступности знаний и научных исследований» на 2018-2020 гг. (договор №43/1 от 10.09.2018 года).
Апробация и внедрение результатов исследования. Результаты исследования и основные положения диссертационной работы изложены и обсуждены на следующих международных научных конференциях: «AGRITECH-2019: Agribusiness, Environmental Engineering and Biotechnologies» (2019, Красноярск, Россия); «Инновационное развитие пищевой, легкой промышленности и индустрии гостеприимства» (2023, Алматы, Республика Казахстан); «Биотехнология: взгляд в будущее» (2023, Ставрополь, РФ).
Публикации результатов исследования. По теме диссертации опубликовано 14 печатных работ: 7 статей, из которых две статьи входят в базу данных Scopus (одна из них с процентилем выше 25), 4 статьи опубликованы в журналах, рекомендованных Комитетом по обеспечению качества в сфере науки и высшего образования Министерства науки и высшего образования РК, получено три патента на полезную модель, опубликовано 4 тезиса в материалах международных конференций.
Структура и объем диссертации. Диссертационная работа состоит из введения, обзора литературы по теме диссертации, материалов и методов исследований, результатов собственных исследований, заключения, списка использованных источников и приложений. Результаты работы отражены в 40 рисунках, 46 таблицах. Общий объем диссертации составляет 157 страниц компьютерного текста, в том числе 29 страниц приложений. Список использованной литературы содержит 215 источников.

1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Анализ современных тенденций в области производства комбинированных продуктов питания на молочной основе
Структура питания населения Казахстана в последние годы существенно изменилась: значительно снизилось потребление продуктов животного происхождения, являющихся основным источником жира и белка. Наблюдается мировая тенденция, связанная с созданием продуктов, способствующих улучшению здоровья и профилактики различных заболеваний (анемия, сахарный диабет, ишемическая болезнь сердца и т.д.). Нерациональное питание приводит к увеличению частоты дисбактериоза, диабета, гастроэнтерологических заболеваний у разных возрастных групп населения [12], что свидетельствует о необходимости разработки продуктов, положительно влияющих на восстановление микрофлоры кишечника человека [13].
В Японии впервые была разработана в 1980 году концепция функциональных пищевых продуктов, что инициировало и одобрило разработку продуктов, которые использовались для улучшения здоровья пожилых людей [14]. В состав продуктов входили полезные компоненты пищи (пищевые волокна, каротиноиды, фенольные кислоты, жирные кислоты, растительные стеролы, флавоноиды, полиолы, соевый белок, пре- и пробиотики, фитоэстрогены, витамины и минеральные вещества) [15, p. 62].
Комбинированные продукты могут быть использованы для лечения и профилактики ряда заболеваний, поскольку они могут быть дополнительным средством к медикаментозной терапии. Так, биологически активные компоненты, содержащиеся в продуктах растительного происхождения, представлены различным классом соединений: витаминами, макро- и микроэлементами, пищевыми волокнами, которые благоприятно влияют на состояние здоровья и качество жизни [16, p. 51-56]. Особый интерес представляют биофлавоноиды, источниками которых являются фрукты, ягоды, овощи, среди которых следует выделить лимоны, свежую клюкву, черноплодную рябину, боярышник, красную смородину, черную смородину, малину, шиповник; сушеный орегано, грейпфрут, апельсины, артишок [17, p. 135]. Биофлавоноиды обладают антиаллергическим, антиоксидантным, антибактериальным и противовоспалительным действием [18].
Многие фрукты, плоды и ягоды богаты антиоксидантами, участвуют в нейтрализации свободных радикалов, предотвращают повреждение клеток, ослабляют течение тяжелых неинфекционных заболеваний, и должным образом поддерживают здоровье [19, p. 846; 20, р. 129-131].
Молоко, как сырье для кисломолочных продуктов, является важнейшим источником природных биологически активных ингредиентов. Молоко сельскохозяйственных животных содержит белки, жиры, углеводы, которые определяют пищевую ценность молока. Биологическая ценность определяется уровнем витаминов, макро- и микроэлементов, ПНЖК, иммунных факторов [20, р.
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507]. Большинство опубликованных работ связано с поиском биоактивных пептидов в образцах коровьего молока, некоторые из них посвящены исследованиям овечьего или козьего молока [21, p. 137].
Давно известно, что фрукты, овощи и молочные продукты являются полезными компонентами рациона, о чем свидетельствуют их включение во всем мире в государственные стандарты по продуктам питания и рекомендации по питанию [3, p. 9689; 22, р. 173-175]. Традиционный и современный взгляд на роль молока значительно расширился, что привело к появлению комбинированных пищевых продуктов и способствовало увеличению научных знаний о благотворном влиянии рационального питания и конкретных пищевых компонентов на здоровье человека [16, p. 53; 18, p. 130]
Для этой цели растительное сырье представляет собой подходящий источник биоактивных соединений, которые улучшают питательную и биологическую ценность продуктов на основе молока. Комбинированные продукты на молочной основе, обогащенные фитонаполнителями, являются перспективным сегментом молочной промышленности: пользуются все возрастающим спросом, повышают иммунитет и важны для ежедневного потребления с целью пополнения баланса жизненно важных питательных веществ в организме. Известно, что добавление в йогурт продуктов промышленной переработки фруктов и ягод положительно влияет на рост бактерий, характер заквашивания молочной смеси, органолептические свойства и другие физико-химические характеристики. Было показано, что кожура банана и манго обладает замечательными свойствами в отношении их антиоксидантной и пребиотической активности в различных ферментированных молочных продуктах [23, p. 482].
Висенсутто и Кастро (Vicenssuto G.M., Castro R.J.S.) из Государственного университета Кампинаса (UNICAMP, Бразилия) оценивали влияние кожуры манго на скорость роста микроорганизмов кефира в процессе ферментации, а также на антиоксидантные свойства полученных ферментированных продуктов. Значительное увеличение антиоксидантной активности наблюдалось во всех образцах с кожурой манго. Согласно микробиологическому анализу, образцы с добавкой допускали рост микроорганизмов до 3 раз выше, чем в контрольных образцах [24].
Водорастворимый соевый экстракт с добавлением мякоти пальмы макауба (Acromia aculeata) и инулин использовали для разработки кефирного напитка. Биомасса плодов пальмы макауба была получена после охлаждения, замораживания и обезвоживания. Заквашивание соевого молока кефирной культурой способствовало увеличению молочнокислых бактерий Lactococcus lactis и Leuconostoc spp. [25]. Наблюдалось также увеличение изофлавонов в ферментированном кефиром соевом молоке через 4 дня брожения. Повышение фенолов авторы объясняют действием микроорганизмов на β-глюкозидазу, катализирующую гидролиз фенольных соединений, что приводит к их образованию и накоплению. Образец с 3,5% обезвоженной мякотью пальмы макауба и 3,5 инулина оказался наилучшим субстратом для роста пробиотиков. Таким образом, соевое молоко, сквашенное на кефире, можно считать хорошим источником изофлавонов и других фенольных соединений [26, p. 94-95].
В ВГУИТ разработан продукт кефирный, полученный резервуарным способом. В качестве растительных наполнителей использовали сиропы шиповника и облепихи, а также пшеничные хлопья. Срок годности кефирного продукта составляет 7 суток [27].
Милюхина А.К. с соавторами из Федерального государственного автономного образовательного учреждения высшего образования «Национальный исследовательский университет ИТМО» г. Санкт-Петербург разработали способ производства йогурта с добавлением экстракта чаги с целью обогащения его антиоксидантами. Авторами в работе использован способ получения водной вытяжки чаги с помощью мацерации с СВЧ обработкой. В результате исследования авторами выявлено, что антиоксидантные вещества чаги положительно влияют на хранимоспособность конечного продукта [28].
Полученные данные ряда авторов «демонстрируют пригодность растительных наполнителей в рецептурах кисломолочных продуктов для оптимизации преимуществ таких синбиотических продуктов с более высокой доступностью биоактивных соединений» [29].

1.2 Современное состояние проблемы разработки кисломолочных продуктов из козьего молока
Во всем мире наблюдается спрос на продукты из козьего молока. Козоводство является традиционно и исторически укоренившимся на территории Казахстана направлением животноводства. Козы способны более эффективно использовать такие низкопродуктивные угодья, как пустыни и полупустыни, мелкоконтурные малопродуктивные участки в лесной и лесостепной зонах, а также различные овраги, предгорные и горные пастбища. Козье молоко по структуре больше похоже на женское молоко, поэтому в мире наблюдается тенденция использования козьего молока вместо коровьего для производства продуктов не только детского питания, но и массового потребления. По сравнению с другими домашними животными, козы имеют некоторые преимущества: низкие производственные и кормовые затраты и постоянное производство небольшого количества молока, пригодного для немедленного использования в хозяйстве [30, c.44].
В 1981 году ВОЗ разрешила использование козьего молока для производства детских смесей. В 1988 г. в Новой Зеландии был открыт первый в мире завод «Dairy Goat Co-operative» по производству сухих детских смесей из козьего молока. В 2013 году разрешение по использованию козьего молока для производства детского питания было окончательно внесено в директиву Европейского союза [31, c. 26].
Международная ассоциация козоводства (IGA) с 1982 года является глобальным защитником козоводческого сектора и вносит свой вклад в расширение
теоретических и практических знаний через конференции, академические журналы и социальные сети. Выполняя свою миссию по продвижению исследований и разработок в области козоводства на благо человечества, борьбе с бедностью, содействию процветанию и улучшению качества жизни, она является единственной организацией, которая поддерживает козоводство во всех уголках мира. Это глобальная сеть людей и организаций, которая связывает исследования по производству, переработке и маркетингу; делится информацией, опытом и передовой практикой; выступает за социально справедливое, экологически чистое и экономически выгодное разведение коз и продвигает местные, региональные и международные мероприятия с глобальными и разнообразными перспективами [32, р. 11].
В 2018 году мировое поголовье коз превысило один миллиард, что на 34% больше, чем в 2000 году [32, р. 10]. За тот же период поголовье овец выросло всего на 10%, а глобальное поголовье крупного рогатого скота осталось примерно на одном миллиарде голов. Хотя большая часть доходов от мирового производства коз поступает от продажи мяса, одновременно наблюдается рост производства и потребления молока [32, p. 12].
В козьем молоке больше конъюгированных линолевых кислот, играющих важную роль в стимуляции иммунитета. Средний размер жировых шариков коровьего молока составляет 21,2–31,2 мкм, козьего – всего 2 мкм. Соотношение β- казеин/αs1-казеин (70%/30%) в белках козьего молока аналогично грудному человеческому молоку, что приводит к большей усвояемости по сравнению с коровьим молоком в связи с более высокой чувствительностью β-казеина к протеазным ферментам. Благодаря наличию β-казеина в основной фракции молока, козье молоко образует мягкий сгусток, легко перевариваемый в желудке человека. [33, p. 14-16; 34, p. 1219, 1229].
В Казахском национальном университете им. аль-Фараби разработали технологию получения йогурта из сухого козьего молока с пробиотическими свойствами. В качестве закваски использовался термофильный стрептококк (Streptococcus thermophilus) компании Danisco. Через 6 часов сквашивания содержание микроорганизмов соответствовало требованиям, т.е. более 107 КОЕ в 1 мл [35, с. 34.].
В Павлодарском государственном университете им. С. Торайгырова разработан биойогурт из козьего молока, который содержит в своем составе пробиотики, лактитол, джем из ананасов, манго, киви, и стабилизирующую систему. Авторы включили в технологическую схему стадию гомогенизации, вероятно, для смешивания козьего и коровьего молока в соотношении 70:30 [36, с. 123].
В ОГАУ имени Столыпина П.А. (Омск, РФ) в сотрудничестве с Павлодарским государственным университетом им. С. Торайгырова разработали творожный продукт из смеси коровьего и козьего молока на основе закваски из Str. thermophilus, L. acidophilus, B. infantis, B. bifidum и В. longum, которую вносили перед сквашиванием. Авторы утверждают, что в продуктах «объем пробиотической микрофлоры несколько выше, чем в контрольном образце, что можно объяснить наличием более благоприятной питательной среды, в которой присутствует больше сывороточных белков, содержащих незаменимые аминокислоты, необходимые для роста пробиотической микрофлоры» [6, С.146].
В Алматинском технологическом университете разработана технология производства йогурта из козьего молока с добавлением фиников. Срок хранения составляет 5 суток при температуре (4±2) °С. Продукция производится резервуарным методом [37, с. 114].
В ТОО «ОО Казахская академия питания» (Алматы) в сотрудничестве со специализированным домом ребенка (Астана) разработаны рецептуры на жидкие и пастообразные продукты для детского питания. Творог получали кислотным способом, используя бактериальные закваски, включающие следующие штаммы микроорганизмов: Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Laсtococcus lactis ssp. cremoris, Lасtococcus lactis ssp. lactis, Laсtococcus lactis ssp. lactis biovar. Diacetylactis и Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris. Творожные пасты с фруктовыми наполнителями производили путем предварительной гомогенизации творога, доведения его до однородной массы и внесения соответствующих пищевых добавок. Созданные продукты авторы рекомендуют в качестве прикорма детям первого года жизни, а также в качестве продуктов питания для физического развития, повышения защитных функций и регуляции обменных процессов детям дошкольного и школьного возраста [38, с. 36].
В ТОО «Казахский НИИ перерабатывающей и пищевой промышленности» (Алматы) разработали комбинированный продукт на основе овечьего и козьего молока; получен йогурт специализированного назначения. Закваска при производстве живых йогуртов включала Streptococcus thermophillus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus и Bifidobacterium bifidum. Авторы утверждают, что полученная продукция будет носить лечебно-профилактический характер для всех возрастных групп населения [39, с. 157].
Гетманец В.Н. с кафедры технологии производства и переработки продукции животноводства Алтайского государственного аграрного университета (РФ) предложила технологию производства йогурта из козьего молока с использованием закваски «Lactoferm ECO», в состав которой входят Streptococcus salivarius subsp. thermophilus и Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Содержание молочного жира в образцах йогурта находится в пределах 3,9-4,5%, содержание белка – 3,1- 3,2%. Титруемая кислотность готового продукта составляла 87-91 оТ [40, с. p. 171.]. Исследование, проведенное Николеттой П. Манджиа и др. из департамента сельского хозяйства (университет Сассари, Италия), показало, что козье молоко, богатое ПНЖК, является хорошим сырьем для производства ферментированного молока, содержащего большое количество полезных лактобактерий. Молоко, обогащенное ПНЖК, получали от коз, в рацион которых поступало, помимо основного корма, 200 г/день экструдированного льняного семени. В этом исследовании штаммы L. Shirota	 и L. Rhamnosus смогли расти во время ферментации, несмотря на медленное подкисление. L. shirota показал хорошую устойчивость к кислой среде в течение всего срока хранения [41, p. 530].
Анна Митуневич-Малек с соавторами из Западно-Поморского технологического университета (Щецин, Польша) на основе проведенных исследований с получением кисломолочных продуктов из коровьего и козьего молока сделали следующее заключение: традиционные йогуртовые культуры YE- L811 и YC-X16 компании «Chr. Hansen», использованные в эксперименте, можно рекомендовать для производства ферментированных напитков из органического коровьего и козьего молока; жизнеспособность микрофлоры (лактобактерии и стрептококки) в исследуемых йогуртах зависела от типа используемой закваски и времени хранения в холодильнике, а не вида используемого молока [42, p. 1766].
Мартин-Диана с соавторами из института пищевых исследований (Мадрид, Испания) разработали кисломолочный продукт из козьего молока. Оптимальная плотность сгустка была достигнута за счет добавления сухого молока и КСБ. Авторы утверждают, что «добавление КСБ увеличивало содержание белка (1%), а также содержание калия и магния (0,3 и 0,02 г/кг соответственно)» [43, с. 831]
Хамед Мирзаи (Mirzaei H. et. al.) с соавторами из университета Британской Колумбии (Ванкувер, Канада) предлагают добавлять фолиевую кислоту в козье молоко для предотвращения мегалобластной анемии у младенцев. Результаты исследований показали, что ферментированное козье молоко может применяться в качестве профилактики анемии, улучшения антиоксидантного статуса, защиты биомолекул от окислительного повреждения, а также заболеваний сердечно- сосудистой системы [44, p. 9].
Раджив Бхат (Bhat R. et. al.) с соавторами из школы промышленных технологий (Малайзия) разработали новый батончик из козьего молока с добавлением экстрактов цветков розы и двух разных видов натуральных подсластителей (тростниковый сахар и пальмовый сахар). Сообщается, что цветок розы был использован в качестве натурального пищевого консерванта, богатого антиоксидантами и обладающим противомикробным действием [45, p. 2476].
Исследования авторов Эхирим Ф.Н. и Оньенеке Э.Н. из департамента пищевых наук и технологий государственного университета (Оверри, Нигерия) при изучении приблизительного состава образцов йогурта с заменой козьего молока на коровье молоко (100%, 75%, 50% и 25%) показал, что образцы йогурта из козьего молока (100%) имели самое высокое содержание белка (4,2%), жира (4,27%), капроновую (С6), каприловую (С8), каприновую (С10) кислоты и общее содержание сухих веществ (16,22%). Образец йогурта с 100 % козьего молока, получил наивысшую оценку вкуса [46, p. 248]. Йогурт из козьего молока был изготовлен с добавлением до 2% обезжиренного сухого козьего молока, казеината натрия, концентрата сывороточного белка, изолята сывороточного белка.  Йогурт с казеинатом натрия был наиболее приемлемым среди всех йогуртов. Использование изолята сывороточного белка привело к самой твердой структуре йогурта, что привело к более высоким значениям синерезиса. По сравнению с йогуртом, приготовленным с использованием обезжиренного сухого козьего молока, другие варианты йогурта из козьего молока имели более высокое содержание белка и более низкие значения кислотности [47, p. 2702].
«Кишк» – традиционный ливанский кисломолочный продукт, представляющий собой сухую смесь йогурта и булгура, приготовленного из козьего молока. Коровье молоко используется отдельно или смешивается с козьим. Было выявлено, что кишк, произведенный на юге Ливана, получил наивысший балл, так как был приготовлен с использованием булгура [48, р. 172].
Серхан М. (Serhan M. et. al.) с соавторами из университета Баламанд (Ливан) разработали концентрированный йогурт (лабне) из коровьего, козьего молока, а также их смеси в различных соотношениях. По утверждению авторов, в составе лабне из козьего молока имелось более высокое содержание жирных кислот с короткой и средней цепью и низкое их содержание с длинной цепью, чем в продуктах, содержащих лишь молоко коровье. Лабне с содержанием козьего молока в количестве 40% и коровьего молока в количестве 60% были наиболее предпочтительными для органолептической оценки [49].
Кефир является кисломолочным продуктом как натуральный пробиотик, не имеет кислого вкуса, дрожжевого аромата и пенится при перемешивании за счет содержания кислоты, спирта и СО2. Замена козьего молока экстрактом черного риса при закваске кефира не оказывала отрицательного влияния на жизнеспособность микроорганизмов и могла снизить рН смеси. Авторы утверждают, что антиоксидантная активность кефира может быть усилена заменой козьего молока экстрактом черного риса и/или добавлением оринулина. В течение 7 суток хранения при пониженных температурах содержание спирта и общего фенола увеличивалось, а рН кефира снижался. Исследование показывает, что для лечения диабета по крайней мере 2,0 мл дозы кефира в комбинации из козьего молока и экстракта черного риса будут давать эффект, аналогичный эффекту глибенкламида в качестве противодиабетического средства [50, p. 733-734].
Разработан йогурт на основе козьего молока с использованием ароматизатора каджа (Spondias mombim L.), типичного фрукта бразильского серрадо, с различной концентрацией мякоти каджа (0% - контроль; 20%; 30% и 40%). Органолептический тест показал, что смеси, содержащие 20% и 30% мякоти каджа, были наиболее приемлемыми [51, p. 110].
Таким образом, ожидается, что по мере того, как люди будут больше заботиться о своем питании и здоровье, козье молоко и его продукты все больше будут привлекать внимание во всем мире.

1.3. Преимущества применения пробиотических микроорганизмов в пищевой промышленности
Многие штаммы культур, используемые в молочной промышленности, относятся к пробиотикам, оказывающим благотворное действие на организм, обладающим антагонистическими свойствами, воздействующими на болезнетворные микроорганизмы желудочно-кишечного тракта. К ним относятся лактобактерии (лат. Lactobacillus) — род грамположительных анаэробных неспорообразующих молочнокислых бактерий [52, p. 5615-17].
Для приготовления кисломолочных продуктов целесообразно использовать специальные виды молочнокислых бактерий, к которым относятся Lactobacillus bulgaricus и Streptococcus thermophilus. Эти бактерии обоюдно стимулируют друг друга и компенсируют взаимно метаболизм. Именно их сочетание приводит к получению сгустка с кисломолочным ароматом и нежным приятным вкусом [42, p. 1760].
Молочнокислые бактерии (МКБ) являются одними из наиболее важных микробов, которые используются при ферментации пищевых продуктов, а также для улучшения вкуса и текстуры ферментированных пищевых продуктов [53, pp. 676]. Для них характерно производство молочной кислоты в качестве основного продукта из глюкозы и веществ, подавляющих рост, таких как бактериоцины, перекись водорода, диацилы и т. д., которые предотвращают размножение бактерий и патогенов, вызывающих порчу пищевых продуктов [53, p. 677]. Эффективность МКБ в качестве пробиотического агента связана с их способностью выживать в желудочном соке и желчных солях, а также прикрепляться к слизистой оболочке кишечника. Как и многие пробиотические бактерии, молочнокислые бактерии обладают либо бактерицидными, либо бактериостатическими свойствами. Непосредственная антимикробная активность видов Lactobacillus обусловлена продукцией органических кислот, бактериоцинов, пероксида водорода и низкомолекулярных соединений [53, p. 672].
По оценке медиков, из-за несбалансированного питания, в Республике Казахстан большая часть населения в той или иной степени страдает дисбактериозом [54, с. 14]. В течение всей жизни каждого человека состав кишечной микробиоты может изменяться под влиянием образа жизни, диеты, антибиотикотерапии и других стрессовых состояний, что может привести к острым и хроническим заболеваниям. Выдающийся русский физиолог И. Мечников был убежден, что процессы старения организма вызываются гнилостными бактериями кишечной микрофлоры и что молочнокислые бактерии, в частности, болгарская палочка, могут благотворно влиять на продолжительность жизни [55, p. 206].
Пробиотики вносятся в различные продукты, в основном в ферментированные молочные продукты. Нормальная микрофлора ограничивает колонизацию кишечника потенциально патогенными микроорганизмами. Сохранение и укрепление этой микрофлоры может быть достигнуто за счет потребления бактерий, используемых перорально в виде добавок. Сегодня формат продаж пробиотиков в качестве пищевых продуктов и пищевых добавок успешно развивается и пользуется хорошим спросом у населения [56, p. 2, 5].
С точки зрения питания особая роль отводится культурам, отнесенным к молочнокислым бактериям; среди них прикладное значение имеют штаммы, которые относятся к родам Lactobacillus, Bifidobacterium и Lactococcus [56, p. 2], являются грамположительными каталазоотрицательными бактериями, способными продуцировать молочную кислоту в качестве главного продукта сбраживания углеводов [56, p. 16].
Потенциальный пробиотический штамм, оказывающий полезное действие, должен обладать определенными свойствами, одним из которых является антибиотическая активность в отношении патогенных бактерий.
В отношении конечного пищевого продукта, содержание пробиотиков должно основываться на результатах, которые оказались эффективными в проведенных исследованиях. Несмотря на недостаточное количество информации, о минимальных концентрациях, общепринято, что продукты с заявленными пробиотическими свойствами должны иметь минимум 106 КОЕ/мл или грамм продукта, и что для достижения человеком благопроиятного пробиотического эффекта ежедневно следует потреблять от 108 до 109 КОЕ/мл или грамм пробиотических микроорганизмов. Кроме того, одним из условий является способность штаммов расти в производственных условиях и сохранять жизнеспособность при нормальных условиях хранения [57, p. 59].
Пробиотики, как правило, имеют различные механизмы действия на организм, хотя точный способ их проявления до сих пор не изучен полностью. Эти механизмы варьируются от производства бактериоцина и короткоцепочечных жирных кислот и снижения активной кислотности кишечника до регуляции барьерной функции слизистой оболочки и иммуномодуляции иммунного статуса. Имеются также исследования, доказывающие влияние пробиотиков на некоторые аспекты врожденного и приобретенного иммунного ответа организма, модифицируя ответы Т-клеток лимфоцитов и усиливая функцию Th1-клеток. [58, p.514].
Ассортимент продуктов питания, содержащих пробиотические культуры, довольно разнообразен и широк. На рынке основными продуктами с содержанием пробиотических микроорганизмов, являются молочные продукты: сыры, кисломолочные продукты, мороженое. В последнее время растет также ассортимент немолочных продуктов, содержащих пробиотики, которые представлены продуктами из сои, питательными батончиками, хлопьями из разных злаковых культур и различными ягодными и фруктовыми соками и коктейлями [59, p. 89, 106].
Имеются данные о том, что пробиотики играют роль в снижении заболеваемости онкологических заболеваний: исследования показали, что представители Bifidobacterium и Lactobacillus могут снизить содержание канцерогенных ферментов, нормализуя проницаемость кишечника и баланс микрофлоры, а также продуцируя антимутагенные органические кислоты. Некоторые данные свидетельствуют о том, что продукты с содержанием пробиотическов способствуют профилактике ишемической болезни сердца благодаря снижению количества холестерина в сыворотке крови и контролю артериального давления. Предполагаемые исследователями механизмы включают

прямую ассимиляцию, связывание холестерина и действие конечных продуктов ферментации на системные уровни липидов в крови через антигипертензивный эффект. Известно, что у женщин с бактериальным вагинозом, портебляющих молочные продукты с пробиотиками, улучшается микробиологическая картина за счет нормализации микробиоты [60, c. 663]. Также имеются данные о положительном эффекте использования пробиотических бактерий при лечении острых диарейных заболеваний, профилактике улучшения метаболизма лактозы [56, p. 5].
Профилактика инфекционной диареи, вероятно, является наиболее широко признанным преимуществом пробиотических микроорганизмов для здоровья. Например, во французском исследовании, проведенном среди детей в детских садах, введение пробиотического йогуртового продукта, содержащего L. casei, значительно сократило среднюю продолжительность диареи по сравнению с обычным [61, p.183].
Недавние исследования свидетельствуют о том, что воздействие полезных бактерий в раннем возрасте может играть защитную роль для организма против аллергии, и в этом контексте пробиотики могут обеспечить безопасную альтернативную микробную стимуляцию, необходимую для развивающейся иммунной системы у младенцев. В то же время они улучшают барьерную функцию слизистой оболочки, что, способствует смягчению аллергической реакции, например, пищевой аллергии и атопического дерматита [62, p. 5] Антипатогенная активность считается одним из наиболее полезных эффектов пробиотиков, поскольку, в отличие от классических антибиотиков, ингибируется нарушение или изменение состава сложной популяции кишечной микробиоты. Было проведено значительное исследование антипатогенной активности пробиотиков или пробиотических смесей. Техеро-Саринена (Tejero-Sarinena S.) и др. [63, p. 64] исследовали влияние пробиотиков на выживаемость Salmonella enterica, Serovar typhimurium и Clostridium difficile в условиях in vitro модели и предположили, что пробиотики ингибируют рост болезнетворных микроорганизмов за счет продукции короткоцепочечных жирных кислот, таких как уксусная и молочная кислоты.
Кисломолочные продукты, особенно йогурт, продолжают оставаться наиболее важным субстратом для пробиотических бактерий: по мере расширения ассортимента новых кисломолочных продуктов с улучшенными органолептическими свойствами, повышается их популярность у потребителей.
Многие исследования были предприняты для изучения роли пищевых компонентов ферментированных функциональных продуктов в кишечной проницаемости для выявления потенциальной корреляции между диетой, проницаемостью, ожирением, воспалительные заболеваниями кишечника и другими заболеваниями. Кроме того, ферментированные молочные продукты идеально подходят для доставки пробиотических бактерий в кишечник человека и обеспечивают оптимальные условия для их роста [56, р. 5].

Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Leuconostoc и Streptococcus являются наиболее распространенными пробиотическими бактериями в кисломолочных продуктах, которые используются в качестве закваски или природных компонентов сырья. Процесс ферментации и коагуляции позволяет сохранять и повышать жизнеспособность и продуцирующие способности микроорганизмов, сохраняя при этом их пробиотические характеристики [53, p. 673; 64, p. 351]. Молекулярные компоненты пробиотиков, связанные с молочными ферментированными продуктами, влияют на механизмы регуляции и течения болезни либо в качестве профилактики, либо терапевтически, и такие продукты часто называют нутрицевтиками, пищевыми добавками, функциональными или лечебными продуктами [52, p. 5616; 56, p. 2].
В исследованиях in vitro и in vivo наблюдали, что ферментированные молочные продукты помогают поддерживать нормальное состояние слизистой оболочки, гомеостаза и обеспечивают защиту от различных метаболических заболеваний, связанных с нарушениями обмена веществ, через их антиоксидантные, антимикробные, противогрибковые, противовоспалительные, противодиабетические и антиатеросклеротические свойства [52, p. 5628; 56, p. 3-5].
На кафедре судебно-медицинской морфологии и травматологии Кельнского университета разработан йогурт пробиотического действия, представлящий собой комбинированную смесь пробиотиков (L. rhamnosus GG) и пребиотиков (пищевые волокна), его потребление помогает в профилактике синдрома воспаления кишечника (ВЗК), при запоре и диарее [65, p. 82].
Кефир производится с использованием молочнокислой культуры, как и кумыс. Кроме того, кумыс и кефир при приготовлении практически идентичны: с использованием дрожжей и молочнокислого брожения [66, p. 86; 67, p. 6422]. Ли с соавторами обнаружили, что кумыс способствует рассасыванию атрофии вилочковой железы и селезенки, увеличивает количество лейкоцитов, лимфоцитов периферической крови у крыс с моделью подавленного иммунитета. Кроме того, он эффективно улучшает структуру тонкой кишки, слизистой оболочки, что указывает на то, что кумыс может служить лечебным средством с положительным влиянием на иммунную функцию кишечника при иммунодефицитных состояниях [68, p. 8- 13].
Таким образом, для нормализации работы кишечника важным является ежедневное включение в рацион обоих компонентов: пребиотиков и пробиотиков, что позволит восстановить здоровье за короткое время.
Важно отметить, что, поскольку активность пробиотиков связана со штаммами, рекомендуется их идентификация, чтобы установить их пригодность и эффективность для промышленного применения. Это достигается комбинацией фенотипических тестов с последующей генетической идентификацией с использованием молекулярных методов, таких как гибридизация ДНК/ДНК, секвенирование 16SRNA и т.д.

1.4 Выделение новых штаммов молочнокислых бактерий, перспективных для пищевой промышленности
Одним из факторов, определяющих полезные свойства кисломолочных продуктов, является способность бактерий, используемых в качестве заквасок, к подавлению болезнетворных микроорганизмов. Козье молоко, как отмечается в научной литературе, является ценным субстратом для выделения новых видов микроорганизмов [69, pp. 36, 39].
В частности, в козьем молоко присутствует такая культура молочнокислых бактерий как Lactobacillus fermentum (Lb. fermentum), которая относится к грамположительным бактериям, принадлежащим к роду Lactobacillus, присутствие которых в продукте способствует усилению иммунного ответа, а также предотвращают внебольничные инфекции желудочно-кишечного тракта и верхних дыхательных путей. Кроме того, Lb. fermentum продуцирует сильнодействующие противомикробные пептиды, которые можно применять в качестве пищевых консервантов или в качестве альтернативы антибиотикам [70, p. 5].
Бактерии, продуцирующие молочную кислоту, являются наиболее часто используемыми пробиотиками, которые играют важную роль в защите хозяина от вредоносных микроорганизмов в укреплении иммунной системы хозяина, в улучшении усвояемости корма животными и уменьшении нарушений обмена веществ [71, p. 3389].
Лин В.С., Птак С.П. и другие (Lin W.C., Ptak C.P. et. al.) в своем исследовании проанализировали кишечную микробиоту, содержащую Lactobacillus (Lactobacillus gasseri, Lactobacillus reuteri и Lactobacillus salivarius). Изоляты молочнокислых бактерий обладали необходимой устойчивостью к росту для пробиотической функциональности, а также проявляли эффективную противомикробную активность в отношении кишечных бактериальных патогенов крупного рогатого скота, включая Escherichia coli O157:H7, Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis и виды Salmonella (Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium и Salmonella dublin) [72, p. 250].
Арчер A.C. и другие (Archer A.C. et. al.) исследовали местные изоляты Lactobacillus fermentum, отобранные из местных ферментированных молочных продуктов. Изоляты продемонстрировали антибактериальную активность в отношении Listeria monocytogenes ScottA и Micrococcus luteus ATCC 9341. Изоляты L. fermentum MCC 2759 и L. fermentum MCC 2760 продемонстрировали наилучшие пробиотические свойства с высокой выживаемостью в имитированных жидкостях желудочно-кишечного тракта, адгезией in vitro, снижением уровня холестерина и высоким антиоксидантным потенциалом [73, p. 8120].
Руссо П. и др. (Russo P. et. al.) обнаружили, что культура Lactobacillus fermentum, выделенная из хлебной закваски, способна продуцировать рибофлавин. Спонтанно устойчивые к розеофлавину мутанты были получены путем воздействия на дикий штамм L. fermentum PBCC11 повышающимися концентрациями розеофлавина. Было выделено пятнадцать спонтанно устойчивых к розеофлавину мутантов, уровни витамина B2 были количественно определены с помощью ВЭЖХ. Семь мутантных штаммов продуцировали концентрацию витамина В2 выше 1 мг/л. [74, р. 3697; 75, р. 6310, 6317].
Кахоули И. с соавторами (Kahouli I. et.al.) изучили значительную антиоксидантную, антипролиферативную и проапоптотическую активность Lactobacillus acidophilus ATCC 314 и Lactobacillus fermentum NCIMB 5221 в отношении клеток CRC, особенно при использовании в комбинации (La-Lf). В результате La-Lf продемонстрировал большую защиту от онкогенеза в кишечнике, что подтверждает потенциальное использование в качестве биотерапевтического средства для профилактики болезни [76, p. 2013-2016].
Асан-Озуаглам и Гунякти (Asan-Ozusaglam M., Gunyakti A.) проводили исследование бактерий, выделенных из грудного молока и оценивали их пробиотический потенциал. Авторы пришли к заключению, что штаммы L. fermentum MA-7 и MA-8 являются безопасными благодаря гамма-гемолитической активности и устойчивости к низким pH в желудочно-кишечном тракте. В связи с тем, что штаммы L. fermentum достигают хорошего эффекта снижения уровня холестерина в желудочно-кишечном тракте, авторы предлагают их в качестве пробиотического препарата в пищевой промышленности [77, р. 507].
Прести И. с соавторами (Presti I. et. al.) исследовали пробиотические свойства новых штаммов Lactobacillus и Bifidobacterium путем определения их толерантности к низкому pH и солям желчных кислот, чувствительности к антибиотикам и противомикробной активности. Штаммы, обладающие наиболее эффективными пробиотическими свойствами (Lactobacillus plantarum PBS067, Lactobacillus rhamnosus PBS070 и Bifidobacterium animalis subsp. Lactis PBSO75), оценивали на предмет их воздействия также на клеточную линию кишечника человека HT-29. Полученные результаты подтверждают возможность перехода на другой уровень исследований, а именно: пероральное введение этих пробиотических штаммов пациентам с острыми и хроническими заболеваниями кишечника путем экспериментов in vivo [52, р. 5625].
Мело T.A. с коллегами (Melo T.A. et.al.) исследовали штамм Lactobacillus fermentum, выделенный из какао после его ферментации. Авторы утверждают, что «этот штамм демонстрирует профиль чувствительности и устойчивости к антибиотикам, что позволяет использовать его наряду с лекарственной терапией. В совокупности эти характеристики позволяют предположить, что Lactobacillus fermentum TCUESC01 имеет большой потенциал в качестве безопасной пробиотической пищевой добавки» [78, p. 6].
Точилина А.Г. с соавторами изучали Lactobacillus fermentum 90 TC-4, выделенный от здорового человека. Как заявляют авторы, штамм обладает устойчивостью к таким антибиотикам как цефотаксим, гентамицин, ципрофлоксацин, цефепим, эритромицин, фуразолидон, тетрациклин, сульфаниламиды, «удовлетворяет современным требованиям к производственным штаммам и может использоваться в качестве продуцента пробиотиков» [79, с. 132].

Таким образом, культура L. fermentum может быть потенциальным пробиотиком при разработке кисломолочных продуктов.

1.5 Полифенольные фитохимические вещества и антиоксидантный потенциал боярышника, шиповника, рябины и винограда
В течение последних десятилетий поиск и разработка новых высокоценных биоактивных соединений из растений стала актуальной проблемой для исследователей, медицинских работников, производителей и потребителей [80, p. 1476; 81, p. 2]. Фрукты и овощи всегда считались здоровой пищей, главным образом из-за высокого содержания в них ценных питательных веществ, таких как витамины, минералы, полифенольные соединения, антиоксиданты, пищевые волокна и другие. В связи с этим многие хорошо известные и популярные во всем мире ягоды, такие как малина, боярышник, шиповник, клубника, черная смородина, черника, вишня и другие, относятся к числу богатейших источников витаминов и биоактивных фитохимических веществ, особенно полифенолов-антиоксидантов. Вышеупомянутые ягоды также обладают характерными и ценными сенсорными свойствами и, следовательно, потребляются как в виде свежих фруктов, так и в переработанном виде.
Основными требованиями к растительным наполнителям являются безопасность, минимум побочных эффектов, эффективность, большая биодоступность и более низкая стоимость по сравнению с синтетическими препаратами. Одним из таких растений является боярышник, ягоды которого богаты питательными веществами, полезными для здоровья и ценными свойствами, такими как противомикробные, противовоспалительные, антиоксидантные, противораковые и антикоагулянтные свойства [82, p. 1683]. Из-за безопасности этого растения Комитет по лекарственным средствам растительного происхождения и комитет Европейского агентства по лекарственным средствам классифицировали боярышник как «традиционное растительное лекарственное средство» [83, p. 437;291].
Боярышник (Crataegus) относится к семейству розоцветных (Rosaceae) и является наиболее ценным видом. Боярышник широко используется в пищу и в медицинских исследованиях. Свежие или сушеные плоды боярышника используют для приготовления варенья, чая и пищевых добавок. Экстракты ягод, листьев и цветков боярышника применяются для профилактики гипертонии и сердечной недостаточности [84, p. 569].
Боярышник обладает высокой биологической ценностью, содержит пищевые волокна, пектин, аскорбиновую кислоту, минералы и антиоксиданты по сравнению со многими фруктами и овощами [85, p. 1-2], его пищевая ценность одобрена в качестве лечебного средства Национальной комиссией по здоровью и благополучию Китая [2]. Исследования подтвердили, что боярышник богат аминокислотами (8 незаменимых аминокислот и в 3–8 раз больше аминокислот, чем во фруктах), белка в 17 раз больше, чем в плодах яблока, по сахарам и минералами он занимает 1-е место по содержанию кальция среди фруктов, а также по витаминам А, С, В1, В2 [82, p. 1685]. Боярышник также богат органическими кислотами. В среднем, боярышник содержит около 7 мг/г белка, 2 мг/г растительных масел, 30–40 мг/г пектина, 30–50 мг/г органических кислот, 3–8 мг/г дубильных веществ, 0,5–1,5 мг/г аминокислот, 0,89 мг/г витамина С, 0,89 мг/г витамина D и 0,65 мг/г флавоноидов [86, p. 103].
Пектин, извлеченный из остатков боярышника, используется для производства йогурта для улучшения стабильности сгустка и органолептических показателей, что позволило разработать новые продукты питания из побочных продуктов на основе боярышника [87, p. 137]. Применение боярышника человеком благоприятно сказывается на пищеварительной и сердечно-сосудистой системе. В Европе боярышник используют как лекарственное средство, т.к. содержит биологически активные компоненты с большим потенциалом для фармацевтической промышленности, в том числе полифенолы и флавоноиды. Ягоды боярышника богаты флавоноидами, которые используются как восстанавители и стабилизаторы в синтезе наночастиц в качестве антимикробных агентов [88, p. 13683].
Активные компоненты боярышника – полифенольные соединения, являются хорошими антиоксидантами и иммуномодуляторами [83, p. 440]. Поэтому целесообразно расширять область использования терапевтического потенциала боярышника при создании новых продуктов питания для улучшения и поддержания здоровья населения.
Проантоцианидины, общее количество флавоноидов и другие экстракты, содержащиеся в плодах, листья и цветки боярышника широко используются при лечении сердечно-сосудистых заболеваний из-за их значительного эффекта in vitro и очевидного профиля безопасности [89, 2870-2871].
Выявлены антиаритмические свойства высушенного экстракта боярышника с цветущими листьями [90, p. 34]. Экстракт боярышника может повышать активность глутатионпероксидазы и снижать содержание МДА в миокарде, облегчая инфильтрацию воспалительных клеток, миофибриллярные нарушения в структуре миокарда [91, p. 9]. Органические кислоты (лимонная, кофейная и хлорогеновая) и кверцетин в боярышнике также обладают защитным действием против инфаркта миокарда [89, p. 2864].
Фенольные и флавоноидные соединения боярышника считаются важными активными веществами в борьбе с сахарным диабетом. Боярышник способен улучшать гиперлипидемию за счет снижения уровня сахара и триглицеридов в крови, вызванного диетой с высоким содержанием жиров [92, p. 5]. α-глюкозидаза является основным ферментом, катализирующим последнюю стадию гидролиза углеводов пищеварительной системы. Кверцетин в боярышнике может эффективно ингибировать активность фермента альфа-глюкозидазы, приводящий к снижению высвобождения и всасывания глюкозы, тем самым снижая уровень сахара в крови [93, p. 1089]. Сильные антиоксидантные и защитные свойства боярышника против токсического поражения биологических тканей и липидов клеточных мембран проявляются в дозозависимой активности по поглощению свободных радикалов [81, p. 2; 82, p. 1686].
Что касается полезных свойств рябины, она содержит полезные вещества и используется в лечебных целях в связи с противовоспалительным, противодиарейным, мочегонным и сосудорасширяющим действием. Эти преимущества обусловлены значительным количеством фитохимических веществ, таких как витамины, каротиноиды и фенольные кислоты, а также важными в питании минералами, железом, калием и магнием. Рябина издавна используется в народной медицине как средство, повышающее и улучшающее аппетит, отличный источник витаминов. Чай, сироп, желе или спиртовая настойка ягод рябины применялись для лечения лихорадки, инфекций, простуды, гриппа, ревматизма и подагры. Кроме того, ягоды рябины содержат сладкий на вкус сахарный спирт сорбит, который медленно метаболизируется в организме человека и поэтому подходит в качестве подсластителя для людей, страдающих диабетом [94, p. 817]. Хлорогеновая и неохлорогеновая кислоты являются основными фенолокислотами, составляющими 56–80% от суммы фенолов в ягодах рябины [94, p. 822-23]. В водном экстракте ягод рябины обнаружены и другие фенольные соединения: катехин, эпикатехин, метиловый эфир феруловой кислоты, процианидин В1, флавонолы (кверцетин, изокверцетин, гиперозид, рутин, катехин, эпикатехин), антоцианы (преимущественно гликозиды цианидина или пеларгонидина), проантоцианидины. Некоторые другие хорошо известные фенольные кислоты и их производные, обнаруженные в следовых количествах в ягодах рябины - коричная, ванилиновая, п-кумаровая, кофейная и бензойная кислоты [94, p. 822].
Ягоды рябины являются богатым источником антиоксидантов, таких как рутин, кверцетин-3-глюкозид и кверцетин-3-D-галактозид. Научными исследованиями доказано противовоспалительное и антидиабетическое действие, которое определяется наличием в их составе аскорбиновой кислоты, органических кислот, фенольных соединений, каротиноидов [82, p. 1687].
Кристи Е. (Elena Cristea et. al.) c соавторами, из технического университета Молдовы, показали, что ягоды рябины содержат в основном полифенолы 1,34–1,47 г/100 г, каротиноиды 21,65 мг/100 г и различные органические кислоты, такие как яблочная, лимонная, и янтарная [95, p. 3788]. Основными каротиноидами рябины являются зеаксантин, криптоксантин и β-каротин (транс-форма) [94, p. 818]. Среди водорастворимых биологически активных веществ, содержащихся в плодах шиповника, выделяются фенольные соединения и аскорбиновая кислота [96, p. 105]. Включение в рацион аскорбиновой кислоты важно, поскольку она обеспечивает окислительно-восстановительный статус и приносит пользу для здоровья. Харрисон (Harrison F.E.) [97, p. 712] обнаружил благотворное влияние этого витамина при ухудшении когнитивных функций и болезни Альцгеймера [96,
p. 107]. Тумбас и др. (Tumbas, V.T.) [98, p. 1278] обнаружили, что плоды шиповника демонстрируют высокие концентрации витамина С, кверцетина и эллаговой кислоты. Эти результаты совпадают с результатами Хосни (Hosni) с соавторами [99, p. 121], которые заметили, что кверцетин и эллаговая кислота являются наиболее распространенными фенольными соединениями в шиповнике. Хуан Ю. (Huan Yi) с соавторами из университета традиционной китайской медицины Чэнду в Китае [100, p. 10, 11] в результате экспериментов на животных сообщили о благотворном влиянии кверцетина на такие заболевания как диабет, гиперлипидемия и неалкогольная жировая болезнь печени [102, p. 5]. Уэргемми и другие (Ouerghemmi S. et. al) [102, p. 174] обнаружили, что экстракты Rosa canina включают два фенольных соединения, производных кемпферола (кемпферол -3- O -глюкозид и кемпферол-7- O -глюкозид).
В настоящее время не существует эффективной терапии для лечения ревматоидного артрита. Шиповник традиционно используется для его профилактики и лечения. В клинических испытаниях было показано, что применение шиповника уменьшает симптомы, связанные с ревматоидным воспалением [103, p. 96]. Этот эффект связан с высоким содержанием в молекулах галактолипида (1,2-ди-O-α-линоленоил-3- O -β- D -галактопиранозил-sn-глицерин), имеющего противовоспалительные свойства [104, p. 9].
Ряд исследований показали, что натуральные антиоксидантные компоненты, включая полифенолы, уменьшают потерю костной массы, вызванную окислительным стрессом [105, p. 156]. В результате ягоды шиповника, благодаря высокому содержанию антиоксидантов, представляют собой потенциальное средство для лечения остеопороза за счет синтеза коллагенового матрикса [106, p. 2; 107, p. 11].
Ягоды шиповника обладают бактерицидным и антиоксидантным действием, а введение сиропа боярышника в состав продуктов было связано с тем, что он является важным растительным кардиотоником и применяется при заболеваниях сердца и сосудов [8, р. 74; 91, p. 5; 108, p. 68]. Эти свойства позволяют использовать ягодные сиропы в качестве добавок к кисломолочным продуктам для повышения антиоксидантной активности и улучшения вкусовых качеств.
Основными фенольными соединениями в ягодах винограда являются флавоноиды, включая антоцианы и проантоцианидины, гидроксикоричные кислоты. Кверцетин, который является флавоноидом, и ресвератрол, принадлежащий к группе стильбенов, являются мощными антиоксидантами, и предполагается, что они играют определенную роль в защите от сердечно- сосудистых заболеваний [109, p. 80; 110, p. 1206]. Также имеются данные о том, что конденсированные танины, называемые проантоцианидинами, обладают свойствами снижения уровня ОХС и артериального давления [111, p. 1792]. Виноград также богат фитостеролами и жирными кислотами, которые могут частично ингибировать кишечную абсорбцию эндогенно вырабатываемого холестерина как с пищей, так и с желчью, снижая их уровень в кровотоке и оказывая антиатерогенное и антиатерогенное действие, кардиозащитный эффект [112, p. 3524].

Большинство фенольных соединений, таких как антоцианы, флавонолы, производные гидроксикоричной кислоты и проантоцианидины, сосредоточены в кожуре ягод с минимальным количеством ресвератрола в семенах [113, p. 355]. Кроме того, в семенах преобладает содержание флаван-3-олов и проантоцианидинов, тогда как в мякоти содержатся лишь следовые количества антоцианов и других фенолов.
Экстракт виноградной кожуры (ЭВК) проявляет противовоспалительную, антиапоптотическую, антинекротическую, сердечно-сосудистую и антиканцерогенную активность и оказывает благотворное влияние на ряд заболеваний, включая старение кожи. Присутствие антиоксидантных свойств в экстракте виноградной кожуры оказывает более сильное действие по удалению свободных радикалов кислорода [114, p, 180].
По данным ВОЗ, около 1,28 млрд человек в мире страдают гипертонией. Фрукты и овощи, богатые флавоноидами и полифенолами, можно использовать в качестве естественной терапии для контроля гипертонии [115, p. 588]. Выявлено, что ЭВК богат проантоцианидином и способен оказывать антигипертензивное действие путем подавления окислительного стресса [116, p. 362]. Ресвератрол, обнаруженный в экстракте виноградной кожуры (ЭВК), представляет собой полифенол, который подавляет рост Helicobacter pylori, секрецию интерлейкина, индуцированную H. pylori, образование активных форм кислорода [117, p. 1933]. ЭВК проявляет также антимикробные свойства и эффективно используется против грамположительных бактерий (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Bacillus coagulans и Bacillus subtilis), но более эффективен против грамотрицательных бактерий, таких как Pseudomonas aeruginosa или Escherichia coli [118, p. 1947].
Таким образом, чтобы улучшить полезные свойства кисломолочных продуктов, желательно обогатить их ягодными и овощными наполнителями. Боярышник, шиповник, рябина являются одними из самых популярных ягод, содержащих широкий спектр активных ингредиентов, таких как эфирные масла, фенольные, протеолитические ферменты, витамины и микроэлементы.

2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

2.1 Постановка эксперимента и схема проведения исследований
Экспериментальные исследования в соответствии с поставленными задачами проводились на базе кафедры «Пищевой биотехнологии», в условиях лабораторий научно-исследовательского института пищевой безопасности Алматинского технологического университета, в лаборатории пищевых биотехнологий и специализированных продуктов питания Казахской академии питания, в РГП на ПХВ «Институт генетики и физиологии» КН МНВО РК, а также в лаборатории кафедры «Технологии молока и молочных продуктов» Университета пищевых технологий в г. Пловдив, Болгария.
Первый этап исследований посвящен анализу научно-исследовательской литературы по изучению биотехнологических подходов при создании кисломолочных продуктов из козьего молока. На основе обобщения и систематизации отечественных и зарубежных публикаций представлен анализ современных тенденций в области производства комбинированных продуктов питания на молочной основе. Рассмотрены биотехнологии с использованием наполнителей растительного происхождения, позволяющие повысить технологические и потребительские свойства за счет повышения антагонистической и антиоксидантной активности, а также преимуществ использования пробиотиков в производстве кисломолочных продуктов. Изложены аспекты, касающиеся антиоксидантного потенциала растительных наполнителей, а также выделения молочнокислых бактерий, перспективных для молочной промышленности.
Дано обоснование выбора растительных наполнителей, перспективных в качестве обогащающих компонентов для производства кисломолочной продукции, определены изучаемые факторы и контролируемые параметры экспериментального исследования.
На втором этапе изучены органолептические, физико-химические и микробиологические показатели сырого козьего молока для определения пригодности его к употреблению и дальнейшей переработке. Проведено исследование морфологии колоний выделенных микроорганизмов на среде МRS, определена Грам принадлежность отобранных бактерий с помощью теста Грегерсона. Проведена молекулярно-генетическая идентификация микроорганизмов. По результатам оценки биохимических, физиологических и кислотообразующих свойств отобрали 5 культур молочнокислых бактерий. Выделенные культуры проверяли на антагонистическую активность; определяли биохимические, физиологические, органолептические свойства и кислотообразующую способность. Подобран штамм, обладающий антагонистической активностью для использования в качестве пробиотической культуры. Общая схема проведения исследований представлена на рисунке 1.
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На третьем этапе были исследованы биотехнологические особенности создания бактериальной композиции для получения кисломолочных продуктов: подбор оптимального соотношения культур Lactobacillus bulgaricus В6 (из сухой закваски), Streptococcus thermophilus ТА 45 (из сухой закваски) и Lactobacillus fermentum 14 (выделен из козьего молока) и доза вносимой закваски для получения сгустка с оптимальными технологическими, кислотообразующими, органолептическими характеристиками и антагонистической  активностью.
Четвертый этап посвящен исследованию влияния дозы внесения растительных наполнителей на органолептические показатели кисломолочных продуктов, титруемой кислотности и роста молочнокислых бактерий.
На пятом этапе подобрана рецептура, разработана технологическая схема производства кисломолочных продуктов из козьего молока с пробитическими свойствами; изучены физико-химические показатели, аминокислотный состав, БЦ белковой составляющей кисломолочных продуктов. Обосновано использование козьего молока в качестве питательного субстрата для бактериальной композиции.
Шестой этап посвящен определению срока годности кисломолочных продуктов на основе микробиологических показателей и антиоксидантной активности; проведена оценка пищевой безопасности кисломолочных продуктов.
На седьмом этапе проведена оценка эффективности применения кисломолочных продуктов при токсической затравке крыс хлоридом кадмия, в отношении состояния системы антиоксидантной защиты, а также уровня белка, ОХС и ТГ в крови и тканях животных.

2.2 Объекты исследований
В диссертационной работе на разных этапах исследования объектами являлись:
1. Молоко натуральное козье.
2. Закваски:
YOMIX 495 LYO 100 DCU, YOMIX 883 LYO 50 DCU (Danisco, Германия);
бактериальная композиция, содержащая Streptococcus salivarius subspecies thermophilus ТА 45 (Danisco, Германия), Lactobacillus delbrukii subspecies bulgaricus B6 (университет пищевых технологий, г. Пловдив, Болгария) и Lactobacillus fermentum 14.
3. Растительные наполнители:
- биологически активные добавки к пище сироп (KМ – Рябина) и сироп (KМ – Шиповник), ТР ТС 021/2011 «О безопасности пищевой продукции». Стандарт организации СТ 8863-1910-ПрК-06-2014, ПК «Фирма «Кызыл май» (Алматы, Казахстан);

- сироп из плодов боярышника, ОАО «Кемеровская фармацевтическая фабрика» (Россия).
- пищевой обогатитель «Экстракт виноградной кожуры» (сухой экстракт, представляющий собой природную полифенолсодержащую антиоксидантную композицию, растворимую в воде (Healthlife Biotechnology Co. Ltd, Китай)).
В сиропы вводили сухой экстракт, тщательно перемешивали и настаивали 30 мин. Дозу сиропа в количестве 5% устанавливали на основе результатов органолептических показателей готовых продуктов.
4. Кисломолочные продукты из козьего молока:
- кисломолочный продукт с сиропом боярышника и ЭВК;
- кисломолочный продукт с сиропом рябины и ЭВК;
- кисломолочный продукт с сиропом шиповника и ЭВК;
- кисломолочный продукт с ЭВК;
Все компоненты, используемые в процессе работы, отвечают требованиям действующей нормативно-технической документации.

2.3 Методы исследований
2.3.1 Стандартные методы исследований
При проведении экспериментов были использованы стaндaртные физико- химические, биохимические, микробиологические и молекулярно-генетические методы исследовaния. Эксперименты проводились с повторением не менее трех раз. Для получения полной хaрaктеристики сырья и готовых продуктов в диссертационной рaботе применяли следующие методы исследовaния, представленные в таблице 1.

Таблица 1– Основные методы исследований

	№
	Исследуемые показатели
	Объекты
исследования
	Наименование методов
исследования

	1
	2
	3
	4

	1
	Отбор проб и подготовка их к испытанию
	Молоко и молочные продукты, закваски
	Отбор проб отдельных продуктов и подготовка их к испытанию по
ГОСТ 3622-68 [119, 120]

	2
	Органолептические показатели: внешний вид, цвет, запах, вкус и
консистенция
	Молоко цельное,
молочная смесь: контрольные	и опытные образцы
	Метод органолептической оценки по ГОСТ 28283-2015 [121]

	3
	Плотность
	Молоко
	Ареометрический	и пикнометрический методы по ГОСТ
3625-84 [122]

	4
	Титруемая кислотность
	Молоко,	образцы кисломолочных
продуктов
	Титриметрический метод по ГОСТ 3624-92 [123, 124]
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	1
	2
	3
	4

	5
	Активная кислотность
	Закваска,	образцы кисломолочных
продуктов
	Определение активной кислотности по ГОСТ Р 53359-2009 [125]

	6
	Массовая доля белка
	Молоко,	готовые кисломолочные
продукты
	Метод измерения массовой доли общего азота и белка по Кьельдалю,
ГОСТ 23327-98 [126]

	7
	Массовая доля жира
	Молоко,	готовые кисломолочные
продукты
	Кислотный метод по ГОСТ 5867-90 [127]

	8
	Массовая доля СВ
	Молоко
	Метод основан на высушивании навески анализируемого продукта при температуре (102±2) оС, по
ГОСТ 3626-73 [128]

	9
	Определение	молочного
сахара
	Молоко,	молочные
продукты
	Йодометрический метод, по ГОСТ Р
54667-2011 [129]

	10
	Определение фосфатазы
	Молоко	и
кисломолочные продукты
	Метод, основанный на гидролизе фенолфталеинфосфата натрия
фосфатазой, по ГОСТ 3623-73 [130]

	11
	Определение	содержания водорастворимых
антиоксидантов
	Молочные продукты
	Амперометрический метод по ГОСТ Р 54037-2010 [131]

	12
	Определение	массовой доли аминокислот
	Молоко,	молочные продукты
	Метод капиллярного электрофореза с использованием системы «Капель
105» [132]

	13
	Определение чистоты, общей бактериальной обсемененности (проба на редуктазу, определение
КМАФАнМ)
	Молоко-сырье, образцы кисломолочных продуктов
	Микробиологические	методы анализа, по ГОСТ 8218-89 [133]

	14
	Определение характеристик
заквасочных микроорганизмов
	Закваска
	Методы определения количественного и качественного
состава микрофлоры ГОСТ 34372- 2017 [134]

	15
	Количество молочнокислых микроорганизмов
	Закваска	и
кисломолочные продукты
	Методы выявления и подсчета количества мезофильных молочнокислых микроорганизмов
по ГОСТ 10444.11-2013 [135]

	16
	Содержание дрожжевых и плесневых грибов
	Закваска	и
кисломолочные продукты
	Метод основан на способности дрожжей и плесневых грибов образовывать характерные колонии на твердой питательной среде, по
ГОСТ 33566-2015 [136]

	17
	Определение бактерий рода Salmonella
	Молоко и молочные продукты
	Метод выявления бактерий рода Salmonella в жидкой неселективной среде, ГОСТ 31659-2012 [137]
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	18
	Определение
Staphylococcus aureus
	Молоко и молочные продукты
	Метод, основанный на определении грамположительных, каталазоположительных микроорганизмов, образующих типичные и/или атипичные колонии на селективной питательной среде, дающей положительную реакцию на коагулазу на кроличьей плазме, по
ГОСТ 30347-2016 [138]

	19
	Количество молочнокислых микроорганизмов
	Закваски, образцы кисломолочных продуктов
	Метод основан на способности микроорганизмов расти на агаризованных селективных питательных средах, определении морфологических и биохимических
свойств, по ГОСТ 33951-2016, ГОСТ 9225-84 [139, 140]

	20
	Приготовление культуральных сред,
Проверка характеристик питательных сред
	Молоко козье, закваски, КП
	Методы проверки характеристик питательных сред, приготовления
культуральных сред по ГОСТ ISO 11133-2-2011 [141]

	21
	Определение количества микроорганизмов соответствующих групп, семейств, родов или видов
	Молоко козье, закваски, кисломолочные продукты
	Методы, основанные на культивировании для выявления присутствия (отсутствия) или определения соответствующих семейств, родов или видов, по ГОСТ
26670-91 [142]

	22
	Определение антагонистической активности бактерий
	Молоко козье, закваски, кисломолочные
продукты
	Диффузионный метод, по ГОСТ Р 56201-2014 [143]

	23
	Содержание	токсичных элементов, тяжелых металлов, радионуклидов: Свинец
	Готовые кисломолочные продукты
	Сан ПиН 2.3.2. 1078–2001 [144],
Атомно-абсорбционный метод, по ГОСТ 30178–96 [145]

	
	Кадмий
	
	

	
	Мышьяк
	
	Метод, основанный на минерализации продукта смесью кислот и реагентов, по ГОСТ Р
51766-2001 [146]

	
	Ртуть
	
	Метод, основанный на окислении ртути в двухвалентный ион в кислой среде, восстановлении в металлическую форму и определении атомно- абсорбционным спектрофотометром
по ГОСТ 26927-86 [147]
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	24
	Определение микотоксинов,
афлатоксина М1
	Кисломолочные продукты
	Метод тонкослойной хроматографии, по ГОСТ 30711-
2001 [148]

	25
	Определение	пестицидов (в пересчете на жир): гексахлорциклогексан (α,
β, γ -изомеры), мг/кг
	Кисломолочные продукты
	Метод ТСХ, основанный на использовании слоя адсорбента в качестве неподвижной фазы, для разделения веществ в зависимости от сорбционной способности, между сорбирующим слоем и протекающим через него элюентом,
по ГОСТ 23452-2015 [149]

	
	ДДТ и метаболиты, мг/кг
	
	

	26
	Оценка	концентрации ДНК
	Образцы выделенных
штаммов
	Флуориметрический метод с использованием флуоресцентных
красителей (Qubit) [150]



2.3.2 Общепринятые методы исследований
Оргaнолептические покaзaтели (цвет, консистенция, вкус и зaпaх, внешний вид, плотность) образцов и готовой продукции определяли по пятибaлльной шкaле. КМАФАнМ оценивали по	количеству выросших колоний на твердой питательной среде после того, как подвергали термостатированию при 37 оС через 24-48 часов [133; 134; 151, p. 198].
Принадлежность бактерий определяли по ГОСТ 10444.11-2013. При раздельном культивировании Lactobacillus bulgaricus и Lactobacillus fermentum выращивали на селективной среде MRS, Streptococcus thermophilus – на селективной питательной среде М17 [135; 142; 152, p. 1025]. 
Для лиофилизации [135; 153, с. 92; 154, с. 32] культуру выращивали на бульоне MRS в течение 24 часов при 39±2 °С. Состав среды MRS (г): ферментативный перевар казеина – 10,0; мясной экстракт – 10,0; дрожжевой экстракт – 4,0; триаммоний цитрат – 2,0; натрия ацетат – 5,0; магния сульфат – 0,2; марганца сульфат – 0,05; калия гидрофосфат – 2,0; глюкоза – 20,0; полисорбат – 1,08; агар- агар – 12,0-18,0; дистиллированная вода – 1 л; pH среды – 6,5.
Перед процедурой лиофилизации проверили культуру на соответствие морфо-культуральным и тинкториальным свойствам. Для этого оценивали рост культуры в жидкой питательной среде: придонный рост с помутнением среды, готовили мазки и окрашивали по Граму. Биомассу культуры собирали центрифугированием при 5000 оборотов/мин 30 минут. После центрифугирования осадок ресуспендировали защитной питательной средой для лиофилизации, имеющей следующий состав: 50 мл 6 %-ного раствора желатина, 10 мл 10 %-ного раствора сахарозы и 50 мл лошадиной сыворотки (Himedia, Индия), после чего встряхивали на шейкере при 1000 оборотах 10 минут до полного гомогенирования. Затем гомогенат разливали по 1 мл в стерильные пенициллиновые флаконы и помещали в биомедицинский морозильник на 2 часа при -20 °С, а затем помещали на ночь в низкотемпературный холодильник (-45 °С). На рисунке 2 представлен процесс пробоподготовки к микробиологическому анализу.
Для лиофильной сушки микроорганизмов использовали следующие режимы: основная сушка – температура минус 40˚С, вакуум – 0,12 мБар (120 Па), время – 5- 6 часов; конечная сушка – температура минус 45 - 60 ˚С, вакуум – 0,055 – 0,0011 мБар (5,5 Па), время – 6-8 часов.
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Рисунок 2 – Настольный лиофилизатор Martin Christ Alpha 1-4 LSCplus                    

Для контроля жизнеспособности отобрали 2 флакона. В лиофилизат добавили     1 мл стерильной дистиллированной воды и растворили образец. Сделали ряд        серийных разведений по Коху, произвели высев по 0,1 мл на 3 чашки Петри со             средой MRS для подсчета жизнеспособных клеток. Посевы поместили в инкубатор при 39±2° С на 24 часа. По истечению времени инкубации произвели подсчет выросших колоний на чашках с MRS агаром.
Метод микробиологических разведений. В эксперименте для выращивания культур был применен стандартный метод последующих разведений. Первоначальное разведение выполняли следующим образом: 10 г образца или продукта смешивали с 90 г раствора Рингера в стерильном нетканом, микроперфорированном пакете и помещали в гомогенизатор для пробоподготовки образцов «Smasher». Через 30 секунд забирали пакет и из него стерильной пипеткой брали 1 мл пробы и помещали в стерильную пробирку с 9 мл раствора Рингера. Степень разведения исследуемых образцов до 109. Далее, стерильную расплавленную питательную среду МRS (5 мл дрожжевого автолизата, 10 г пептона, 20 г глюкозы, 2 г лимоннокислого аммония, 5 г уксуснокислого натрия, 200 г MgSO4 x 7H2O, 50 мг MnSO4 x 4H2O, 2 г K2PO4, 1 мл твин 80, 20 г агар-агара, 1 л. воды, рН 6,2-6,6) разливали по три чашки на каждое разведение по 20-25 мл. После застывания на поверхность среды наносили по 0,1 мл соответствующего разведения.
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Рисунок 3 – Процесс пробоподготовки
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Рисунок 4 – Экстракт виноградной кожуры
Процесс пробоподготовки (рисунок 3) включал в себя следующие этапы: а) метод микробиологических разведений, б) стерильные чашки Петри с твердой питательной средой, в) чашки Петри для посева культур из заквасок и кисломолочных продуктов на твердой питательной среде MRS, г) образцы, помещенные в анаэробную камеру для термостатирования, д) колонии молочнокислых микроорганизмов, е) подсчет выросших колоний. На рисунке 4 представлен экстракт виноградной кожуры в виде порошка.
Молекулярно-генетическая идентификация штаммов микроорганизмов методом секвенирования 16S рРНК гена по Сенгеру. Геномную ДНК выделяли из суточных культур бактерий с помощью набора для выделения ДНК «Pure Link Genomic DNA Kit» согласно протокола производителя (Invitrogen, Carlsbad, USA). Концентрацию ДНК в образцах определяли на флуориметре Qubit® 2.0 с помощью набора «QubitTMds DNA HS AssayKit» (Life Technologies, Oregon, USA). В качестве генетического маркера был использован участок гена 16S рРНК. Для амплификации участка 16S РНК готовили реакционную смесь в количестве 25 мкл: 12,5 мкл «Q5® Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix» (New England Biolabs Ins., USA); пара универсальных праймеров: 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') и 806R (5'-GGACTACCAGGGTATCTAAT-3') по 1,2 мкл в 10 µM концентрации; ДНК матрица и вода до 25 мкл. Режим аплификации состоял из следующих циклов: 95°С в течение 5 минут, затем: 95°С – 30 секунд, 55°С – 40 секунд, 72°С – 50 сек - 30 циклов; элонгация при 72°С в течение 10 минут.
Очистку ПЦР–продукта проводили с использованием реагента «CleanSweep™» (Life Technologies, Карлсбад, Калифорния). Фрагменты гена 16S рРНК секвенировали с использованием комплекта Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, США) согласно протокола производителя, с последующим разделением фрагментов на автоматическом генетическом анализаторе «3500 DNA Genetic Analyzer» (Applied Biosystems, Hitachi, Tokyo Japan) [155, p. 43].
Данные секвенирования обрабатывали в программе «SeqА» (Applied Biosystems). Поиск нуклеотидных последовательностей гомологичных генов 16S рРНК проводился при помощи программы «BLAST» (Basic Local Alignment Search Tool) в базе данных Международного банка генов (Национальный центр США по биотехнологической информации) [156]. В построении филогенетических деревьев использовали программу «MEGA 6» [157, с. 41]. Выравнивание нуклеотидных последовательностей генов проводилось с использованием алгоритма ClustalW. Для определения филогенетических соседей применяли метод BLAST Neiighbor- Joining (NJ) [155].
Антибиотики определяли методом ВЖХ по ГОСТ 33526-2015.
Витамины. Витамин Е определяли по ГОСТ EN 12822-2014, Витамин С – по ГОСТ 34151-2017 методом ВЖХ.
Антагонистическую активность выделенных штаммов и микроорганизмов закваски определяли методом диффузии в агар на плотной питательной среде. В стерильные чашки Петри разливали МПА, предварительно инокулированный соответствующим тест-микроорганизмом. Стерильным цилиндром с внутренним диаметром 6,0±0,1 мм из нержавеющей стали на поверхности засеянной среды на одинаковом расстоянии друг от друга и от края чашки вырезали лунки в толще агара с засеянным тест-микроорганизмом. Тест-культуры выращивали на питательных средах с оптимальным составом для каждого вида бактерий: сусло-агар в смеси с МПА в соотношении 1:1. Затем в лунки каждой чашки вносили по 50 мкл жидкой суспензии суточных культур исследуемых молочнокислых бактерий и инкубировали при температуре 38±1 оС в течение 24 часов. Об эффективности штаммов и заквасок судили по диаметрам зон ингибирования роста тест микроорганизма [142; 144; 158, с. 114].
В качестве тестовых культур для выявления антагонистической активности микроорганизмов и продуктов использовали бактериальные и грибковые микроорганизмы: Mycobacterium citreum, Salmonella dublin, Micobacterium rubrum, Sarcina flava, Staphylococcus aureus 6538p, Escherichia coli 25922.
Определение антиоксидантной активности готовых продуктов определяли амперометрическим методом на приборе «ЦветЯуза-01-АА» [159]. Экстракцию антиоксидантов проводили водным, водно-спиртовым и спиртовым путем. Антиоксидантную активность (мг/г) исследуемых продуктов вычисляли по следующей формуле:

                                                  АОА = СА · V · N · m–1 · 10–3                                                          (1)

где СА – величина АО кверцетина по калибровочному графику, мг/дм3; 
V – объем пробы, см3;
m – навеска продукта, г;
N – разбавление образца [151].
Определение аминокислот (АК) методом капилярного электрофореза, который обеспечивает высокую эффективность разделения, не требуя предварительной дериватизации и позволяет при этом анализировать малые объемы образцов. Массовую долю аминокислот в исследуемых образцах определяли на системе «Капель 105 М» [132].
Отбирали пробу в количестве 0,5 г, к нему приливали 10 мл раствора соляной кислоты в соотношении 1: 1. Далее проводили процесс минерализации при 110 ºС в течение 16 ч. Полученный после фильтрации 50 мкл фильтрата высушивали в сухом воздушном потоке в вытяжном шкафу. В высушенный фильтрат добавляли реагент, расщепляющий аминокислоты (карбонат натрия) на 35 минут и снова высушивали. Затем растворяли в 0,5 мл воды и помещали в систему «Капель 105 М», снабженную немодифицированным кварцевым капилляром, внутренний диаметр которого составляет 75 мкм, эффективная длина - 50 см, а общая длина - 60 см. Детектирование проводилось при длине волны УФ спектра 254 нм. В качестве фонового электролита применяли ацетатно-аммиачный буфер с добавлением CuSO4 и β-циклодекстрина. Обработку данных проводили с помощью программного обеспечения «Эльфоран».
Массовую долю АК вычисляли по следующей формуле:

Х = 100 ∗Vг∗ Vкон∗ Сизм                                        (2)
1000 ∗ m ∗ Vал

где Х – массовая доля АК в анализируемой пробе, % Cизм – массовая концентрация АК в растворе, мг/дм3 m – масса навески, мг;
Vг – объем гидролизата для анализа, см3 Vкон – объем исследуемого раствора, см3;
Vал – объем гидролизата для превращения АК в фенилтиокарбамильные производные, см3;
100 – множитель полученного результата, выраженный в процентах ;
1000 – коэффициент согласования единиц объема.
Биологическую ценность белка оценивали, используя справочную шкалу аминокислот идеального белка. Формула расчета химического скора каждой аминокислоты (Х) с учетом степени переваривания белка приведена ниже:


                                                                                                                                                            (3)
 
где: АС – скор аминокислоты, %;
AKx – количество аминокислоты в исследуемом белке продукта, мг; 
Акс – количество аминокислоты в стандартном белке ФАО/ВОЗ, мг [160, с. 3].
СПБ - степень перевариваемости белка, %. При расчете химического скора аминокислоты СПБ принимают за 100 %.
При определении биологической ценности использовали КРАС, который определяет среднее значение избытка аминокислотного скора незаменимых АК по сравнению с наименьшим значением скора незаменимой АК. Формула расчета коэффициентов КРАС (%) и БЦ (%) представлена ниже:

КРАС = ƩΔ РАС ,                                                    (4)
𝑛
где ΔРАС – различие значений аминокислотного скора АК;
n – количество незаменимых АК.
Ниже приводится формула расчета ΔРАС:

ΔРАС = Ci – Cmin,                                               (5)

где Ci – скор определенной АК, %,
Cmin – наименьшее значение скора незаменимых АК, %. Формула определения биологической ценности белка:

БЦ (%) = 100 – КРАС                                        (6)

Определение иммунотропных свойств кисломолочных продуктов. Уровень холестерина, триглицеридов и общего белка в сыворотке крови определяли на автоматическом биохимическом анализаторе «COBAS Integra 400plus» (Швейцария, RocheDiagnostics), используя стандартные наборы «Bio-Lachema-Test» (Чехия) для биохимического анализа [161; 162].
Биохимические исследования. Действие кисломолочных продуктов, обогащенных сиропами шиповника, рябины, боярышника и ЭВК оценивали по биохимическим и гематологическим показателям в тканях и крови крыс. Через 30 дней животных выводили из эксперимента одномоментной декапитацией под эфирным наркозом. У животных брали кровь и внутренние органы. В сыворотке крови определяли уровень ОХС, ТГ и общего белка.
Гомогенаты готовили из фрагментов печени и почек животных, для которых навеску образцов печени и почек измельчали и промывали 0,9%-ным солевым раствором до удаления остатков крови. Ткани печени и почек измельчали в десятикратном объеме 10 мМ калий-фосфатный буфер (рН 7,4), содержащий 0,1 мМ ЭДТА, в гомогенизаторе WPW-30 (Польша) тефлоновым пестиком (2000 об/мин, 10 циклов). Соотношение веса к объему было 1:10 (1 часть ткани, 10 частей буферного раствора). Полученный супернатант фильтровали и использовали для определения интенсивности ПОЛ. Для гомогенизации брали две почки (правую и левую) [163, c. 94].
Об интенсивности процессов ПОЛ в гомогенатах печени и почек судили по содержанию уровня ТБК-активных продуктов (продуктов, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой). Концентрацию малонового диальдегида (МДА) определяли по методу Окава [164]: 10% гомогената ткани смешивали с додецилсульфатом натрия (лаурилсульфат натрия), ацетатным буфером (рН 3,5) и водным раствором ТБК. После нагревания при 95°С в течение 60 минут красный пигмент элюировали смесью н-бутанола с пиридином, учитывая, что для продукта конденсации ТБК-МДА характерно поглощение при длине волны 532. В качестве внешнего стандарта использовали тетраметоксипропан, уровень ПОЛ выражали по содержанию МДА.
Содержание ДК оценивали по методу Гаврилова и Мишкорудной [165]. Для определения содержания гидроперекисей липидов исследовали диеновые структуры липидов, гидропероксиды выделяли из 10%-ного гомогената смесью гептана и изопропилового спирта в пропорции 1:1. Оптическую плотность определяли на спектрофотометре при длине волны 233 нм. 
Активность каталазы в суспензии эритроцитов. Каталазную активность в эритроцитах определяли по методу Королюк [166], об активности фермента судят по скорости потери перекиси водорода в среде инкубации. 
Концентрацию перекиси водорода определяли по реакции с молибдатом аммония, дающим стойкий окрашенный комплекс [167].
Определение активности супероксиддисмутазы (СОД) проводили в гомогенатах печени с помощью набора SOD Assay Kit-WST (фирмы Fluka, Япония), измерительных приборов – спектрофотометра Shimadzu RF-1650 и спектрофлуориметра Shimadzu RF-1501 (Япония) [168]. Для биохимических исследований, использовали реагенты фирм «Ольвекс Диагностикум» (Россия), «Hospitex Diagnostics» (Швейцария) и «Randox» (Великобритания).

2.3.3 Методы статистической обработки экспериментальных данных
Результаты экспериментальных исследований обрабатывались методами вариационной статистики. Статистическая обработка полученнных данных проводилась с применением пакета программ «Statistica» (StatSoft Inc., США), по t-критерию Стьюдента, для парных сравнений – по критерию Ньюмена- Кеулса, для кратных, с предварительной проверкой выборок на нормальное распределение – по критерию проверки нормальности наблюдаемых величин Шапиро-Уилка. Все эксперименты проводились с повторением не менее трех раз. Полученные результаты обрабатывались стандартными методами [169]. Данные были представлены в виде средних значений и средних стандартных ошибок.  Результаты считались достоверными при p < 0,05.

3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

3.1 Исследование козьего молока
Микробиологическому качеству козьего молока молочных ферм Алматинской области до настоящего времени уделялось относительно мало внимания. Учитывая возросший спрос на козье молоко, эта проблема в последнее время оказалась в центре внимания санитарных служб РК. Лучшее знание микробиологического качества козьего молока будет способствовать дальнейшим исследованиям, направленным на улучшение качества сырого и пастеризованного козьего молока. Так как на территории Казахстана стада включают в себя несколько пород животных и молоко получают сборное по породам, то были изучены физико- химические показатели по двум основным видам млекопитающих – Тоггенбургской и Зааненской породы [170].
Перед тем как выбрать качественное козье молоко, проводили его органолептическую оценку и определяли класс бактериальной обсемененности сырого молока. Для исследования были взяты пробы козьего молокa утреннего удоя, органолептическая оценка которых представлена в таблице 2.

Таблица 2 - Результаты органолептической оценки молока козьего

	Наименование показателей
	Зааненская порода
	Cветло-бурая
Тоггенбургская порода

	
	Проба
	Проба

	
	№1
	№2
	№3
	№1
	№2
	№3

	Консистенция
	Однородная жидкость, 
хлопья белка и комочки жира отсутствуют

	Вкус, запах
	Чистый, не имеет посторонних
запахов, привкусов

	Цвет
	Белый, имеется слегка желтоватый оттенок



Исходя из данных таблицы 2, органолептические показатели молока коз [171] находятся в пределах нормы и соответствуют требованиям ГОСТ 32940-2014 для молока высшего сорта.
Результаты общей бактериальной обсемененности молока козьего показаны в таблице 3. Физико-химические показатели молока представлены в таблице 4.

Таблица 3 – Определение класса бактериальной обсемененности молока козьего

	Наименование образцов
	Метод
исследования
	Продолжительность
исследования, ч
	Класс

	Молоко козье
	Стандартный
	Более 5,5
	1 класс

	Количество бактерий в 1 мл (млн.)
	
	
	До 0,5



Таблица 4 – Исследование физико-химических показателей молока, n=11

	Наименование показателя
	Норма
	Козы Зааненской
породы
	Козы Тоггенбургской породы

	Массовая доля жира, е менее, %
	3,2
	4,25±0,14**
	4,35±0,12**

	Массовая доля белка общего, не менее, %
	2,8
	3,71±0,08**
	3,59±0,11**

	Мaссовaя доля лaктозы, не менее, %
	
	4,19±0,16**
	4,17±0,15**

	Массовая доля минеральных веществ, не менее, %
	
	0,87±0,03
	0,85±0,02

	Массовая доля СВ, не менее, %
	11,8
	13,02±0,05*
	12,96±0,07*

	Массовая доля СОМО, не менее, %
	8,2
	13,0±0,12*
	12,9±0,06*

	Кислотность, °Т
	Не ниже 14,0 и не выше 21,0
	16,7±0,13*
	17,0±0,12*

	Группа чистоты, не ниже
	II
	I
	I

	Плотность, г/см3
	От 1,027 до
1,030
	1,030±0,005*
	1,029±0,005*

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01 и **р≤0,05



В соответствии с данными таблицы 4, физико-химические показатели молока находятся в пределах нормы.
Далее проводили сравнительный анализ белкового состава козьего и коровьего молока для определения количества сывороточных (СБ) и казеиновых белков (КБ). В таблице 5 приведена динамика изменения белкового состава козьего и коровьего молока в процессе хранения.

Таблица 5 – Изменение белкового состава козьего и коровьего молока в процессе хранения, n=7

	Наименование 
показателя
	Продолжительность хранения при температуре (4±2) °С, ч

	
	фон
	24
	48
	72

	Козье молоко

	Массовая доля белка, %
	3,71±0,05
	3,72±0,13
	3,72±0,12
	3,74±0,14

	Содержание ОА, %
	0,583±0,014
	0,585±0,006
	0,585±0,006
	0,587±0,008

	Содержание НБА, %
	0,037±0,0016
	0,037±0,0017
	0,044±0,0012
	0,045±0,0021

	Содержание СБ, %
	0,78±0,02
	0,78±0,02
	0,80±0,03
	0,86±0,03

	Содержание КБ, %
	2,84±0,05
	2,84±0,05
	2,81±0,06
	2,80±0,05

	Коровье молоко

	Массовая доля белка, %
	3,24±0,06
	3,23±0,05
	3,25±0,07
	3,27±0,05

	Содержание ОА, %
	0,502±0,012
	0,502±0,012
	0,504±0,005
	0,505±0,005

	Содержание НБА, %
	0,033±0,0015
	0,033±0,0015
	0,037±0,0017
	0,039±0,0016


Продолжение таблицы 5
	Содержание СБ, %	
	0,76±0,03
	0,76±0,03
	0,78±0,02**
	0,80±0,03

	Содержание КБ, %
	2,45±0,04
	2,44±0,05
	2,42±0,03**
	2,41±0,07

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки р≤0,05



Данные, представленные в таблице 5, показывают, что соотношение КБ и СБ от общего количества белка после 48 и 72 часов следующее: для козьего молока – 77,9/24,4 и 76,2/25,1, для коровьего молока – 76/25,5 и 75,5/26,2 и для обоих видов молока составляет приблизительно 3:1. В процессе хранения после 48 и 72 часов в козьем молоке содержание СБ относительно контрольного образца увеличилось на 3,7% и 9,3%, соответственно в коровьем молоке – на 2,5 и 5%, соответственно. У всех видов молочного сырья при длительном хранении происходит повышение содержания небелкового азота (НБА), что, по-видимому, связано с нарастанием кислотности молока. В козьем молоке содержание НБА после 48 часов хранения увеличилось на 15,9%, после 72 ч хранения – на 17,7%, в коровьем молоке – на 10,8 и 15,3%, соответственно [172]. В таблице 6 представлен аминокислотный состав козьего молока. 

Таблица 6 – Содержание аминокислот в козьем молоке, (мг/100г), n=7

	Аминокислоты
	Молоко козье

	Общая сумма незаменимых аминокислот
	1578±19,2

	Валин
	246±1,5*

	Лейцин+изолейцин
	576±6,4**

	Лизин
	287±2,7*

	Метионин
	95±1,6**

	Треонин
	164±2,9**

	Триптофан
	71±2,5**

	Фенилаланин
	139±1,6**

	Общая сумма заменимых аминокислот
	1800±30,7

	Цистеин
	49±0,7**

	Аргинин
	112±5,4**

	Тирозин
	105±2,7**

	Гистидин
	104±1,5**

	Пролин
	283±2,5*

	Серин
	142±2,7**

	Аланин
	117±3,1**

	Глицин
	47±0,5**

	Аспарагиновая кислота
	254±5,9**

	Глутаминовая кислота
	587±5,7*

	Сумма аминокислот
	3378±49,9

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05



Как видно из данных таблицы 6, в козьем молоке суммарное содержание незаменимых аминокислот составляет 1578±22,3. Максимальное количество незаменимых аминокислот показали лейцин 350±4,28 мг/100 г (р≤0,05) и 226±2,13 мг/100 г (р≤0,01) изолейцин, что в сумме составило 576±6,41 мг/100 г (р≤0,05), а минимальное количество показала аминокислота триптофан – 71±2,58 мг/100 г (р≤0,05). При этом максимальное количество замещаемой аминокислоты показал пролин – 283±2,54 мг/100 г (р≤0,01), а минимальное – глицин в количестве 47±0,46 мг/100 г (р≤0,01).
Для количественной оценки биологической ценности белков козьего молока рассчитано значение аминокислотного скора с учетом содержания аминокислоты в исследуемом продукте с идеальным содержанием белка, принятым в качестве эталона по шкале ФАО/ВОЗ, результаты которого представлены в таблице 7.

Таблица 7 – Аминокислотный скор козьего молока

	Аминокислоты
	Шкала ФАО/ВОЗ
	Козье молоко

	
	А, мг/100 г
	С, %
	А, мг/100 г
	С, %

	Валин
	5,0
	100
	6,63
	132,6

	Лейцин
	7,0
	100
	9,51
	135,8

	Изолейцин
	4,0
	100
	6,9
	172,5

	Фенилаланин + тирозин
	6,0
	100
	7,53
	125,5

	Метионин + цистеин
	3,5
	100
	3,64
	104

	Треонин
	4,0
	100
	4,6
	115

	Триптофан
	1,0
	100
	1,9
	190

	Лизин
	5,5
	100
	7,7
	140



По данным таблицы 7, аминокислотный скор козьего молока отличался отсутствием лимитирующих аминокислот, наибольший результат по аминокислотному скору показала аминокислота триптофан – 190 %, а минимальный скор составил 104 % (метионин + цистеин). Микробиологические покaзaтели козьего молокa предстaвлены в тaблице 8.

Тaблицa 8 – Микробиологическое исследование сырого козьего молокa

	Нaименовaние покaзaтелей
	Нормa по НД
	Результaты

	
	ТР ТС 033/2013
	Сан ПиН
2.3.2.1078-01
	

	КМАФАнМ, КОЕ/см3 (г), не более
	5*105
	5*105
	1,3*105

	БГКП (колиформы)
	0,01
	0,1
	Не обнаружено

	Патогенные, в т. ч.сальмонеллы
и Listeria monocytogenes, в 25 г
	Не допускаются
	Не допускаются
	Не обнaружено

	Staphylococcus aureus, в 1,0 г
	Не допускаются
	Не допускаются
	Не обнaружено

	Дрожжи, КОЕ/см3 (г), не более
	50
	50
	Не обнaружено

	Плесени, КОЕ/см3 (г), не более
	50
	50
	Не обнaружено


Кaк видно из дaнных тaблицы 8, в козьем молоке не нaблюдaлось высокой бaктериaльной обсемененности. Исходя из данных таблиц 2 и 4, можно заключить, что обе породы коз являются пригодными для использования в молочном производстве, однако, учитывая большую численность коз Зааненской породы по сравнению с другими породами коз, а также более высокое содержание белка, было решено в качестве сырья использовать молоко коз Зааненской породы.

3.2 Выделение и идентификация бактерий
3.2.1 Морфологические и биохимические свойства выделенных культур 
В настоящее время особое внимание в пищевой биотехнологии уделяется выделению новых, полезных штаммов молочнокислых бактерий для разработки кисломолочных продуктов с высокими пробиотическими свойствами. Для получения новых штаммов с заданными свойствами применяются бактерии, обладающие высокой скоростью роста, продуцирующие полисахариды, антимикробные и другие соединения.
[image: ]Объектом для выделения молочнокислых бактерий служило молоко сырое козье. Выделение чистых культур бактерий проводили многократным пассированием в стерильное молоко для дальнейшего культивирования при температуре, оптимальной для мезофильных культур (34±2) оС. Идентификацию выделенных культур проводили по культурально-морфологическим и биохимическим признакам. Селекция бактерий включала следующие стадии: отбор образцов для исследования, выделение чистых культур, определение свойств выделенных штаммов с последующим проведением идентификации. Всего в ходе проведения работы было выделено 15 штаммов, которые были исследованы на способность образовать сгусток на стерильном молоке в течение 24 часов, на морфологокультуральные и на биохимические свойства. Морфология колоний выделенных микроорганизмов на среде МRS представлена на рисунке 5. 

Рисунок 5 – Морфология колоний выделенных культур
Морфологическое и культуральное описание выделенных грамположительных культур, сквашивающих молоко, представлено в таблице 9. 

Таблица 9 – Морфологическое и культуральное описание выделенных культур

	№
	Перечень
культур
	Морфологическое
описание
	Морфологические
признаки клеток
	Сквашивание
молока
	Каталазная
активность

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
	3/2
	Белые блестящие выпуклые колонии диаметром от 0,5 до 2,5 мм, с ровными
краями
	Палочки, цепочки из 4- 8 сегментов, величина
клеток 1,2-1,4 мкм
	+
	-

	2
	12 мелкие
	Белые,	крупные, диаметром 2-3 мм, выпуклые, блестящие,
с ровными краями
	Цепочки палочковидной формы длиной 2,8- 3,2 мкм,
толщиной 0,5-0,8 мкм
	+
	-

	3
	11
желтые, крупные
	Крупные, диаметром 2-3 мм, желтые, выпуклые, с ровными
краями
	В виде цепочек из 4-6 палочек, величина клеток 0,8 -1,2 мкм
	+
	-

	4
	11 белые
	Матовые колонии с ровными краями, от
0,5 до 3 мм в диаметре, по профилю выпуклые
	Палочковидные, длиной 4-6 мкм,
толщиной 0,5-0,7 мкм
	+
	-

	5
	9 мелкие
	Полупразрачные с беловатым оттенком, диаметром 1-1,5 мм с ровными краями, по
профилю выпуклые
	Цепочки из 5-8 сегментов, величина клеток 0,9-1,3 мкм
	+
	-

	6
	5
	Белые, крупные, диаметром	2-3	мм,
выпуклые, блестящие, с ровными краями
	Цепочки из 4-8 палочек, величина клеток 1,1-1,3 мкм
	+
	-

	7
	3
	Белые, крупные, диаметром 2,5-3 мм, выпуклые, блестящие,
с ровными краями
	Палочки, в виде цепочек, длиной 5- 10
мкм, толщиной 0,9-1,2 мкм
	+
	-

	8
	9 большие
	Белые, крупные, диаметром 3 мм, выпуклые, блестящие, с ровными краями
	Короткие палочки, соединенные	в цепочки, величина клеток: длина 3-5 мкм,
ширина 0,7-1,6 мкм
	+
	-

	9
	13
	Белые, небольшие, около 1,7-2,1 мм, слегка выпуклой формы, с ровными краями
	Цепочки из 6-8 палочек, величина клеток: длина – 5-7 мкм, ширина 1,0-1,3
мкм
	+
	-


Продолжение таблицы 9
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	10
	9
кремовые
	Белые с кремовым оттенком колонии диаметром 2 мм, глянцевые, выпуклые, с ровными краями
	Короткие палочки, расположены в виде скоплений из 4-6 и 8-
11 клеток; длина клеток составляет около 3-4,5 мкм.
	+
	-

	11
	16
	Колонии белого цвета, крупные, диаметром
2-3 мм, выпуклые, блестящие, с ровными краями
	Цепочки	из	6-10 сегментов, величина клеток 0,9-1,2 мкм
	+
	-

	12
	12 белые, крупные
	Колонии с кремовым оттенком, среднего диаметра 1,5 мм, блестящие, выпклые, с
ровными краями
	Цепочки из 5-8 сегментов палочек, величина клеток 0,6-
1,3 мкм
	+
	-

	13
	9
крупные, кремовые
	Белые	с	кремовым оттенком,		колоний
диаметром	2-4	мм, глянцевые, выпуклые
	Диплококки, а также цепочки длиной 0,8-0,9 мкм
	+
	-

	14
	4/3
	Мелкие, диаметром 0,5-2 мм, округлой формы белого цвета, с ровными краями, поверхность гладкая, по профилю плоские
	Короткие	палочки	с закругленными концами, неподвижны, располагаются в виде коротких или длинных цепочек, размер клеток
- 0,5-1,0 х 1,2-3,5 мкм
	+
	-

	15
	11 белые
	Гладкие	колонии
белого		цвета диаметром	2-3		мм,
выпуклые, с ровными краями
	Короткие	цепочки длиной	3-7		мкм,
толщиной 0,5-0,8 мкм
	+
	-

	Примечание: Б – условное обозначение «бактерия».



Как видно из данных таблицы 9, сквашивание молока было отмечено у всех 15 культур. Грам принадлежность отобранных бактерий выявляли с помощью теста Грегерсона. Все образцы были грамположительными. 
Проведен анализ способности культур к ферментации ряда углеводов, в том числе раффинозы, многоатомных спиртов маннита и сорбита, результаты которого показаны в таблице 10. Технологические свойства выделенных штаммов представлены в таблице 11.



Таблица 10 – Биохимические свойства выделенных культур

	№ п/п
	

Штамм
	Целлобиоза
	Галактоза
	Фруктоза
	Сахароза
	Лактоза
	Мальтоза
	Глюкоза
	Раффиноза
	Арабиноза
	Манноза
	Рамноза
	Ксилоза
	Сорбит
	Манит
	Рибоза
	Крахмал

	1
	Б-1
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	-

	2
	Б-2
	+
	+
	+
	±
	+
	+
	+
	±
	±
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	3
	Б-3
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	4
	Б-4
	+
	+
	+
	±
	+
	+
	+
	±
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	5
	Б-5
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-

	6
	Б-6
	+
	+
	+
	-
	+
	±
	+
	±
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-

	7
	Б-7
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	8
	Б-8
	+
	+
	+
	±
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	±
	-
	-
	-
	-

	9
	Б-9
	±
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	±
	-
	-
	-
	-

	10
	Б-10
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+

	11
	Б-11
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-

	12
	Б-12
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	13
	Б-13
	-
	±
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	±
	+
	-
	-

	14
	Б-14
	-
	+
	+
	±
	+
	+
	+
	+
	±
	-
	-
	±
	-
	-
	-
	-

	15
	Б-15
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Примечание: (+) - результат положителен; (-) - результат отрицателен; (±) – в большинстве случаев реакция проявляется положительно



Таблица 11 – Технологические свойства выделенных штаммов

	№ п/п
	Условное обозначение штамма
	Оптимальное время
сквашивания, ч
	Кислотообразование, оТ
	Температура роста,оС
	Температура, роста, оС

	
	
	
	После 6 ч
	После 24 ч
	Оптималь-
ная
	Предель-ная
	

	
	
	
	
	
	
	
	40
	45

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	1
	Б-1
	4-5
	98,5±0,5*
	160±4,0**
	28-32
	10-42
	+
	-

	2
	Б-2
	4-6
	80,5±0,5*
	128,5±1,2*
	40-45
	15-48
	+
	+

	3
	Б-3
	5,5-6,5
	105,5±2,0**
	180,6±5,4**
	30-34
	10-39
	-
	-

	4
	Б-4
	4-5
	85,2±1,6**
	137,5±2,7**
	35-39
	10-48
	+
	+

	5
	Б-5
	4-6
	82,5±0,5*
	138,6±5,8**
	35-39
	15-45
	+
	+

	6
	Б-6
	3,5-5
	100±3,0**
	148,2±3,6**
	28-32
	10-38
	-
	-

	7
	Б-7
	4-5
	110,5±4,5**
	230,5±6,5**
	28-32
	10-39
	+
	-

	8
	Б-8
	4,5-5,5
	86,3±0,7*
	140,3±4,7**
	40-43
	15-50
	+
	+

	9
	Б-9
	3,5-5
	125,6±4,2**
	195±6,0**
	39-41
	15-47
	+
	+

	10
	Б-10
	4-5
	130,4±5,8**
	210,4±7,3**
	40-45
	15-46
	+
	+

	11
	Б-11
	4-5
	98,6±4,1**
	163,8±7,4**
	28-34
	10-39
	-
	-

	12
	Б-12
	5-6
	97,5±4,3**
	158,3±5,9
	28-32
	10-39
	-
	-

	13
	Б-13
	8-9
	123,5±3,7**
	180,6±8,5
	30-32
	10-41
	+
	-


Продолжение таблицы 11
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	14
	Б-14
	4-5,5
	75,3±0,6*
	130,5±3,7 **
	38-41
	15-50
	+
	+

	15
	Б-15
	4-5
	95,5±2,5**
	186,5±7,5**
	28-32
	10-43
	+
	-

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05



Как видно из таблицы 11, оптимальной кислотообразующей способностью обладали штаммы Б-2, Б-4, Б-8, Б-14 и Б-5, титруемая кислотность которых в течение 24 суток культивирования увеличилась на 50 оТ, 52 оТ, 54 оТ, 55 оТ и 56 оТ, соответственно. Данные характеристики штаммов учитывали при конструировании бактериальных композиций для получения кисломолочных продуктов со сроком хранения более 7 дней.

3.2.2 Молекулярно-генетическая идентификация выделенных бактерий
По результатам биохимической, морфологической оценки и кислотообразующих свойств отобрали 5 штаммов для проведения молекулярно- генетической идентификации. Из полученной ДНК методом ПЦР был амплифицирован фрагмент 16S рРНК гена, размером около 600 п.н. (пар нуклеотидных оснований). Концентрация ДНК по показаниям флуориметра Quibit представлена в таблице 12. Результаты амплификации образцов отображены на рисунке 6. 

Таблица 12 – Концентрация ДНК по показаниям флуориметра Quibit

	№ п/п
	Наименование пробы
	Концентрация, нг/мкл

	1
	2
	44,0

	2
	4
	81,2

	3
	5
	69,0

	4
	8
	78,0

	5
	10
	66,4


[image: ]
Рисунок 6 – ПЦР – продукт, полученный с универсальными праймерами к
участку 16S рРНКгена
Примечание: 1-5 образцы; M - Маркер длин O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder
После реакции секвенирования проводили вторую очистку ПЦР-продукта набором для очистки реакций секвенирования BigDye XTerminator Purification Kit и загружали в генетический анализатор ABI 3500 для проведения капиллярного электрофореза.
Нуклеотидные	последовательности 16S рРНК гена идентифицируемых штаммов были анализированы и объединены в общую последовательность в программном обеспечении SeqaA (Appllied Biosystems). После получения нуклеотидной последовательности протяжённостью около 600 п.н., была проведена идентифицикация в Международной базе данных GeneBank по алгоритму BLAST. 
Последовательность нуклеотидов для определения Lactobacillus fermentum 2 выглядела следующим образом:
TGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACG TAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAC AACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACC TGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAG TTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAG CAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAG AAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTC ATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA TACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTC TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTT GAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGA AGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCAT GGGTAGCGAACAGGA
На рисунке 7 представлено филогенетическое дерево, построенное на основе анализа фрагмента гена 16S рРНК, показывающее родство Lactobacillus fermentum 2 со штаммом Lactobacillus fermentum CIP 102980.


2
NR 104927.1:55-784 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 
NR 113335.1:64-793 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 
NR 134066.1:84-813 Lactobacillus gorillae strain KZ01

NR 028810.1:72-802 Lactobacillus ingluviei strain KR3 

NR 041566.1:45-774 Lactobacillus equigenerosi strain NRIC 0697
NR 114790.2:8-710 Lactobacillus suebicus strain CCUG 32233
NR 042232.1:69-769 Pediococcus claussenii strain P06 NR 117043.1:81-778 Enterococcus rivorum strain S299
NR 113798.1:75-707 Carnobacterium divergens strain NBRC 15683

0.02

Рисунок 7 – Филогенетическое дерево, показывающее родство Lactobacillus fermentum 2 со штаммом Lactobacillus fermentum CIP 102980
Степень гомологии с ближайшим штаммом NR 104927.1:55-784 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 составила 100,00%.
	Последовательность нуклеотидов для Lactobacillus fermentum 4:
TGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACG TAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACC TGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAG TTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAG CAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAG AAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTATTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTC ATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA TACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTC TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTT GAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGA AGAACACCAGTGGCGAAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGC ATGGGTAGCGAACAGGA
На рисунке 8 представлено филогенетическое дерево, построенное на основе анализа фрагмента гена 16S рРНК, показывающее родство Lactobacillus fermentum 4 со штаммом Lactobacillus fermentum CIP 102980.


4
NR 104927.1:55-784 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 NR 113335.1:64-793 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 
NR 134066.1:84-813 Lactobacillus gorillae strain KZ01
NR 158108.1:101-799 Lactobacillus curtus strain VTT E-94560 
                                                                   NR 115699.1:71-768 Lactobacillus siliginis strain M1-212
NR 112690.1:49-746 Lactobacillus plantarum strain NBRC 15891
 NR 042058.1:121-814 Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336
NR 104715.1:78-777 Carnobacterium alterfunditum strain pf4 132299.1:88-784 Enterococcus saccharolyticus subsp. taiwanensis strain 812
NR 042054.1:100-797 Enterococcus faecium strain LMG 11423

0.02

Рисунок 8 – Филогенетическое дерево, показывающее родство
 Lactobacillus fermentum 4 со штаммом Lactobacillus fermentum CIP 102980

Степень гомологии с ближайшим штаммом NR 104927.1:55-784 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 составила 99,73%.
Последовательность нуклеотидов для Lactobacillus fermentum 8:
CAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCAC Продолжение последовательности нуклеотидов для Lactobacillus fermentum 8:
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAG
На рисунке 9 представлено филогенетическое дерево, построенное на основе анализа фрагмента гена 16S рРНК, показывающее родство Lactobacillus fermentum 8 со штаммом Lactobacillus fermentum CIP 102980.


8
NR 104927.1:82-719 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 
NR 113335.1:91-728 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885
 NR 134066.1:111-748 Lactobacillus gorillae strain KZ01

NR 042058.1:121-749 Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336
NR 041467.1:105-739 Lactobacillus farraginis strain NRIC 0676 NR 042438.1:110-742 Lactobacillus graminis strain G90 (1)
NR 113924.1:77-711 Enterococcus hirae strain NBRC 100675 
NR 113798.1:75-707 Carnobacterium divergens strain NBRC 15683
NR 040926.1:65-701 Carnobacterium mobile strain DSM 4848

0.01
Рисунок 9 – Филогенетическое дерево, показывающее родство Lactobacillus fermentum 8 со штаммом Lactobacillus fermentum CIP 102980

Степень гомологии с ближайшим штаммом NR 104927.1:82-719 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 составила 100,00%.
Последовательность нуклеотидов для Lactobacillus fermentum14:
ACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAAC

На рисунке 10 представлено филогенетическое дерево, построенное на основе анализа фрагмента гена 16S рРНК, показывающее родство Lactobacillus fermentum 14 со штаммом Lactobacillus fermentum NBRC 15885.
14
NR 113335.1:93-789 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 
NR 104927.1:84-780 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980
NR 134066.1:113-809 Lactobacillus gorillae strain KZ01 
NR 026310.1:80-773 Lactobacillus panis strain DSM 6035
NR 112541.1:107-802 Lactobacillus vaccinostercus strain NRIC 1075
NR 113338.1:87-780 Lactobacillus plantarum strain NBRC 15891
NR 044699.2:113-805 Lactobacillus acetotolerans strain DSM 20749
 NR 112690.1:49-746 Lactobacillus plantarum strain NBRC 15891
NR 113902.1:81-774 Enterococcus faecium strain NBRC 100481 
NR 040926.1:69-762 Carnobacterium mobile strain DSM 4848

0.02

Рисунок 10 – Филогенетическое дерево, построенное на основе анализа фрагмента гена 16S рРНК, показывающее родство Lactobacillus fermentum 14 со
штаммом Lactobacillus fermentum NBRC 15885

Степень гомологии с ближайшим штаммом NR 113335.1:93-789 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 составила 99,86%.
Последовательность нуклеотидов для Enterococcus faecium 5:
CCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG GGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAG TTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCG CGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCT GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC AGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGA AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACG TCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTT AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTG AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAG GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTG GGGAGCAAACAGGA

5
NR 113902.1:53-778 Enterococcus faecalis strain 
NBRC 100481 NR 113901.1:53-778 Enterococcus faecalis strain 
NBRC 100480 NR 115765.1:53-778 Enterococcus faecalis strain ATCC 19433 
NR 118050.1:11-736 Enterococcus plantarum strain CCM 7889 
NR 113574.1:75-778 Enterococcus hirae strain NBRC 3181

NR 104715.1:78-777 Carnobacterium alterfunditum strain pf4
  NR 115699.1:71-768 Lactobacillus siliginis strain M1-212 042225.1:89-785 Enterococcus hirae strain MR3C

0.01
Рисунок 11 – Филогенетическое дерево, построенное на основе 
анализа фрагмента гена 16S рРНК Enterococcus faecium
Степень гомологии с ближайшим штаммом NR 113902.1:53-778 Enterococcus faecalis strain NBRC 100481 составила 100,00%.
В результате молекулярно-генетической идентификации изучаемых штаммов, впервые выделенных из козьего молока Алматинской области определены значения гена 16S рРНК для бактериальных штаммов: для штамма Lactobacillus fermentum 14 идентичность со штаммом NR 113335.1:93-789 Lactobacillus fermentum штамма NBRC 15885 составила 99,86%; для штамма Lactobacillus fermentum 8 идентичность со штаммом NR 104927.1:82-719 Lactobacillus fermentum штамма CIP 102980 составила 100,00%; для штамма Lactobacillus fermentum 4 степень гомологии с ближайшим штаммом NR 104927.1:55-784 Lactobacillus fermentum штамм CIP 102980 составила 99,73%; для штамма Lactobacillus fermentum 2 степень гомологии с ближайшим штаммом NR 104927.1:55-784 Lactobacillus fermentum штамма CIP 102980 составляла 100,00% [173].
Сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей штаммов бактерий показал их высокую идентичность с эталонным штаммом.

3.3 Обоснование подбора заквасочной культуры 
На данном этапе исследований подбирали культуры с антагонистической активностью и хорошими органолептическими свойствами. Объектом исследований служили следующие микроорганизмы, отобранные после проведения молекулярно-генетического анализа: Lactobacillus fermentum 2, Lactobacillus fermentum 4, Lactobacillus fermentum 8 и Lactobacillus fermentum 14. Микрооганизмы исследовали каждый по отдельности, а также для сравнения был составлен консорциум, состоящий из четырех вышеназванных культур в равном соотношении по отношению друг к другу.
В качестве бактериальных тестов были использованы Escherichia coli, Mycobacterium citreum, M. rubrum, Sarcina flava, Sarc. flava (U), Salmonella dublin, Staphylococcus aureus, Staphylococcus warneri 10. Действие антагонистической активности выделенных культур зависел от штамма и тестовой культуры.
Антибактериальная активность консорциума и молочнокислых микроорганизмов представлена в таблице 13.

Таблица 13 – Антибактериальная активность консорциума и молочнокислых бактерий, n=4

	Варианты
	E.coli
	M.
citreum
	M.
rubrum
	Sarc.flava
	Sarc.flava
(U)
	S.dublin
	St.aureus
16
	St.warneri
10

	Консорциум
из 4 культур
	20,23±
0,7**
	33,58±
0,23*
	31,34±
0,56**
	23,62±0,13*
	20,51±0,69**
	24,75±
0,32**
	18,27±0,23**
	16,58±
0,13*

	Lb. fermentum 2
	13,25±
0,15**
	13,62±
0,14**
	-
	11,57±0,45**
	12,05±
0,05*
	11,63±
0,07*
	13,46±0,12*
	-


Продолжение таблицы 13
	Lb. fermentum 4
	-
	-
			-
	12,35±0,07
*
	12,43±
0,17**
	13,75±
0,15**
	12,37±
0,13**
	-

	Lb. fermentum 8
	-
	-
	-
	14,05±0,05
*
	12,95±0,48**
	14,20±
0,13*
	11,15±
0,19**
	-

	Lb. fermentum 14
	18,0±
0,12*
	28,65±
0,35*
	28,16±
0,67**
	18,35±0,65**
	20,18±
0,9**
	22,57±
0,8**
	17,18±
0,63**
	16,12±
0,45**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01 и **р≤0,05



Как видно из таблицы 13, консорциум из 4 культур и Lb. fermentum14 показали антагонистичекую активность в отношении бактериальных тест-культур Escherichia coli, Mycobacterium citreum, M. rubrum, Sarcina flava, Sarc. flava (U), Salmonella dublin, Staphylococcus aureus. Зоны подавления бактериальных тестов варьировали в пределах от 11,15 до 33,58 мм. Наибольшая зона подавления выявлена в отношении M. citreum (28,65-33,58 мм) и M. rubrum (28,16-31,34 мм).
Зоны подавления роста бактериальных тестов отобранными культурами молочнокислых бактерий представлены на рисунках 12 и 13.
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Рисунок 12 – Зоны подавления роста бактериальных тестов отобранными культурами молочнокислых бактерий и консорциумом

На рисунке 13 показаны зоны подавления роста бактериальных тестов консорциумом и Lb. fermentum 14.
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Рисунок 13 – Зоны подавления роста бактериальных тестов консорциумом 
и Lb. fermentum14

На основании органолептических показателей кисломолочных сгустков подобрана культура Lb. fermentum14. Для подбора оптимальных режимов культивирования и приготовления лабораторной закваски для с целью лиофилизации культуры Lb. fermentum14, выбирали длительность культивирования из трех вариантов (12 часов, 18 часов и 24 часа) для улучшения органолептических характеристик и сохранения антагонистической активности против используемых тестов бактериальных культур (рисунок 14).
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Рисунок 14 - Подавление роста бактериальных тестов Lb. fermentum 14 при разной длительности культивирования по времени
Антибактериальная активность Lb. fermentum 14 при культивировании в зависимости от времени представлена в таблице 14; органолептические и кислотообразующие свойства Lb. fermentum 14 в зависимости от длительности ферментации представлены в таблице 15.

Таблица 14 – Антибактериальная активность Lb. fermentum 14 при разной длительности культивирования

	№
	Варианты
	E.coli
	M.citre um
	M.rub rum
	Sarc. flava
	Sarc.flava U
	S.
dublin
	S.aureus 16
	S.warneri 10

	1
	Lb. fermentum 14
(12 ч)
	17,05±
0,13*
	27,16±
0,17*
	26,05
±0,16*
	17,08
±0,19*

	18,51±
0,61**
	20,36
±048*
*
	15,15±0,12*
	14,07±0,13*

	2
	Lb. fermentum 14
(18 ч)
	17,65±
0,18*
	27,81±
1,34**
	26,9
±1,12*
*
	18,51
±1,09*
*
	19,72±
0,24*
	21,13
±0,23**
	16,65±0,5**
	15,58±0,62**

	3
	Lb. fermentum 14
(24 ч)
	18,1±
0,75**
	29,05±
0,35**
	28,74
±0,86*
*
	19,73
±1,07*
*
	20,34±
0,17*
	22,57
±1,03*
*
	17,13±0,5**
	16,57±0,63**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01 и **р≤0,05



По полученным результатам видно, что при 12 часовом культивировании закваска значительна теряла активность против тестовых культур. При культивировании в течение 18 24 часов и более культура обладала высокой антибактериальной активностью (таблица 15), оптимальными показателями. После 24 часов культивирования Lb. fermentum 14, зона подавления M. citreum составила 29,05 мм, M.rub rum – 28,74 мм, Sarc. Flava U– 19,73 мм. 

Таблица 15 - Определение органолептических и кислотообразующих свойств Lb. fermentum 14 при разной длительности культивирования по времени

	№
	Варианты
	рН
	Тируемая
кислотность, °Т
	Органолептические показатели

	1
	Lb. fermentum 14 (12ч)
	4,05
	87
	Кисловатый

	2
	Lb. fermentum 14 (18ч)
	3,83
	126
	Кислотность средняя

	3
	Lb. fermentum 14 (24ч)
	3,72
	135
	Очень кислый



Органолептические свойства молочнокислых бактерий представлены в таблице 16.



Таблица 16 - Органолептические показатели выделенных культур

	Выделенные штаммы
	Активность
свертывания, ч
	Органолептические показатели образующихся
сгустков

	Консорциум из 4
культур
	4,0-4,5
	Консистенция плотная, однородная, вязкая,
вкус кисломолочный, без отделения сыворотки

	Lb. fermentum 2
	4,5-5,0
	Вязкая, сметанообразная консистенция, вкус
чистый кисломолочный

	Lb. fermentum 4
	6,5-7,0
	Консистенция однородная, недостаточно вязкая консистенция, кисломолочный вкус, наблюдается
отделение сыворотки, не более 5%,

	Lb. fermentum 8
	7,5-8,5
	Однородная, недостаточно вязкая консистенция, вкус кисломолочный, отделение сыворотки более
5%

	Lb. fermentum 14
	4,5,0-5,5
	Консистенция сгустка нежная, ровная, вкус чистый
кисломолочный, без отделения сыворотки



[image: ]Таким образом, L. fermentum является перспективным объектом для дальнейшего исследования его потенциала и возможного применения в конструировании пробиотической закваски. На рисунке 15 представлена лиофилизированная культура Lactobacillus fermentum 14.

Рисунок 15 – Лиофилизированная культура  Lactobacillus fermentum 14 (RCM 1020)

В результате исследования по антагонистическим показателям и органолептическим свойствам выбрали культуру Lb. fermentum 14, которая в дальнейшем использовалась в качестве пробиотической культуры для производства кисломолочных продуктов. Оформлен паспорт на штамм Lactobacillus fermentum 14, который депонирован в Республиканской коллекции микроорганизмов (г. Астана) как перспективный штамм для включения в состав бактериальных заквасок при производстве кисломолочных продуктов.
3.4 Биотехнологические особенности подбора закваски для кисломолочных продуктов
3.4.1 Исследование подбора бактериальной композиции
Вследствие отсутствия в анализируемой нами литературе определенных рекомендаций по использованию вышеописанной культуры в кисломолочных продуктах из козьего молока, проведено исследование совместной и раздельной жизнедеятельности данной культуры с готовыми производственными культурами. Определяли рН, титруемую кислотность и титр клеток.
Образцами являлись:
1. Lactobacillus bulgaricus В6 
2. Streptococcus thermophilus ТА 45 
3. Lactobacillus fermentum 14 (выделен из козьего молока).
Морфология колоний микроорганизмов представлена на рисунке 16. Для каждого микроорганизма закваски готовили и анализировали по три  пробы из каждого разведения с раствором Рингера.
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      Lactobacillus bulgaricus B6   Streptococcus thermophilus TA 45   Lactobacillus fermentum 14

Рисунок 16 – Морфология колоний микроорганизмов
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                                  a	б	в
Рисунок 17 – Подсчет колоний микроорганизмов в чашках Петри, 
разведение 1х10-7: а) Lb. bulgaricus В6, б) Str. thermophilus ТА 45, 
в) Lb. fermentum 14 

На рисунке 18 представлена микроскопия результатов культивирования Lb. bulgaricus, Str. thermophilus и Lb. fermentum 14 на питательной среде MRS 5.4 и М17 в разведении 1:10-7 на среде MRS 5.4.
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Рисунок 18 – Микроскопия закваски: а) Str. thermophilus ТА 45, 
b) Lb. bulgaricus В6, c) Lb. fermentum 14; увеличение 1000х (а, б), 400х (с).

Микроскопическая картина следующая: отчетливо видны крупные молочнокислые бактерии Lactobacillus bulgaricus, скопление мелких палочек Lactobacillus fermentum 14 и кокковидные формы, объединенные в цепочки, Streptococcus thermophilus.
Технологические характеристики культур бактериальной композиции представлены в таблице 17.

Таблица 17 – Технологические свойства культур 

	Молочнокислые
бактерии
	рН
	Кислотность, °Т
	Количество клеток
в КОЕ/см3 (г)
	Микроскопическая
картина

	Lactobacillus bulgaricus 
	4,53
	103-108
	3,5х107
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	Streptococcus thermophilus 
	4,71
	90-95
	2,9х107
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	Lactobacillus fermentum 14 

	4,78
	70-75
	3,5х107
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В соответствии с данными таблицы 17, все три культуры молочнокислых бактерий показали хорошие технологические свойства для использования в качестве закваски. Были составлены три варианта бактериальной композиции: Lactobacillus bulgaricus В6, Streptococcus thermophilus ТА 45, и Lactobacillus fermentum 14 в следующих соотношениях: 1:2:1, 1:5:1, 1:10:1.
Культуры составленной бактериальной композиции выращивали на стерильном козьем молоке. Определяли рН, титруемую кислотность и титр клеток, данные представлены в таблице 18.

Таблица 18 – Выбор оптимального соотношения культур в комбинированной закваске

	Варианты
закваски
	Продолжительность
сквашивания, ч
	рН
	Кислотность °Т
	Количество клеток в
КОЕ/см3 (г)

	1:2:1
	6,5-7,0
	3,96
	120-125
	2,7х109

	1:5:1
	4,5-5,5
	4,71
	75-85
	5,2х109

	1:10:1
	3,6-4,5
	5,18
	65-75
	4,1х109



Как показывают данные таблицы 18, наиболее благоприятные условия для развития микроорганизмов закваски отмечены во втором варианте (соотношении культур 1:5:1), где наблюдается наибольшее количество жизнеспособных клеток молочнокислых бактерий.
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Рисунок 19 – Выросшие колонии бактериальной композиции 
Lactobacillus bulgaricus В6, Streptococcus thermophilus ТА 45 и Lactobacillus fermentum 14 в соотношении 1:5:1

На питательной среде наблюдаются некрупные колонии серовато-белого цвета с ровным краем, поверхность гладкая, по профилю плоские.
В молочнокислых заквасках высокая титруемая кислотность действует подавляюще на развитие болгарской палочки в первые часы ферментации во время совместного роста с другими бактериями, однако невысокая кислотность Streptococcus thermophilus ТА 45 и Lactobacillus fermentum 14 в течение 5-6 ч ферментации обеспечивает хорошие условия культивирования болгарской палочки. Затем исследовали количество вносимой закваски для приготовления кисломолочных продуктов. Сухие штаммы активизировали путем культивирования на козьем молоке.
Для приготовления производственной закваски лабораторную закваску вносили в стерилизованное молоко в количестве 3%, 5%, 8% и 10% от общего объёма молока. Ферментацию заквасок проводили при температуре 39, 41 и 43 °С для Lactobacillus bulgaricus В6, Streptococcus thermophilus ТА 45 и Lactobacillus fermentum 14 соответственно. Измерение активной кислотности производили через каждые 2 ч, и по достижении этого показателя 4,6, закваску направляли на охлаждение. В процессе ферментации определяли активную кислотность и устанавливали время ферментации.
В таблице 19 приведены данные по времени заквашивания молока в зависимости от количества вносимой закваски.

Таблица 19 – Влияние дозы закваски на процесс ферментации

	Закваска
	Доза закваски,
%
	Время
ферментации, ч
	Момент образования сгустка

	
	
	2 ч
	4 ч
	рН
	Продолжительность ферментации, ч

	
	
	рН
	рН
	
	

	Lactobacillus bulgaricus В6, Streptococcus thermophilus ТА 45, Lactobacillus
fermentum 14 (1:5:1)
	3
	5,6±0,23**
	4,9±0,04*
	4,7±0,13**
	6,0

	
	5
	5,3±0,05*
	5,1±0,29**
	4,6±0,05**
	5,0

	
	8
	5,0±0,17**
	4,8±0,05**
	4,5±0,03*
	4,0

	
	10
	4,9±0,16**
	4,7±0,06**
	4,5±0,21**
	3,5

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01 и **р≤0,05



Как видно из таблицы 19, по времени ферментации и активной кислотности, закваска, состоящая из Lactobacillus delbruki subsp. bulgaricus В6, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ТА 45 и Lactobacillus fermentum 14 в соотношении 1:5:1, обладает высокой лактосбраживающей способностью. Однако при дозе закваски 8-10% происходит очень быстрое нарастание кислотности сгустка, что не является оптимальным для длительного срока хранения продуктов.
Изучена динамика изменения соотношения культур в сгустке в процессе ферментации козьего молока в течение 24 ч, результаты отражены в таблице 20. 

Таблица 20 – Изменение соотношения Lactоbacillus bulgaricus В6, Streptococcus thermophilus TА 45 и Lactobacillus fermentum 14 в ходе сквашивания молока

	Продолжительность
культивирования, ч
	Фон
	3
	6
	9
	24

	Соотношение Lactobacillus bulgaricus B6, Streptococcus thermophilus TА 45 и
Lactobacillus fermentum 14
	1:5:1
	1:6,3:1,2
	1:7:1,2
	1,2:7,3:1,2
	1,2:7,5:1,3



В результате изучения органолептических показателей, процесса кислотонакопления, выявлено, что для приготовления производственной закваски необходимо вносить в нормализованную смесь 3-5 % лабораторной закваски.
Исходя из полученных данных, продолжительность сквашивания в течение 4- 6 часов является достаточным для получения продукта с оптимальными технологическими характеристиками. Далее полученный продукт должен быть помещен в камеру для охлаждения во избежание дальнейшего нарастания титруемой кислотности. Выявлено, что при сквашивании смеси в течение данного промежутка времени увеличивается доля Lactоbacillus bulgaricus и Lactоbacillus fermentum в сгустке более, чем в 1,4 и 1,2 раза соответственно.

3.4.2 Влияние пробиотической закваски на процесс сквашивания кисломолочного продукта
Классическая закваска для йогурта включает штаммы термофильного молочнокислого стрептококка и болгарской палочки, поэтому далее бактериальную композицию сравнивали с готовыми товарными йогуртовыми заквасками.
Закваска MIX 495 LYO представляет собой культуру с определенной комбинацией штаммов, включающей болгарскую палочку и термофильный стрептококк, включающая в результате коагуляции молока образует вязкий сгусток с ограниченным постокислением [174].
YO MIX 883 LYO является закваской мягкого брожения с высокой степенью вязкости, имеет в составе болгарскую палочку и термофильный стрептококк, которые придают продукту ярко выраженный аромат и вкус; постокисление имеет ограниченное, может наблюдаться синерезис. 
Использование заквасок прямого внесения, которые занимают наибольший объем поставок на молочные предприятия, положительно влияет на режимы ферментации и органолептические характеристики КП. Характеристика заквасочных культур для КП представлена в таблице 21.

Таблица 21 – Характеристика заквасочных культур

	Наиме- нование закваски
	Состав культур
	Режимы сквашивания
	Органолептические особенности

	
	
	Темпера-
тура, оС
	Время,
ч
	рН
	

	YOMIX 495
	Вязкие культуры Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus
	43
	6,5-
7,0
	4,5-4,6
	Придает мягкий сливочный вкус, умеренный аромат, однородную консистенцию и очень высокую вязкость

	YOMIX 883
	Невязкие культуры Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus
	43
	7,0-
7,5
	4,5-4,7
	Придает продукту мягкий сливочный вкус и аромат, немного тянущую густую
однородную консистенцию

	Бактери-альная компози-ция
	Вязкие культуры Lactobacillus bulgaricus B6, Streptococcus thermophilus TА 45, Lb. fermentum 14
	41
	5,5-
6,0
	4,5-4,6
	Придает продукту мягкий умеренно кислый вкус, выраженный аромат, однородную консистенцию


На рисунке 20 показано влияние продолжительности ферментации заквасок на величину титруемой кислотности. 
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Рисунок 20 – Влияние продолжительности сквашивания 
на титруемую кислотность

В соответствии с рисунком 20, в течение первого часа ферментации происходила адаптация микроорганизмов бактериальной композиции к условиям среды. Исследуемые закваски образуют сгусток в течение 4-6 часов при температуре сквашивания около 39±2 °С. За это период времени титруемая кислотность достигает 75-77°Т, что является оптимальной для образования кисломолочного сгустка. 
В таблице 22 представлена зависимость величины синерезиса от продолжительности сквашивания исследуемых заквасок: YO MIX 495, YO-MIX 883 и бактериальной композиции, включающей Lactobacillus delbruki B6, Streptococcus thermophilus TА 45 и Lactobacillus fermentum 14 в соотношении 1:5:1.

Таблица 22 – Зависимость величины синерезиса от продолжительности сквашивания исследуемых заквасок

	Время, мин.
	Типы заквасок

	
	YO MIX 495
	YO-MIX 883
	Бактериальная
композиция

	1
	2
	3
	4

	60
	+
	+
	+

	120
	+
	+
	+

	180
	+
	+
	+


Продолжение таблицы 22
	1
	2
	3
	4

	240
	++
	+
	++

	300
	++
	++
	++

	360
	++
	++
	+++

	Примечание: + отсутствие сгустка; ++ мягкий сгусток без отделения сыворотки;
 +++ плотный сгусток без отделения сыворотки



Как видно из таблицы 22, при сравнении с промышленными заквасками бактериальная композиция молочнокислых микроорганизмов Str. thermophilus, Lb. bulgaricus и Lb. fermentum 14 в соотношении 1:5:1 показала наилучший результат отсутствия синерезиса, что можно объяснить наличием в составе данной закваски экзополисахаридов и пробиотической культуры. Данная закваска позволяет получить сгусток с густой и нежной консистенцией, приятным ароматом и низким постокислением.
Органолептический анализ образцов кисломолочных продуктов важен для определения их качественной оценки. 
На рисунке 21 представлена органолептическая оценка кисломолочных продуктов (В – YO MIX 495, А – YO- MIX 883 и С – закваска, включающая Str. thermophilus, Lb. bulgaricus и Lb. fermentum 14). 
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Рисунок 21 – Органолептическая характеристика образцов
кисломолочных продуктов

На рисунке 22 представлены образцы кисломолочного продукта с выбранной композицией закваски в соотношении 1:5:1.
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Рисунок 22 – Образцы кисломолочного продукта

Образцы ферментированного кисломолочного продукта оценивали органолептически по 5-бальной шкале по следующим показателям: внешний вид; консистенция; плотность; вкус; цвет и запах. В соответствии с рисунком 21, органолептические показатели кисломолочных продуктов на основе заквасок YOMIX 495 LYO 100 DCU, YOMIX 883 LYO 50 DCU, а также бактериальной композиции, были в пределах нормы, при этом лучшие органолептические свойства показал образец на основе закваски, содержащей Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus и Lactobacillus fermentum 14 в соотношении 1:5:1. Органолептический анализ образцов КП фактически завершает их качественную оценку. Согласно рисунку 22, образцы КП с наивысшими баллами приемлемости: 4,93 для образца C, затем следуют образцы B (4,69) и A (4,42). Органолептический анализ демонстрирует самый высокий уровень этих показателей у образца С. 
Как видно из рисунка 22, консистенция продукта из козьего молока на основе закваски Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus и Lactobacillus fermentum 14 в соотношении 1:5:1 имеет ровную нежную консистенцию. 
Культуры Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus и Lactobacillus fermentum 14 дают быстрое повышение кислотности до pH 4,7-4,6, а затем более медленное повышение кислотности до низкого pH. Эта характеристика способствует хорошей стабилизации pH в конце процесса созревания и во время хранения. Использование данной закваски возможно в диапазоне 43-37 °С [175].
Кисломолочный продукт, сквашенный бактериальной композицией, достиг титруемой кислотности 70-75 °Т за 5-6 часов сквашивания, тем самым превысив продолжительность сквашивания на 1-1,5 часа по сравнению с кисломолочными продуктами, сквашенными только заквасками YO MIX 495 и YO-MIX 883. Полученные результаты свидетельствуют о том, что использование заквасок Streptococcus thermophilus и Lactobacillus bulgaricus на основе пробиотической культуры Lactobacillus fermentum 14 при производстве КП способствует сокращению продолжительности технологического цикла кисломолочного продукта. Установлено, что полученная закваска демонстрирует хороший контроль синерезиса и может также использоваться в рецептурах с использованием сахара.

3.4.3 Исследование антагонистической активности заквасок
Далее закваски проверяли на антагонистическую активность после культивирования в течение 24-48 часов: бактериальные композиции, содержащие культуры Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus и Lactobacillus fermentum 14 в соотношениях 1:2:1 (1), 1:5:1 (2), 1:10:1 (3), а также закваску YO MIX 495, показавшую высокие технологические характеристики. Антагонистическую активность заквасок проводили на штаммах Salmonella dublin, Micobacterium rubrum, Sarcina flava, Bacillus subtilis 6633, Pseudomonas aeruginosa 9027, Staphylococcus aureus 6538p, Salmonella enterica 14028 и Escherichia coli 25922. Результаты антагонистической активности заквасок представлены на рисунке 23. 
Зоны подавления роста бактериальных тестов бактериальными композициями представлены на рисунках 24-27.



Рисунок 23 –Антагонистическая активность бактериальных композиций из культур Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus и Lactobacillus fermentum 14 в соотношениях 1:2:1, 1:5:1, 1:10:1 и закваски YO MIX 495, n=5

В соответствии с рисунком 23, антагонистическую активность проявили все три варианта бактериальной композиции (1:2:1, 1:5:1, 1:10:1) в отношении тест штаммов. Зона задержки роста в отношении М. citreum составила 30±0,5 мм, 32,51±0,8 мм, 35,0±0,7 мм; Sarc. Flava U – 23,4 мм±0,8 мм; 25,71±0,6 мм; 26,9±1,2 мм; M. rubrum – 29,22 мм; 31,43 мм; 32,3 мм соответственно. Микроорганизмы закваски YO MIX 495 были активны против бактериальных тест-культур Sarcina flava, Sarcina Flava U, Mycobacterium citreum и M. rubrum: 15,3  мм, 19,0 мм, 20,0 мм, 19,0 мм [171].
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Рисунок 24 – Подавление роста бактериальных тестов Salmonella dublin,
[image: ]Micobacterium rubrum и Sarcina flava бактериальными композициями
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Рисунок 25 – Подавление роста тест-штаммов B. subtilis 6633 (а), P. aeruginosa 9027 (б), S. aureus 6538p, (в) S. enterica 14028 (с) и E. coli 25922 (д)
бактериальной композицицией Lactobacillus bulgaricus В6, Streptococcus thermophilus ТА 45 и Lactobacillus fermentum 14 в соотношении 1:2:1
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Рисунок 26 – Подавление роста тест-штаммов B. subtilis 6633 (а), P. aeruginosa 9027 (б), S. aureus 6538p, (в) S. enterica 14028 (с) и E. coli 25922 (д)
бактериальной композицицией Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus
и Lactobacillus fermentum 14 в соотношении 1:5:1
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Рисунок 27 – Подавление роста S. flava U и M. citreum бактериальной композицией Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus и Lactobacillus
fermentum 14 в соотношении 1:5:1

По результатам технологических, кислотообразующих свойств и антагонистической активности исследуемых бактериальных заквасок была отобрана комбинация микроорганизмов из Lactobacillus bulgaricus (из сухой закваски), Streptococcus thermophilus (из сухой закваски) и Lactobacillus fermentum 14, выделенного из козьего молока, в соотношении 1:5:1. Результаты исследования получены на основе расчета средней стандартной ошибки р≤0,05.
Полученные данные согласуются с результатами исследований ряда авторов. По данным Биадала A. с соавторами (Biadała A. et. al.) [176, p. 10], оценка ингибирования индикаторных микроорганизмов показала, что наиболее разносторонними антибактериальными свойствами в отношении оцениваемых Proteus mirabilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus и Salmonella enteritidis обладает молочная смесь, ферментированная Lactobacillus fermentum или Lactobacillus acidophilus. Авторы Абрамов В.М., Хлебников В.С. и др. инокулировали козье молоко и сыворотку из козьего молока, полученную после процесса микрофильтрации, анализируемыми микроорганизмами и выявили, что лактобактерии L. fermentum BKM B-2793D, L. reuteri BKM B-3144D, а также их консорциум являются культурами  для разработки пробиотического препарата для профилактики и лечения лактационного мастита [177, с. 49].

3.5 Биотехнологические подходы к созданию кисломолочных продуктов
3.5.1 Подбор дозы внесения растительных наполнителей
Для улучшения органолептических и пробиотических свойств продукта использовали комбинацию культур Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus и Lactobacillus fermentum 14 в соотношении 1:5:1. Данные микроорганизмы находятся в симбиотических отношениях, так: Str. thermophilus образует муравьиную кислоту, необходимую для роста Lbc. bulgaricus, а она, в свою очередь, высвобождает аминокислоты, необходимые для роста Str. thermophilus и Lbc. fermentum.
В результате собственных исследование выявлено, что определенные наполнители (экстракт кожуры винограда, сиропы боярышника, шиповника и рябины), используемые с йогуртовой закваской, оказывают противомикробное действие и даже в значительной степени ингибируют микроорганизмы закваски [171].
На данном этапе исследования была дана оценка влияния концентрации сиропов и ЭВК на органолептические показатели образцов кисломолочных продуктов.
В смесь опытных образцов добавляли наполнители (сиропы) в количестве от 1% до 9% с шагом 2 % и ЭВК в количестве от 0,5 до 1,25 г [178]. Экспериментальные данные по влиянию растительных наполнителей на органолептические показатели кисломолочных продуктов (КП) представлены на рисунках 28-31. На рисунке 28 представлено влияние дозы сиропа боярышника и ЭВК на органолептические показатели образцов КП, на рисунке 29 – влияние дозы сиропа рябины и ЭВК на органолептические показатели образцов КП, на рис. 30 – влияние дозы введения сиропа шиповника и ЭВК на органолептические показатели образцов КП, на рис. 31 – влияние дозы внесения ЭВК на органолептические показатели образцов КП.



Рисунок 28 – Органолептическая характеристика образцов кисломолочных продуктов с сиропом боярышника и ЭВК
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Рисунок 29 – Органолептическая характеристика образцов кисломолочных продуктов с сиропом рябины и ЭВК



Рисунок 30 – Органолептическая характеристика образцов кисломолочных продуктов с сиропом шиповника и ЭВК
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Рисунок 31 – Органолептическая характеристика образцов кисломолочных продуктов с ЭВК
В соответствии с данными, представленными на рисунках 28-30, изменение дозы внесения сиропа от 1 до 9% с шагом 2% привело к оптимальному результату по органолептическим показателям: 5% сиропа, а увеличение дозы до 9% приводит к излишней сладости и нежелательному привкусу. Таким образом, можно сделать вывод о том, что сиропы боярышника, рябины и шиповника достаточно сладкие и не требуют внесения сахара и подсластителей. Доза 5% сиропов боярышника, рябины и шиповника оказалась оптимальной, поскольку ощущался легкий аромат наполнителя. 
Как видно из данных рисунка 31, все образцы имели вкус кисломолочного продукта, однородную и вязкую консистенцию, однако по органолептическим показателям, внешнему виду оптимальным решением было добавление 1% растительного наполнителя ЭВК.
Выявлено, что доза внесенного растительного наполнителя не оказывает существенного влияния на консистенцию образцов кисломолочных продуктов. Образцы пастеризовали и ферментировали в стандартных условиях.
Далее исследовали два момента введения растительных наполнителей: перед пастеризацией в нормализованное молоко и после пастеризации перед сквашиванием молочной смеси. 
На первом этапе растительные наполнители вносили в нормализованную смесь до пастеризации в количестве 5% ягодного сиропа и 1% ЭВК от массы смеси, во втором – после пастеризации вместе с закваской. Контролем служил образец без наполнителя. 
Технологический процесс приготовления кисломолочных продуктов осуществляли традиционным способом. Образцы пастеризовали и ферментировали в стандартных условиях. 
Изучена динамика кислотонакопления, определена активная и титруемая кислотность смеси. Результаты изучения динамики накопления кислотности показаны в таблицах 23-26.

Таблица 23 – Динамика накопления кислотности при внесении наполнителей (сиропа боярышника и экстракта виноградной кожуры) до и после пастеризации

	Продолжительность процесса сквашивания
	Контроль, °T
	Опытный образец с наполнителями, внесенными до пастеризации, °T
	Опытный образец с наполнителями, внесенными после пастеризации, °T

	До заквашивания
	20,0±0,4**
	20,1±0,3**
	20,3±0,4**

	Через 1 час
	23,1±0,4**
	21,2±0,1*
	24,0±0,2*

	Через 2 часа
	27,5±0,2*
	25,0±0,2*
	29,1±0,2*

	Через 3 часа
	41,3±0,2*
	39,3±0,2*
	43,1±0,5**

	Через 4 часа
	62,0±0,1*
	60,5±0,4*
	64,3±0,3*

	Через 5 часов
	73,1±0,2*
	71,2±0,3*
	74,1±0,4*

	Через 6 часов
	75,2±1,2**
	73,1±1,2**
	76,2±1,4**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05


Таблица 24 – Динамика кислотонакопления при внесении наполнителей (рябинового сиропа и экстракта виноградной кожуры) до и после пастеризации

	Продолжитель ность процесса сквашивания
	Контроль,
°T
	Опытный образец с наполнителями, внесенными до пастеризации, °T
	Опытный образец с наполнителями, внесенными после пастеризации, °T

	До заквашивания
	20,0±0,4**
	20,1±0,2**
	20,1±0,3**

	Через 1 час
	23,1±0,4**
	22,1±0,1*
	26,3±0,2*

	Через 2 часа
	27,5±0,2*
	26,3±0,2*
	31,1±0,3*

	Через 3 часа
	41,3±0,2*
	40,3±0,3*
	44,6±0,2*

	Через 4 часа
	62,0±0,1*
	61,5±0,5*
	65,3±0,4*

	Через 5 часов
	73,1±0,2*
	72,0±0,6*
	78,2±0,5*

	Через 6 часов
	75,2±1,2**
	74,2±1,3**
	80,5±1,5**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05



Таблица 25 – Динамика кислотонакопления при внесении наполнителей (сиропа шиповника и ЭВК) до и после пастеризации

	Продолжительность процесса сквашивания
	
Контроль, °T
	Опытный образец с
наполнителями, внесенными до пастеризации, °T
	Опытный образец с
наполнителями, внесенными после пастеризации, °T

	До заквашивания
	20,0±0,4**
	20,1±0,2**
	20,3±0,2**

	Через 1 час
	23,1±0,4**
	21,0±0,3**
	25,9±0,1*

	Через 2 часа
	27,5±0,2*
	26,3±0,2*
	32,4±0,2*

	Через 3 часа
	41,3±0,2*
	38,5±0,2*
	43,5±0,2*

	Через 4 часа
	62,0±0,1*
	60,7±0,4*
	66,5±0,4*

	Через 5 часов
	73,1±0,2*
	71,2±0,5*
	76,2±0,4*

	Через 6 часов
	75,2±1,2**
	73,5±0,6*
	81,3±1,5**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05



Таблица 26 – Динамика кислотообразования при введении растительного наполнителя (ЭВК) до и после пастеризации

	Продолжитель ность процесса сквашивания
	
Контроль, °T
	Опытный образец с наполнителями, внесенными до пастеризации, °T
	Опытный образец с наполнителями, внесенными
после пастеризации, °T

	До заквашивания
	20,0±0,4**
	20,0±0,1*
	20,2±0,1*

	Через 1 час
	23,1±0,4**
	21,5±0,1*
	24,3±0,2*

	Через 2 часа
	27,5±0,2*
	25,3±0,3**
	30,8±0,2*

	Через 3 часа
	41,3±0,2*
	38,7±0,2*
	42,5±0,5**

	Через 4 часа
	62,0±0,1*
	60,2±0,7**
	64,7±0,6*

	Через 5 часов
	73,1±0,2*
	71,0±0,5*
	75,6±0,6*

	Через 6 часов
	75,2±1,2**
	73,4±0,5*
	78,3±1,5**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05


Как видно из данных таблиц 23-26, существенной разницы в динамике кислотонакопления между опытными образцами с наполнителями, внесенными до и после пастеризации, не наблюдалось. За 6 часов сквашивания активная кислотность рН составила 4,57±0,05, титруемая кислотность достигла 78±3 oT [178]. В процессе заквашивания смеси количество заквасочных микроорганизмов определяли по методу Виноградского-Шульгина-Брида [179, с. 5]. Результаты процесса сквашивания смеси в течение 6 часов представлены на рисунке 32.



Рисунок 32 – Изменение количества клеток микроорганизмов 
в ходе сквашивания, n=5

Вследствие отсутствия значимых различий в динамике кислотонакопления, подобран вариант внесения растительных наполнителей после пастеризации. В соответствии с данными таблиц 23-26 и рисунка 32 увеличение титруемой кислотности происходило вместе с увеличением количества молочнокислых микроорганизмов. Полученные данные свидетельствуют о том, что наполнители не задерживают рост и развитие молочнокислых бактерий: за 4 часа сквашивания количество клеток микроорганизмов опытных образцов достигло 5х108 клеток/г. По сравнению с контрольным образцом, наблюдается несколько более активное размножение бактерий в опытных образцах, что может быть связано с содержанием в составе вводимых компонентов веществ, способствующих росту бактерий. В сиропах содержатся полимеры фруктозы, которые могут использоваться молочнокислыми микроорганизмами в качестве субстрата, способствуя их росту и развитию. Кроме того, очевидно, высокое содержание моносахаридов в ягодных сиропах ускоряет процесс сквашивания.
Результаты исследования показывают, что использование растительных наполнителей положительно влияет на титруемую кислотность и на органолептические показатели кисломолочных продуктов. Было выявлено, что ягодные сиропы и экстракт виноградной кожуры незначительно ускоряют процесс ферментации.

3.5.2 Разработка рецептуры и технологии кисломолочных продуктов
Неблагоприятная экологическая ситуация в мире, постоянные стрессы, а также несбалансированное питание неблагоприятно воздействуют на организм человека. Поэтому необходимо в питании использовать симбиотические продукты на основе пребиотиков и пробиотических микроорганизмов, позволяющих организму противостоять негативным факторам окружающей среды. Продукты, полученные ферментацией с использованием симбиотических микроорганизмов, положительным образом влияют на здоровье вследствие нормализации обмена веществ и восстановления микрофлоры кишечника, подавления роста и развития гнилостных бактерий, активизации иммунитета, снижения уровня холестерина в крови и лучшего усвоения полезных веществ.
Результаты подбора рецептурных компонентов кисломолочных продуктов представлены в таблицах 27 и 28.

Таблица 27 - Рецептура кисломолочных продуктов из расчета на 100 кг готового продукта

	Компоненты
	Количество, кг

	Пастеризованное молоко
	89-94

	Наполнители:
сироп ягодный
экстракт виноградной кожуры (порошок) 
	
5
1

	Бактериальная закваска
	5



В состав кисломолочных продуктов входит молоко цельное пастеризованное, наполнитель из ягодных сиропов (боярышника, рябины и шиповника) [180, 181] в количестве 5% и экстракта виноградной кожуры в количестве 1%, закваска – бактериальная композиция молочнокислых культур Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus и Lactobacillus fermentum 14 в соотношении 1:5:1.

Таблица 28 – Варианты рецептур приготовления кисломолочного продукта

	№ продукта
	Используемое сырье, на 100 кг

	
	Молоко 
	Наполнитель
	Закваска

	1
	89
	Сироп боярышника, 5
	5

	2
	89
	Сироп шиповника, 5
	5

	3
	89
	Сироп рябины, 5
	5

	4
	94
	ЭВК (порошок), 1
	5


Выработку кисломолочных продуктов из козьего молока производили в соответствии с технологической схемой, представленной на рисунке 33. 

	Технологический процесс производства
	Показатели и параметры

	Приемка сырья

	Молоко козье
	Согласно ГОСТ 32940-2014

	Внесение растительных наполнителей
	В соответствии с действующим
ГОСТ 31981-2013

	Сироп (KМ – Рябина)
	В соответствии с ТР ТС 021/2011,
производитель: ПК «Фирма «Кызыл май»

	Сироп (KМ – Шиповник)
	В соответствии с ТР ТС 021/2011,
производитель: ПК «Фирма «Кызыл май»

	Сироп из плодов боярышника
	Производитель: Кемеровская
фармацевтическая фабрика

	Пищевой обогатитель «Экстракт
виноградной кожуры»
	Производитель: «Healthlife Biotechnology
Co. Ltd»

	Закваска
	В соответствии с действующим
ГОСТ 34372-2017



	Охлаждение
	t= (4±2) оС

	Пластинчатый охладитель
	



	Промежуточное хранение
	t= (4±2) оС
Хранение не более 8 часов

	Резервуар
	



	Очистка
	
t= (4±2) оС

	Сепаратор-молокоочиститель (фильтр)
	



	Пастеризация смеси
	t= (84±1) оС
τ= (15-20) сек

	Пастеризационная установка
	



	Охлаждение смеси
	t= (41-43) оС

	Секция рекупирации, охлаждения
	



	Внесение закваски, перемешивание
	Кзакваски=3-5%
τ перемеш = (10-15) мин

	Резервуар с рубашкой и мешалкой
	



	Сквашивание смеси
	t=(39-43) оС 
К=(78±3) оТ
 pH=4,6-4,8
τ=4-6 ч

	Резервуар с рубашкой и мешалкой
	

	Внесение растительных наполнителей:
сиропы боярышника, шиповника, рябины; экстракт виноградной кожуры.
	t= (4±2) оС
Ксироп боярышника =5%

	Перемешивание
	Ксироп шиповника=5% 
Ксироп рябины=5% 
КЭВК=1%

	Резервуар
	



	Охлаждение, перемешивание
	
К=75-81 оТ

	Резервуар с рубашкой и мешалкой
	

	Розлив, фасовка, маркировка
	t = (4±2) оС

	Упаковочный аппарат
	



	Хранение и реализация
	t= (4±2) оС

	Холодильная камера
	



Рисунок 33 – Технологическая схема производства кисломолочных продуктов из козьего молока (с добавлением растительных наполнителей 
после сквашивания смеси)

Молоко принимали по количеству и качеству, установленному нормативной документацией, затем производили очистку его на центробежных молокоочистителях. Молоко подвергается пастеризации при температуре (84±1) оС и выдержке 15- 20 секунд для полного уничтожения микрофлоры. После этапа пастеризации молоко охлаждали до температуры сквашивания (37-43) °С, вносили закваску в количестве 3-5% от массы смеси, которую перемешивали в течении 15-20 минут для полного растворения закваски. На данном этапе производства вносят расчетное количество растительных наполнителей: (5%) сиропа боярышника и 1% ЭВК (продукт 1), (5%) сиропа рябины и 1% ЭВК (продукт 2), (5%) сиропа шиповника (продукт 3), (1%) ЭВК (продукт 4) и перемешивают. Затем молочную смесь сквашивали в течение 4-6 часов до нарастания титруемой кислотности 75-77 оТ, после чего перемешивали, охлаждали до температуры 10-12 °С и подавали на расфасовку, упаковку и маркировку согласно требованиям технических условий на кисломолочные продукты [182]. 
Расфасованные кисломолочные продукты направляли на доохлаждение в холодильную камеру до температуры ниже 10 °С. После достижения в готовых продуктах температуры (4±2) °С технологический процесс считали законченным и кисломолочные продукты готовы к реализации, хранению и транспортировке. При фасовке рекомендуется упаковка типа «Pure Pak» из-за ее барьерных характеристик или стеклянная герметично закрытая тара емкостью 200-250 мл. 
Готовые кисломолочные продукты хранят при температуре (4±2) °С и влажности 85-87% в условиях строгого санитарно-гигиенического режима, срок хранения составляет 15 дней. Использование полезной модели позволит повысить пищевую и биологическую ценность готового кисломолочного продукта и придать ему функциональных свойств за счет внесения в рецептуру кисломолочного продукта из козьего молока закваски с пробиотической культурой Lactobacillus fermentum 14 и растительных наполнителей [183].
Технология приготовления кисломолочной продукции на основе козьего молока успешно прошла производственное испытание на ТОО «ОО Казахская Академия Питания». Проведенные исследования показывают возможность применения козьего молока при производстве кисломолочных продуктов с высокими потребительскими свойствами. Организация производства новых кисломолочных продуктов возможно на любом действующем молочном заводе, оснащённом необходимым оборудованием.

3.5.3 Изучение физико-химических показателей
Одним из основных факторов, влияющих на качество пищевых продуктов, являются физико-химические показатели. Результаты физико-химического анализа кисломолочных продуктов представлены в таблицах 29 и 30. Наименование кисломолочных продуктов: контроль – КП без растительных наполнителей; продукт 1 – КП с сиропом боярышника в количестве 5% и ЭВК в количестве 1%; продукт 2 – КП с сиропом рябины в количестве 5% и ЭВК (1%); продукт 3 – КП с введением сиропа шиповника в количестве 5% и ЭВК (1%); продукт 4 – КП с внесением ЭВК в количестве 1%.

Таблица 29 – Физико-химические показатели кисломолочных продуктов, n=7

	Показатели
	Кисломолочные продукты, в 100 г

	
	Контроль
	Продукт 1
	Продукт 2
	Продукт 3
	Продукт 4

	Массовая доля белка, %
	4,21±0,05**
	4,38±0,05**
	4,37±0,07**
	4,38±0,06**
	4,32±0,03*

	Массовая доля жира, %
	4,29±0,03*
	4,28±0,02*
	4,28±0,02*
	4,28±0,02*
	4,29±0,03*

	Массовая доля сухих веществ, %
	13,11±0,26**
	13,54±0,24**
	13,51±0,21**
	13,5±0,22**
	13,34±0,19**

	Углеводы, %
	3,81±0,02*
	4,29±0,03*
	4,37±0,03*
	4,35±0,02*
	3,92±0,05**

	Энергетическая ценность, Ккал
	69,73±0,47*
	72,13±0,51*
	72,38±0,32*
	72,35±0,29*
	70,59±0,74**

	Энергетическая ценность, кДж
	291,94
	297,8
	303,04
	302,91
	295,54

	Фосфатаза
	Не обнаружена

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05



Таблица 30 – Химический состав кисломолочных продуктов, n=5

	Показатели
	Кисломолочные продукты, содержание в 100 г

	
	Контроль
	Продукт 1
	Продукт 2
	Продукт 3
	Продукт 4

	Витамин С, мг
	2,43±0,05**
	4,89±0,12**
	5,27±0,16**
	4,91±0,18**
	2,83±0,05**

	Витамин Е, мг
	0,072±0,002**
	0,089±0,003**
	0,086±0,002**
	0,093±0,003**
	0,081±0,003**

	Флавоноиды, %
	0
	0,43±0,015**
	0,39±0,012**
	0,48±0,016**
	0,31±0,0012*

	Пектин, г
	0
	0,087±0,002**
	0,052±0,002**
	0,092±0,003**
	0,062±0,002**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05


Из результатов проведенного анализа таблицы 29 следует, что в кисломолочных продуктах, по сравнению с контрольным образцом, содержание белка повысилось в 2-2,16 раза. Наблюдается также повышение энергетической ценности на 2,4 Ккал, 11,1 Ккал, 2,65 Ккал, 2,62 Ккал и 0,86 Ккал. Следует отметить, что значительных отличий между образцами кисломолочных продуктов не наблюдается: содержание белка, жира и сухих веществ в кисломолочных продуктах остается в пределах, указанных в нормативной документации.
Как видно из данных таблицы 30, содержание аскорбиновой кислоты в новых кисломолочных продуктах 1, 2, 3 и 4, в сравнении с опытным образцом, повысилось на 101%, 116,8%, 225% и 55,5% соответственно. Уровень токоферола, по сравнению с контрольным образцом КП, повысился на 23,6%, 19,4%, 29% и 12,5%.
Общая сумма флавоноидов в опытных образцах кисломолочных продуктов варьирует в пределах 0,31 – 0,48 %; содержание пектина в КП находится в пределах 0,062-0,092 г. 
Отсутствие фосфатазы свидетельствует о правильности проведения процесса пастеризации при получении кисломолочных продуктов.

3.6 Исследование аминокислотного состава кисломолочных продуктов
3.6.1 Продуцирование свободных аминокислот молочнокислыми бактериями
Источником свободных аминокислот в организме человека являются белки пищи либо белки тканей. В отличие от жиров и углеводов, организм не запасается аминокислотами, поэтому в определенных для организма ситуациях распадаются белки органов и тканей. Вследствие этого дефицит отдельных аминокислот нежелателен для здоровья человека, а продукты с повышенной белковой биологической ценностью позволяют восполнить этот дефицит, нормализуя наличие необходимых элементов в организме человека.
Протеолиз в молоке при совместном культивировании штаммов трех видов является решающим фактором для роста закваски и ее метаболизма. Исследования показывают, что взаимосвязь между использованием казеина и ростом двух лактобацилл в молоке еще не полностью охарактеризована. Трудно определить вклад каждой культуры в общий метаболизм.
Данный этап исследования является попыткой охарактеризовать поведение заквасочных штаммов в ассоциированной культуре в отношении использования казеина, т.е. взаимосвязь между высвобождением аминокислот протеолитическими Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus fermentum 14 [184, p. 324; 185, p. 42] и удовлетворением потребности Streptococcus thermophilus в свободных аминокислотах. Эта взаимосвязь является определяющей для роста культур в молоке с одной стороны, а с другой – для пищевой и биологической ценности кисломолочных продуктов. Предполагается, что при удовлетворении потребности культур в аминокислотном азоте между микроорагнизмами создается ростовая взаимосвязь, результатом которой является активный рост каждого из них и высокая конечная концентрация жизнеспособных клеток, определяющих биологическую ценность продукта, что приводит к положительному эффекту.
Показано, что штаммы Streptococcus thermophilus обладают значительно более низкой протеолитической активностью, чем Lactobacillus bulgaricus. Неспособность S. thermophilus метаболизировать галактозу приводит к ее выведению из клетки и может быть причиной дефектов вкуса и текстуры продукта. Однако экзополисахариды, продуцируемые выбранными штаммами, имеют решающее значение для конечной текстуры кисломолочных продуктов [186, p. 144].
Для сравнительного изучения козьего и коровьего молока в качестве субстратов, в таблице 31 представлено количество клеток Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus и Lactobacillus fermentum 14 во время совместного культивирования в коровьем и козьем молоке.

Таблица 31 – Содержание клеток Lactobacillus bulgaricus B6, Streptococcus thermophilus TA 45 и Lactobacillus fermentum 14 при сквашивании в козьем и коровьем молоке, n=5

	
Время роста, ч
	Концентрация клеток микроорганизмов, КОЕ/г

	
	Lactobacillus bulgaricus B6 +
Streptococcus thermophilus TА 45 +
Lactobacillus fermentum 14
в козьем молоке
	Lactobacillus bulgaricus B6 + Streptococcus thermophilus TА 45 + Lactobacillus fermentum 14 в коровьем молоке

	
	Lactobacillus
bulgaricus
	Streptococcus
thermophilus
	Lactobacillus
fermentum 14
	Lactobacillus
bulgaricus
	Streptococcus
thermophilus
	Lactobacillus
fermentum 14

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	0
	1,0x103
	5,3x103
	1,0x103
	1,0x103
	5,1x103
	1,0x103

	3,5
	1,0x106
	6,8 x106
	1,2x106
	1,0x106
	3,9 x106
	1,0x106

	5,7
	1,7x107
	8,5x107
	2,0x107
	1,5x107
	6,2x107
	2,3x107

	24
	1,3x108
	9,7x108
	1,9x108
	1,2x108
	6,5x108
	1,7x108

	168
	2,3x109
	7,6x109
	3,1x109
	1,5x109
	4,7x109
	2,2x109



Катаболизм пептидов инициирует выделение относительно высоких концентраций свободных аминокислот при сквашивании и повышение их концентрации при культивировании от 3 до 168 часов. Уровень аминокислот достигал максимума после 168 часов культивирования Streptococcus thermophilus 45, Lactobacillus bulgaricus B6 и Lactobacillus fermentum 14.
Количество клеток Lactobacillus bulgaricus достигал максимального уровня 2,3·109 КОЕ/г в КП из козьего молока и 1,5x109 КОЕ/г в КП на основе коровьего молока после 168 часов культивирования; уровень клеток Streptococcus thermophilus достигала максимума при 7,6x109 КОЕ/г после 168 часов cвертывания козьего молока и 4,7x109 КОЕ/г после 168 часов cвертывания коровьего молока; уровень клеток Lactobacillus fermentum 14 достигала максимума при 3,1x109 КОЕ/г после 168 часов cвертывания козьего молока и 2,2x109 КОЕ/г после 168 часов ферментации коровьего молока, что свидетельствует о том, что Lactobacillus fermentum 14 более устойчив и хорошо культивируется в козьем молоке.
Следует подчеркнуть, что несмотря на наличие параллельных линий, описывающих процесс накопления свободных аминокислот Lactobacillus bulgaricus B6 и Lactobacillus fermentum 14 в обоих видах молока, уровень аминокислот в каждой точке динамики в козьем молоке в несколько раз выше, чем в коровьем. Эти данные свидетельствуют об активной атаке казеина протеазами клеточной стенки, а также о действии внутриклеточных пептидаз Lactobacillus bulgaricus B6 и и Lactobacillus fermentum 14. Катаболизм пептидов инициирует выделение относительно высоких концентраций аминокислот при сквашивании козьего молока и повышение их уровня при хранении от 6 до 168 часов.
В поисках подходов к созданию условий в биологической системе «молоко – закваска» для стимуляции роста культур лактобактерий соответственно протеолитической активности Lactobacillus bulgaricus и Lactobacillus fermentum 14 в бактериальной композиции, проведена оценка влияния фактора высвобождения аминокислот из протеолитических культур Lactobacillus bulgaricus B6 и Lactobacillus fermentum 14 при выращивании в козьем молоке.
В таблицах 32-34 показано изменение концентрации аминокислот, продуцируемых следующими культурами: технологическим штаммом Streptococcus thermophilus; протеолитическими штаммами Lactobacillus bulgaricus B6 и Lactobacillus fermentum 14 при выращивании и свертывании козьего молока и хранении кисломолочных продуктов при температуре (4±2) ° С. 

Таблица 32 – Свободные аминокислоты, продуцируемые Streptococcus thermophilus ТА в козьем молоке во время коагуляции и в процессе хранения, (мг/100г), n=3

	Аминокислоты
	Время инокуляции, ч

	
	1
	3
	6
	24
	48
	168

	Валин
	9±0,05*
	12±0,06*
	29±0,12*
	31±0,21*
	34±0,18*
	36±0,14*

	Лейцин + изолейцин
	12±0,14**
	25±0,17*
	41±0,23*
	48±1,27**
	89±2,34**
	214±0,73*

	Лизин
	44±0,23*
	73±0,62*
	92±2,17**
	127±3,84**
	125±3,96**
	128±3,89**

	Метионин
	2±0,01*
	6±0,04*
	8±0,03*
	13±0,15**
	10±0,09*
	9±0,07*

	Треонин
	5±0,04*
	12±0,5**
	30±0,19*
	42±0,26*
	44±1,78**
	46±1,42**

	Триптофан
	4±0,03*
	11±0,06*
	13±0,05*
	18±0,7**
	22±0,15*
	21±0,14*

	Фенилаланин
	1±0,01*
	2±0,01*
	4±0,15**
	5±0,13**
	6±0,18**
	4±0,17**

	Цистеин
	3±0,01*
	4±0,15**
	7±0,25**
	9±0,07*
	13±0,12*
	14±0,16**

	Аргинин
	4±0,02*
	12±0,05*
	25±0,08*
	43±0,46**
	45±0,42*
	49±1,83**

	Тирозин
	7±0,06*
	13±0,09*
	16±0,14*
	21±0,24**
	23±0,17*
	27±0,19*

	Гистидин
	14±0,13*
	17±0,15*
	21±0,23**
	29±1,26**
	28±1,12**
	26±1,27**

	Пролин
	8±0,05*
	16±0,08*
	29±1,26**
	54±0,42*
	31±0,86**
	29±0,13*

	Серин
	8±0,03*
	21±0,09*
	24±1,15**
	28±1,34**
	25±1,16**
	19±0,8**

	Аланин
	7±0,06*
	13±0,16**
	32±1,37**
	39±1,85**
	43±1,95**
	47±1,15**

	Глицин
	9±0,05*
	14±0,25**
	21±0,69*
	29±1,26**
	32±1,27**
	35±1,64**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05


Таблица 33 – Свободные аминокислоты, продуцируемые Streptococcus thermophilus ТА 45 и Lactobacillus bulgaricus B6 при культивировании на козьем молоке, (мг/100г), n=5

	Аминокислоты
	Время инокуляции, ч

	
	1
	3
	6
	24
	48
	168

	Валин
	90±2,58**
	120±1,15*
	157±2,47*
	224±4,23**
	259±4,35**
	267±2,51*

	Лейцин+изолейцин
	100±3,5**
	230±5,47**
	312±4,81**
	402±5,18**
	501±4,05*
	531±4,21*

	Лизин
	41±0,29*
	85±0,84*
	149±1,67*
	237±4,23**
	316±5,14**
	359±2,37*

	Метионин
	28±0,26*
	52±2,31*
	80±3,42**
	113±2,15**
	115±3,16**
	116±3,62**

	Треонин
	61±2,82**
	83±3,47**
	107±4,65**
	173±5,84**
	196±3,44**
	205±2,83**

	Триптофан
	11±0,43**
	12±0,46**
	21±0,34**
	43±1,26**
	68±2,86**
	72±2,65**

	Фенилаланин
	12±0,96**
	36±0,23*
	58±2,85**
	93±1,28**
	159±1,54**
	219±1,86*

	Цистеин
	7±0,03*
	11±0,07*
	18±0,12*
	31±0,47**
	37±0,51**
	38±0,53**

	Аргинин
	68±0,44*
	106±1,12**
	129±1,27*
	176±1,36*
	228±1,82*
	265±1,89**

	Тирозин
	31±1,32**
	48±0,37*
	69±1,43**
	98±1,64**
	127±1,87**
	132±1,96**

	Гистидин
	25±0,18*
	76±0,87**
	83±0,68*
	91±0,97**
	99±1,45**
	94±1,07**

	Пролин
	98±1,09**
	118±1,16*
	205±1,64*
	384±2,45*
	419±3,28*
	431±3,35*

	Серин
	14±0,15*
	39±0,73**
	62±0,67*
	118±1,49*
	156±2,13**
	141±1,08*

	Аланин
	43±0,15*
	52±0,87**
	72±0,38*
	93±2,67**
	124±2,83**
	157±1,27*

	Глицин
	12±0,26**
	14±0,28**
	24±1,5**
	42±1,06**
	63±1,27**
	71±1,14**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05



Потенциал высвобождения аминокислот Lactobacillus bulgaricus B6 и Lactobacillus fermentum 14 должен быть направлен не только на потребление свободных аминокислот двумя штаммами в закваске в качестве факторов роста, но и на накопление свободных аминокислот в КП для удовлетворения потребительских потребностей организма. Эта концентрация свободных аминокислот, накопленных после фазы активного роста, является фактором питательной ценности КП.

Таблица 34 – Свободные аминокислоты, продуцируемые Streptococcus thermophilus 45, Lactobacillus bulgaricus B6 и Lactobacillus fermentum 14, при росте в козьем молоке во время коагуляции и в процессе хранения, (мг/100г), n=5

	Аминокислоты
	Время инокуляции, ч

	
	1
	3
	6
	24
	48
	168

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Валин
	105±0,87*
	132±1,12*
	196±3,64**
	245±4,95**
	277±3,06**
	283±3,24**

	Лейцин+
изолейцин
	157±1,67**
	245±1,56*
	370±4,86**
	635±5,18*
	750±5,26*
	765±5,84*

	Лизин
	48±0,29*
	93±0,84*
	175±0,67*
	278±4,23**
	350±4,3**
	368±2,26*

	Метионин
	34±0,27*
	63±1,25**
	96±2,41**
	124±2,84**
	156±3,18**
	162±3,65**

	Треонин
	63±1,72**
	94±3,06**
	119±2,35**
	178±2,64**
	217±2,89**
	223±3,15*

	Триптофан
	15±0,13*
	17±0,56**
	37±0,67**
	51±0,76**
	79±0,94**
	81±1,25**


Продолжение таблицы 34
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Фенилаланин
	68±0,79**
	126±1,94**
	172±2,36**
	221±2,78**
	256±3,25**
	284±2,63*

	Цистеин
	7±0,05*
	12±0,06*
	19±0,08*
	34±0,49**
	39±0,54**
	41±0,57**

	Аргинин
	81±0,94**
	135±1,62**
	160±2,47**
	205±2,16**
	261±2,85**
	297±3,19**

	Гистидин
	32±1,15**
	89±1,83**
	93±2,16**
	107±1,86**
	113±2,18**
	106±2,94**

	Тирозин
	77±1,32**
	106±2,09**
	127±2,63**
	135±2,24**
	143±3,58**
	149±2,58*

	Пролин
	112±2,49**
	143±2,87**
	225±3,18**
	408±3,89*
	436±3,35*
	447±3,45**

	Серин
	25±0,67**
	82±1,14**
	105±1,26**
	199±2,39**
	220±2,83**
	213±2,46**

	Аланин
	50±0,86**
	69±0,78**
	97±1,08**
	164±2,93**
	171±3,07**
	189±3,48**

	Глицин
	14±0,13*
	17±0,82**
	29±1,07**
	58±1,14**
	71±1,62**
	83±1,26**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05



Основное количество свободных аминокислот при ферментации козьего молока накапливалось при ферментации Lactobacillus bulgaricus B6 и Lactobacillus fermentum 14 во время логарифмической фазы роста, т.е. при активном подкислении козьего молока. Полученные результаты свидетельствуют о том, что активная фаза высвобождения аминокислот из Lactobacillus bulgaricus B6 и Lactobacillus fermentum 14 совпадает по активности как с процессом роста, так и с продуцированием молочной кислоты, независимо от типа молока. Образование свободных аминокислот при ферментации Lactobacillus bulgaricus B6 и Lactobacillus fermentum 14 протекает одинаково для обоих видов молока, со временем активность процесса снижается.
Свободные аминокислоты в кисломолочном продукте отражают баланс между протеолизом и их усвоением лактобактериями. Столь подробная характеристика роли основного фактора в протосотрудничестве Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus и Lactobacillus fermentum, соответственно в протосимбиозе между ними, на основе сравнительного процесса динамики в коровьем и козьем молоке сделана впервые. Результатом протосотрудничества является созданная ростовая связь между Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus и Lactobacillus fermentum, выражением которой являются следующие высокие биологические показатели закваски: активность высвобождения аминокислот при гидролизе казеина под действием ферментной системы Lactobacillus bulgaricus B6 и Lactobacillus fermentum 14 была выше при ферментации козьего молока примерно в 1,5 раза по сравнению с коровьим [34, pp. 14-16; 35, p. 1219, 1229].
В козьем молоке содержится больше небелкового азота, чем в коровьем. Небелковые азотистые соединения – протеозопептоны и низкомолекулярные азотсодержащие вещества, – пептиды, представляющие собой фрагменты белков молока, продукты метаболизма клеток молочной железы, а также свободные аминокислоты. Содержание свободных аминокислот в козьем молоке в 2,5-3 раза выше, чем в коровьем.

3.6.2 Аминокислотный состав кисломолочных продуктов с растительными наполнителями
Аминокислотный состав кисломолочных продуктов представлен в таблице 35. Представленные в таблице продукты: продукт 1 – кисломолочный продукт с сиропом боярышника и ЭВК, продукт 2 – кисломолочный продукт с сиропом рябины и ЭВК, продукт 3 – кисломолочный продукт с сиропом шиповника и ЭВК, продукт 4 – кисломолочный продукт с ЭВК.

Таблица 35 – Аминокислотный состав кисломолочных продуктов (мг/100 г), n=5

	Аминокислоты
	Время инокуляции

	
	Контроль
	Продукт 1
	Продукт 2
	Продукт 3
	Продукт 4

	Незаменимые АК
	2000±19,76*
	2155±22,13**
	2141±18,88*
	2149±20,13*
	2049±18,57*

	Валин
	277±3,58**
	298±4,19**
	294±3,86**
	296±3,15**
	284±2,87**

	Лейцин+изолейцин
	751±5,26*
	781±5,94*
	776±4,35*
	779±5,12*
	762±4,95*

	Лизин
	350±2,34*
	379±2,13*
	380±2,37*
	379±2,42*
	355±2,17*

	Метионин
	156±2,68**
	177±3,58**
	179±2,25**
	173±2,65**
	161±2,34**

	Треонин
	217±2,29**
	246±2,49**
	241±2,36**
	243±2,84**
	225±2,46**

	Триптофан
	77±0,94**
	79±1,05**
	79±1,08**
	81±1,12**
	78±1,02**

	Фенилаланин
	172±2,67**
	195±2,75**
	192±2,61*
	198±27,65**
	184±2,76**

	Заменимые АК
	2296±25,89**
	2435±28,99**
	2432±24,59**
	2437±0,54**
	2345±22,55*

	Цистеин
	39±0,54**
	41±0,47**
	40±0,59**
	41±0,54**
	40±0,43**

	Аргинин
	253±2,65**
	275±2,84**
	270±1,25*
	276±2,85**
	264±1,25*

	Тирозин
	143±2,58**
	169±2,37**
	165±2,34**
	168±2,69**
	149±2,43**

	Гистидин
	114±1,18**
	126±1,26**
	124±1,32**
	123±1,37**
	118±1,34**

	Пролин
	436±3,35*
	457±3,87*
	458±3,27*
	456±3,92*
	446±3,15*

	Серин
	221±1,33*
	223±2,05**
	224±2,35**
	221±2,48*
	222±2,42**

	Аспарагиновая кислота
	237±3,64**
	246±4,81**
	243±4,67**
	245±3,85**
	241±3,25**

	Аланин
	175±1,86**
	198±2,34**
	204±2,57**
	206±2,83**
	182±2,67**

	Глутаминовая кислота
	607±7,14**
	625±7,92**
	629±5,14*
	627±6,08**
	611±4,56*

	Глицин
	71±1,62**
	75±1,06**
	75±1,09**
	74±1,04**
	72±1,05**

	Всего АК
	4296±45,65**
	4590±51,12**
	4573±43,47*
	4586±47,78**
	4394±41,12*

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки *р≤0,01, **р≤0,05



Как видно из таблицы 35, общее содержание незаменимых аминокислот в КП следующее: в контрольном образце КП – 2000 мг/100 г, в КП 1 – 2155мг/100 г, в КП 2 – 2141 мг/100 г, в КП 3 – 2149 мг/100 г и в КП 4 – 2049 мг/100 г; по сравнению с контрольной моделью, количество независимых аминокислот в продукте 1 повысилось на 6,8%, в продукте 2 – на 6,5%, в продукте 3 – на 6,7 %, и в продукте 4 – на 2,3%. Полученные данные свидетельствуют о биологической ценности кисломолочных продуктов из козьего молока, так как в нем содержатся все незаменимые аминокислоты.
Соотношение заменимых и незаменимых аминокислот в кисломолочных продуктах представлено на рисунке 34.
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Рисунок 34 – Соотношение заменимых и незаменимых аминокислот в кисломолочных продуктах

Для количественной оценки биологической ценности белков кисломолочных продуктов с пробиотическими свойствами, полученных из козьего молока, рассчитано значение аминокислотного скора с учетом содержания аминокислоты в исследуемом продукте с идеальным содержанием белка, принятым в качестве эталона по шкале ФАО/ВОЗ, результаты которого представлены в таблицах 36 и 37.

Таблица 36 – Аминокислотный скор кисломолочных продуктов 1 и 2

	Аминокислоты
	Шкала
ФАО/ВОЗ
	Контрольный
образец
	Продукт 1
	Продукт 2

	
	А,
мг/100 г
	С, %
	А,
мг/100 г
	С, %
	А, мг/100
г
	С, %
	А,
мг/100 г
	С, %

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	Валин
	5,0
	100
	6,57
	131
	7,07
	141
	6,95
	139

	Лейцин+изолейцин
	11,0
	100
	17,8
	161
	18,4
	167
	18,3
	166

	Метионин +цистеин
	3,5
	100
	4,5
	128
	5,0
	142
	5,3
	151

	Фенилаланин +
тирозин
	6,0
	100
	7,48
	124
	8,6
	143
	8,43
	140

	Треонин
	4,0
	100
	5,1
	127
	5,6
	140
	5,3
	132

	Триптофан
	1,0
	100
	1,83
	183
	1,86
	186
	1,83
	183


Продолжение таблицы 36
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	Лизин
	5,5
	100
	8,4
	152
	8,95
	162
	9
	163

	Гистидин
	1,5
	100
	2,54
	169
	2,93
	195
	2,9
	193



Таблица 37 – Аминокислотный скор кисломолочных продуктов 3 и 4

	Аминокислоты
	Шкала ФАО/ВОЗ
	Продукт 3
	Продукт 4

	
	А, мг/100 г
	С, %
	А, мг/100 г
	С, %
	А, мг/10 0 г
	С, %

	Валин
	5,0
	100
	7,0
	140
	6,71
	134

	Лейцин + изолейцин
	11,0
	100
	18
	163
	18,0
	163

	Метионин + цистеин
	3,5
	100
	5,1
	145
	4,6
	131

	Фенилаланин + тирозин
	6,0
	100
	8,7
	145
	7,9
	132

	Треонин
	4,0
	100
	5,4
	135
	5,2
	130

	Триптофан
	1,0
	100
	1,9
	190
	1,85
	185

	Лизин
	5,5
	100
	8,9
	161
	8,4
	152

	Гистидин
	1,5
	100
	2,9
	193
	2,64
	176



Исследование аминокислотного скора белков кисломолочных продуктов из козьего молока показало, что наибольшее значение валина в контрольном образце – 131% и готовых продуктах в пределах 139-141%, лейцина с изолейцином – 161%, 163-167% и триптофана – 183%, 186-190%, соответственно. Более низкие значения были у аминокислоты треонина, а также фенилаланина с тирозином: в контрольном образце – 127% и 124% соответственно, в готовых кисломолочных продуктах содержание треонина в пределах 130-140%. По-видимому, ягодные сиропы и ЭВК являются благоприятным субстратом для бактерий рода Lactobacillus bulgaricus B6, Streptococcus thermophilus ТА 45 и Lactobacillus fermentum 14, что сказывается на продуцировании ими высокого уровня аминокислот в кисломолочных продуктах. В таблице 38 представлены результаты БЦ белковой составляющей кисломолочных продуктов.

Таблица 38 – Определение биологической ценности белков опытных и контрольного образцов

	Качественные
показатели
	Контроль
	Продукт 1
	Продукт 3
	Продукт 2
	Продукт 4

	KPAC, %
	49,5
	40
	44
	44,2
	46,5

	БЦ, %
	50,5
	60
	56
	55,8
	53,5



Из данных таблицы 38 видно, что КРАС контрольного образца меньше этого показателя в исследуемых продуктах 1, 2, 3 и 4 на 19,2%, 10,7%, 11,1% и 6,0% соответственно. Биологическая ценность (БЦ) готовых кисломолочных продуктов 1, 2, 3 и 4 выше контрольного образца на 15,8%, 9,4%, 9,8%, 5,6%, соответственно. Аминокислоты являются необходимым материалом для построения белков, соответственно, повышение их биологической ценности позволяет организму использовать аминокислоты в требуемом количестве на пластические нужды.

3.7 Обоснование срока годности кисломолочных продуктов из козьего молока
3.71 Определение срока годности кисломолочных продуктов 
Кисломолочные продукты были отправлены на хранение при температуре 4±2 оС. В готовых продуктах проводили исследования показателей качества ежедневно в течение хранения. Было оценено пять образцов кисломолочных продуктов: контрольный образец – КП без растительных наполнителей, продукт 1 – КП с добавлением сиропа боярышника в количестве 5% и ЭВК в количестве 1%; продукт 2 - КП с добавлением сиропа рябины в количестве 5% и ЭВК в количестве 1%; продукт 3 – КП с добавлением сиропа шиповника в количестве 5% и ЭВК в количестве 1%, а также продукт 4 – КП с ЭВК в количестве 1%.
Современные тенденции увеличения срока годности продуктов выдвигают требования к сохранению хорошей консистенции при длительном хранении. В связи с этим были проведены исследования влагоудерживающей способности сгустков, которые определяли по объему выделившейся сыворотки при центрифугировании молочных продуктов в течение 10 минут со скоростью 3000 мин-1 [7]. Влагоудерживающая способность опытных образцов в сравнении с контролем представлена на рисунке 35. Динамика изменения титруемой и активной кислотности контрольного и опытных образцов представлена на рисунках 36 и 37.



Рисунок 35 – Влагоудерживающая способность КП после центрифугирования



Рисунок 36 – Динамика изменения титруемой кислотности 
кисломолочных продуктов


Рисунок 37 – Динамика изменения активной кислотности образцов

Как видно из данных, представленных на рисунке 35, в течение срока хранения существенной разницы в контроле и продуктах при центрифугировании в течение 10 минут и измерении скорости отделения сыворотки не наблюдалось. Объем выделяемой сыворотки в продуктах в конце срока хранения составляет 4,9-4,7 см3/10 см3, разница с контрольным образцом составляет 2-6%.
В соответствии с полученными данными, кисломолочные продукты с наполнителями обладают хорошими влагоудерживающими свойствами, что может быть связано с увеличением содержания пектиновых веществ в сиропах рябины, шиповника и боярышника, а также в ЭВК, которые положительно влияют на влагоудерживающую способность казеина и замедляют процесс отделения сыворотки.
Как видно из данных, представленных на рисунках 36 и 37, накопление титруемой и активной кислотности между контрольным и опытными образцами с растительными наполнителями, введенными после пастеризации, была сходной, при хранении титруемая кислотность достигала 128-140 оТ, активная кислотность составляла рН 4,58-4,68 на 15-е сутки хранения, и 4,46-4,51 на 20-е сутки хранения [187].
Установлено, что введение в смесь наполнителей растительного происхождения способствует интенсификации процесса сквашивания, не ухудшает влагоудерживающую способность сгустков. Lactobacillus bulgaricus и Lactobacillus fermentum синтезируют специфический фермент пептидогликан-гидролазу, отвечающую за гидролиз важного компонента клеточной стенки бактерий (пептидогликана) и для роста на питательных средах им необходимы витамины на протяжении всего периода развития [184, p. 321]. По-видимому, при обогащении кисломолочных продуктов биологически активными веществами ягодных сиропов, молочнокислые бактерии активно синтезируют внеклеточные полисахариды, улучшающие структуру, повышающие стабильность и предотвращающие синерезис конечных продуктов.

3.7.2 Исследование микробиологических показателей
Важным этапом обоснования срока годности продукта является микробиологическое исследование. Учитывая тот факт, что кислая среда благоприятна для развития дрожжей и плесневых грибов, целесообразно изучить динамику их содержания в процессе хранения кисломолочных продуктов.
Из большого числа микроорганизмов наибольшее эпидемиологическое значение имеют кишечные патогенные бактерии: сальмонеллы, энтеротоксические кишечные палочки [188, p. 522].
Показатель КМАФАнМ является одним из микробиологических показателей качества пищевых продуктов и характеризует общее содержание микроорганизмов в них. Его мониторинг на всех технологических этапах определяет, были ли в достаточной степени выполнены очистка, дезинфекция и контроль температуры во время производства, транспортировки и хранения.
Известно, что протокооперация йогуртовых бактерий Lactobacillus bulgaricus и Streptococcus thermophilus заключается в продуцировании муравьиной кислоты, а также аминокислот и малых пептидов S. thermophilus. Эти соединения являются лимитирующими субстратами в молоке [189, p. 220]. Однако протокооперация йогуртовых бактерий не может быть полностью объяснена производством этих вышеупомянутых соединений. 
Установлено, что S. thermophilus в молоке продуцирует избыток углекислого газа, необходимый для оптимального роста L. bulgaricus. Установлено, что при термообработке (или вакуумировании) из молочной смеси не удаляется углекислый газ [190, p. 507-508].
Результаты проведенных исследований показали, что количество молочнокислых бактерий в кисломолочных продуктах соответствует нормам, установленным нормативной документацией «О безопасности молока и молочной продукции» [191] и при условии соблюдения условий хранения кисломолочной продукции не развиваются St. аureus, БГКП (колиформы), сальмонеллы и L. monocytogenes; содержание дрожжей и плесени не превышало допустимого уровня.
Результаты микробиологического исследования кисломолочных продуктов к началу хранения приведены в таблице 39; к концу срока хранения – в таблице 40.

Таблица 39 – Микробиологические показатели КП в начале хранения

	Наименование показателей
	Требования по НД
	Кисломолочные продукты

	
	ТР ТС 033/2013
	Сан ПиН 2.3.2.
1078-01
	с сиропом боярышника
и ЭВК
	с сиропом рябины и
ЭВК
	с сиропом шиповника
и ЭВК
	с ЭВК

	КМАФАнМ,
	Молочнокислых
	5,7×109
	5,8×109
	5,9×109
	5,0×109

	КОЕ/см3 (г)
	микроорганизмов не
	
	
	
	

	
	менее 1х107
	
	
	
	

	БГКП
(колиформы), 
не  более
	0,01
	0,1
	-
	-
	-
	-

	Патогенные, в том числе сальмонеллы   и Listeria monocytogenes 
(в 25 г продукта)
	Не допускаются
	Не допускаются
	-
	-
	-
	-

	Staphylococcus
aureus (в 1,0 г)
	Не
допускаются
	Не
допускаются
	-
	-
	-
	-

	Дрожжи и плесени,
КОЕ/ (см3, г), 
не   более
	
50
	
50
	-
	-
	-
	-

	Примечание: «-» – не обнаружено


Таблица 40 – Микробиологические показатели КП на конец срока годности
	
	Наименование показателя
	Требования по НД
	Кисломолочные продукты

	
	ТР ТС 033/2013
	СанПиН 2.3.2.1078-01
	с сиропом боярышника
и ЭВК
	с сиропом рябины и
ЭВК
	с сиропом шиповника
и ЭВК
	с ЭВК

	КМАФАнМ,
КОЕ/см3 (г)
	Молочнокислых
микроорганизмов не менее 1х107
	1,2×107
	1,3×107
	1,3×107
	1 ×107

	БГКП (колиформы),
не более
	0,01
	0,1
	-
	-
	-
	-

	Патогенные, в том числе сальмонеллы и Listeria monocytogenes (в 25 г)
	Не допускаются
	Не допускаются
	-
	-
	-
	-

	Staphylococcus
aureus (в 1,0 г)
	Не
допускаются
	Не
допускаются
	-
	-
	-
	-

	Дрожжи и плесени,
КОЕ/ (см3, г), не более
	
50
	
50
	-
	-
	-
	-

	Примечание: «-» – не обнаружено



По данным таблиц 39 и 40, что по истечении срока годности количество молочнокислых бактерий во всех образцах уменьшилось на три порядка следующим образом: в кисломолочном продукте 1 - с от 5,7×109 КОЕ/см3 до 1,2×107 КОЕ/см3, во втором кисломолочном продукте – от 5,8×109 КОЕ/см3 до 1,3×107 КОЕ/см3, в кисломолочном продукте 3 – от 5,9×109 КОЕ/см3 до 1,3×107 КОЕ/см3 и в кисломолочном продукте 4 уменьшилось от 5,0×109 КОЕ/см3 до 1,0×107 КОЕ/см3. Результаты показывают, что наибольшее количество молочнокислых бактерий к началу хранения выросло в кисломолочном продукте 3 (с сиропом шиповника и ЭВК), что составляет 5,9×109 КОЕ/см3. В начале и в конце срока годности дрожжи и плесень в пробах не обнаружены. Количество молочнокислых микроорганизмов во всех образцах при хранении оставалось в пределах допустимой нормы: в кисломолочных продуктах с сиропами и ЭВК содержание молочнокислых микроорганизмов было выше нормы на 16,7- 23 % и составляет 0,2-0,3 КОЕ/см3. Это может быть связано с продолжающимся развитием Lb. bulgaricus и Lb. fermentum, входящим в состав закваски. Показатели безопасности молочной продукции соответствуют требованиям ГОСТ: болезнетворные бактерии, плесень и дрожжи отсутствуют.
Результаты данного исследования, на основе СанПиН 4.01.013-97 «Условия и сроки хранения особо скоропортящихся продуктов» и СанПиН 4.01.056.01, позволили установить срок годности кисломолочной продукции до 15 суток, что является приемлемым для потребления. Таким образом, внесение растительных наполнителей не ухудшает микробиологическую картину продуктов, а позволяет обогатить их биологически активными веществами, содержащимися в боярышнике, шиповнике, рябине и ЭВК, при этом увеличивает срок годности кисломолочных продуктов. Наблюдается увеличение количества полезных бактерий выше нормируемого в конце срока годности, что соответствует требованиям ГОСТ на кисломолочные продукты [182].

3.7.3 Влияние антиоксидантной активности на сроки хранения кисломолочных продуктов
Повышение антиоксидантной активности продуктов питания является одним из эффективных алиментарных путей предотвращения или ингибирования окислительного процесса. Существует концепция о благотворном действии пробиотиков: устойчивая диета, богатая антиоксидантами, может оказывать последовательное и продолжительное воздействие на организм и его метаболизм [192, p. 724]. На рисунке 38 представлены результаты изменения количественного содержания антиоксидантов в кисломолочных продуктах, полученных на основе YOMIX 495 LYO 100 DCU (Danisco, Германия) в процессе хранения. На рисунке 39 представлены результаты изменения количественного содержания антиоксидантов в кисломолочных продуктах, полученных на основе бактериальной композиции на протяжении хранения [193].



Рисунок 38 – Динамика изменения АОА в процессе хранения кисломолочных продуктов при использовании классической закваски, n=5



Рисунок 39 – Динамика изменения антиоксидантной активности кисломолочных продуктов в процессе хранения при использовании бактериальной композиции, n=5

Как видно из рисунка 38, АОА кисломолочных продуктов изменилась в течение срока хранения следующим образом: на 8-е сутки в контрольном образце наблюдалось повышение АОА с 21,56 мг/100 г до 29,1 мг/100 г, что составляет 34,97%; в первом продукте наблюдалось снижение АОА с 39,79 до 35,43 мг/100 г, что составляло 10,95%; во втором продукте – с 45,69 до 43,9, что составляет 3,9%, в третьем продукте – с 35,15 до 32,92 мг/100 г, что соответствовало 6,3%, в четвертом продукте наблюдалось повышение АОА на 3,4%; на 15-е сутки динамика изменения АОА в контрольном образце и кисломолочных продуктах была следующей: в контрольном образце – повышение на 31,9%, в первом продукте – снижение на 15,5%, во втором продукте – снижение на 8%, в третьем продукте – снижение на 8%, в четвертом продукте наблюдалось снижение на 2,5% [194].
Как видно из рисунка 39, антиоксидантная активность кисломолочных продуктов, полученных на основе бактериальной композиции, изменилась в течение срока хранения следующим образом: в контрольном образце наблюдалось повышение АОА с 47,23 до 48,29 мг/100 г, что составляло 2,2 %, затем снижение до  44,67 мг/100 г; в первом продукте наблюдается повышение АОА с 78,59 до 81,34 мг/100 г, что составляло 3,4 %, на 15-е сутки снижение до 76,12 мг/100 г; во втором продукте – повышение АОА с 53,96 до 58,54, что составляло 8,5%, далее снижается до 57,32 мг/100 г; в третьем продукте – с 54,4 до 56,82 мг/100 г, что соответствовало 4,3%, далее снижение до 49,71 мг/100 г; в четвертом продукте – с 50,48 до 53,49, что соответствовало 5,6%, затем снижение АОА до 47,26 мг/100 г.
При сравнении полученных данных выявлено, что антиоксидантная активность контрольной модели и готовых кисломолочных продуктов, полученных на основе бактериальной композиции, выше антиоксидантной активности продуктов, полученных на основе классической йогуртовой закваски, на 54,3%, 49,3%, 15,32%, 35,3% и 41,5 на начало срока годности и 36,3%, 55,8%, 26,7, 36,2% и 39,16% на конец срока годности.
В готовом продукте содержание витаминов, сывороточных белков и полипептидов обеспечивало необходимый уровень антиоксидантной активности. Наблюдая изменения антиоксидантной активности разным составом заквасочной микрофлоры, можно контролировать чувствительность к окислению закваски и продукта на его основе. 
В результате исследования АОА кисломолочных продуктов на основе симбиоза Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus и Lactobacillus fermentum 14 отмечалось накопление довольно большого количества антиоксидантов, по сравнению с продуктами, полученными на основе классической закваски. Результаты эксперимента показали, что АОА контрольного образца и кисломолочных продуктов, полученных на основе классической закваски, а также контрольного образца и кисломолочных продуктов, полученных при использовании бактериальной композиции в условиях молочнокислого брожения, увеличивалась на восьмые сутки хранения, что может быть связано с процессами созревания и коагуляции под действием молочнокислых бактерий, накоплением ферментов и витаминов, а также с образованием водорастворимых пептидов. Эти данные коррелируют с результатами исследований, показавших взаимосвязь АОА с количеством водорастворимых пептидов, образуемых в процессе созревания и ферментации кисломолочных продуктов [195, p. 69].
Результаты проведенного исследования позволяют сделать вывод о сохранении высокого уровня АОА готовых продуктов, полученных на основе бактериальной композиционной закваски, в течение срока хранения.

3.8 Оценка пищевой безопасности кисломолочных продуктов
В соответствии с нормативной документацией на молоко и молочные продукты, к опасным веществам относят такие токсичные элементы как ртуть, кадмий, мышьяк и свинец; пестициды (гексахлорциклогексан и ДДТ), а также радионуклиды [191].
Свинец, попадая в организм человека, может вызывать хроническое отравление. В разработанной кисломолочной продукции его содержание составляет до 5% от допустимого уровня. Длительное воздействие мышьяка в низких концентрациях может привести к дефектам кожного покрова, а также к нарушениям кровообращения и периферической нервной системы [196, p. 123]. В разработанной продукции содержание мышьяка составляет до 2% от допустимого уровня.
Кадмий влияет на деградацию системы антиоксидантной защиты, разрушает структуру белков, приводит к окислению нуклеиновых кислот и способствует образованию активных форм кислорода и свободных радикалов в организме [197,
p. 71]. Чрезвычайно длительный период полураспада кадмия в организме человека составляет около 30 лет, что подчеркивает необходимость поиска эффективных методов профилактики в лечении токсического отравления. 
В готовых кисломолочных продуктах фактическое содержание кадмия составил до 3% от допустимого уровня. Соли ртути в основном повреждают слизистую оболочку кишечника и почек, в то время как метилртуть широко влияет на весь организм [193, p. 126]. В готовой продукции концентрация ртути составила до 2% от допустимого уровня. Организм подвергается воздействию пестицидов прямо или косвенно. При использовании пестицидов на сельскохозяйственных культурах люди вступают с ними в непосредственный контакт, вследствие чего они поражают кожу, глаза, рот и дыхательные пути и вызывают острые реакции, такие как головная боль, раздражение, рвота, чихание и сыпь на коже [198, с. 5]. В исследуемых образцах продуктов пестициды отсутствуют.
Цезий (Cs, атомный номер 55) в группе 1 периодической таблицы элементов имеет стандартный атомный вес 132,9. Встречается в виде одновалентного катиона Cs + в химических соединениях. Химически Cs имеет сходство с такими элементами группы 1 как натрий и калий. Это мягкий, ковкий, серебристо-белый металл с температурой плавления всего 28,4 °C. 
Показатели безопасности готовых кисломолочных продуктов наоснове козьего молока представлены в таблице 41.

Таблица 41 – Показатели безопасности кисломолочных продуктов

	Показатели
	ТР ТС 033/2013
	Фактическое содержание

	
	
	Продукт 1
	Продукт 2
	Продукт 3
	Продукт 4

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Токсичные элементы, мг/кг:

	Свинец
	0,02
	Менее 0,001
	Менее 0,002 
	Менее 0,002 
	Менее 0,002 

	Кадмий
	0,02
	Менее 0,002 
	Менее 0,002 
	Менее 0,002 
	Менее 0,001 

	Мышьяк
	0,05
	Менее 0,001 
	Менее 0,001 
	Менее 0,001 
	Менее 0,001 

	Ртуть
	0,005
	Менее 0,0002
	Менее 0,0001
	Менее 0,0001
	Менее 0,0001

	Пестициды, мг/кг
	
	
	

	Гексахлорциклогексан (α-, β-, γ- изомеры)
	0,02
	Менее 0,0002
	Менее 0,0002
	Менее 0,0002
	Менее 0,0001

	ДДТ и его метаболиты
	0,01
	Менее 0,0001
	Менее 0,0001
	Менее 0,0001
	Менее 0,0001


Продолжение таблицы 41
	Микотоксины, мг/к

	Афлатоксин М1
	Не допускается 
(менее 0,00002)
	Менее 0,00001
	Менее 0,00001
	Менее 0,00001
	Менее 0,00001

	Антибиотики, мг/кг
	
	
	

	Левомицетин 
	Не допускается (менее 0,0003)
	-
	-
	-
	-

	Тетрациклиновая группа
	Не допускается (менее 0,01)
	-
	-
	-
	-

	Стрептомицин
	Не допускается (менее 0,2)
	-
	-
	-
	-

	Пенициллин
	Не допускается (менее 0,004)
	-
	-
	-
	-

	Радионуклиды, Бк/кг
	
	
	

	Цезий-137 
	40
	1
	2
	2
	1

	Стронций-90
	25
	1
	1
	1
	1

	Примечание: (-) – не обнаружено



Изотоп 137 Cs считается наиболее опасным загрязнителем в радиоактивных осадках. Изотоп 137 Cs имеет физический период полураспада около 30 лет [192, p. 276]. Воздействие стронция-90 вызывает изменения в физиологии костей как у людей, так и у мышей, с подавлением кроветворения и иммунной защиты [192, p. 277]. Показатели безопасности кисломолочных продуктов представлены в таблице 41.
Таким образом, содержание свинца, мышьяка и кадмия составило менее 0,001 мг/кг (л), а ртути – менее 0,0001 мг/кг (л); содержание пестицидов, к которым относили гексахлорциклогексан (α-, β-, γ-изомеры), ДДТ и его метаболиты – менее 0,0001 мг/кг (л). Удельная активность радионуклидов в продуктах была следующей: цезия-137 (при допустимом уровне 40 Бк/кг(л)) – от 1 до 2 Бк/кг(л), стронция-90 (при допустимом уровне 25 Бк/кг(л)) – 1 Бк/кг(л). Содержание афлатоксинов, (допустимый уровень – менее 0,00002 мг/кг (л)) составило менее 0,00001 мг/кг (л). 

3.9 Влияние потребления кисломолочных продуктов на снижение окислительного стресса крыс при затравке хлоридом кадмия
В условиях интенсивного антропогенного загрязнения окружающей среды изучение влияния поллютантов на живые организмы чрезвычайно актуально [199, p. 1-2]. Источниками техногенного загрязнения, наиболее опасными для популяций любых организмов, являются промышленные предприятия (химические, металлургические, целлюлозно-бумажные, строительные материалы и др.), транспорт, промышленная теплоэнергетика и сельскохозяйственное производство. Количество загрязняющих веществ постоянно растет с разработкой и внедрением новых технологий [200, p. 4038].
Ежедневно люди подвергаются воздействию различных токсичных соединений, присутствующих в окружающей среде. В этом аспекте кадмий, который широко используется в промышленности, представляет собой серьезную проблему для здоровья человека, флоры и фауны [201, p. 34]. Кадмий поступает в организм человека с пищей, с воздухом, но воздействие через кожу происходит в меньшей степени [202, p. 184]. Многие профессиональные группы рабочих горнодобывающей, лакокрасочной промышленности, компаний по производству аккумуляторных батарей особенно подвержены воздействию значительного количества пыли и паров кадмия. Курильщики также подвержены влиянию кадмия [202, p. 185]. Отравление кадмием наносит прямой вред здоровью и может вызвать тяжелую острую или хроническую интоксикацию человеческого организма. Попадая в организм, кадмий может накапливаться на протяжении всей жизни и негативно влиять как на здоровье человека, так и животных, даже в малых дозах [2202, p. 187]. При длительном воздействии через воду, питание и воздух основные системы жизнедеятельности организма (дыхательная, сердечно- сосудистая, нервная, мочевая и др.) могут быть необратимо повреждены его токсическим действием.
Сообщалось, что токсическое действие кадмия дополнительно можно уменьшить с помощью антиоксидантов. Ученые Тандон с соавторами (Tandon et al.) [203] исследовали действие антиоксиданта (маннитол) на крысах, ранее подвергавшихся воздействию кадмия. Экспериментальные данные показали, что введение антиоксидантов во время хелатирования кадмия может обеспечить положительный эффект за счет снижения окислительного стресса [203, p. 214]. Взаимодействие антиоксиданта системы со свободными радикалами приводит к уменьшению их накопления в организме, восстановлению окислительно поврежденных биологических мембран и предотвращению мутаций [203, p. 189]. Для нейтрализации свободных радикалов в организме используются антиоксиданты (витамины А, Е, С, глутатион и др.); тем не менее, дополнительный прием пищи необходим для снижения степени свободнорадикальных реакций [203, pp. 189, 192]. Фрукты, овощи и некоторые лекарственные растения богаты антиоксидантами, которые можно использовать в качестве добавок в профилактическом питании.
Исследования по оценке влияния кисломолочных продуктов на снижение токсического отравления организма кадмием были проведены на 72 белых лабораторных крысах-самцах линии Вистар (Wistar) с исходной массой тела 230–250 г, которые содержались в условиях вивария в клетках со свободным доступом к воде и корму. В виварии поддерживали влажность 50–65% и температуру воздуха 20– 25°С. Животные находились на карантине в течение десяти дней до начала эксперимента. Больных крыс обнаружено не было, шерстяной покров у всех был ровным и гладким, склеры глаз не воспалены. Животных разделили на шесть групп по 12 крыс в каждой. Все животные содержались на базовом виварном рационе в течение 30 дней; кроме базового рациона подопытные животные получали 10,0 мл на 100 г веса тела кисломолочного продукта, обогащенного соответствующими растительными наполнителями. Модель кадмиевой интоксикации создавалась пероральным приемом 1,5 мг/кг хлорида кадмия (1 раз в день) с питьевой водой в течение 30 дней. Контрольной группе крыс не вводили хлорид кадмия, и они получали дополнительно к общему пищевому рациону 10,0 мл 40%-ного раствора фруктозы на 100 г массы тела, эквивалентному калорийности кисломолочного продукта. В течение эксперимента контролировали прием пищи и общее состояние крыс взвешивали каждые семь дней.
Условия содержания животных, а также проведение экспериментов строго соответствовали «Правилам Европейской конвенции по защите позвоночных животных, используемых для экспериментальных и научных целей», а также Директиве 2010/63/EU Европейского парламента [204]. Распределение подопытных животных на группы представлено в таблице 42.

Таблица 42 – Распределение подопытных животных на группы

	Группы
	Количество
животных
	Распределение животных

	1
	n=12
	Контрольная группа

	2
	n=12
	питьевая вода + хлорид кадмия + КП без добавок

	3
	n=12
	питьевая вода + хлорид кадмия + КП с сиропом боярышника и ЭВК

	4
	n=12
	питьевая вода + хлорид кадмия + КП с сиропом рябины и ЭВК

	5
	n=12
	питьевая вода + хлорид кадмия + КП с сиропом шиповника и ЭВК

	6
	n=12
	питьевая вода + хлорид кадмия + КП с ЭВК



Животные содержались в одинаковых условиях кормления и содержания. Все эксперименты проводились в строгом соответствии с правилами, разработанными и утвержденными локальным этическим комитетом Института физиологии человека и животных КН МОН РК, и требованиями директивы Европейского парламента, изложенными в Руководстве по уходу и использованию лабораторных животных.
Потребление молочных продуктов на фоне затравки кадмием способствовало незначительному увеличению массы тела крыс. В то же время, потребление кисломолочных продуктов, обогащенных сиропами ягод и ЭВК на фоне затравки кадмием благоприятно сказалось на приросте массы тела и функционального состояния крыс, произошедших со стороны шерстяного покрова и склеры глаз. На рисунке 40 показано влияние кисломолочных продуктов на изменение веса крыс на фоне интоксикации хлоридом кадмия.


Рисунок 40 – Изменение массы тела крыс в динамике эксперимента

Следует отметить, что на фоне потребления кисломолочных продуктов с растительными наполнителями изменение массы тела крыс было положительным, однако, между группами изменения были практически незначительными.
Исследование печени крыс. При хроническом действии солей кадмия в печени крыс имело место нарастание процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ). Исследование показателей антиоксидантного статуса в гомогенатах печени крыс представлено в таблице 43.

Таблица 43 – Исследование показателей антиоксидантного статуса в гомогенатах печени крыс, n=3

	Группы
	МДА, мкмоль/л     
	ДК,
мкмоль/л
	АОА, %
	Каталаза, 
Е/мин∙мг белка
	СОД,
у.е./мг белка

	Группа 1
	12,7±0,3
	3,0±0,1
	75,3±2,6
	31,3±1,4
	52,1±2,3

	Группа 2
	*28,9±1,2
	*4,5±0,2
	*42,5±1,8
	*17,5±0,5
	*24,6±1,2

	Группа 3
	16,8±0,6**
	3,2±0,1**
	59,6±2,7**
	27,1±1,2**
	45,9±1,8**

	Группа 5
	18,7±0,5**
	*3,5±0,1
	57,3±2,4**
	24,8±1,2**
	42,9±1,9**

	Группа 4
	19,7±0,8**
	*3,6±0,1
	55,6±2,2**
	24,0±1,0**
	38,6±1,7**

	Группа 6
	21,1±0,7**
	*3,8±0,1
	*47,6±2,0
	22,7±0,9**
	33,6±1,2**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки р≤0,05 Примечание: * – результаты статистически достоверны по отношению к группе 1,
**- результаты статистически достоверны по отношению к 2 группе.



Как видно из таблицы 43, исследование концентрации промежуточного продукта свободнорадикального окисления липидов – диеновых конъюгатов (ДК) показало, что уровень ДК в гомогенатах гепатоцитов крыс на модели хронической интоксикации превышал контрольные значения на 33,3%. При индукции процессов ПОЛ системой Fe2+/аскорбат происходило полное окисление всех промежуточных продуктов до конечного соединения, малоновый диальдегид (МДА) превышал контрольные значения на 56%. Вследствие интенсивного накопления ТБК- активных продуктов обнаружено снижение общей антиоксидантной активности (АОА) по сравнению с интактными животными на 43,5%; активность антиоксидантных ферментов, в частности, СОД, снизилась на 52,7%, а каталазы – на 45,9% соответственно.
Употребление КП, обогащенных растительными наполнителями, на фоне длительной интоксикации кадмием, приводило к снижению токсической нагрузки на паренхиму печени. Так, концентрация МДА и ДК в гомогенатах гепатоцитов у животных на фоне интоксикации кадмием при введении в рацион крыс кисломолочных продуктов с ЭВК и сиропом боярышника (группа 3) снизилась на 72% и 40,6% соответственно. После употребления кисломолочных продуктов содержание МДА и ДК у крыс 4-й группы, по сравнению со 2-й группой, снизилось на 35,3% и 22,2% соответственно.
После употребления кисломолочных продуктов, обогащенных рябиновым сиропом и ЭВК (группа 5) концентрация МДА и ДК относительно группы 2 была ниже на 31,8% и 20,0% соответственно. Уровень МДА и ДК в гомогенатах печени крыс 6-й группы, получавших кисломолочные продукты, обогащенные только ЭВК, по сравнению с группой 2, снизился на 26,99% и 15,55% соответственно. Суммарная АОА в гепатоцитах крыс, получавших КП на фоне токсической нагрузки также имела положительную динамику. Таким образом, общая АОА в гепатоцитах с 3 по 6 групп по отношению к группе 2 увеличилась на 40,2%, 34,8%, 30,8% и 12,0% соответственно. Однако этот показатель был ниже, чем значения в контрольной группе. Оценка активности СОД и каталазы в сравнении с группой 2 свидетельствовала о благотворном влиянии употребления КП, обогащенных сиропом боярышника и ЭВК (группа 3), на повышение активности ферментов на 86,59% и 54,86% соответственно. На фоне приема КП, обогащенных сиропом рябины и ЭВК (группа 4), активность СОД и каталазы повышалась на 74,4% и 41,7% соответственно, при приеме КП, обогащенных сиропом шиповника и ЭВК (группа 5), активность увеличились на 56,9% и 37,1% соответственно. В случае потребления кисломолочного продукта, обогащенного только ЭВК (группа 6), активность СОД и каталазы увеличились на 36,5% и 29,7% соответственно.
Исследование почек крыс. Исследование показателей прооксидантного и антиоксидантного статуса в гомогенатах почек крыс представлено в таблице 44. Исходные значения концентрации МДА и ДК в группе животных при интоксикации кадмием (2-я группа) были значительно выше данных в контрольной группе. При отравлении кадмием общая АОА снизилась на 27%, каталазы на 20,2% и СОД на 20,4%; МДА 3-6-й опытных групп по сравнению со 2-й группой уменьшился на 32,5%, 28,7 %, 26,6 % и 18,3 % соответственно. Уровень ДК в группах, потребляющих КП, по сравнению со 2-й группой, уменьшился на 20,4%, и 18,37%.

Таблица 44 – Исследование показателей прооксидантного и антиоксидантного статуса в гомогенатах почек, n=5

	Группы
	МДА, мкмоль/л
	ДК,
мкмоль/л
	АОА, %
	Каталаза,
Е/мин∙мг белка
	СОД,
у.е./мг белка

	Группа 1
	18,0±0,3**
	3,6±0,1**
	52,9±2,5**
	24,3±0,6**
	62,3±2,1**

	Группа 2
	*28,9±1,2
	*4,9±0,2
	*38,6±1,4
	*19,4±0,4
	*49,6±1,7

	Группа 3
	19,5±0,7**
	3,9±0,1**
	50,2±2,3**
	23,5 ±0,5**
	58,6±1,4**

	Группа 4
	20,6±0,9**
	3,9±0,1**
	50,8±1,5**
	23, 9±0,7**
	59,1±1,4**

	Группа 5
	21,2±0,6**
	3,9±0,1**
	50,6±1,2**
	23,2±0,4**
	57,9±1,5**

	Группа 6
	23,6±0,8**
	4,0±0,1**
	48,9±1,3**
	22,4±0,3**
	55,7±1,2**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки р≤0,05 



Потребление животными КП, по сравнению со 2-й группой, способствовало увеличению АОА на 30% в 3-й группе, на 31,6% в 4-й группе, на 31% в 5-й группе и на 26,4% в шестой опытной группе. Повышение активности каталазы в группах 3–6, по сравнению со 2 группой, составило 21,1%, 23,2%, 19,5% и 15,4% соответственно. Активность СОД в 3-6 группах, по сравнению со 2-й группой, увеличилась на 18,1%, 19,1%, 16,7% и 12,3% соответственно.
Исследование суспензии эритроцитов. В ходе изучения интенсивности процессов ПОЛ было выявлено, что эритроциты также подвергались окислительному стрессу, возникающему при отравлении солями кадмия. Исследование показателей антиоксидантного статуса в суспензии эритроцитов представлено в таблице 45.

Таблица 45 – Исследование антиоксидантного статуса в суспензии эритроцитов, n=5

	Группы
	МДА, мкмоль/л     
	ДК,
мкмоль/л
	АОА, %
	Каталаза, 
Е/мин∙мг белка
	СОД,
у.е./мг белка

	Группа 1
	28,1±0,3
	3,4±0,1
	78,9±2,4
	35,6±0,7
	1,7±0,03

	Группа 2
	*39,8±0,4
	*6,5±0,1
	*49,6±0,8
	*10,9±0,3
	0,6±0,01

	Группа 3
	*33,9±0,4
	*5,4±0,1
	71,8±1,5**
	28,6±0,8**
	1,2±0,02**

	Группа 4
	*35,1±0,6
	*5,8±0,1
	62,9±1,2**
	*23,0±0,4**
	1,1±0,02

	Группа 5
	*34,9±0,5
	*5,7±0,1
	63,2±1,4**
	*23,4±0,6
	1,0±0,01**

	Группа 6
	37,6±0,9
	5,9±0,3
	*58,4±1,2
	17,3±0,7**
	0,8±0,01**

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки р≤0,05 
Примечание: * – результаты статистически достоверны по отношению к группе 1,
**- результаты статистически достоверны по отношению к 2 группе.



У крыс, подвергавшихся токсической нагрузке (группа 2), по сравнению с контрольной группой, концентрация МДА и ДК в суспензии эритроцитов была выше на 41,6% и 91,2% соответственно, что свидетельствует о высокой степени поражения мембран эритроцитов. Также наблюдалось снижение активности каталазы в 3,2 раза, СОД в 2,8 раза и общей антиоксидантной активности в 1,6 раза. На фоне приема продуктов отмечено снижение концентрации МДА на 14,8% (группа 3), на 11,8% (группа 4), на 14% (группа 5) в суспензии эритроцитов опытных групп по сравнению со второй группой. Концентрация МДА у крыс 6-й группы составила 37,6±0,9 нмоль/мг белка, изменение концентрации МДА показало минимальное значение по сравнению со 2-й группой, общая АОА увеличилась в этих группах на 44,7%, 26,8%, 27,4% и 17,7% соответственно. После у потребления КП, обогащенного ЭВК, каталазная активность группы 6, по сравнению со 2-й группой, увеличилась на 58%.
Активность каталазы в группах 3, 4 и 5 увеличилась на 162,4%, 111,0%, 114% соответственно, по сравнению со 2-й группой. Аналогичное изменение наблюдалось и в отношении изменения активности СОД. Увеличение активности СОД во всех группах, по сравнению со 2-й группой, отмечено на 100%, 83,3%, 66,7% и 33,3% соответственно. Самая низкая активность фермента была обнаружена в 6-й группе, которая составляла 33,3% от значения 2-й группы. Таким образом, у крыс, получавших КП, обогащенные растительными наполнителями, наблюдалось улучшение общего состояния после затравки кадмием.
Исследования биохимических показателей крови. Влияние кисломолочных продуктов на антиоксидантный статус, биохимические показатели, содержание триглицеридов и показатели ОХС в сыворотке крови крыс на фоне интоксикации солями кадмия представлено в таблице 46.

Таблица 46 – Влияние потребления кисломолочных продуктов на антиоксидантный статус, биохимические показатели, содержание триглицеридов и показатели ОХС в сыворотке крови крыс на фоне интоксикации солями кадмия, n=5

	Группы
	АОА, %
	Каталаза, 
Е/мин∙мг белка
	СОД,
у.е./мг белка
	Общий белок, г/л
	Триглицери ды, мкмоль/л
	Холестерол, ммоль/л

	Группа 1
	75,6±1,2
	20,8±0,5
	41,8±0,5
	63,1±1,0
	0,97±0,01
	1,91±0,02

	Группа 2
	41,2±0,4
	*14,7±0,2
	*21,6±0,5
	*51,5±0,7
	*2,01±0,03
	*2,87±0,05

	Группа 3
	63,2±1,2**
	19,5±0,5**
	38,3±1,0**
	*59,8±1,0
	1,25±0,03**
	2,19±0,03**

	Группа 4
	55,6±0,9
	18,2±0,4
	36,6±0,5**
	*57,4±0,7
	1,41±0,02**
	*2,30±0,05

	Группа 5
	53.9±1,0
	17,8±0,3
	35,9±0,5**
	*56,8±0,7
	1,45±0,3**
	*2,32±0,3

	Группа 6
	48,3±1,0*
	16,1±0,5
	28,5±0,7**
	54,6±1,2
	1,56±0,05**
	*2,40±0,05

	Результаты получены на основе расчета средней стандартной ошибки р≤0,05 
Примечание: * – результаты статистически достоверны по отношению к группе 1,
**- результаты статистически достоверны по отношению к 2 группе.



Изучение антиоксидантного статуса в сыворотке крови показало, что накопление первичных (ДК) и конечных (МДА) продуктов ПОЛ увеличивалось соответственно в 1,95 и 2,43 раза, при отравлении крыс хлоридом кадмия, а АОА в сыворотке крови снижалось на 45,5%, активность СОД – на 51,6 %, а активность каталазы – на 29,3 %.
Прием на фоне рациона питания крыс КП, обогащенных растительными наполнителями, в 3-6-й опытных группах, по сравнению со 2-й группой, способствовал повышению общей АОА в сыворотке крови на 53,4%, 34,9%, 30,8% и 17,2% соответственно.
Активность СОД в сыворотке крови в опытных группах, по сравнению со 2-й, группой, увеличилась следующим образом: в группе 3, употреблявшей КП с сиропом боярышника и ЭВК – на 77,3%, в группе 4, имеющей в рационе КП с сиропом рябины и ЭВК – на 69,4%, в группе 5, с введением в рацион КП с сиропом шиповника и ЭВК – на 66,2% и в группе 6 при употреблении КП с ЭВК – на 31,9% соответственно. Аналогичная зависимость выявлена и со стороны каталазы, которая в 3–5-й группах увеличилась на 32,6 %, 23,8 и 21,0 % соответственно. Незначительные изменения наблюдались у крыс 6-й группы: изменение каталазной активности составило 16,1±0,5 ммоль/мг белка/мин. 
При интоксикации хлоридом кадмия у подопытных крыс наблюдалось снижение уровня общего белка в сыворотке крови на 18,4% по сравнению с контрольной группой.
Введение в рацион животных КП на основе козьего молока, обогащенных растительными наполнителями, способствовало повышению уровня общего белка в сыворотке крови крыс, по сравнению со 2-й группой следующим образом: на 16,1% - в 3-й группе, на 11,45% - в 4-й группе и на 13,7 % - в 5-й группе. Уровень белка в сыворотке крови увеличился на 6,0 % при приеме КП, обогащенных только ЭВК.
Содержание ТГ и холестерина при интоксикации животных хлоридом кадмия, по сравнению с контрольной группой, увеличилось на 107,2% и 50,2%, соответственно.
Содержание ТГ в группах животных 3-6, потреблявших КП обогащенные растительными наполнителями, снизилось на 37,8 %, 29,8 %, 27,8 % и 22,3 % соответственно. Уровень холестерина, по сравнению со 2-й группой, снизился на 23,7%, 19,9%, 11,8% и 16,3% соответственно.
Разные ткани могут демонстрировать разную скорость накопления кадмия и разную восприимчивость к токсичности, вызванной им. В ходе острого отравления кадмий аккумулировался в органах экспериментальных животных. При определении количественного содержания кадмия у контрольных животных наибольшая его концентрация выявлена в почках – органах выделения и печени [205, p. 1014]. Известно, что общий белок крови характеризует состояние белкового обмена в организме и функциональную активность печени. При отравлении кадмием нарушается белоксинтезирующая функция печени, что отражается на его уровне в сыворотке крови [206, p. 137, 139]. Известно, что каталаза является ключевым ферментом антиоксидантной системы, важнейшей задачей которой является удаление из клеток токсического H2O2. На фоне отравления кадмием у крыс наблюдалось значительное снижение в эритроцитах, почках и печени активности каталазы. Полученные данные активности данного фермента согласуются с результатами исследований других авторов [207 p. 136; 208, p.1583]. СОД, как известно, является важнейшим ферментом, катализирующим превращение супероксида в кислород и пероксид водорода, и ее ингибирование свидетельствует о нарушении ферментативного звена антиоксидантной системы. Выявлено также снижение активности СОД в эритроцитах, почках и печени у животных при отравлении хлоридом кадмия. Наши исследования и экспериментальные данные других авторов подтверждают ключевую роль нарушения активности СОД в условиях интоксикации кадмием [207, p. 136, 137; 208, p. 1583-1584; 209, p. 117].
Повышение антиоксидантных свойств организма при употреблении КП, было связано с повышенным содержанием в них антиоксидантов, что свидетельствует о неферментативных и ферментативных механизмах антиоксидантной защиты, играющих ведущую роль в ингибировании процессов ПОЛ [207, p. 141]. Это коррелирует с полученными данными некоторых авторов, чьи результаты показали, что антиоксиданты обладают защитным действием против токсичности, вызванной кадмием, у различных экспериментальных животных [206, p. 141; 210].
Изменение активности антиоксидантных ферментов было выражено в 6-й группе, потреблявшей КП с ЭВК, что, по-видимому, связано с высоким уровнем содержащихся в нем биофлавоноидов и антиоксидантов. Таким образом, в проведенных исследованиях интенсивность ПОЛ в печени, почках и эритроцитах снижается, а активность каталазы, общая АОА и СОД возрастают. Предыдущие исследования также показали, что отходы виноделия, в частности, экстракт виноградных косточек, помогает уменьшить окислительное повреждение, вызванное солями кадмия в почках, и играет защитную роль в митохондриальных мембранах [211, p. 221; 212, p. 5]. Антиоксиданты позволяют предотвратить возникновение ПОЛ, предотвращая образование исходного алкильного радикала, который может привести к возникновению цикла распространения триггерных механизмов [213, p. 1307]
Во всех экспериментальных группах у животных, получавших КП, отмечена положительная динамика изменений процессов ПОЛ и ключевых ферментов антиоксидантной защиты. Однако наиболее выраженное повышение активности каталазы, общей АОА и СОД, снижение интенсивности процессов перекисного окисления липидов в печени, почках и эритроцитах отмечено в группе крыс, получавших КП, обогащенные ЭВК и сиропом боярышника (группа 3). Это было связано с богатым химическим составом и профилактическими свойствами последнего, что также коррелирует с результатами исследований некоторых авторов [82, p. 1681; 214, p. 173].
Экспериментальные исследования подтвердили эффективность применения кисломолочных продуктов, обогащенных ягодными сиропами и ЭВК, при токсической затравке крыс хлоридом кадмия, в отношении состояния системы антиоксидантной защиты, а также уровня белка, ОХС и ТГ в крови и тканях животных.
Результаты исследований свидетельствуют о том, что потребление кисломолочных продуктов, обогащенных ягодными сиропами и ЭВК, позволяют повысить антиоксидантные возможности организма и улучшить физиологическое состояние. Также рекомендуется обогатить рацион контактировавших с вредными факторами (в частности, кадмием), антиоксидантными веществами, детоксицирующими факторами (пектин, пищевые волокна), а также иммуномодулирующими компонентами (микробные липополисахариды молочнокислых бактерий) [215].

























ЗАКЛЮЧЕНИЕ

[bookmark: _Hlk163660462][bookmark: _Hlk163658990]1. Сравнительный анализ белкового состава козьего и коровьего молока показал следующее соотношение казеиновых белков и сывороточных белков от общего количества белка после 48 и 72 часов хранения: для козьего молока – 77,9/24,4 и 76,2/25,1, для коровьего молока – 76/25,5 и 75,5/26,2, и для обоих видов молока составляет приблизительно 3:1, что демонстрирует превосходство козьего молока перед коровьим по содержанию белка и белковому составу.
2. В результате молекулярно-генетического анализа видов нуклеотидных последовательностей определены значения для гена 16S рРНК, подтверждены данные идентификации для молочнокислых бактерий, которые проявляли лучшие кислотообразующие свойства при сквашивании молока.
[bookmark: _Hlk163660500]3. Антагонистическую активность проявили бактериальные композиции Lactobacillus bulgaricus B6, Streptococcus thermophilus TA 45 и Lactobacillus fermentum 14 в соотношениях 1:5:1 и 1:10:1 в отношении тест культур Micobacterium citreum (32,51-35,0 мм), Micobacterium rubrum (31,43-32,3 мм), Sarcina flava U (25,71-26,9 мм), Salmonella dublin (23,25-23,6 мм), а также в отношении кишечной палочки. 
Однако по результатам технологических и кислотообразующих свойств исследуемых бактериальных заквасок была отобрана комбинация вышеназванных микроорганизмов в соотношении 1:5:1. 
Подобрана доза внесения закваски в количестве 3-5% от массы смеси, способствующая хорошей стабилизации pH в конце процесса созревания и во время хранения полученных продуктов. Сгусток на основе данной закваски имел нежную и однородную консистенцию.
4. Обоснована доза внесения растительных наполнителей на основе органолептических показателей и кислотообразующих свойств кисломолочных продуктов: вкус кисломолочного продукта с приятным ароматом и хорошим внешним видом  имели образцы с концентрацией ягодных сиропов до 5 % и экстрактом виноградной  кожуры 1%; увеличение дозы сиропов более до 10 % и более приводило к появлению специфического сахаристого вкуса с запахом растительного наполнителя.  Выявлено, что доза внесенного растительного наполнителя не оказывает существенного влияния на консистенцию образцов кисломолочных продуктов. Образцы пастеризовали и ферментировали в стандартных условиях. Подобрана рецептура, составлена технологическая схема получения кисломолочных продуктов на основе козьего молока.
5. Антиоксидантная активность контрольного и опытных образцов кисломолочных продуктов, полученных на основе бактериальной композиции, была выше антиоксидантной активности опытных образцов кисломолочных продуктов, полученных на основе классической йогуртовой закваски, на 15,32% - 54,3% на начало срока годности и на 26,7% - 55,8% в конце срока годности, что может быть связано с процессами созревания и коагуляции под действием молочнокислых бактерий, накоплением ферментов и витаминов, а также с образованием водорастворимых пептидов.
5.1 На фоне отравления крыс хлоридом кадмия кисломолочные продукты, обогащенные растительными наполнителями (сиропами боярышника, шиповника, рябины и ЭВК), на основе козьего молока, оказывали благотворное влияние на общее состояние животных. Подопытные крысы, получавшие кисломолочные продукты, были более активны, имели хороший шерстяной покров и нормальное дыхание. Положительный эффект кисломолочных продуктов был связан с нормализацией кишечной микрофлоры и улучшением работы перистальтики кишечника, о чем свидетельствовало восстановление процесса дефекации, отсутствие жидкого стула и повышение аппетита.
[bookmark: _GoBack]5.2 Общая антиоксидантная активность в гепатоцитах животных, потреблявших кисломолочные продукты, по отношению к группе 2, которая после токсического отравления не имела в рационе кисломолочные продукты, увеличилась на 12%–40,2%.  Прием на фоне рациона питания крыс кисломолочных продуктов в 3-6-й опытных группах, способствовал повышению общей антиоксидантной активности в сыворотке крови на 17,2% – 53,4%, а также снижению уровня холестерина на 16,3% - 23,7%.
5.3 Активность супероксиддисмутазы в сыворотке крови в опытных группах, по сравнению со 2-й, группой, увеличилась на 31,9% – 77,3%. Аналогичная зависимость выявлена и со стороны каталазы, которая увеличилась на 21 – 32,6 %.
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[image: ]

[image: ]

[image: ]

Приложение Ж

Электрофореграммы аминокислотного состава кисломолочных продуктов
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Рисунов Ж.1 – Электрофореграмма кисломолочного продукта с сиропом 
боярышника и ЭВК
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Рисунов Ж.2 – Электрофореграмма кисломолочного продукта с сиропом 
рябины и ЭВК
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Рисунов Ж.3 – Электрофореграмма кисломолочного продукта с сиропом 
шиповника и ЭВК
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Рисунов Ж.4 – Электрофореграмма кисломолочного продукта с ЭВК
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Рисунов Ж.5 – Электрофореграмма КП на основе бактериальной 
композиции на 7-е сутки хранения
КП с 1 % сиропа и 1% ЭВК	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	4.9000000000000004	5	5	4.9000000000000004	4.9000000000000004	4.95	КП с 3 % сиропа и 1% ЭВК	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	4.9800000000000004	4.95	5	5	4.95	5	КП с 5 % сиропа и 1% ЭВК	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	5	5	5	5	5	5	КП с 7 % сиропа и 1% ЭВК	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	4.93	4.9800000000000004	4.95	4.96	4.95	4.95	КП с 9 % сиропа и 1% ЭВК	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	4.93	4.95	4.93	4.95	5	4.93	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	



КП с 1 % сиропа и 1% ЭВК	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	4.9000000000000004	5	5	4.9000000000000004	4.9000000000000004	4.95	КП с 3 % сиропа и 1% ЭВК	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	4.9800000000000004	4.95	5	4.95	4.95	4.9800000000000004	КП с 5 % сиропа и 1% ЭВК	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	5	5	5	5	5	5	КП с 7 % сиропа и 1% ЭВК	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	4.96	4.93	4.96	5	4.95	4.9800000000000004	КП с 9 % сиропа и 1% ЭВК	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	4.93	4.8499999999999996	4.95	4.96	5	4.95	Внешний вид	Консистенция	Плотность	Цвет	Запах	Вкус	



КП контроль	4	4.0999999999999996	5.5	7.9	8.5	8.6999999999999993	8.6999999999999993	КП с сиропом боярышника и ЭВК	4	4.2	5.8	8.3000000000000007	9.1	9.1999999999999993	9.1999999999999993	КП с сиропом рябины и ЭВК	4	4.3	6	8.4	9.4	9.5	9.5	КП с сиропом шиповника и ЭВК	4	4.3499999999999996	6.2	8.6	9.3000000000000007	9.4	9.5	КП с ЭВК	4	4.1500000000000004	5.7	8.1	9	9.1	9.1	Продолжительность сквашивания, ч


Log10  клеток микроорганизмов




Содержание аминокислот, %	
Аминокислоты	Заменимые	Незаменимые	0	53.45	46.55	
Содержание аминокислот, %	
Аминокислоты	Заменимые	Незаменимые	53.3	46.7	
Содержание аминокислот, %	
Аминокислоты	Заменимые	Незаменимые	53.19	46.81	
Содержание аминокислот, %	
Аминокислоты	Заменимые	Незаменимые	53.14	46.86	
Содержание аминокислот, %	
Аминокислоты	Заменимые	Незаменимые	53.37	46.63	
Контроль	
1	5	8	15	0.5	3.4	5	Продукт 1	
1	5	8	15	0.3	3.2	4.9000000000000004	Продукт 2	
1	5	8	15	0.4	3.2	4.9000000000000004	Продукт 3	
1	5	8	15	0.2	3.2	4.8	Продукт 4	
1	5	8	15	0.1	2.9	4.7	Продолжительность хранения, сутки

Объем выделившейся сыворотки, мл



Контроль	
0	5	8	15	20	75	90	103	129	141	Продукт 1	
0	5	8	15	20	76	96	111	133	145	Продукт 2	
0	5	8	15	20	81	98	113	132	144	Продукт 3	
0	5	8	15	20	80	102	118	135	147	Продукт 4	
0	5	8	15	20	78	94	107	132	142	Продолжительность хранения, сутки

Титруемая кислотность, оТ



Контроль	
Фон	5	8	15	20	4.83	4.76	4.7	4.68	4.51	Продукт 1	
Фон	5	8	15	20	4.83	4.72	4.66	4.63	4.4800000000000004	Продукт 2	

Фон	5	8	15	20	4.8	4.71	4.6500000000000004	4.62	4.49	Продукт 3	
Фон	5	8	15	20	4.79	4.68	4.62	4.58	4.46	Продукт 4	
Фон	5	8	15	20	4.82	4.74	4.6900000000000004	4.6500000000000004	4.5	Продолжительность хранения, сутки

Активная кислотность, ед.




Контроль	
1	8	15	21.56	29.1	28.44	Продукт 1	
1	8	15	39.79	35.43	33.6	Продукт 2	
1	8	15	45.69	43.9	42	Продукт 3	
1	8	15	35.15	32.92	31.7	Продукт 4	
1	8	15	29.49	30.51	28.75	Сроки хранения продуктов, сутки

Антиокисдантная активность, мг/100г



Контроль	
1	8	15	47.23	48.29	44.67	Продукт 1	
1	8	15	78.59	81.34	76.12	Продукт 2	
1	8	15	53.96	58.54	57.32	Продукт 3	
1	8	15	54.4	56.82	49.71	Продукт 4	
1	8	15	50.48	53.49	47.26	Сроки хранения, сутки

Антиокисдантная активность, мг/100г



1-я группа	
Первоначальный вес	Через 7 дней	Через 14 дней	Через 21 день	Через 28 дней	Через 30 дней	245	250	254	260	261	265	2-я группа	
Первоначальный вес	Через 7 дней	Через 14 дней	Через 21 день	Через 28 дней	Через 30 дней	243	243	248	250	248	247	3-я группа	
Первоначальный вес	Через 7 дней	Через 14 дней	Через 21 день	Через 28 дней	Через 30 дней	244	249	254	270	273	275	4-я группа	Первоначальный вес	Через 7 дней	Через 14 дней	Через 21 день	Через 28 дней	Через 30 дней	241	250	257	274	280	281	5-я группа	
Первоначальный вес	Через 7 дней	Через 14 дней	Через 21 день	Через 28 дней	Через 30 дней	245	254	260	280	285	287	6-я группа	
[ЗНАЧЕНИЕ]

Первоначальный вес	Через 7 дней	Через 14 дней	Через 21 день	Через 28 дней	Через 30 дней	243	251	265	274	278	285	
Вес, г



Закваска YO MIX 495	
М. citreum	M.rubrum	Sarc. flava	Sarc.flava U	S. dublin	B. subtilis 6633	P. aeruginosa 9027	S. aureus 6538p	S. enterica 14028	E. coli 25922	20	19	15.3	19	Закваска 1:2:01	
М. citreum	M.rubrum	Sarc. flava	Sarc.flava U	S. dublin	B. subtilis 6633	P. aeruginosa 9027	S. aureus 6538p	S. enterica 14028	E. coli 25922	30	29.22	20.8	21.4	22.5	17.7	9.6999999999999993	20.3	13.6	18.7	Закваска 1:5:01	
М. citreum	M.rubrum	Sarc. flava	Sarc.flava U	S. dublin	B. subtilis 6633	P. aeruginosa 9027	S. aureus 6538p	S. enterica 14028	E. coli 25922	34.51	31.43	21.31	22.71	23.25	18.62	15.86	20.3	15.71	18.13	Закваска 1:10:01	
М. citreum	M.rubrum	Sarc. flava	Sarc.flava U	S. dublin	B. subtilis 6633	P. aeruginosa 9027	S. aureus 6538p	S. enterica 14028	E. coli 25922	35	32.299999999999997	22.25	22.9	23.61	18.5	15.9	18.3	14.24	18	
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CTAHJAPT OPTAHU3ALIMU

KACJIOMOJIOYHBIE MPOAYKTBI MPOBUOTHUYECKOT'O AENCTBUS
HA OCHOBE KO3BbEI'O MOJIOKA

1 Ob6aacTs npuMeHeHus

Hacrostumit craHnapt pacrpocTpaHsieTcs Ha KHCTIOMOJIOUHbIE MPOIYKTHI ¢ MPOOHOTHYECKAMHU
CBOMCTBaMH, BbIpaOaTbIBAEMbIE M3 MACTEPU30BAHHOIO KO3BErO MOJIOKA, C BHECEHHEM CHMOMOTHYECKOI
3aKBACKH MOJIOYHOKHCIIbIX OaKTEpUit 1 MPEIBAPUTENBHO TIOATOTOB/ICHHBIX PACTHTENBHBIX HAMOIHITEEN,
C HOCTCYIOIM CKBAIIMBAHUEM MOJIOYHO-PACTUTENBHOM CMECH, CO3PEBAHMEM MOJIOYHOIO CIyCTKA I
OXJIKNEHUEM. TIpORyKTEI Ipe/iHa3HAYEHb! Tl HETOCPEICTBEHHOTO MOTPEOIERHS B TIULIY H Pea3aLin
B TOPrOBOM CETH.

TpeGosanns, oGecneunBaromue G€30MaCHOCTb KHCIOMOIOUHEIX IPOAYKTOB, U3JIOKEHEI B
5.1.5, 5.1.6, TpeGoBanus k kavecTBy — B 5.1.3, 5.1.4, 5.1.5, X MapKupoBKe — B 5.3.

HacTostiumii crannapt nmpuroaes s eneit moaTBEp K ICHHS COOTBETCTBHUSL.

Hacrosmit  crampapt pacnpoctpansiercs Tonbko ¢ paspemerns AQO  «AJIMATHHCKHIN
TEXHOJIOTHUECKHUIM YHUBEPCHTETY.

2 HopMaTHBHbBIE CCHLIKH

JIs  MpUMEHEHHs HACTOAWIEro CTaHAapTa HEOOXOMMMBI CIEAYIOUME CCBUIOYHBIE
HOPMATUBHBIE TOKYMEHTBI:

CT PKMCO 707-2011 Mosioko 1 MOJIOUHbIE NPOAYKTI. PykoBOACTBO 10 otbopy mpob

CT PK 1733-2015 Monoko u MoJI04HbIE NpOAYKTHL OBIIHe TEXHUYECKHE YCJIOBHS

CT PK 1734-2007 Monoko u MOJIOYHBIE HPOAYKTHL IlpaBmia IPHEMKA U METOIBI
UCIBITAaHUN

CT PK 2019-2010 Monoko # mpoayKTeI nepepaboTKH MOJIOKA. TepMmuHEL 1 onpenenenus

[OCT  32940-2014 MexXrocynapcTBeHHBIH — CTaHAapT. MONOKO  KO3be CBIpOE.
TexHuueckue ycnosus

['OCT 32259-2013 MesxrocynapcTBeHHBIH CTaHAAPT. MOJIOKO IENBHOE MUTHEBOE KO3bE

['OCT 31981-2013. MexrocynapcTBennbiii cranaapr. Moryprel. OGmde TexHHUYECKHE
YCIIOBHSI. ,

['OCT 1732 — 2007 Monoko ¥ MOJOYHBIE HPOAYKTHL OOIHME TeXHHUECKUe YCIIOBUSL.
OpraHonenTHYECKHit METO ONPENeIeHNs TTOKa3aTeneil KadecTsa

['OCT 3622-68 MesxrocynapcTBeHHbI cTaHAapT. MOIOKO ¥ MOJIOYHEIE nponykTel. OTOOp
npo0 ¥ NOATOTOBKA X K UCIILITAHUIO

F'OCT 31976 — 2012 Horypte! u NPOAYKTHI HOTypTHBIE. [[OTEHIMOMETPUYECKHI METOX
OMpEeAENeHHs] TUTPYEMON KHUCIIOTHOCTH. ,

['OCT 3623-73 Monoko 1 MOJOUHBIE TPOAYKTHL. METOb! ONpeaeeH S nacTepusauuu

['OCT 3624-92 MexrocynapcTBeHHblif cTaHAAapT. MOJIOKO M MOJOYHBIE IPOLYKTEHI.
TutpuMeTprYeCcKre METOIBI ONPENEIECHUS KUCIOTHOCTH

IF'OCT 3626-73 MexrocynapcTBeHHb cTanaapT. MOIOKO H MOJIOYHEIE IPOLYKTEIL.
MeToibl OnIpenesieHnst BiIark U Cyxoro BelecTBa

['OCT 5867-90 MosoKko # MOJIOYHEIE IPOAYKTEL. MeTOBI OIPEIENCHUS KUPa

['OCT 23327-98 MoJ10K0 1 MOJIOYHEIE IPOAYKTHL. MeTox HU3MEPEHHS MAaCCOBOM 101 0OIIEro
azota 1o Keenpaammo u onpeaesieHne MaccoBoit otu 6eika

['OCT 3625-84 Mooko ¥ MOJIOYHBIE IPOLYKTBL. METO/IbI OIPE e IeHUSTLIOTHOCTH

['OCT 26781-85 Momnoko. Meton usmepenust pH.

I'OCT 26668 — 85 IIpomyKThl TNHUINEBBIE W BKYCOBBIE. MeTOMIBI otbopa mpob s
MHUKPOOHOIOTHUECKHX aHaIN30B.
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[OCT 26669 - 85 IlponykTsl TWHINEBEIE M BKyCOBBIE. I[loaroToBka mpo6 s
MHUKPOOHOJIOTUIECKHIX aHATH30B.

I'OCT 26670-91 MexrocynapcTBeHHBIH CTaHaapT. IIpOAyKTHl HINEBHIE.

MeTonb! KyJIbTHBEPOBAHUSI MUKPOOPTaHU3MOB,

['OCT 26809.1-2014 MesxrocynapcTBeHHBIM cTaHAApT. MOJOKO U MOJIOYHAS TIPOIYKIIHA.
[IpaBuia mpueMKH, METOIBI 0TOOPA 1 IIOATOTOBKA P0G K aHAIH3Y.

['OCT 9225-84. Mo10KO U MOJIOUHBIE TPOAYKTEL. METOIBI MEKPOOGHOIOIHYECKOTO aHATA3a

['OCT 10444.11-2013 MukpoGuOJIOTHs MHIIEBBIX MPOMYKTOB ¥ KOPMOB I ’KABOTHBIX.
MeToae! BEISBIEHHUS 1 IIOACUETA KOIUYECTBA APOMIKEN U TUIECHEBBIX TPUOOB

I'OCT 33951-2016 MexrocynapcTBEHHBIM cTaHIapT. MOJOKO W MOJIOYHAS HPOLYKIIHSL.
MeTtone! onpeneneHus: MOJIOYHOKHCITBIX MUKPOOPTraHH3MOB

['OCT 33566 — 2015 MexrocynapCTBEHHBIH cTaHAapT MOJIOKO ¥ MOJIOYHAs HPOLYKIIHSL.
Omnpenenenue qposxokel U MIeCHEBBIX TPUOOB. :

[OCT 30347-97 Moaok0O W  MOJOYHBIE  TPOAYKTHL  METOMBI ONpencIeHHus
Staphylococcus aureus.

['OCT 30518 — 97 IlpoayKThl numessle. MeTOIbI BBISIBJICHHS U ONPEAEIeHHs KOJINUECTBA
OaxTepuii rPyNIbl KAIIEYHBIX MaJ0YeK (KOMHGOPMHBIX GaKTEPHiA).

['OCT 30711-2001 IIpozyxTs! mumeBsle MeTOqbI BEISIBICHHS M ONPEIETIEHNS COAEPKAHUS
adnatokcuHOB B1 1 M.

I'OCT 31659-2012 IlponyxTe! mumeBble. MeTo BeIsBICHHS Gaktepuii pona Salmonella

['OCT 32031 — 2012 IpoxykTsl muimeBsle. METOAB! BBISBICHUS U ONpPEIEICHNS OaKTEPHil
Listeria monocytogenes.

I'OCT 26929-94 Celppe u npoaykThl muineBble. [IoaroToBka mpos. MuHepanu3amus ajis
OIIPENENICHNS CONEPIKAHUS TOKCUYHBIX 3JIEMEHTOB.

I'OCT P 51766-2001 Celppe U HPOAYKTHI MUIIEBBIE. ATOMHO-a0COPOIMOHHEIA METO
OIIPEJENICHISI MBIIITBSIKA.

I'OCT 26927-86 Chlpbe 1 IPOLYKTHI MUIIEBbIE. METOIBI ONIPEACICHIS PTYTH.

['OCT 30178-96 Cslppe u TPODYKTH MHIIEBBIE. ATOMHO-a0COPOLMOHHEI METO.
OIPENENEHNS TOKCUUHBIX 3IEMEHTOB.
) ['OCT 33526-2015 Mosioko u npoayKThl nepepadoTku MONOKa. MeToauka onpeaeacHus
CONCPIKaHKs aHTUOMOTUKOB METOJOM BBICOKO3(()EKTHUBHOM KUIKOCTHON XpoMaTorpaduu.

['OCT 32164—2013 IIpomyxtel mnumessle. MeTtom orGopa mpol mas ONIpPEAcIeHMs
crponuust Sr-90 u nesus Cs-137

[pumevanne - IIpu Momb30BaHAN HACTOSIIUM CTAHAAPTOM LIEJIECO0OPAa3HO MPOBEPUTH ASHCTBUE CCHIIOMHBIX
CTaHNApPTOB M KIACCH(DHKATOPOB IO €KErOJHO H3ZaBaeMOMy HH(DOPMALMOHHOMY KaTalory «JIOKyMEHTHI IO
CTAaHOAPTH3ALMI) COCTOSIHHUIO Ha TEKYIIMH TOJ H COOTBETCTBYIOILIMM €KEMECSIHO M3JaBaAEMBIM UH(POPMAIIMOHHEIM
yKasaressaM, OIMyOTMKOBAaHHBIM B TEKyLIeM rofy. ECIM CCBUIOYHBIH MOKYMEHT 3aMeHeH (M3MEHEH), TO TpH
TIOJIB30BAHWH HACTOSIIMM CTaHAAPTOM CJIELYET PyKOBOACTBOBATHCSA 3AMEHEHHBIM (H3MEHEHHBIM) TOKYMEHTOM. Ecnun
CCBIJIOYHBIN JOKYMEHT OTMEHEH 0€3 3aMeHBI, TO IIOJIOKEHHE, B KOTOPOM [aHa CChIJIKA HA HETO, IPUMEHSETCS B 9aCTH,
HE 3aTParuBaroIIel 3Ty CChLIKY.

3 TepmMuHbI U onpeIe/IeHHS

B nacrosmem crangapre npumensitorcs tepmunsl mo CT PK 2019, TOCT 17164, a Taxxke
CJIEIYIOLINE TEPMUHBI C COOTBETCTBYIOILIUMHU ONPEACICHUSIMHU:

3.1 Kucaomo104HbIH NPOAYKT, 000ramieHHbIi MPOGHOTHYECKUMH GAKTEPUAMH, HA
OCHOBE KO3b€ro MOJIOKA — KHUCJIOMOJIOYHBIH TPOAYKT Ha OCHOBE KO3BEr0 MOJIOKA,
NPOU3BENCHHEIN ¢ J100aBIEHHEM PACTHTENBHBIX HAMOJHUTEICH M IITAMMOB MOJIOYHOKHCIIBIX
MHKPOOPraHusMoB Lactobacillus bulgaricus B6, Streptococcus thermophilus TA 45 wu
Lactobacillus fermentum 14 B cooTHOmeHuH 1:5:1, KOHIEHTpAIUS KOTOPHIX JOJKHA COCTABIIATE
ne menee 107 KOE B 1 T mpoxykra.




image69.jpeg
o

CT A0 990840000359-06-2024

3.1 Horypr, ooramenusrii OpOOMOTHYECKHMH 0(AKTEPHAMH, HA OCHOBE KO3bLEro
MOJIOKA — KHCIIOMOJIOYHBIA IPOIYKT C PACTHTEIBHBIMA HAMOJHUTENSAMH HA OCHOBE KO3BELO
MOJIOKa, TPOU3BENCHHBIM C JOOABNCHMEM WITAMMOB MOJIOYHOKHCIBIX MHKPOOPTAHH3MOB
Lactobacillus bulgaricus B6, Streptococcus thermophilus TA 45 u Lactobacillus Sfermentum 14 B
COOTHOIIEHMH 1:5:1, KOHLEHTpAmus KOTOPHIX JOJKHA COCTABIATH He MmeHee 107 KOE B 1 r
IPOAYKTa.

IIpuMedanue — moiyckaeTcst mOGaBIEeHME MHUINEBBIX A0GABOK H/HITH IIHIIEBKYCOBEIX ITIPOXYKTOB: caxapa,
MeKTHHA. B KauecTBe muIeBbIX 106aBOK JOIYCKAETCS UCTIONB30BATH MOACIACTUTENH, apOMaTU3aTOPEI, THIIEBBIE
KPACHTEIH, CTAOMIN3aTOPbI KOHCUCTEHITHHL.

4 Knaceudpukauus

4.1 IIpoIyKTEI B 3aBHCHMOCTH OT HCTIOJIB3YEMOTO CHIPBS IIPOU3BO/ISIT:

- U3 LEIBHOTO MOJIOKA;

- HOPMaJIM30BaHHOTO MOJIOKQ;

- BOCCTAHOBJIEHHOT'O MOJIOKQ,

- CMECeil BBIIEYKA3aHOTO CHIPhS.

4.1.1 Worypr B 3aBHCHMOCTH OT TPUMEHEHUS ¥ BUJIA UCIIOJB3YEMBIX MHUIIEBKYCOBBIX
IPOAYKTOB W/UJIA NUILEBBIX 00ABOK IIPOU3BOMISAT:

- 6€3 100aBIeHIs HEMOJIOYHBIX KOMIIOHEHTOB;

- C PaCTUTCIBHBIMH HANOJHUTETAMH (CHPONbI GOAPBIIHKKA, IIMIOBHUKA, PIOUHEL,
9KCTPAKT BUHOTPATHON KOKYPEI);

- ApOMATH3ATU3UPOBAHHEIH (C ApOMATH3ATOPAMH).

5 O6mue TexHuveckue TpedOBAHHUS

5.1 Kucnomonounsie npomykTel, 06oraiueHHbIE NpoOMOTHYECKUMU GaKTepPUAMH, Ha
OCHOBE KO3BET0 MOJIOKA, I0JIKHBI BEIPAOATHIBATBCS B COOTBETCTBHY C TPEOOBAHMSIMHU HACTOSIIETO

CTal/lapTa, CAHUTAPHBIX HOPM M MNpPABHJI MO DPENENTYPE M TEXHOJIOTHYECKONW HHCTPYKIWH,
YTBEDPIKICHHBIX B yCTAHOBIEHHOM OPSIIKE.

5.1 XapakTepucruku

5.1.1 KucnoMonoyHble mpomyKThl, 0GOralieHHble NpOOUOTUYECKUME OaKTepUsAMH, Ha
OCHOBC KO3BETO MOJIOKA, IOJUKHBI OBITh W3rOTOBJEHBI B COOTBETCTBHH C TPeGOBAHHUSAMU
HACTOJMIETO CTaHAapTa TO PEUENTYpaM M TEXHONOTHYECKHM HHCTPYKIHSAM H3TOTOBHTENS,
YTBCPIKACHHBIM B YCTAaHOBJICHHOM MOPSJIKE, ¢ coOmonennem Tpedosanuii TP TC 021/2011.

5.1.2° KucimoMonounsle mpoayKThl, 0GOTaImeHHbIe NPOOHOTHYECKAMH GaKTEpHsIMH, Ha
OCHOBE KO3BETr0 MOJIOKA, TPYIIIBI YUCTOTEI HE HIDKE | C IPUMEHEHNEM CHMOMOTHYECKOM 3aKBACKH
MOJIOYHOKHCITBIX MUKPOOPTAHU3MOB, BHECEHUEM PACTUTEIBHBIX HAMOJHUTENEH,

5.1.3 Tlo opranonenTuyecknm NokasarensM KHCIOMOIOYHbIE NPONYKTHI, 00OTallCHHBIE

NPOOMOTUYECKUMH  GAaKTEPUSAMH, HA OCHOBE KO3bEro MOJIOKa, JOJKHBI COOTBETCTBOBATH
TpeOOBaHUs, yKa3aHHBIM B Tabiuie 1.

Tabnuna 1- OpraHonenTudeckie MOKa3aTe KHCIOMOTOUHbIX IIPOAYKTOB

HaumenoBanue XapakTepucruka
nmoKaszareJs
Koncucrennus 1 | OIHOPOIHAS, C HAPYIIEHHBIM CTYCTKOM IPU PE3EPBYAPHOM CIIOCO0E
BHEIIHUN BHJT NPOU3BONCTBA, C HCHAPYIIEHHBIM CTYCTKOM - IIPH TEPMOCTATHOM
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cmocobe  MPOM3BOACTBA, B MEpy Bsi3Kas; Npd J00aBICHHUH
3arycTuTeIei - xeaeo0pasnas uian kpeMooOpasHasi.

Bxyc u 3amax YucTeie, KUCIOMONOUHBIE, 6€3 MOCTOPOHHKX TPUBKYCOB M 3alIaxoB.
Honyckaercs IIPUBKYC BOCCTaHOBJICHHOTI'O MOJIOKa, c
COOTBETCTBYIOIIUM BKYCOM M apOMATOM BHECCHHBIX KOMIIOHEHTOB
LiBeT Mostouro-6erbIit, KpeMOBEIi I 00YCIOBICHHBIN [IBETOM BHECEHHBIX
PaCTUTEJIPHBIX HAIOJHMUTEICH, DPAaBHOMEPHBIM IO Beeil  Macce,
OJTHOPOTHBII

5.1.4 Tlo Gpu3KMKO-XMMUYECKIM TOKA3aTEISIM KUCIOMOJIOYHbIE MPOAYKTH, 0OOTAIICHHBIE
MPOOUOTHYECKMMH OaKTepUsIMH, Ha OCHOBE KO3BETO MOJIOKA, MOJDKHBI COOTBETCTBOBATH
TpeOOBaHUAM, YKA3aHHEIM B TaOIHUIIE 2.

Tabnuma 2- OU3HKO-XUMUAYECKUE MTOKA3ATENIN KUCIOMOJIOUHBIX [IPOLAYKTOB

HarMeHoBaHme mokasaTes Hopma
KucaorHocts °T 75-140
Maccosas nons xupa, % 1,0 - 6,0;
Maccosas nons 6enka, %, He MeHee 3,2
docdarasza OTCYTCTBYET
Temneparypa npu BeIIycKe ¢ mpeanpustas, ° C 4£2)°C
[Ipumeuanne — JInd NpoOayKTa C PErIAMEHTHPOBAHHON HOPMON MACCOBOM J0JIH KHpa,
MaccOBYIO IOJIIO JKHPa YCTAHABIMBAIOT B TEXHOJIOTUYECKOU MHCTPYKIUK B BUIE JHUANA30HA
(baxkTyecKnX 3HAYEHH (KOT....H0....», %). DaKTHUECKOE 3HAYECHHE MACCOBOM MONH KHUpa
JOMKHO OBITB YKa3aHO NPU MapKHPOBKE MOTPEOHTENbCKOH yMakoBKH. JlOmyckaercs
OTKJIOHCHHE B OT/E/IBHBIX SAMHUIAX YIAKOBOK B MaccOBO# ouie skupa +0,1%.

5.1.5 ITo MHKPOGHONOrIYECKUM TIOKA3aTe M KHCIOMOJIOYHEIE IPOIYKThI, 000rAICHHBIE
: IPOOUOTHYECKAMH OaKTEPHSMH, HA OCHOBE KO3BErO MOJIOKA, IOKHBI COOTBETCTBOBATH
TpeOOBaHUAM, YKa3aHHBIM B TaOJIHLE 3.

Tabmina 3 - MukpoOHONOrnYecKkie MoKa3aTeNnu KHCIOMOIOYHBIX IPOAYKTOB
Ha OCHOBE KO3bEro MOJIOKa

HaumMenosanne nokazaress Hopma
KMA®AHM, KOE/cM? (1), He MeHee 1x107
bakrepuu rpynmner kumiedHoi nagouku B 0,1 Mo OPOAYKTa HE IOy CKAIOTCS
[TaToreHHBIE MUKPOOPraHU3MEL, B T.4. CATBMOHEIUIEL B 25 MII HE JIOMYCKAIOTCs
IPOAYKTa

5.1.6 OcratouHple  KONMYECTBA MECTHLUMIOB, MUKOTOKCHHOB, aHTHOMOTHKOB,
PalNOHYKIIM/IOB, TOKCHYHBIX OJIEMEHTOB HE [OJUKHBI IIPEBBIIATH JOIYCTHMBIX YPOBHEIL,
ycranoBiaeHHBIX TP TC 021/2011, TP TC 033/2013.

5.1.7 Tlo MHKpPOOHOJIOTHYECKUM IMOKA3ATE/sAM KHCJIOMONOYHBIE MPOAYKTHI M3 KO3BETO

MOJIOKa C pacTUTCIbHEIMM HANOJIHUTEISIMU, HOJDKHEI COOTBETCTBOBaTh TpeOosanusm TP TC
021/2011, TP TC 033/2013.

5.2 TpeGoBanus K cbIpbI0

5.2.1 Ipyn mpou3BOACTBE KUCIOMOIOUYHBIX IPOAYKTOB H3 KO3BETO MOJIOKA ¢ pPacTUTEJIbHBIMU
HaMOJHUTEIAMH, IPUMEHSIOT CJICAYIOIIEE ChIPE U MATEPHAIIEL:

- MOJIOKO KO3b€ ChIpoe, 110 'OCT 32940— 2014;

- MOJIOKO KO3b€ IENbHOE MUTheBOE, 10 ['OCT 32259-2013;
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- Boma nmutheBas, o 'OCT 2874,

- 3aKBacku OakTepuanbhble Lactobacillus bulgaricus B6, Streptococcus termophilius TA 45
u Lactobacillus fermentum 14 6 coomnowenuu 1:5:1;

- CApOT OOSIPHIIITHMKA;

- CUpOTI LIMTIOBHUKA;

- CUpOTI PSIOUHEL;

- OKCTPAKT BUHOTPAIHON KOKYPEI.

5.2.2 Celpbe, NIpUMEHAEMOE 17151 U3TOTOBJICHHUS POLYKTOB, MO KAYeCTBY M (E30MaCHOCTH
JOJIKHO COOTBETCTBOBATH TpeOOBaHuUsM, yctaHoBiaeHHbBIM TP TC 021/2011.

5.2.3 Monoko, HpomyKThl NEepepabOoTKH MOJOKA, MPUMEHSEMBIE IS IIPUTOTOBJICHUS
KHCJIOMOJIOYHBIX IPOAYKTOB, IO TMOKa3aresM O€30MacHOCTH HE OOJDKHBEI IIPEBBINATH
JOMyCTUMEIC YPOBHH, ycTanoBieHHBIe TP TC 033/2013.

5.2.4 He pmomyckaeTcs HCTOIB30BATh TEHETUYECKH MOIM(BHIIPOBAHEBIE MOIOYHOKHICIIBIE
MHKPOOPTaHU3MBbI, NPOAKH ¥ IPYTUe MUKPOOPraHU3Mbl TEXHOIOTHYECKOH MUKPOQIOPBL.

5.2.5 JlomyckaeTcs MCNOJB30BaHIE AHATIOTHYHOTO CHIPhS, O Ka4ecTBY M O€30MacHOCTH HE

YCTYNAIOUMX TPEOOBAHHSM, M3NOKEHHEIM B 4.2.2 M yIOBNETBOPSIOMMX TpeGoBarusm TP TC
021/2011, TP TC 029/2012.

5.3 MapkupoBka

5.3.1 MapkupoBKa MOTPEOHUTEIBCKON yIAKOBKH TPOAYKTOB JOJDKHA COOTBETCTBOBATH TP
TC 021/2011.
5.3.2 Ha TpaHcnopTHO# Tape N0/KHA ObITh HaHECEHA MApKHPOBKA Ha rOCyIapCTBEHHOM,

PYCCKOM fA3bIKaX, M NPH HEOOXOAMMOCTH, Ha APYTHX S3bIKAX, C YKA3AHUEM CIIEAYIOUINX JaHHBIX:
- HAMMEHOBAHME KHCIIOMOJIOYHOTO MPOAYKTa;

- HAUMEHOBAHKE, MECTOHAXOXKIEHUE U3TOTOBUTEIIS,

- TOBApHLIA 3HaK (TIpU HATHYHH);

- Macca HeTTo, OpyTTO;

- WITPUX KOA (IIpH HAIMYHK ),

- KOJIMYECTBO €AMHMI NOTPEOUTENBCKOM YITaKOBKH;

- laTa BbIpaOOTKH;

- IUIIEBas IICHHOCTE;

- YCIIOBUSI XpaHEHHS,

- 0003HaYeHUE HACTOSIIETO CTAHAAPTA,;

- MH(OPMALHIO O HATMYMU KOMIIOHEHTOB W3 TCHETHYECKH MOMM(UIAPOBAHHBIX MCTOUHHKOB,
KOI'’la COACpYKaHME UX MPEBBIIACT HOPMY, yeTaHoBneHHyto TP TC 022/2011, TP TC 029/2012;
- €IMHbIH 3HAK 0OpAIlEHNsl Ha PIHKE OCYNApCTB-4IeHOB TaMOXEHHOrO O34,

5.3.3 JIOmONHUTENBHO MOTYT OBITh HAHECEHBI 3HAKK M HAMIUCH MH()OPMAITMOHHOTO |
PEKIAMHOTO XapakTepa.

5.4 Ynakoska

5.4.1 Tapa u MaTepHasbl OTEYECTBEHHOTO MITH 3aPyOesKHOTO MIPOU3BOACTBA, UCIOIb3yEeMEIE
AV YIIAKOBKH KHUCIIOMOJIOYHBIX MPOIYKTOB, MOJKHBI COOTBETCTBOBATh TpeGoBarmsiM TP TC
005/2011, HOPMATHBHBIX M TEXHMYECKHX IOKYMEHTOB, YCTaHABIUBAIOIIUX BO3MOXKHOCTH WX
TMPUMCHCHHA /11 KOHTAKTa € MUIIEBHIMH IPOAYKTAMH, O0€CTIEYNBATH COXPAHHOCTH H TOBAPHEIH
BUJ IPOAYKTOB MPH TPAHCIIOPTUPOBKE U XPAHEHUH.

5.4.2 Macca HETTO KHCIOMONOYHBIX MPOAYKTOB B OIHOM YIaKOBOYHOW €AMHUIIEC JOJKHA
COOTBETCTBOBATH HOMUHAIILHON Macce, yKasaHHOH B MapKHPOBKE IIOTPEOUTENLCKON YIIAKOBKH, C
Y9ETOM JIOITYCKAEMBIX OTKIIOHCHHMIA.

IIpenens! JOmycKaeMBbIX OTPHIATENBHBIX OTKIOHEHMH MAcChl HETTO B OJTHOM YITaKOBOYHON
€IMHHLIE HOMUHAIBLHON Macchl — o T'OCT 8.579.
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5.4.3 IIpOAYKT ynakoBBIBAIOT B IIOTPEOUTENBCKYIO YIAKOBKY C MOCJIENAYIOIIEH YKIIaIKOH B
TPYNIOBYIO W/UIIH B TPAHCIIOPTHYIO YIIAKOBKY. _

5.4.4 ®opMupOBaHKE TPYNIIOBOI YITAKOBKH MPOBOIAT B COOTBETCTBHH ¢ [OCT 25776.

5.4.5 TpancnoprHsle nakets hopmupyrot 1o FOCT 23285 u TOCT 26663.

5.4.6 YknanKy TpaHCTIOPTHOTO TIAKETa OCYIIECTBISAIOT TAK, YTOOBI ObLTa BAIHA MapKHpOBKa
HE MEHEC ONHOH EIMHMLbI IPYNIOBOH YNAKOBKHM W/WJIM TPAHCIOPTHON YIMAKOBKH C KaKIOM
OOKOBO# CTOPOHBI TPAHCIOPTHOTO MAKeTa. YKIAKy TPAHCIIOPTHOI'O MAaKeTa OCYLIECTBIIAIOT
crocob6amu, 06eCeYMBAIOMUMHA COXPAHHOCTh HIKHUX PAIOB IPYIIIOBOM 1/MiH TPaHCIIOPTHOMU
yIaxoBku 0e3 ux aedopmanuu.

[Ipenensl IomycKkaeMBIX OTPUIIATENBHBIX OTKJIOHEHNH MACCHI HETTO B OJHOM YIIaKOBOYHOM
€IMHUIEe HOMUHAIBHOM Maccel — 1o I'OCT 8.579.

6 IlpaBuiia npuemMkn

6.1 [lpasuna npuemkn ocymiectsistores no ['OCT 26809, CT PK 1734,

6.2 KoHTpomb KadyecTBa M OE30MACHOCTH IPHMEHSEMBIX CBIDbSl M MaTEpUAJIOB
OCYLIECTBIACTCS. TIPH BXOJHOM KOHTPOJIC HAa COOTBETCTBHU YCTaHOBJICHHKLIM TPEGOBAHUSAM IT0
['OCT 24297.

6.3 KoHTponb opraHosentHyeckux M (GU3HKO-XUMUYECKHMX MOKA3aTeNcii IPOBOMISIT B
Ka)KI0¥ mapTuu.

6.4 TIpomykThl MpUHEMAIOT MapTHAMU. IlapTHedl CUMTarOT OTIPENENIEHHOE KOJIMUYECTBO
CAMHHL IPOAYKTOB OJHOTO HAUMEHOBAHHS B OJMHAKOBOM YNAaKOBKE C OJHOPOMHBIMU (BU3UKO-
XUMHHUCCKIMHU 1 OPTaHOJICITHYECKIMH MOKA3ATENSIMA, TIPOM3BEICHHbIX HA TAHHOM IIPEANPHATHH
B COOTBETCTBHM C TPeOOBAHMAMHM HACTOSIIETO CTAHAAPTA HA OIHOM TEXHOIOTHYECKOM
000pyIOBaHUK B T€UEHHE OJHOTO TEXHOJOTHYECKOTO IUKJIA IO CIUHOMY ITPOU3BOICTBEHHOMY
PEKUMY, ONHOH aThl H3TOTOBICHHUS M OPOPMIICHHYIO OJHHUM CONPOBOAUTENEHBIM TOKYMEHTOM.

6.5 IIpoayKTBI KOHTPOMUPYIOT MO MOKA3ATENSAM KAyecTBA H OE30MACHOCTH, yKa3aHHBIM B
pasnene 5, B COOTBETCTBMM C MPOrPaMMON MPOHU3BOACTBEHHOIO KOHTPOIIS, YTBEP)KICHHON B
+ YCTAHOBJIEHHOM MOPSIIKE.

7 MeToabl KOHTPOJIs

7.1 O16op mpo6 u moAroToBKa K ananusy —mo I'OCT 26809, CT PK 1734.

7.2 BHeWIHWH BUJI, KOHCHCTEHIAS, BKYC, 3aIiax, IBET, ONPeeSIOTCs OPraHOJNENTHYCCKUM
koHTponeM o 'OCT 28283, TOCT 32940.

7.3 Onpenenenne maccoBoit monu sxkupa — no [OCT 5867.

7.4 Onpenenenue MaccoBoit momu Biaark — no FOCT 3626.

7.5 Onpenenenne xkucnotaoctd —mo IOCT 3624,

7.6 Onpenenenue docdarassl —no FOCT 3623.

7.7 Onpenenenue TeMIEPaTypsl 1 Macchl mpoaykTa — o IOCT 26754.

7.8 Onpenenenne MukpoGuonorayeckux nokasareneit — mo FOCT 9225, TOCT 32901.

7.9 Onpeznenenne TOKCHYHBIX 3TEMEHTOB:

- Mbibska — o 'OCT 26930, T'OCT P 51766, TOCT 31266, TOCT 30538:

- pryt — 1o 'OCT 26927,

- cBuH1a - 10 'OCT 26932, 'OCT 30178, TOCT 30538;

- kagmust — 1o 'OCT 26933, 'OCT 30178, TOCT 30538;

7.10 Onpenenenne nectuunaos — no FOCT 23452;

7.11 Onpenenenne MUKPOGHOIOTNUECKIX TOKA3aATENEH:

- OTIpeIeIEHHE MOJIIOYHOKHUCIIBIX MUKPOOPrasn3mMoB — 1o TOCT 10444.11;
- GaKTepHUy rPyNIbl KUITEYHBIX Hanouek — o IOCT 32901;
- Staphylococcus aureus —no TOCT 30347;
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B
VJIK 637.146.3 MKC 67.100.99

KiroueBbl croBa: MOJNOKO KO3BE, pPaCTHTENBHBIE HAINOJTHUTEIM, OJKCTPaKT, CHPOI,
MPOOMOTHYECKHE CBOMCTBA, MOIOYHOKHCIILIE Oaktepun

PA3PABOTYHMK

TK 67 «Texnomorus, kauecTBo M GE30MACHOCTh MUIIEBBIX OpoaykKToB» Ha Oaze AO
«AIIMaTHHCKUH TEXHONOTUYECKUH YHUBEPCUTET) ‘

JlokTtopanT @ 2 C.A. Haguposa
1.0.H., mpodeccop % I0.A. Cunsscknit
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bubaunorpapus

[1] Texumueckuit permament TamoxenHoro corosa TP TC 005/2011 «O 6e30macHoCTH

YHaKOBKI, yTBEPKICHHBIH pemenneM Komuccnn TamoxkeHHOTO coro3a oT 16 aBrycra 2011 r. Ne
7609.

[2] Texuuueckuii permament TamoxkenHoro corosza TP TC 021/2011 «O 6e30macHoCTH

MALIEBON MPOAYKIMIY, yTBEPKAECHHbIN petenneM Komuccuu TaMoKeHHOTO COr03a OT 9 nexabpst
2011 r. Ne 880.

[3] Texnuueckmit pernament TamoxerHOro coros3a TP TC 022/2011 «IInmeBast mpOMyKIKs
B 9aCTH €€ MapKUPOBKHU», yTBEPKICHHEIH pemenneM Komuccuu TaMOXeHHOrO cor03a oT 9
nexabpst 2011 r. Ne 881.

[4] Texmmueckmit permament TamoskeHHOro corosa TP TC 029/2012 «TpeboBanus
0€30macHOCTH MHINEBEIX J00ABOK, apoOMaTu3aTopoOB M TEXHOJIOTUYECKMX BCIIOMOTATEIBHEBIX
CPEACTBY, yTBEPIKAECHHBIH pemenneM Komucenn TamoskenHOro coro3a ot 20 mrons 2012 . Ne 58.

[5] Texnmueckmii pernament TamoxerHoro cowosa TP TC 033/2013 «O 0e3omacHOCTH

MOJIOKa ¥ MOJIOYHOH MPOIYKIMMIY, YTBEPKICHHBIN pemenneM Komuccnn TaMoskeHHOTO Cor3a
0T 9 nexalpst 2013 1. Ne 67.
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KASAKCTAH PECIYB/IKACH! PECMYB/IMKAHCKOE MOCYIAPCTBEHHOE
BINIM KSHE FbIMbIM MAHUCTPAIN MPEANPUATVE HA NPABE XO3AVICTBEHHOIO -
FBINbIM KOMUTETIHIR BE[IEHVS «PECTYB/AKAHCKAS ‘
«MUKPOOPTAHVI3MEEPLIH PECTYBIVKATIBIK KOMMEKLIVS MAKPOOPTAHU3MOB»

KOIEKLMACHI LIAPYALIBINBIK XYPT13Y: KOMMTETA HAYKV MAHWUCTEPCTBA ‘1
K¥KbIFbIHAAFbI PECTIYBAVIKATTBIK OBPABOBAHMS 11 HAYKIA 1
MEMNEKETTIK K&CIMOPHbI PECTYBIIVIKIA KABAXCTAH ‘
: . 010000, . Hyp-Cyaras, yn. 11, Vaxanosa, 13/1 I
Pl BN DD
B e onssag s e ' BUH 061140003586 |

O A Jots  wLIALSEH

Ne e

CBHUJIETEJILCTBO 4
O JENOHUPOBAHMU MUKPOOPT AHU3MA

Komy: Haxuposoii C.A., CunsBeknii 10.A. 3
(ums W/HIH _HAHMEHOBAHHE OpPraHu3aUMM M _ajpec JIENO3UTOPa, KOTOPHIM BBIJACTCA CBHJIETENBCTBO O :
JITIOHRHPOBAHHAH) p
TOO «OO0 Kazaxckas aKkaqeMusi THTAHUSA » .

1.HA3SBBAHUEMHUKPOOPTIAHU3MA

Lactobacillus fermentum %

Ono3naBaTe/bHAS CChUIKA (HOMED, CCBUIKAM T.IL.,
TIPHCBOEHHBIH WITAMMY ETIO3HTOPOM)

KonexunoHHsIH HOMEp,
TIPHCBOCHHBIH KOJUICKIHEH

14 B- RKM 1020

2. HAVYHOE OIIMCAHUE WWJIA TAKCOHOMMYECKOE OIIPEIEJ]
MUKPOOPTAHHU3MA

Pon: Lactobacillus
Bun: fermentum

MUKpOOpranusMbl, NOMMEHOBAHHbBIC B IyHKTel, CONPOBOXJIAITCS  XOAATANC)
JICIOHUPOBAHUH, BKILIOYAIOLIEM

+] 'Macnopr
+ | 'Sakmouenne o6 ¥
KJIACCA OMACHOCTH

3. IOJTYYEHUE U IPUHATUE

Hacrosumum yreepskzaercs, uto MHKPOOPraHu3M GaKTepHaIbHON Kyilb:

B IyHKTe 1, nemonmposan B PecnyGamkanckoii komrexunn MHKPOO]
MATEHTHOr 0 AENOHUPOBAHUS.

002236
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4. KOJUIEKIMA
PI'TI «Pecny6aukancKas KOLICKIHsS MHKPOOPTaHH3MOB)

Haspanue KOJUIEKIHH:
PI'TI «PecnyGmkancKas KOLISKIHA
MuKpoopranu3mos» M3 PK

3aseayomuii Bunodankom
NPOMBIIIIEHHBIX MHKPOOPT AHU3MOB

H.o.renepajbHOro AMpeKTOpa

«ﬁ)}_LZM2r. |

AJZlpec KOJUIEKLIHH: Tleuats opranuzatyy (repbosas)

010000, r.Acrana,

ya. I Yanuxanosa, 13/1
baxkc 8 (7172) 20-10-32
e-mail: rem-info@mail.ru
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HUcnpiTarensnas nabopatopust TOO «HYTPATECT»

Pecny6nuka Kasaxcran, 050008, r. Anmarei, yn. Knoukosa, 66,
Tenedon/daxe: (727) 375 82 23, (727) 375 00 34

KZ'I&Q%}E((;)IW ATtrectar akkpeautannn Ne KZ T.02.E0177 ot 06 masi 2021 r.

IIPOTOKOJI Ne 3684 K or «_14 » __sanpaps  2022r

Beero crpanuy 2
Crpanuua 1
Jlara nocrynnenus B naGoparopuio: 06.12.2021 r.

Haunmenosanue n anpec 3assurens: Haguposa C A.

HaunwmenoBanue u 0603HaueHye nenbiTbiBaemoro obpasua(iutamma):mramm Lactobacillus fermentum
Hsrorosurens (ctpana, hupma): Pecnybanka Kasaxeran

Konunuectso 06pasLios, mocTynusLumMx Ha uccienoBanue: 1 mramMmm

O6o3nauenne HII na npoaykuuto: ECIOI'T, yre. Pemr. KTC Ne 299 ot 28.05.2010r. ror. 11

Jlara Hauana ucnbitanus: 16.12.2021 r. Jlata oxkoHuaHus npoBeneHus ucnbiTanuii: 14.01.2022 r.
Bun uenbitanuii: KOHTPOJILHBIH

Yenosus nposenenns ucnbitanuii: Temnepatypa 21-23 °C; Baasunocrs 68-74%

Kyabrypansno-mopdostoruueckue ocobennocru Lactobacillus fermentum: DakynbTaTHBHbIC
aHadpoObl. KneTkw mpencraBisior coGoif TpaMM IOJOXKHTEIBHBIE HMEIOT NaJIOYKOBHIHYIO (hOopMy C
3aKPYTJICHHBIMA KOHIIAMH, HETIOABMIKHBL, pasMepsl kiietok 0,5-1,5 mxm. Ha arapusoBanHOH cpeze o6pasyeT
CPeIIHHE KpYIJBIC KOJOHMH C pPOBHBIMH Kpasmu, Oenele. MaeHTupuuMpoBaHb METONOM aHAIM3a
¢dparmenToB 16S r RNA rena.

ObaacTb npuMenennst BHOTEXHONOMHS 1 MHITEBAst IPOMBILUIEHHOCTD.

H3ydenne moTeHUHAILHO-NIATONCHABIX NPH3HAKOB WITAMMA in vitro: B ombItax, npoBeaeHHbIX
In Vitro Ha IIOTHOH MHTATENBHON Cpele ¢ 0GABIEHHEM SMYHOTO *KeNTKA (KEITOUHBIH arap) u KPOBH
(XpoBstHO}i  arap) ycTaHOBJIEHO, u4To KymbTypa Lactobacillus fermentum we mposBuia HPH3HAKOB
JICIUTUHA3HOM U FEMOJIMTHYECKOH aKTHBHOCTH.

Msyuenne pupysnentHoern mramma (JIs0): MccnenoBaHue  BHPYJNCHTHOCTH — LITaMMa
Lactobacillus fermentum mposommch ofmenpunatsiM Metomom /Buprep M.O., 1982/ Ha 8 rpynmax
KMBOTHBIX (110 12 GenbIx Mblnei B Kax0if, 6 caMok u 6 camior Becom 16-18 1) B KoHIleHTpanusx ot 107
10 10" KOE/em? (Tab.).

Tabnuua - PesyabTaTnl Hec/ieTOBAHUS 0CTPOI TOKCHUHOCTH KYIBTYPbI
Lactobacillus fermentum npu BHy TpHOPIOIIMHHOM H TIEPOPATLHOM BBEICHHH

NeNe K-Bo sxuBotHbIX | Criocol BBeaeHUs JHoza 3aboneno [Tano Boixuno
B OIbITE KOE/mn JKHBOTHBIX JKMBOTHBIX JKHBOTHBIX
1 12 BHYTPH-OPIOLIMHHO 103 0 0 12
2 12. BHYTPHU-GPIOLIMHHO 10° 0 0 12
3 12 BHYTPH-OPIOLIMHHO 107 0 0 12
4 12 BHYTPH-GPIOLLMHHO 10° 0 0 12
Kowutpons 12 BHYTpU-OpromMHHO | us.pactBop 0 0 12
5 12 nepopabHO 10° 0 0 12
6 12 nepopaibHO 107 0 0 12
7 12 nepopasibHO 10° 0 0 12
8 12 nepopabHO 10" 0 0 12
Kontpos 12 epopaibHO ¢us.pactop 0 0 12

PesynbTaTs! ONbITOB MOKA3aI, YTO KAK [PH BHYTPUGPIONTHHHOM, TaK H IIPH [IEPOPAIbHOM BBEACHHH
BCE HCCIICNIOBAHHBIE JI03BI KymbTyphl Lactobacillus fermentum ruGenn mHOZONIBITHBIX JKHBOTHBIX He
BBI3bIBAJIM. Bee OHM OCTaBanmuch aKTHBHBIME M 30POBBIMH.
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Bcero crpanun 2
Crpanuua 2

Mopdosoruveckne mn3MeHeHusi BHYTPEHHHX OPIaHOB: Pe3ylTbTaThl BCKPBITHA KHBOTHBIX
TIoKa3am: [CYeHb TEMHO-KPACHOTO LBETa, MOBEPXHOCTH TIiajiKast. «PHCYHOK» MO3TOBOTO M KOPKOBOIO
BemecTBa YeTkui. Jlerkue mo crpoeHmro moneli u 06beMy OOBIUHBIE, [IOBEPXHOCTH TJIaZKHE, JIeTKO
OTZAEJBSIIOTCS APYT OT APYTa, CIIAeK He OTMEYEHO.

Crioco0HOCTD K 1eCCHMHHALNM BHYTPEHHHX OPraHOB:

JleccnMuHaImsL BHYTPEHHHX OPraHOB MMEET MECTO TOJNBKO B TEYeHHEe MepBbIX 24 €acoB mocie
BBEJICHHS KYJIBTYPBL.

Anuteprennoe neiicteue mno CeHCHOMIM3HPYIOIEeMY 3¢ dexry: YcranoBieHue
Cpe/iHeallIEpreHtoi 103kl MPOBOAMIOCH HA MOPCKHX CBHHKAX, KOTOPBIM BBOJMJIACH MCCIIEAyEMas KyJIbTYpa
B 03ax 10°, 10%, 10°,10° KOE/na ommo xusotroe. Konrponem ciiykut dpusHonornueckuii pactsop. Yuer
peakiwy nposoauncs depes 10 nuelt no nuametpy spuremel. CpesHeasulepreHHas [103a HCCIeLyeMoil
KynbTyphl cocraBuia 8,0x10° KOE ma oxmo xuBotHOe. Takim 00pa3oM, ITOT INTAMM HPAKTHUECKH He
001afaeT aJIepreHHbIM AeHCTBHEM.

Mecrno pasapaskaromee jeiictsue: IIpu BBeISHHH HCCTEYeMOil KyILTYPEL B KOHBIOHKTHBY TIJIa3a
Kkpostukos B nose 1x10° KOE/cM? HaGmonanacs cnabast momoskuTe bHas peakuus B BUIe HHLEKIHH COCYI0B
CKJIEPBI K POTOBHIIBL, CIIM3HCTEIX BhIACNIEHHMIT B yriax ri1as. Ha Bropele cyTku HaGmoneHuil BbIIICHA3BAHHBIE
SBJICHUS Y BCEX JKUBOTHBIX ITOJHOCTBIO KYNMPOBANHMCH ¥ IOCHEAYIOIIME S5 CYTOK OTKJIOHEHHH OT
(usuonornyeckol HopMel He HaOmomanoch. Takum oGpazom, uccenyemplii mramm  Lactobacillus
fermentum o6manaer craGoBbIpaXKEHHBIM MECTHO-PA3IPAKAIONINM JEHCTBHEM.

3aki04enne:

Cormacro cymecrsyromeii knaccuduxamn mramvos (ITpenensHo JOMYCTHMbIE KOHIEHTPALHH
(IIIK) MHKpOOpraHH3MOB-TIPOIYIIEHTOB, GaKTePUATBHBIX MPENapaToB M HX KOMIOHEHTOB B BO3/1yXe
paGoueii 30mbl I'mruenmdueckme wopmarusel I'H 2.2.6.709-98), xymerypa Lactobacillus fermentum
TPUHAIJIEKHT K 4-MY KIacCy ONAaCHOCTH.

P.S. ccnenoBanus maToreHHOCTH MITAMMA ITPOBOIHIIH COMIACHO «MeTOMHIeCcKHM PEKOMEHIAIHSIM
K TIOCTAHOBKE HCCJIENOBAHMI [0 OLECHKE BUPYJCHTHOCTH INTAMMOB-IIPOAYLEHTOB MHKPOOPraHH3MOB,
NPCIHASHAYECHHBIX [ TTOTyYEeHHs! IPOLYKTOB MHUKpoOHOIOrHIeckoro cuntesa» (M.,1982), MY 5789/1-91
«MeroauueckuM  yKa3aHMAM 1O SKCIIEpHUMEHTAIbHOMY —oGocHOBammio TIJIK MUKPOOPTraHM3MOB-
IPOJyUEHTOB U COAEPIKALINX HX FOTOBBIX (hOpM IIpenapatoB B 00beKTax OKpyKaromei cpepn (M., 1993),
Buprep M.O. «CrpaBounuk 1m0 MHKPOOHONOTHYECKMM H BHPYCONOrHHYECKHM METOAAM HCCIeI0BAHUS)
(M.,1982).

3aseayromas W1 M. Xanxnb6aeBa

3akia0uenne pacnpocrpaHseTcsl TOJIbKO Ha 06[)33811, ﬂOﬂBepl"HyTblﬁ HCOBITAHUAM
Honnas win yacruunas nepenevyaTka 3aK/JIl0YeHHd 0e3 paspemeHus HCNbITATeIbHOH naﬁopampun
3anpemesa
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AKT
71200paTOPHBIX HCMBLITAHUI

Mol nwxenoanucapiuecs, corpyanuku PITT va IIXB «MHCTUTYT Qu3HONOrHM yYenoBeKka
xuBoTHEX» KH MOH PK, 3aB. maboparopun ¢usuonornu mumparnueckoii cucrembl 1.M.H. LA,
Jemuenko. BeiylIuii Hay4HBIH COTPYIHHK JTabOpaTOpHH (DU3HONOTHH JTHUM(ATHUECKOH CHCTEMBI
k.0.H., acc. npodeccop Adapemo C.H. u mpexncraButenu AJIMAaTHHCKOTO TEXHOJIOTHYECKOTO
yHuBepcuTeTa 3aB. Kadenpoii I1I.A. A6xanosa, nektop C.A. Hauposa coctaBuiu HACTOSLIMIA aKT O
ToM, yto ¢ 11.01.2021 r. mo 01.03.2021 r. ObuM mpoBeneHbI 1abOpaTOpHbIE HCIMBITAHHS I10
IKCTICPUMCHTAIILHOMY OTPABJIEHHIO TOKCKAHTAMH O€JIbIX KPBIC M X KOPPEKIIHH.

B skcnepumenTe ObUTH HCMOIb30BaHbI 72 Oelible 1abopaTopHble KPbIChI-caMIlbl THHNKE Wistar ¢
uexonHo  maccoit tena 240-250 r ¢ comep)kaHHEeM B BHBAPHH BIAKHOCTBIO 50-65% u
Temieparypoi so3ayxa 20-25°C co cBOOOIHBIM JOCTYIIOM K BOJE U KOpMY. JKHBOTHBIE HAXOIUIHChH
B BHBAapHH B TEYCHHUE JECATH AHEH /0 Hauana skcrepuMmenta. [lepenq oTpaBieHHEM 601bHbIX KpbiC
06Hapy:keHo He 6bi10: IEPCTh POBHAs, CKJIEpHI [1a3 He BocHaleHbl JKuBOTHBIC OBLTH pasiesieHbl Ha
[eCTh rpynm mo 12 Kpbic B Kaknoi: 1 rpynma — KOHTpONBHAs, 2 rpyima — Moj JAeHcTBHEM
HHTOKCHKALMK XJIOPHIOM KaIMHUs, 3 TPYTINa — MO/ JAeHCTBUEM HHTOKCHKALIMH XJIOPHIOM KaJMuUsl ¢
MOIYUICHHEM KHCJIOMOJIOYHOTO MPOJAYKTA € CHPONOM OOSIPBIIHAKA M 9KCTPAKTOM KOKYpBI
BuHOrpana. 4 rpynna — nod JeficTBHEM HHTOKCHKALMH XJOPHAOM KaIMHS C [OJyYeHHEM
KHCJIOMOJIOYHOTO MPOJYKTa C CHPOIOM IIMIOBHMKA M SKCTPAKTOM KOXYpPbl BHHOIpaJa, 5 rpyrmna —
[0 NeHCTBHEM WHTOKCHUKALMHM XJIOPHIOM KaiMHS C IOJyYEHHeM KHCIOMOJOYHOTO IPOAYKTA C
PAGHHOBBIM CHPOTIOM H SKCTPAKTOM KOXXYpbI BUHOrpaja, 6 rpymma — o AeHCTBHEM HHTOKCUKAIINN
XJIOPHIOM Ka/IMHs C TIOJy9eHHEM KHCIOMOJOYHOTO MPOIYKTA € IKCTPAKTOM KOXKYPbl BHHOIpAJIA.
Bce xnBoTHBIE cofepikammch Ha OOIIeM MHIIEBOM palHoHe B Tedenne 30 JHel: Kpome paluoHa
OJIONBITHBIE KUBOTHBIE Oyyanu 10,0 M1 KHCIOMOIOUHOIO MPOIYKTa (MOJIOYHOrO MPOAYKTA) Ha
100 r Tena. Mozenb KaJMHEBOH HHTOKCHKALMM CO3/aBAlach NepopalbHbIM BBejeHHeM 1.5 Mr/kr
xnopuaa kaamust (1 pas B CyTkM) ¢ nutheM BoAbl Ha 30 JHeil. B TeueHue osKcrmepumeHTa
KOHTPOJIMPOBAIN TIPUEM MHIIH U OOlIee COCTOSHUE JKMBOTHBIX: B3BELIMBAHHE KPBIC [POBOINIIH
KayK/Ible CEMb JTHEH.

KupotHplx Habmonamm B Teuenue 30 Heil. Pe3yabTarsl KCIEPUMEHTOB MOKA3AIH, YTO
JKUBOTHBIE | TPYNNbl HAXOMHINCh 0€3 M3MEHEHHs. Y SKMBOTHBIX 2-6 IpyIIl B NEPBbIH K& IeHb
HabJI01aI0Ch YXYIITEHHE COCTOSHMUS: BSIOCTh. CHIKCHHE anmeTuTa. [Ipn HHTOKCHKAINH XI0PHIOM
KaaMus mumeno Mmecto  chukenne OAQO  (oOwelt aHTHOKCHIAHTHOM axTuBHOCTH). Ha ¢oue
HHTOKCHKALMK XJIOPUJIOM KaJIMHs TPHEM KHCIOMOJIOYHBIX MPOIYKTOB OJaroTBOPHO BJMSIJI Ha
oluiee cOCTOAHNE JKHBOTHBIX B 3-6 rpymmax: oHu Obud GoJiee aKTUBHBI, HMeJTH XOPOIIYIO MepeTh U
HOpMaJIbHOE JIbIXaHHE W TOBBIIEHHBIH annetuT. Cymmapras AOA B rematonurax Kpeic 3-6 rpyiii,
[OJIYYaBIINX ~KHCJIOMOJIOYHBIE MPOJYKTBl, Ha (OHE TOKCHYECKOH HArpy3KH TaKkKe HMela
THOJIOKUTENBHYIO THHAMHUKY.

UsteHbl KOMHCCHH:

ot Huernryra gpusnosornn 0T AJIMATHHCKOI'0 TEXHOJIOTHYECKOro
yesioeka u xuBoTHBIX KH MOH PK YHHBepCHTeTa
Jemuenko LA, - AbxaHOBa LH.A./@/

Abapemos C.H. V@OZ HamuposaC.A.
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«COI'JTACOBAHO»
[Ipopextop o Hull ATY

AKT
BHEJIPEHHs B IPOMbILIIeHHOe mpon3BoacTBO TOO «Ka3zaxckas akajemus nuTaHus» MPOOHOM
NapTHH KHCIOMOJIOYHOTO MPOAYKTa, IPUTOTOB/IEHHOIO HA OCHOBE 3aKBACKH ¢ IPOOHOTHYECKOIH
KYJABTYpoil Lacobacillus fermentum 14 ¢ pacTHTEILHBIME HATIOIHUTEISIME (CHPOIT OOSIPBILIHHKA.
9KCTPAKT BUHOIPATHOI KOJKYPBI) HAa OCHOBE KO3bET0 MOJIOKA

Mbl. Huxenoanucaniunecs. TOO «Kasaxckast akazeMusi nuTaHus» 3aB. jaboparopueit
OHOTEXHOJIOTHH CHELHATH3HPOBAHHBIX MPOIYKTOB H OHONOrHYeCKH aKTHBHBIX J00aBOK
Cunsscxuit FO.A.. Texnonor Tyiirynos JI.H. u npencrautenu ATV 3aB. kadenpoii «Ilnmesas
onotexnonorns» AGxkanosa LLA.. accoununpoannbiii npodeccop kadeaper Acembdaesa D.K..
aextop kadeapst Haanposa C.A. cocTaBuii HAaCTOSIIHI akT 0 ToM. uto ¢ 10 stHBapst o 15 mapra
2022 roaa ObliM BbIPadOTAHDBI OMBITHO-IPOMBIIUICHHbBIC MAPTHH KHCIOMOIOYHOTO MPOIYKTA.
HPHIOTOBJICHHOIO Ha OCHOBE 3aKBACKH ¢ IPOOHOTHYECKOM KynbTypoil Lacobacillus fermentum 14
C pacTHTeNbHBIMH HAMOJIHUTEISIMU (CHPOIT OOSIPBINIHMKA. KCTPAKT BHHOTPAIHOM KOKYpbI) U3
KO3bEr0 MOJIOKA.

[Tosyyenne KHMCIOMOIOYHOTO TIPOAYKTA, MPUTOTOBICHHOIO HA OCHOBE 3aKBACKM ¢
NpoOHOTHYECKOH KyabTypoil Lacobacillus fermentum 14 ¢ pacTHTETbHBIMH HAMOTHHTEIISIMH
(cuporn OOSIPBINTHAKA, SKCTPAKT BHHOTIPAIHON KOKYPbI) H3 KO3BEr0 MOJIOKA OCYIIECTBIISIIH
CIeIyIOMIIM 00pa3oM: HOPMaIn30BaHHOE MOJIOKO MOBEPrain MacTepH3alii Mpy TeMrepaType
(84+2)'C ¢ Bomepkkoii 15-20 cexkynma. oxaakaamu 1o Temmeparypbl (39+2) °C. Buocumu
HAaIOJIHUTE/IH, HHOKYJIHPOBAIH MOJOUYHYIO CMeCh OaKTepHaTbHON 3aKBacKOIl. 100aBIsIH HeKTHH
B Kommrdectse 0.1%. nepemernnBan, (epMeHTALMIO IPOBOANIH TIpH TeMriepatype (38-41) 'C B
Tedyenue 6-8 4acoB 10 00pa3OBaHusA CryCTKa KHCIOTHOCTBIO (76+0,47) T,

/18 MpUroTOBICHNS 3aKBACKH MCIIOIB30BATH KOHCOPIHYM. COCTOSNINIT U3 Streptococcus
thermophilus. Lactobacillus bulgaricus w Lactobacillus fermentum 14 B cootHomenuu 1:5:1. B
KaQueCTBE HAMOIHUTENs 100aBIISIN CHPOT OOSIPBIIIHIKA H IKCTPAKT BUHOTPATIHOMN KOKYPBI.

CooTHollIeHHe HHIPeIHeHTOB. Macc. %

[lacTepu3oBaHHOE KO3bE MOJIOKO 89.0
Hanonnurenu:
cupor OOSIPBIIIHUKA 5,0
SKCTPAKT BHHOTPATHOI KOXKYPbI 1.0

bakrepranbhas 3akBacka 30
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[ToayueHHBI TPOIYKT HMeeT MPHATHBI KHCIOMOJIOUHBI BKYC M apOMAT. OTHOPOIHYIO BS3KYIO
KOHCHCTEHIMIO ¢ KapaMeIbHBIM OTTEHKOM H apOMATOM SITOTHOTO CHPOIA.

Ha ocHoBaHHH IPOBEIEHHBIX HCCIEIOBAHMII JeryCTallOHHAs KOMMCCHS [PUIIIA K
CIeYIOIIHM BBIBOJAM:
1 KoMHCCHS 1aeT MOJI0KUTENIbHYIO OLEHKY OpPraHOJeNTHUECKHX IO0Ka3aTelel mpeacTaBlIeHHbIX
00pa3LoB KHCIOMOIOYHOIO IIPOIYKTa. IIPUTOTOBIEHHOTO H3 KO3bEr0 MOJIOKA.
2 mpoayKUHs 10 (pU3HKO-XHMHUYECKHM. MHKPOOHOIOTHYECKUM XapaKTepHUCTHKAM H II0Ka3aTe M
0e30MacHOCTH COOTBETCTBYET TPeOOBAHMAM TeXHHUECKHX PErIaMeHTOB.
3 yTBepANTH peLEeNnTypy M HHHOBALMOHHYIO TEXHOIOTHIO Ha KHCIOMOJIOYHBIH MPOTYKT.
[PHIOTOBICHHBIH H3 KO3bET0 MOJIOKA.
4 pekoMEeHIO0BAaTb B NPOMBILIIEHHOE IIPOH3BOACTBO HA MPEANPHATHAX MOIOYHOH oTpacin
KHCJIOMOIIOUHBIH NPOIYKT. MPHIOTOBIEHHBIH ¢ 100aBnIeHneM cupona OOAphILIHEKA H YKCTPaKTa
BHHOT'PAJHON KOKYPBI HA OCHOBE KO3BET0 MOJIOKA.

YireHbI KOMHCCHH:

O1 TOO «Kasaxckas
aKajgeMusi NUTAHUSD ot ATY

/4 2 )
Cunsnernii 1047 //% AGxanosallLA. A2/~
Tyiirynos J1.H. ﬁ/f Acenmbaesa D.K.

Hamuposa C.A.
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AKT
BHEJIPEHHs B [1poMblLIeHHOe 1pon3Bo/acTBO TOO «Ka3zaxckas akaiemus NUTaHUs» IPOOHOM
HapTHH KHCIOMOJIOUHOTO MPOIyKTa. IPHIOTOBICHHOTO Ha OCHOBE 3aKBACKHU C MPOOHOTHUECKOH
KyJAbTYpoii Lacobacillus fermentum 14 ¢ pacTHTeTbHBIMH HAMIOTHHTEISIMHA (CHPOTL PSIOMHBL.
IKCTPAKT BHHOIPAIHOI KOKYpbl) HA OCHOBE KO3bEro MOJI0Ka

Mer, Hmkenoamicasmmecst. TOO «Kasaxckas akazemus nutaHis» 3aB. Jadopartopueil
GHOTEXHOJIOIHH  CHEHHATH3HPOBAHHBIX MPOJYKTOB M OHOJOTMYECKH aKTHBHBIX J00aBOK
Cungscxuit 10.A.. texnoznor Tyiirynos JI.H. u npencrasuremn ATY 3aB. kadeapoit «Ilnmesas
onorexnonorus» Adxkanosa lI.A.. accouunposanublii npodeccop kadeaper Acembaesa J.K..
nexTop kadeaps! Haanposa C.A. cocTaBHIH HACTOSIIINIT akT 0 ToM. uTo ¢ 10 sHBaps no 15 mapra
2022 roaa ObutH BbIPAaOOTAHBI OMBITHO-IIPOMBIIIJICHHbBIE MAPTUH KHCIOMOJOYHOIO MpPOIyKTa.
NPHTOTOBJICHHOIO HAa OCHOBE 3aKBACKH ¢ IIPOOHOTHYCCKOI Ky IbTypoit Lacobacillus fermentum 14
C PaCTUTEILHBIMH HAMOJHUTEIAMH (CHPON PAOHHBL, SKCTPAKT BUHOTPAHOMN KOXKYPbI) H3 KO3bErO
MOJIOKA.

[MonydeHne KHCIOMOIOYHOIO MPOAYKTA, HPHUTOTOBIEHHOrO HA OCHOBE 3aKBACKH C
npoduotHyeckoit KyneTypoit Lacobacillus fermentum [4 ¢ pacTUTeIbHBIMH HAMOJIHUTEISAMU
(cupon  psOMHBL  SKCTPaKT BHHOIPaJHOH KOXKYpbl) U3 KO3bETO MOJIOKA OCYIIECTBIISIN
Cle1yIoIHEM 00pa3oM: HOPMAIN30BAHHOE MOJIOKO MOABEPrail HacTepH3alUuH IPH TeMIIepatype
(84£2)’C ¢ Bbizepkkoil 15-20 cekynn. oxnmaxnani 10 Temmeparypbl (39+2) C. BHocHmu
HaTOIHUTE N, HHOKYJIHPOBAIN MOJTOYHYIO CMech OaKTepHAaIBHOI 3aKBAacKOIl. 100aBIsAIN TIeKTHH
B Konnyuectse 0.1%. mepememnBany, hepMeHTAIHIO POBOIHIN NpH Temnepatype (38-41) °C B
TeyeHHe 6-8 4acoB 10 00pa30BaHNs CIYCTKA KHCIOTHOCTBIO (80+0.53)"T.

JI1s npHroTOBIEHHS 3aKBACKH HCTONB30BATH KOHCOPIHYM MOJOUHOKHCIBIX OaKTepHii.
cocTosmmii u3 Streptococcus thermophilus. Lactobacillus bulgaricus w Lactobacillus fermentum
/4 B cootHomienun 1:5:1. B kauecTBe HamosnnHuTeas 100aBIsIM CHPON PSIOMHBI M IKCTPAKT
BHHOI'PAIHON KOKYPBI.

COOTHOIICHHE HHIPETHEHTOB. Macc. %o

[TacTepn3oBaHHOE KO3bE MOJIOKO 89.0
Hanonuntenu:
CHPOIT PIOHHBI 5,0
9KCTPAKT BUHOTPATHON KOXKYPbI 1.0

bakrtepuasibHas 3aKBacka 5.0
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o1y yeHHBI TPOAYKT MMEeT HPHUSTHBIT KHCJIOMOTOUHBIT BKYC 1 apOMart. 0IHOPOIHYIO. BS3KYIO
KOHCHCTEHLIMIO H HEKHO-KPEMOBBIH OTTEHOK.

Ha ocHOBaHNH NIPOBeICHHbIX PH3MKO-XHUMHYECKHX. MUKPOOHOIOTHYECKUX HCCIe10BaH i
N0 rnokazatenasaM Oe30MacHOCTH M HCCNEeIOBaHHN Ha MOATBEPKIEHHE CPOKOB [OJHOCTH.
JeryCTalMOHHas KOMUCCHS MPUIIIIA K CJISTYFOIIUM BBIBOIAM:
1 10 OpraHoNeNTHYECKHM IOKa3aTelsIM [OMYyUYEHHBIH MPOAYKT COOTBETCTBYET TpeOOBAHMAM
CTaHIapTOB K KHCIOMOJIOYHBIM TIPOIYKTAM:
2 10  (UIMKO-XUMHYECKHM. MHKPOOHOJOrHYECKHM  XapaKTepUCTHKaM M T0Ka3aTelsM
0e30MaCHOCTH NPOIYKLHS COOTBETCTBYET TPeOOBAHUSIM TEXHHUECKHX PETIAMEHTOB:
3 yTBepIHTb pEUEeNTYpy M HMHHOBALHOHHYIO pa3pabOTKy OHOTEXHOMOTHH KHCIOMOJOYHOTO
MPOAYKTa:
4 peKoMeHI0BaTh B MPOMBIILICHHOE MPOH3BOACTBO HA MPEANPUATHSX MOJIOUHOI oTpaciu
KHCIOMOJIOUHBIH MPOJAYKT HA OCHOBE KO3bEr0 MOJIOKA. MPHIOTOBICHHBIH € pacTHTEILHBIMH
HATOIHUTEISIMH (CHPOTI PAOHHBI H OKCTPAKT BHHOTPATHON KOKYPBI).

Y.1eHbl KOMHCCHH:

Ot TOO «Kasaxckas ot ATY
aKaJeMHs THTAHNS o
74 Abxkanosa LA, ~ @/ —
CunsiBeknii F0.A./ / i Acembassa K. FH -
Tyiirynos JL.H. ‘ﬁ Hannposa C.A. )é/tﬂ 0
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COBAHO»

LA BEPXIAIO»
ekTop mo Hul ATY

O «Kasaxckas
MUST THTAHUS»
apmanos T.I11.
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AKT
BHE/IPEHHsl B NpoMbILIIeHHOe Mpon3BoAcTBo TOO «Kasaxckas akameMust THTaHUS» TPOOHOM
MapTHH KUCIOMOJIOYHOTO MPO1yKTa. IPHTOTOBICHHOTO Ha OCHOBE 3aKBACKH C MPOOHOTHYECKOIT
KYIbTYPOii Lacobacillus fermentum 14 ¢ pacTHTEIBHBIMHU HATIOJIHUTEIISIMU (CHPOIT IIMIOBHUKA.
9KCTPAKT BUHOTPATHOI KOKYPBHI) HA OCHOBE KO3bEr0 MOJIOKA

Mer. mmxenoamucasmuecs. TOO «Kasaxckas akazemus mutaHus» 3aB. Jadoparopueit
OHOTEXHOJIOIHH  CHCHHAIN3HPOBAHHBIX [POJYKTOB 1 OHOJOTHYECKH aKTHBHBIX 100aBOK
Cunsseknii F0.ALL Texnozor Tyitrynos JL.H. u npexcrasutenn ATY 3as. kadeapoit «[lumesas
onortexnonorus» Abxkanoa IIILA.. accoummnposanHslii npodeccop kKadeapsr Acembaesa J.K..
aextop kadeaper Hamposa C.A. coCTaBHIN HACTOSLIMIT aKT O TOM, 4TO B riepuo ¢ 10 suBaps no
15 mapra 2022 roxa Obuin BbIpabOTaHbI OIBITHO-MPOMbILITIEHHBIE MAPTHH KHCIOMOJIOYHOIO
MPOYKTa, MPUTOTOBJIEHHOIO HA OCHOBE 3aKBACKH C MPOOHOTHYECKOH KyIbTYpoil Lacobacillus
Jermenium 14 ¢ pacTHTENbHBIMU HAMOIHUTEISIME (CHPOI IIMIOBHUKA, YKCTPAKT BUHOIPATHOIL
KOKYPbl) 13 KO3BETO MOJIOKA.

[Tonyyenne KHCIOMOJIOYHOTO MPOIYKTA C PACTHTEIBHBIMH HATOJHUTEISAMHA (CHPOI
HIMMOBHUKA, SKCTPAKT BHHOIPAIHONH KOXKYpBI) Ha OCHOBE KO3BETO MOJIOKA OCYILECTBIISIH
CIETY IOIHM 00Pa30M: HOPMAIH30BaHHOE MOJIOKO MO/IBEPrajii MacTepU3alii [Py TEMIIEPATy pe
(84+2)'C ¢ Bopimepikkoif 15-20 cekymja. oxnakiaaiu 1o Temmepartypbl (39+2) °C. BHOCHIH
HAMOTHATE/ N, TIIATEIbHO TepeMelnBaIi. HHOKYIHPOBATH MOJOYHYH CMeCh OaKTepuasbHOI
3aKBACKOH. 100aB1sM nekTrH B Koandectse 0,1%. GpepMeHTaLIO IPOBOINIIH TIPH TEMIICPATY Pe
(38-41) "C B Teuenue 6-8 uacoB 10 06pa3oBaHNs CIYCTKA KHCIOTHOCTBIO (8120.52) T,

JInsa NpUroTOB/IEHMS 3aKBACKH HCIIOJIB30BATH KOHCOPIIY M. COCTOSIIINIT 13 Streplococcus
#1.B
KaueCTBE PACTHTETLHOTO HAMOTHUTEISE T00aBISITH CHPOTT IIHITOBHAKA H 9KCTPAKT BHHOTPAIHOH

thermophilus. Lactobacillus bulgaricus w Lactobacillus fermentum 14 B cootHommenun 1:5

KOZKY PbI.
CooTHOIIEHUE HHTPEIHEHTOB, Macc. %
[TacTepr30BaHHOE KO3bE MOJOKO 89.0
Hanonuutenm:
CHPOII HIHITOBHUKA 5.0
IKCTPAKT BUHOTPAJIHOH KOKY PbI 1.0
bakTepuasbHas 3akBacka 5.0

[oayueHHbIH TPOYKT HMEET MPHSTHBI KHCIOMOIOYHBII BKYC H apOMAT. 0JTHOPOIHYI0.
BSI3KYO KOHCHCTEHIMIO M HACBIIEHHBIM PO30BATHIM OTTEHKOM.
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Ha ocHOBaHHM MNpOBEIEHHBLIX HCCICIOBAHMH MO TIOKa3aTelsiM  Oe30MacHOCTH |
MCCIICIOBAHUIT HA MOJATBEPKICHHE CPOKOB FOJAHOCTH. JEryCTAalMOHHAs KOMHCCHS MpHILIA K
CJIeTYIOIIHM BbIBOJAM:

1 moayueHHbBIH NMPOIYKT MO OPraHOJNENTHYECKHM M0Ka3aTessiM COOTBETCTBYET TPeOOBAHMSM,
TPETBSBIACMBIM K KHCIOMOJIOYHBIM [POTYKTaM:

2 1o  MUKPOOHOJIOTMYECKHM, (PH3MKO-XHMHYECKHM XapakTePHCTHKaM M MOKa3aTelsM
0e30MacHOCTH TIPOIYKINS COOTBETCTBYET TpeOOBaHHAM TEXHHYECKHX PEraMeHTOB!

3 yTBEpANTH pEUenTypy M HHHOBALHOHHYIO pa3pabOTKy OHOTEXHOJIOIHH KHCIOMOJOYHOIO
HpOIyKTa:

4 peKoMeHJ10BaTb B MPOMBILIIEHHOE IMPON3BOACTBO HA NPEANPUSTUSX MOIOYHOH OTpaciu
KHCIOMOJIOUHBIH HPOJIYKT Ha OCHOBE KO3beTr0 MOJIOKA. NPHIOTOBJICHHBIH € pacTHTEILHBIMI
HATOTHATEAMH (CHPOTT PIOHHBI H 3KCTPAKT BHHOTPAIHOH KOKYPbI).

YaeHbl KOMHCCHU:

01 TOO «Kasaxckasn ot ATY
aKaTeMHUs MTHTAHUSD)
) g
CunsABCKHI }()é’/{/ AGxanona 11LA. @//
Tyiirynos JI.H. @// Acembaesa J.K. ?z’/ .
Hanuposa C.A. ;/7{“ 0
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«COIJIACOBAHO» Y IBEPAJIAIO»
Ipopexrop o Hull ATY e

b \‘ {451 TUTAHUS»
Amies B.A. {lapmanos T.I11.
0 23 2022t

AKT
BHEJPEHHS B IPOMBbILILIEHHOE 1Ppou3B01cTBO TOO «Kazaxckas akageMus MUTaHUs» TPOOHOM
[AapTHH KHCIOMOJIOYHOTO MTPOyKTa. PHTOTOBICHHOTO HA OCHOBE 3aKBACKH C NPOOHOTHYECKO
KYAbTYpOil Lacobacillus fermentum 14 ¢ pacTUTeIbHBIM HAIOIHUTEIEM

Mpsl. Hikenoanucasmmecs. TOO «Kazaxckast akazemus nutaHus» 3as. nadopatopueii
OHOTEXHOIOTHH  CHEUHATH3HPOBAHHBIX  MPOIYKTOB 1 OMOJOIHYECKH AKTHBHBIX 100aBOK
Cunsasckuit FO.A., Texnonor Tyiirynos JI.H. u npeacrasutenu ATV 3aB. kadenpoit «IInmesas
Ouotexnonorus» Adxanosa 1LA.. accounnposanHslii npogeccop xadenpsl Acembaena J.K..
nextop kadenpe Hannposa C.A. cocTaBHIN HACTOSIIHIT aKT O TOM, 4TO B epro ¢ 10 sHBapsi mo
15 mapra 2022 roaa Obutd BBIPaOOTaHBI OIBITHO-IIPOMBILIICHHbIE MapTHH KHCIOMOJIOYHOTO
MPOIYKTA. TIPHTOTOBJICHHOTO HA OCHOBE 3aKBACKH C MPOOHOTHYECKON KyJIbTypoit Lacobacillus
fermentum 14 ¢ pacTHTEIBHBIM HAMOJIHUTEIEM HA OCHOBE KO3BETO MOJIOKA.

Ha npeanpusaTim moaydYenne KHCI0MOIOYHOTO TPOLYKTA ¢ PACTUTEIbHBIM HANOJTHUTEIEM
OCYHICCTBIISIH  CJACIYIOIIMM  00pa3oM: KO3b€ MOJIOKO [OJBEPrali [MacTeph3aliu [pH
temneparype (84+2)'C ¢ Bbiepukoii 15-20 cexyna. oxnaxaatu a0 Temnepatypsl (39+2) °C.
BHOCH/IM ~ OKCTPAKT. TIIATEJbHO TIEPEeMEHINBAIM., HHOKYJHPOBAIM  MOIOYHYIO — CMeCh
OakTepHanbHOIl 3aKBacKoil. nobaBisiin nektiH B komndecte 0,1%. dhepMeHTALMIO TPOBOIIIN
npn temmneparype (38-41) C B Teuenne 6-8 uacoB 10 06PA3OBAHUS CTYCTKA KHCIOTHOCTBIO
(78+0.57)"T.

JIns MpUroTOBIEHMS 3aKBACKH MCIIOJIb30BAIN KOHCOPLIYM. COCTOSILIMIT 13 Streptococcus
thermophilus. Lactobacillus bulgaricus w Lactobacillus fermentum 14 B cootHomenun 1:5:1. B
KaueCTBE PACTHTEILHOTO HAMOIHITEIS T00aBISUTH IKCTPAKT BUHOTPATHOI KOKYPBL.

CoOTHOIIIGHNE HHIPEAHCHTOB, Macc. %

IlacTepr30BaHHOE KO3bE MOJIOKO 94.0
Hanonnurenu:

IKCTPAKT BUHOIPAJIHON KOKY PbI 1.0
bakTtepnaibHas 3aKBacka 5.0

[TonyyeHHBIH TPOIYKT HMEET HPUATHBII KHCIOMOIOUHBIH BKYC H apOMAT, OJHOPOIHYIO.
BA3KYIO KOHCHCTEHIINIO H HACBIIICHHBIM PO30BATBIM OTTEHKOM.

Ha ocHOBaHHMM IIPOBEJIEHHBIX HCCIEIOBAHHI [0 [OKa3aTelstM Oe30MacHOCTH M
HCCIIE/I0BAHMH HA MOJATBEPIKIEHHE CPOKOB TOJHOCTH. JETYCTAIHOHHAS KOMHCCHS TMPHILIA K
CIIeYIOLINM BBIBOIAM:




image87.jpeg
1 HOMyUeHHBI TPOAYKT MO OPraHoJENTHYSCKIM [OKa3aTe/sIM COOTBETCTBYET TPeGOBAHHAM.
MPETBSIBIACMBIM K KHCJIOMOIOYHBIM IIPOIYKTaM:

2 mo MHKpOOHOJOrHYeCKHM. (GH3HKO-XHMHUYECKMM  XapaKTepHCTHKAM M [10Ka3aTessiM
5e30M1aCHOCTH MPOIYKIHSI COOTBETCTBYET TPeOOBAHMAM TEXHHUECKUX PETIAMEHTOB!

3 yTBEpIUTH PELEenTYPY U OHOTEXHOJIOTHIO TOIYyUeHH s KHCIOMOIOUHOTO MPOIYKTA:

4 pexoMeHI0BATh B MPOMBIIIIEHHO® ITPOH3BOACTBO Ha MNPEANPUATHAX MOJOYHOH OTpacin
KMCIOMOJIOUHBIH MPOJYKT Ha OCHOBE KO3bEIO MOJIOKA. MPUIOTOBJEHHBIH ¢ A00aBIeHHeM

9KCTPAKTa BUHOIPAIHOI KOKYPbI.

YireHbI KOMHCCHH:

O1 TOO «Kaszaxckas ot ATY
aKaIeMHs MHTAHHSD) /
Cunssexnii FO. A« AGykanosa LLA. @//

Tyiirynos JI.H. 55// Acembaesa D.K. #/ -
Haauposa C.A. 'rl’[‘" ¥
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KA3AKCTAH PECHYBJIUKACHI 4 PECIIYBJIMKA KABAXCTAH

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

MNATEHT
PATENT

Ne 5613

TAJIAJTBI MOJIEJIBIE / HA IOJIE3HY IO MOJIEJIb / FOR UTILITY MODEL

(21) 2020/0857.2
(22) 23.09.2020

45) 04.12.2020

(54) Horypr enzipy Tocini
Crioco6 mpon3BOICTBA HOrypTa
Method of yoghourt production

(73) «AJIMaThl TEXHOJIOTHSIIBIK YHHBEPCUTETI» aKIHOHePITK KoraMsl (KZ)
AKIHOHEpHOE 00IIeCTBO «AIMATIHCKHUI TEXHOJIOTHYeCKHil yHIBepcuteD (KZ)
«Almaty Technological University» Joint-Stock Company (KZ)

(72) Hapupoa Canam AbnymnaeBHa (KZ) Nadirova Sanam Abdullayevna (KZ)
CunsBekuii FOpuit Anexcannposnd (KZ) Sinyavskiy Yuriy Aleksandrovich (KZ)
AbxanoBa [1Tomman AMaHKeIbIKbI3E! (KZ) Abzhanova Sholpan Amankeldykyzy (KZ)
Ta6bxymina Enszana XKymaranuesna (KZ) Gabdullina Yelzada Zhumagaliyevna (KZ)
JKamapkynosa Hasryms HkcanoBHa (KZ) Zhaparkulova Nazgul Iksanovna (KZ)
Jlepmenkyiiosa JXKansipa Baktsi6aiikesst (KZ) Darmenkulova Zhadyra Baktybaykyzy (KZ)
CantsibaeB Apcer Jlemochenosud (KZ) Saltybayev Arsen Demosfenovich (KZ)

SIIK KoM KoibLyisr E. Ocniaros
Tonmucano SIIT E. OcnaroB
Signed with EDS Y. Ospanov

«¥IITTHIK 3HATKEPIK MEHIIIK HHCTHTYTsD PMK IHpeKTOpB!
Jupexrop PITI «HalmoHaIbHbII HHCTHTYT HHTEIIEKTYaIbHOI COGCTBEHHOCTIN
Director of the «National Institute of Intellectual Property» RSE





image89.jpeg
2%

KA3AKCTAH PECHYBJIUKACHI 4 PECIIYBJIMKA KABAXCTAH

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

MNATEHT
PATENT

Ne 5614

TAJIAJTBI MOJIEJIBIE / HA IOJIE3HY IO MOJIEJIb / FOR UTILITY MODEL

(21) 2020/0858.2
(22) 23.09.2020

45) 04.12.2020

(54) Horypr enzipy Tocini
Crioco6 mpon3BOICTBA HOrypTa
Method of yoghourt production

(73) «AJIMaThl TEXHOJIOTHSIIBIK YHHBEPCUTETI» aKIHOHePITK KoraMsl (KZ)
AKIHOHEpHOE 00IIeCTBO «AIMATIHCKHUI TEXHOJIOTHYeCKHil yHIBepcuteD (KZ)
«Almaty Technological University» Joint-Stock Company (KZ)

(72) Hapupoa Canam AbnymnaeBHa (KZ) Nadirova Sanam Abdullayevna (KZ)
CunsBekuii FOpuit Anexcannposnd (KZ) Sinyavskiy Yuriy Aleksandrovich (KZ)
AbxaHoBa [lTomman AMaukennsikei3sl (KZ)  Abzhanova Sholpan Amankeldykyzy (KZ)
Ta6bxymina Enszana XKymaranuesna (KZ) Gabdullina Yelzada Zhumagaliyevna (KZ)
JKamapkynosa Hasryms HkcanoBHa (KZ) Zhaparkulova Nazgul Iksanovna (KZ)
JlepmenkyiioBa XKansipa Bakrsi6aiikersst (KZ) Darmenkulova Zhadyra Baktybaykyzy (KZ)
CantsibaeB Apcer Jlemochenosud (KZ) Saltybayev Arsen Demosfenovich (KZ)

SIIK KoM KoibLyisr E. Ocniaros
Tonmucano SIIT E. OcnaroB
Signed with EDS Y. Ospanov

«¥IITTHIK 3HATKEPIK MEHIIIK HHCTHTYTsD PMK IHpeKTOpB!
Jupexrop PITI «HalmoHaIbHbII HHCTHTYT HHTEIIEKTYaIbHOI COGCTBEHHOCTIN
Director of the «National Institute of Intellectual Property» RSE
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KA3AKCTAH PECITYBJIUKACHI R 4 PECIIYBJIMKA KA3AXCTAH

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

MNMATEHT
PATENT

Ne 8592

TIATTAJTBI MOJEJIBIE / HA ITOJIE3HYIO MOJIEJH / FOR UTILITY MODEL

(21) 2023/0616.2
(22) 07.06.2023
45) 03.112023

(54) CyYT KpILIKBULIBI CYCHIH ally TOCLIL
Cr0co6 MoTyJe s KICIOMOIOIHOTO HAINTKA
Method for obtaining a fermented milk drink

(73) «AJIMaThl TEXHOIOTHSIIBIK YHHBEPCHTETI» aKIHOHepPITK KoraMmbl (KZ)
AKIIOHepHOE 00IIeCTBO « ATMATHHCKHUI TEXHOJIOTHYIeCKUil yHuBepeute» (KZ)
«Almaty Technological University» Joint stock company (KZ)

(72) Hamuposa Canam A6xymraeBHa (KZ) Nadirova Sanam Abdullayevna (KZ)
CunsBekuii FOpuit Anexcannposnd (KZ) Sinyavskiy Yuriy Aleksandrovich (KZ)
AGxanoBa [1lomman AMaHkebIKbI35! (KZ) Abzhanova Sholpan Amankedykyzy (KZ)
Tabmynmina Enp3ana XKymaramuesna (KZ)  Gabdullina Elzada Zhumagaliyevna (KZ)
JKamapkynosa Hasryns HkcaroBHa (KZ) Zhaparkulova Nazgul Iksanovna (KZ)
AnnbaeBa baxur HacuxatoBHa (KZ) Alibayeva Bakhit Nasikhatovn (KZ)

SLIK Ko KOHBLIIB E. OcnanoB
Tonmucano SIIIT E. Ocnaros
Signed with EDS Y. Ospanov

«¥ITTHIK 3HATKEPIIiK MEHIIIK HHCTHTYTs» PMK IHpeKkTops!

\. \ Jupexrop PITI «HalmoHabHbII HHCTHTYT HHTEIUIEKTYaIbHOIl COOCTBEHHOCTH

Director of RSE «National institute of intellectual property»
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