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Липолитическая порча пищевых изделий часто становится причиной брака готовых кондитерских изделий. 
Это связано с несколькими основными факторами - использованием глазурей с заменителями масла какао 
лауринового типа и требованиями к пищевой продукции по увеличению сроков годности. При использовании 
заменителей масла какао лауринового типа может возникать органолептическая порча в процессе хранения 
кондитерских изделий, которая выражается в возникновении постороннего запаха, мыльного привкуса, 
прогорклого вкуса и т.д. Данные явления обусловлены гидролитическими процессами разложения жира, 
входящего в состав глазированных кондитерских изделий, под воздействием липолитических ферментов. 
Такие ферменты (КФ 3.1.1.3) обладают субстратной специфичностью по отношению к жирам. Целью работы 
было исследование возможных путей ингибирования липазы в модельных пищевых системах. Изучено влияние 
широко используемых в пищевой промышленности органических кислот, студнеобразователей и ионов 
металлов на липолитическую активность в модельных пищевых системах. Изменение активности липазы 
из поджелудочной железы свиньи в модельных образцах определяли методом, основанным на окислении 
индоксилацетата. Подтверждено, что при концентрации лимонной кислоты 0,5 моль/л и более происходит 
практически полное ингибирование липолитической активности. При использовании концентрации лимонной 
кислоты 0,15 моль/л выявлено подавление липолитической активности на 10% относительно контрольного 
образца. Установлено, что агар-агар, а также ионы кальция значительным образом увеличивают липолитическую 
активность. Полученные результаты способствуют разработке рецептур глазированных кондитерских изделий, 
содержащих жиры лауринового типа, с пониженным риском липолитической порчи и увеличенным сроком 
годности. 

Ключевые слова: кондитерские изделия, липаза, липолитическая активность, индоксилацетат, колориметрия, 
консерванты, студнеобразователи, ионы кальция
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Введение

Липолитическая порча пищевых изделий часто 
становится причиной брака готовых кондитерских 
изделий. Это связано с несколькими основными 
факторами - использованием глазурей с замените-
лями масла какао лауринового типа и требованиями 
к пищевой продукции по увеличению сроков годно-
сти. При использовании заменителей масла какао 
лауринового типа могут возникать органолептиче-
ские изменения в процессе хранения кондитерских 
изделий, которые выражаются в возникновении по-
стороннего запаха, мыльного привкуса, прогорклого 
вкуса и т.д. Данные явления обусловлены гидроли-
тическими процессами разложения жира, входяще-
го в состав изделий, под воздействием фермента 
липазы. Это относится, прежде всего, к глазирован-
ным кондитерским изделиям, не подвергаемым 
термообработке при их изготовлении, либо в кото-
рых при хранении возникают благоприятные усло-
вия для роста микробиоты. 

Липазы представляют собой группу водораство-
римых ферментов, которые обладают способно-
стью действовать на граничном межфазном слое. 
В первую очередь, они катализируют гидролиз 
сложноэфирных связей в водонерастворимых ли-
пидных субстратах. 

Различают липазы (КФ 3.1.1.3) животного, расти-
тельного и микробного происхождения, которые 
обладают субстратной специфичностью по отно-
шению к жирам. Большая часть липаз действует 
в определенном положении на глицерин основ-
ной цепи липидного субстрата, расщепляя жиро-
вую молекулу на свободные жирные кислоты и 
моно- и диглицериды. Бактериальные липазы в 
определенных условиях также способны катали-
зировать процессы этерификации, переэтерифи-
кации, трансэтерификации, ацидолиза, аминолиза 
и могут проявлять энантиоселективные свойства 
(Hasan, Shah, & Hameed, 2009). Среди прочего, ли-
политические ферменты способны сохранять ак-
тивность в широком температурном диапазоне 
(Shamel, Ramachandran, & Hasan, 2005; Almeida et 
al., 2006; Kumar et al., 2020). Благодаря обширному 
спектру таких свойств липазы активно применя-
ются в самых различных видах промышленности 
(Houde, Kademi, & Leblanc, 2004; Hasan, Shah, & 
Hameed, 2006; Contesini et al., 2017). 

Среди доступных микроорганизмов потенциально 
наиболее пригодными для промышленного про-
изводства липаз являются грибы, принадлежащие 

1   ТР ТС 021/2011. О безопасности пищевой продукции. (2019). URL: https://docs.cntd.ru/document/902320560.

к различным видам рода Aspergillus (Contesini et 
al., 2017), Rhizopus (Yu, Xu, & Xiao, 2016), Penicillium
(Chahinian et al., 2000; Vardanega et al., 2010; 
Ferreira et al., 2017) и Trichoderma (Kashmiri, Adnan, 
& Butt, 2006; Wang et al., 2018).

Вместе с этим ведутся работы и по поиску пу-
тей ингибирования липолитических ферментов 
в пищевых изделиях. Липолитические ферменты 
в изделиях могут появляться в результате роста 
обладающей липолитической активностью микро-
биоты, инициируемой процессами влагопереноса 
и появлением свободной влаги в процессе хране-
ния многослойных кондитерских изделий, таких 
как торты, глазированные конфеты,  глазирован-
ные мармеладо-пастильные изделия и др. Пока-
затели микробиологической безопасности при 
этом соответствуют требованиям ТР ТС 021/2011 
«О безопасности пищевой продукции»1. Зачастую 
при производстве глазированных кондитерских 
изделий используется глазурь на основе замени-
телей масла какао лауринового типа. Такие глазу-
ри подвергаются воздействию липаз в процессе 
хранения, что может привести к последующему 
ухудшению качества кондитерского полуфабри-
ката (глазури) и готовой продукции. 

В случае с многослойными кондитерскими из-
делиями происходит миграция влаги к верхнему 
слою с глазурью. Наличие липазы в одном из сы-
рьевых компонентов кондитерских изделий, изго-
товленных с использованием жиров лауринового 
типа, с высокими значениями активности воды в 
полуфабрикатах в условиях хранения при комнат-
ных температурах приводит к появлению непри-
ятного мыльного вкуса в изделии. 

В отличие от инвертазы, активно применяемой 
в кондитерской промышленности, липаза может 
оказывать негативное влияние на вкусовые каче-
ства кондитерских изделий (Printseva, Sharova, & 
Vybornova, 2018). Повышение липолитической ак-
тивности в процессе хранения различных групп 
кондитерских изделий, в том числе состоящих из 
двух и более полуфабрикатов, может приводить к 
накоплению свободных жирных кислот. При вы-
соком содержании в жировой фракции радикалов 
жирных кислот со средней длиной цепи, в част-
ности лауриновой и миристиновой кислот, такой 
процесс может привести к необратимому изме-
нению вкуса и запаха в процессе хранения. Появ-
ление такой продукции в торговой сети способно 
нанести непоправимый вред репутации произво-
дителя данного изделия. 
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Жирные кислоты со средней длиной цепи (лаури-
новая, миристиновая), отщепляясь от триглице-
ридов под действием липазы, в свободном виде 
обладают характерным неприятным «мылким» 
привкусом, который ощущается в кондитерских 
изделиях при очень низких концентрациях, напри-
мер, для свободной лауриновой кислоты – уже при 
концентрации 0,1 % (Guerrand, 2017; Talbot, 2017). 

Высокое содержание таких кислот (до 55%) харак-
терно для жировой фракции глазурей и кондитер-
ских изделий, изготовленных с использованием 
кокосового и пальмоядрового масел (Скокан, Руден-
ко, Осипов, Кондратьев, & Парашина, 2015; Руденко, 
Кондратьев, Пестерев, Баженова, & Линовская, 2019; 
Пестерев, Баженова, & Руденко, 2019).

С целью ингибирования активности липолитиче-
ских ферментов проводятся исследования свойств 
различных пищевых материалов и растений. Ис-
следована возможность использования биоло-
гически активных соединений растительного и 
микробного происхождения для ингибирования 
липолитической активности в пищевых продук-
тах (Ado, Abas, Mohammed, & Ghazali, 2013; Toma, 
Makonnen, Mekonnen, Debella, & Addisakwattana, 
2014; Bustanji et al., 2011; Birari & Bhutani, 2007).

Исследование сырьевых компонентов пищевых из-
делий, таких как сухое молоко, яичный белок, ка-
као порошок, мука пшеничная и т.д., представляет 
собой особый интерес. Наличие липолитической 
активности в любом из сырьевых компонентов мно-
гослойного кондитерского изделия, изготовленного 
с использованием жиров лауринового типа,  может 
привести к его органолептической порче.

Таким образом, целью работы стало изучение 
влияния широко используемых рецептурных 
компонентов в пищевой промышленности: ор-
ганических кислот, студнеобразователей и ио-
нов металлов на липолитическую активность в 
модельных пищевых системах. Полученные ре-
зультаты могут быть использованы для снижения 
риска липолитической порчи в процессе хранения 
сырья, полуфабрикатов и готовых изделий и уве-
личения их срока годности. 

Материалы и методы 

Материалы

В работе использовали растворители отечествен-
ного производства, липазу из поджелудочной 
железы свиньи, тип II (КФ 3.1.1.3, производство 

Sigma Aldrich, 100-650 единиц активности/мг бел-
ка при использовании оливкового масла в каче-
стве субстрата) и индоксилацетат (производство 
Sigma Aldrich).

В качестве модельной пищевой системы исполь-
зовали эмульсию оливкового масла в фосфатном 
буферном растворе, в качестве эмульгатора ис-
пользовался гуммиарабик.

Оборудование

Термостатирование исследуемых образцов произ-
водили в эксикаторе в термостате MIR-262, Sanyo, 
Япония. Измерение интенсивности цветовой 
окраски индикаторных дисков проводили с по-
мощью колориметра Chroma Meter CR-410.

Методы исследования

Для определения липолитической активности 
использовали метод с использованием индок-
силацетата в качестве субстрата липазы. Индок-
силацетат под воздействием липолитических 
ферментов гидролизуется и окрашивается в си-
ний цвет. При этом индоксилацетат расщепляет-
ся до индоксильной и ацетатной группировок с 
последующим самопроизвольным образованием 
красителя синий индиго (Рисунок 1).

N
H

O

CH3

O

N

O

(Z)
-CH3COOH

N

O

(Z)
N
H

O

H
N

O

(E)

индоксилацетат

N
H

O

CH3

O

N

O

(Z)
-CH3COOH

N

O

(Z)
N
H

O

H
N

O

(E)

Lipase hydrolysis

краситель индиго синего цвета

Рисунок 1. Процесс расщепления индоксилацета-
та с дальнейшим образованием красителя синий 
индиго

Обработку полученных данных и графическую 
интерпретацию производили с помощью 
программы MS Excel.
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Процедура исследования

Для приготовления буферного раствора раство-
ряли 2,49 г фосфорнокислого натрия и 0,82 г фос-
форнокислого калия в 100 мл дистиллированной 
воды, перемешивали до полного растворения (pH 
буферного раствора 7,2).

Для определения влияния органических кислот, 
студнеобразующих веществ и солей металлов в 
модельную пищевую систему вносили заданное 
количество определяемого вещества до достиже-
ния необходимой концентрации и раствор липазы 
с активностью 250 единиц, после чего помещали 
исследуемый образец на индикаторный диск, об-
работанный раствором индоксилацетата. Одна 
единица активности соответствует 1 мкмоль жир-
ной кислоты, высвобождаемой из эмульсии олив-
кового масла за 1 час при 37 оС и pH 8,0.

Липолитическая активность оценивалась по ин-
тенсивности окрашивания индикаторных дисков, 
измерение цветовой окраски индикаторных дис-
ков проводили после термостатирования в экси-
каторе.

Результаты и их обсуждение

В рамках исследования путей ингибирования ли-
политической активности модельной пищевой си-
стемы был рассмотрен ряд соединений. Оценку 
степени ингибирования липолитической актив-
ности проводили с помощью метода с исполь-
зованием индоксилацетата в качестве субстрата 
липазы. Несмотря на разный аминокислотный со-
став (остатки, молекулярные массы, трехмерные 
структуры и т.д.) липаз из различных источников, 
благодаря биологической гомологии их каталити-
ческие центры имеют схожие или идентичные об-
ласти (Winkler, D’Arcy, & Hunziker, 1990). Поэтому в 
качестве контрольного эталонного образца, при-
нимаемого за 100% активности, выступал раствор 
липазы из поджелудочной железы свиньи с актив-
ностью 250 единиц. 

Известно, что ряд органических кислот использу-
ются в качестве консервантов для предохранения 
от микробиологической порчи пищевых про-
дуктов. Кроме этого, кислая среда способствует 
замедлению роста микробиоты. Некоторые орга-
нические кислоты, такие как лимонная, молочная 
и т.д., входят в состав рецептур в качестве вкусо-
вых компонентов. Использование органических 
кислот и для создания вкуса изделия, и для ин-
гибирования липазы являлось бы оптимальным 

решением для производителя глазированных кон-
дитерских изделий.

Одним из факторов, влияющих на активность ли-
политических ферментов, является значение pH 
среды. Поэтому, в первую очередь, было изуче-
но влияние широко используемых органических 
кислот в пищевой промышленности на липолити-
ческую активность. Концентрации органических 
кислот обоснованы в соответствии с классиче-
скими рецептурами на мармелад, пастилу и зе-
фир (Иванушко, Круглова, Морозова, Серик, & 
Якубовича, 1974). Результаты оценки подавления 
липолитической активности представлены на Ри-
сунке 2.

Установлено, что липолитическая активность сни-
жалась в разной степени для разных кислот при 
повышении их концентрации. При одинаковой 
концентрации кислот (одинаковой кислотности) 
именно лимонная кислота обладает наибольшим 
ингибирующим воздействием по отношению к 
исследуемой липазе (90%). Возможно, это связано 
со связыванием активного центра липазы, однако 
механизм влияния лимонной кислоты на липоли-
тическую активность требует дальнейших иссле-
дований (Khan et al., 2017).

При использовании высокой концентрации ли-
монной кислоты (0,5 моль/л) выявлено практи-
чески полное ингибирование липолитических 
ферментов. Однако при уменьшении концентра-
ции растворов лимонной кислоты до 0,25 и 0,15 
моль/л установлено подавление липолитической 
активности на 20% и 10%, соответственно, по срав-
нению с контрольным образцом. При использо-
вании разбавленных растворов с концентрацией 
0,10 моль/л подавление активности липолитиче-
ских ферментов не наблюдалось.

Раствор молочной кислоты с высокой концентра-
цией (0,5 моль/л) обладает слабыми свойствами 
ингибитора липолитической активности. При ис-
пользовании раствора молочной кислоты с кон-
центрацией 0,25 моль/л происходило подавление 
липолитической активности относительно кон-
троля на 5%, при использовании разбавленных 
растворов с концентрациями 0,15 моль/л и 0,10 
моль/л подавления активности не наблюдалось. 

Аскорбиновая кислота при использовании рас-
твора с высокой концентрацией (0,5 моль/л) об-
ладала слабым ингибирующим действием. При 
использовании раствора аскорбиновой кислоты 
с концентрацией 0,25 моль/л происходило пода-
вление липолитической активности относительно 
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контроля на 5%. При использовании разбавлен-
ных растворов  с концентрациями 0,15 моль/л и 
0,10 моль/л подавления липолитической активно-
сти не наблюдалось. 

Сорбиновая кислота, используемая при изготовле-
нии кондитерских изделий в качестве консерван-
та, обладает плохой растворимостью в воде. При 
максимально возможной концентрации сорбино-
вой кислоты 0,014 моль/л не наблюдалось пода-
вления липолитической активности в модельной 
пищевой системе.

Согласно рецептурам различных пастильно-мар-
меладных изделий, концентрация лимонной кис-
лоты в пересчете на свободную влагу находится в 
диапазоне 0,05-0,12 моль/л, что обуславливает ее 
незначительное влияние на ингибирование липо-
литических ферментов.

Полученные результаты способствуют созда-
нию кондитерских изделий, изготовленных с 
использованием жиров лауринового типа, с по-
вышенным сроком годности за счет увеличения 
стойкости к гидролизу жирных кислот, и соответ-
ствуют литературным данным (Guerrand, 2017; 
Talbot, 2017).

Различные виды студнеобразователей, такие как 
агар-агар, желатин и пектин, широко использу-
ются в производстве различных кондитерских 
изделий, поэтому мы изучили их влияние на ли-
политическую активность. 

Концентрации студнеобразователей в образцах 
модельной пищевой системы обоснованы в соот-
ветствии с классическими рецептурами различ-
ных пастило-мармеладных изделий (Иванушко, 
Круглова, Морозова, Серик, & Якубович, 1974). 
Для исследования ингибирования липолитиче-
ских ферментов исследованы растворы агар-агара 
с концентрациями 0,5% и 1%,  растворы желатина 
с концентрациями 2%, 4% и 6%, растворы пектина 
с концентрациями 1% и 2% пектина в реакцион-
ной смеси. Результаты представлены на Рисунке 3.

Установлено, что при использовании 1%-го рас-
твора агар-агара липолитическая активность 
увеличилась, приблизительно, на 10%. Изучение 
0,5%-го раствора показало увеличение активности, 
приблизительно, на 4%. Это может быть связано 
с тем, что конформационные изменения актив-
ного центра липазы происходят с определенны-
ми субстратами, однако изучение закономерности 
влияния раствора агар-агара на липолитическую 

Рисунок 2. Влияние различных кислот на липолитическую активность

Рисунок 3. Влияние студнеобразователей на липолитическую активность эмульсии оливкового масла 
с добавленной липазой



80

  БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ И МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ

ХИПС №2 – 2021

активность требует дальнейшего исследования 
(Khan et al., 2017).

Использование растворов пектина и желатина не 
оказывало значительного влияния на липолити-
ческую активность. 

Полученные результаты согласуются с литера-
турными данными, в которых также были обна-
ружены как вещества-ингибиторы, так и вещества, 
увеличивающие липолитическую активность 
(Ado, Abas, Mohammed, & Ghazali, 2013; Toma, 
Makonnen, Mekonnen, Debella, & Addisakwattana, 
2014; Bustanji et al., 2011; Birari & Bhutani, 2007).

На следующем этапе исследования изучили вли-
яние ионов кальция на липолитическую актив-
ность, поскольку высокое содержание кальция 
характерно для молочных продуктов, которые 
являются одним из основных сырьевых компо-
нентов для кондитерских изделий. Содержание 
кальция в молоке находится в диапазоне от 120 
до 136 мг/100 г2. Результаты представлены на Ри-
сунке 4.

Установлено, что ионы кальция обладают силь-
ным активирующим действием на липолитиче-
скую активность пищевой модельной системы. 
При увеличении концентрации ионов кальция от 
0 до 10 мМ (40 мг/100 г) липолитическая актив-
ность увеличивается, приблизительно, на 35%.

Таким образом, показано, что добавление лимон-
ной кислоты в модельной пищевой системе при-
водит к снижению липолитической активности, а 
наличие ионов кальция увеличивают активность 
липолитических ферментов. Использование пек-
тина и желатина не оказывало влияния на липо-
литическую активность, а применение агар-агара, 
наоборот, увеличивало активность липолитиче-
ских ферментов в модельной пищевой системе.

2   Скурихина, И. М., & Тутельяна, В. А. (Ред.) (2007). Таблицы химического состава и калорийности российских продуктов пита-
ния: Справочник. М.: ДеЛи принт.

Выводы 

Исследовано влияние различных кислот, студне-
образователей и ионов кальция на липолитиче-
скую активность в модельной пищевой системе. 
Установлено, что максимальным влиянием на ли-
политическую активность среди исследованных 
кислот обладает лимонная кислота, которая по-
давляет активность липолитических ферментов 
в широком диапазоне концентраций. 

Подтверждено, что при использовании высокой 
концентрации (0,5 моль/л и более) происходит 
практически полное ингибирование липолитиче-
ской активности. При использовании разбавлен-
ных растворов лимонной кислоты (0,15 моль/л) 
выявлено подавление липолитической активно-
сти на 10% относительно контрольного образца. 

Установлено, что агар-агар, а также ионы каль-
ция увеличивают липолитическую активность, 
поэтому использование таких рецептурных ком-
понентов для продукции с длительным сроком 
годности (более 2–3 месяцев) требует тщатель-
ного контроля. 

Полученные на модельных пищевых системах ре-
зультаты можно распространить на глазирован-
ные кондитерские изделия, в которых возможно 
существенное повышение активности липолити-
ческих ферментов на граничном межфазном слое, 
приводящее к ухудшению их органолептических 
характеристик и уменьшению срока годности. 
В наибольшей степени это относится к различ-
ным группам кондитерским изделиям, состоящих 
из нескольких полуфабрикатов, глазированных 
глазурью, изготовленной с использованием жи-
ров лауринового типа, таких как кокосовый или 
пальмоядровый. Поэтому необходимо проведение 
дальнейших исследований ингибирования актив-
ности липазы в таких кондитерских изделиях.

Рисунок 4. Влияние ионов кальция на липолитическую активность в модельной пищевой системе
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Полученные результаты способствуют разработке 
рецептур кондитерских изделий с пониженным 
риском липолитической порчи и увеличенным 
сроком годности. 
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Lipolytic spoilage of food products is increasingly becoming the reason for the rejection of confectionery products. This 
is due to several major factors - the use of lauric-type cocoa butter substitutes and food requirements of increasing shelf 
life. The use of lauric-type cocoa butter substitutes may lead to organoleptic during the storage of confectionery products, 
which is expressed in the appearance of an off-odor, soapy taste, rancid taste, etc. These phenomena are caused by the 
hydrolytic processes of decomposition of products fats, which occurs under the infl uence of the lipase enzyme.These 
enzymes (EC 3.1.1.3) have substrate specifi city for fats. The aim of this work was to study possible ways of lipase inhibition 
in model food systems. The effect on lipolytic activity in model food systems of widely used in the food industry organic 
acids, gelling agents and metal ions has been studied. The change in lipase activity from porcine pancreas in model samples 
was determined by a method based on the oxidation of indoxyl acetate. It was confi rmed that an almost complete inhibition 
of lipolytic activity occurs at a citric acid concentration of 0.5 mol/l or more. When using a citric acid concentration of 
0.15 mol / l, a suppression of lipolytic activity by 10% relative to the control sample was revealed. It was found that agar-
agar, as well as calcium ions, signifi cantly increase lipolytic activity. The results obtained contribute to the development of 
glazed confectionery formulations containing lauric fats, with a reduced risk of lipolytic spoilage and an increased shelf life.

Keywords: confectionery, lipase, lipolytic activity, indoxyl acetate, colorimetry, preservatives, gelling agents, calcium ions
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