
European Reviews of Chemical Research. 2025. 12(1) 

Copyright © 2025 by Cherkas Global University 
 

Published in the USA 
European Reviews of Chemical Research 
Issued since 2014. 
E-ISSN: 2413-7243 
2025. 12(1): 21-36 
 
DOI: 10.13187/ercr.2025.1.21 
https://ercr.cherkasgu.press 

 
 
Integrated Spectrozonal/Multispectral Lens-Less Optical Microscopy and Scanning 
Electron Microscopy as Novel Combined Chemometric Instruments for Food Science 
 
Part I. The brief history of optical and electron microscopy in food industry 
 
Theodor K. Orekhov a, Oleg V. Gradov a , * 

 
a Department of Dynamics of Chemical and Biological Processes, N.N. Semenov Institute of 
Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation 

 
Abstract 
Food samples are heterogeneous and structured media that require investigation with spatial 

resolution or positional sensitivity for meaningful metrological data interpretation. When 
analyzing such materials at a specific scale characteristic to the sample's texture, any averaged 
information loses its significance without structural context. This leads to overlapping peaks in 
analytical signals, which could be effectively separated only by introducing position-specific 
resolution adequate to the size of structures carrying biochemical properties and descriptors 
responsible for these signals. The solution lies in quantitative analytical microscopy. These 
methods include various spectral ranges ensuring qualitatively different measurement approaches 
and characterization possibilities, all crucial for comprehensive understanding of target substances' 
structure and composition. This article discusses the integration of multiple diagnostic tools and 
provides analytical reasoning supporting this approach as well as highlighting current 
methodological and technical limitations preventing broader implementation. It serves primarily 
as a background resource for potential users from the food industry seeking consultation on 
adopting such advanced techniques, particularly when considering their applicability to particular 
research objects described herein or following general technical guidelines provided. 
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1. Введение 
Являясь гетерогенной и структурированной средой, пищевой образец либо аналит, как 

правило, требует исследования свойств с пространственным разрешением или позиционной 
чувствительностью. На определенном масштабе рассмотрения, специфичном для текстуры 
образца, любые метрологические данные теряют смысл без привязки к структуре, поскольку 
аддитивная информация, усредненная по множеству структурно неидентичных/химически 
неэквивалентных зон (ROI) является источником множества интерференций аналитических 
сигналов, приводящих к наложению пиков, которые были бы эффективно разделены только 
лишь при внедрении позиционной привязки данных с разрешением, адекватным размерам 
структур – носителей тех или иных биохимических свойств и биофизических дескрипторов, 
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то есть источников аналитического сигнала. Решение данной проблемы рационально может 
реализоваться только с применением методов количественной аналитической микроскопии, 
причем именно того пула методов количественной аналитической микроскопии, который, 
в комплексе, может быть источником максимального количества аналитических сигналов 
(из числа целевых). Множественность используемых методов аналитической микроскопии 
есть, в данном случае, прежде всего, множественность пределов разрешения, 
соответствующих, в соответствии с критериями Рэлея (аналогичное можно показать для 
критерия Аббе), длинам волн, а, следовательно – спектральным диапазонам возможной 
аналитической метрологии, идентификации и амплитудного оценивания концентрации 
образца (не абсолютного лишь, но и относительного – «рациометрического», 
с нормированием к диапазонам спектральной чувствительности и изменением принципов 
расчетов при переходе к качественно-отличным по физике диапазонам – например, от UV-
Vis-анализа содержания аналита к инфракрасной области для реконструкции строения 
аналита, идентификации функциональных групп etc.). Соответственно, максимально полное 
покрытие спектральных диапазонов, обеспечивающих качественно разные методы 
измерений и характеризации структур образца, представляется, в случае позиционно-
чувствительного измерения-картирования, пререквизитом получения полного комплекса 
данных о всех целевых измеряемых веществах с минимальным уровнем ROI-
локализованной интерференции метрологических сигналов. Задачей настоящей статьи 
(в аспекте обеспечения вышеуказанных требований) видится, во-первых, комплексирование 
нескольких методов подобной диагностики пищевого материала (как proof of concept / proof 
of principles) на аппаратном уровне, а, во-вторых, реализация аналитического рассмотрения, 
необходимого для обоснования данного подхода. 

 
2. Обсуждение и результаты 
2.1. Методы оптической и МР-микроскопии в пищевой индустрии.  
Применение методов микроскопии в пищевой индустрии в технологических процессах 

и контрольно-надзорных – включая уровень ОТК – квалиметрических и сертификационных 
целях, начавшись в XIX веке, получило грандиозное развитие в середине ХХ века, поскольку 
индустриальная революция и автоматизация в пищевой промышленности интродуцировала 
метрологические устройства непосредственно в линии переработки, а массовый, посменный 
характер производства сделал необходимостью «сверять часы» при переходах смен, партий, 
диверсифицированных источников поставок, дублирующих конвейерных линий и режимов 
работы отдельных агрегатов, что, несомненно, стало давать свой вклад в гетерогенность (или 
статистическую невоспроизводимость) качеств продукта – источника целевых аналитов. 
Это обстоятельство заставило индустриальный сектор прибегать к использованию на линиях и в 
пищевых лабораториях (не только на этапе становления производства, но и в регулярной его 
фазе) серьёзных микроскопических и микро-метрологических инструментов, включающих в 
себя не только обычную световую микроскопию, но и весьма экзотичные для периода 1960-х гг. 
инструменты электронной микроскопии. Ниже приводится аналитический обзор данных 
тенденций, разделенный по технико-методическому принципу.  

Во-первых, конечно, нужно упомянуть хрестоматийные методы прямой микроскопии, 
перечисленные в перечне практического руководства 1995 г. (van Laarhoven, 1995), 
аннотированного в журнале «Trends in Food Science and Technology» в середине 1990-х гг. 
(Flint, van Laarhoven, 1995). Эта номенклатура до сих пор актуальна и, если говорить о 
реальной промышленности, к ней мало что возможно добавить; особенно, если речь идёт о 
квалиметрии в условиях технической вооруженности развивающихся стран. Начиная с   
1960-х гг., световая микроскопия входит в широкий обиход за гранью анализа 
непосредственно биоматериала – в приложениях, связанных с анализом продуктов его 
переработки, практически повсеместно – включая пережившую атомную бомбардировку 
Японию (Nakanishi et al., 1967). В 1970-е гг. в обиход пищевых оптико-микроскопических 
исследований интенсивно внедряется кино- и теле- микроскопия (Bell et al., 1975). К 1980-м 
гг. оформляются возможности квалиметрии с использованием комбинированного анализа 
образцов с использованием оптической и электронной (как просвечивающей, так и 
сканирующей) микроскопии (Fretzdorff et al., 1982). Не ранее 1990-х гг., в силу 
необходимости достижения определенного технического уровня, для широкого внедрения 
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становятся доступными компьютеризованная криомикроскопия, особо – в цейтраферных 
(time lapse) режимах, демонстрирующих динамику процессов заморозки и разморозки 
(дефростинга, в том числе – в СВЧ-дефростерах, криомикроскопия в которых была 
реализована группой Градова) и микроскопия в условиях термо- и крио-циклирования 
(также разрабатывавшаяся нашей группой в середине 2010-х, в приложении к 
потенциальным синтетическим носителям кода). В большинстве же случаев анализ 
замороженных пищевых продуктов производится с выемкой их из условий охлаждения – 
за редким исключением (Caillet et al., 2003), не in situ (по аналогии с операндо-
спектроскопией можно было бы назвать анализ подобных процессов in situ – операндо-
криомикроскопией). Исключение же составляют лишь методы криоэлектронной 
микроскопии молокопродуктов (Ong et al., 2011). Впрочем, если говорить sensu lato, и ранее 
применялись методы электронной микроскопии пищевых продуктов с охлаждаемым столом 
(Gordon, Barbut, 1990), не называвшиеся CryoEM/CryoSEM и аналогичными модными 
аббревиатурами. Менее высокоразрешающее и вместе с тем существенно более экзотичное 
направление – магниторезонансная микроскопия (ЭПР и ЯМР микроскопия) в 
исследованиях охлаждения продуктов питания, пищевой инженерии также применялась 
(Serša et al., 2011). 

Из специальных видов микроскопии, используемых в пищевой индустрии, инженерии, 
можно назвать методы поляризационной микроскопии (Swatland, 1990), иммерсионной или 
лазерно-микродифрактометрической иммерсионной микроскопии (Varcoe, Jones, 1983), ИК, 
в частности ИК-Фурье- (FTIR) микроскопии (Suutarinen et al., 1998), микроспектроскопии и 
микроспектрометрии комбинационного рассеяния либо, почти тождественно, рамановской 
микроскопии (Yang et al., 2017). Если говорить о технических возможностях визуализации, 
то они отличны – от двумерного сверхразрешающего сканирования в методах сканирующей 
ближнепольной микроскопии (Zakharia, 2009) до трёхмерной репрезентации сканирующей 
конфокальной микроскопии (Velinov et al., 1990; Dürrenberger et al., 2001; van de Velde et al., 
2002; Ko, Gunasekaran, 2007; Sheen, 2008; Adedeji et al., 2011; Moreno, Bouchon, 2013; Moreno, 
Bouchon, 2013). Про магниторезонансную микроскопию говорилось выше – она не 
представляет интереса для повседневного пользователя, в силу сложности бэкграунда, на 
котором основана, и интерпретации данных (Maeda et al., 2009). 

Помимо обычной микроскопии в разных диапазонах, для анализа пищевых продуктов 
часто используют люминесцентную или флуоресцентную микроскопию, в том числе методы 
иммунофлуоресцентной микроскопии (Fritz, Greaser, 1991; Parkkonen et al., 1997; Corich et al., 
2004; Heilig et al., 2009). Не является исключением и рентгеновский поддиапазон, в котором 
с использованием синхротронного излучения детектируются неорганические нутриенты и/ 
или поллютанты (Ohi et al., 2016). Надо сказать, что рентгеновская микроскопия достаточно 
существенно прогрессировала последние годы и теперь возможно регистрировать не только 
рентгеновские дифрактограммы пищевых продуктов, сопоставляемые с электронными либо 
иными микрофотографиями (Kitada et al., 1986), но и полно-информативные рентгеновские 
микрофотографии данных изображений на синхротронном микроскопе (Seim et al., 2015). 
До этого ни один промышленно выпускавшийся рентгеновский микроскоп (в том числе 
МИР – разработка советских специалистов, допускавший лишь микронные точности/ 
разрешения) не достигал таких возможностей. Единственным методом, конкурирующим с 
рентгеновской микроскопией современного уровня в полноатомном восстановлении 
структуры soft matter / частично упорядоченных сред является собственно атомно-силовая 
микроскопия, активно и постоянно совершенствуясь внедряющаяся в технологии анализа 
пищевой индустрии (Kirby et al., 1995; Morris et al., 2001; Yang et al., 2007; Cardona et al., 
2008; Handojo et al., 2009; Sigua et al., 2010; Sigua et al., 2010; Neethirajan et al., 2012; Phinney 
et al., 2017). Однако предметами её использования в пищевой индустрии, как правило, 
являются микроструктуры неатомного масштаба – представляет практический интерес 
использование технологий атомно-силовой микроскопии для определения адгезии, 
гидрофильности-гидрофобности / контактного угла (Handojo et al., 2009; Sigua et al., 2010), 
реологических параметров пищевых продуктов, сред и их прекурсоров (Morris et al., 2001; 
Ikeda et al., 2013), что ранее делалось с использованием стандартных вискозиметрических 
(и реометрических) сред с электронно-микроскопической визуализацией и визуальным 
«вынесением вердикта» по продукту (Hoskin, Dimick, 1980). 
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Электронная микроскопия также находит известное применение в пищевой индустрии 
– но, как правило, это не является просвечивающей электронной микроскопией, которая, 
по известным данным, позволяет визуализировать, а не реконструировать, атомную 
структуру кристаллов. Более распространена сканирующая электронная микроскопия 
низкого уровня увеличения и просвечивающая микроскопия цитофизиологических 
масштабов увеличения. Активно используется электронная микроскопия в пищевой 
миологии, в ультраструктурном анализе результатов термической обработки на структуру 
говядины (Cheng, Parrish, 1976) и других источников мясного сырья (Cassens et al., 1963; 
Stromer, Goll, 1967; Schaller, Powrie, 1971; Schaller, Powrie, 1972; Yang  et al., 1974; Ruddick, 
Richards, 1975; Cheng, Parrish, 1976; Jones et al., 1976; Hägerdal, Löfqvist, 1977; Otwell, Hamann, 
1979), включая моллюсков и ракообразных. Сканирующая электронная микроскопия 
несколько позже вошла в практику пищевой индустрии (Alli, Baker, 1981; Rosenberg et al., 
1985; Zilberboim et al., 1986), однако же, она также достаточно широко используется как в 
мясомолочной индустрии, так и в анализе и исследованиях вегетарианских или 
фруторианских продуктов (Tatsumi et al., 1991; Indrani et al., 2003; Careli et al., 2009; Scussel 
et al., 2014). Широкое использование нашел контроль с помощью сканирующих 
электронных микроскопов результата ультразвуковой сонификации продуктов или 
микроволновой обработки (Bermúdez, Barbosa-Cánovas, 2008; Wambura et al., 2010; 
Bermudez-Aguirre et al., 2012). Существуют программные подходы поиска особенностей 
микроструктуры образцов пищевых продуктов при сканирующей электронной микроскопии 
(Amboni et al., 1999). Если для простых образцов – типа жировых кристаллов – можно лишь 
охарактеризовать геометрию (Heertje, Leunis, 1997), то для пищевых образцов с развитой 
поверхностью есть возможность охарактеризовать около трёх десятков дескрипторов 
текстуры, морфологии поверхности (Hayta, Ertop, 2018). Это переводит электронную 
микроскопию как метод анализа в пищевой индустрии из раздела иллюстраций в раздел 
метрологического её обеспечения.  

 
2.2. Электронная микроскопия в пищевой индустрии и её нюансы.  
C 1970-х гг. идёт речь о внедрении в практику не только электронно-микроскопической 

визуализации, но и количественной электронной микроскопии сырья и пищевых продуктов 
(Flint, 1977), причём количественный анализ подразумевает не только морфометрию тех или 
иных структур, но и привязку электронно-микроскопических изображений к их конкретным 
условиям получения или конкретным условиям формирования/обработки образца, особо – 
термической, в силу специфики большинства кулинарных процедур для подготовки образца 
(Lin, Ito, 1986). Несомненно, гранулометрия и калибровочный сайзинг распределений неких 
частиц по размерам также интересует и современного пользователя (Tan, Balasubramanian, 
2017), однако на этом мы не останавливаемся, так как этому посвящены сотни статей с 2000-
го г.. Более интересны рентгеновские методы структурного и спектрального микроанализа – 
как волнодисперсионной, так и энергодисперсионной микроспектрометрии/спектроскопии 
вторично-эмиссионного рентгеновского излучения, а также рентгеновской дифрактометрии 
(James, 2005; Dharmaraj et al., 2014; Ivanov et al., 2017). Ранее была актуальна также и задача 
оценки и картирования микронеоднородностей рельефа, решавшаяся количественным YMD 
– Y-модулированным детектированием, ныне перешедшая в компетенцию атомно-силовой 
микроскопии (Yang et al., 2005). Нами ранее были реализованы процедуры картирования на 
YMD-подобных режимах не только для морфологии, но и для распределения элементов (как 
микрозондовый анализ) и заряда поверхности пищевых и биомиметических продуктов.  

Надо сказать, что специальные методы электронной микроскопии являются средством 
физико-химического качественного и количественного определения (или оценки) структур, 
систем, фаз, микрообъектов пищевого назначения – вплоть до тонких soft matter – частично 
упорядоченных сред (например, продуктов инкапсуляции (Kaláb, Larocque, 1996), эмульсий 
(Borchert et al., 1967), белковых мицелл (Karlsson et al., 2007), белок-содержащих оболочек и 
мембран (Tung, Richards, 1972)). С помощью электронной микроскопии пищевых объектов и 
сред можно устанавливать: изменения продуктов и состояние дрожжевых культур хлебного 
производства при воздействии давления при обработке, хранении и изготовлении отличных  
видов изделий (Bang, Swanson, 2008); потерю воды при дегидратации, при эмульсификации 
(Hsu et al., 1980); причины возникновения жесткости мясных продуктов при окоченении тех 
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или иных мышечных структур после смерти животного (Varriano-Marston et al., 1978) [но это 
зависит ещё и от техники пробоподготовки образцов, если речь не идет о SEM-микроскопии 
во влажной среде или же в камерах в специализированных газо-паровых атмосферах, ESEM 
– Environmental Scanning Electron Microscopy или, аналогично ей – ETEM (McDonough et al., 
1993; James, 2009; James, 2009; James, Yang, 2011; James, Yang, 2011; Gradov, Gradova, 2016)] 
или же явления агрегации белков (Badii et al., 2004). Эффекты заморозки среды, затронутые 
в последней цитированной работе, можно воспроизводить in situ – непосредственно в SEM и 
TEM на охлаждающем столе (Kaláb, Larocque, 1996). Быстрая заморозка является достаточно 
весомой альтернативой как низковольтной (LVEM) либо сверхнизковольтной ESEM (James, 
Smith, 2009), так и классическим методам контрастирования и фиксации, деформирующим 
микроструктуру (или ультраструктуру – если речь о клеточных системах) пищевого образца 
(Lee, Morr, 1993). Однако для некоторых объектов может понадобиться вакуумный нагрев, 
а не вакуумное охлаждение, или атмосферный нагрев, а не «естественная» газовая 
атмосфера ESEM; пример – крахмал, изменения которого при данных типах нагрева в воде 
и маслах in situ могут быть проанализированы вакуумной микроскопией с нагреваемым 
столом (Ovalle et al., 2013), ибо обычные микроскопические методы наблюдения изменений 
крахмала здесь бессильны (Freke, 1971). Аналогичное утверждение может касаться 
фрагментов мяса, особо – говядины, которые логично анализировать не просто 
«электронной термомикроскопией», а коррелированной световой и электронной 
термомикроскопии (CLETM – Correlated Light and Electron ThermoMicroscopy), в частности – 
фазово-контрастной её модификацией, поскольку прецеденты успешного применения и 
сопоставления микрофото сканирующей электронной микроскопии и фазового контраста 
для фрагментов говядины и свинины имели место уже в 70-е (Hearne et al., 1978). 
Динамические измерения in situ в данном случае оправданы даже в столь экзотических 
случаях, так как данные о динамике химических или постбиологических процессов в 
пищевых аналитах могут быть источником для построения макрокинетических моделей со 
структурной интерпретацией (хотя это не будет «структурной макрокинетикой» в её 
стандартном значении). Нужно учитывать, однако, что «дух времени» в данном аспекте не 
всегда себя оправдывает (Yada et al., 1995). В отличие от световой микроскопии, которая, 
в частности, допускает многодневный мониторинг биодеградации пищевых продуктов или 
их прекурсоров (Yau, Murphy, 2001), в большинстве электронных микроскопов возможно – 
без ущерба инфраструктуре и образцу – проводить быстрые «операндо-микроскопические» 
измерения контрольного плана, но не многосуточный мониторинг. 

 
3. Заключение 
Поэтому нужна техника, которая бы позволила это реализовывать. На роль такой 

техники хорошо подходит безлинзовая многоцветная (мультиспектральная и 
гиперспектральная) микроскопия, о которой пойдёт речь в ближайших статьях данного 
цикла, в том числе безлинзовая микроскопия в «субкамерах» электронных микроскопов на 
нагреваемых столах и столах-термоциклерах (например, с элементами Пельтье).  
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Корреляционная спектрозональная/мультиспектральная безлинзовая оптическая 
микроскопия и сканирующая электронная микроскопия как новый 
комбинированный инструментарий хемометрики для пищевой биохимии 

 
Часть I. Краткая история применения оптической и электронной микроскопии 
в пищевой промышленности 
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Аннотация. Пищевые образцы представляют собой гетерогенные и 

структурированные среды, требующие исследования с пространственным разрешением или 
позиционной чувствительностью для осмысленной метрологической интерпретации 
данных. При анализе таких материалов в масштабе, характерном для текстуры образца, 
любая усредненная информация теряет свою значимость без структурного контекста. 
Это приводит к перекрывающимся пикам в аналитических сигналах, которые можно 
эффективно разделить только путем введения позиционно-специфического разрешения, 
адекватного размеру структур, несущих биохимические свойства и дескрипторы, 
ответственные за эти сигналы. Решение заключается в количественных методах 
аналитической микроскопии. Эти методы включают различные спектральные диапазоны, 
обеспечивающие качественно различные подходы к измерениям и возможности 
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характеризации, что имеет решающее значение для всестороннего понимания структуры и 
состава целевых веществ. В данной статье обсуждается интеграция множества 
диагностических инструментов, а также освещаются существующие методологические и 
технические ограничения, препятствующие более широкому внедрению. Она служит в 
первую очередь справочным ресурсом для потенциальных пользователей из пищевой 
промышленности, обращающихся за консультацией по внедрению таких передовых 
методов, особенно при рассмотрении их применимости к конкретным исследовательским 
объектам, описанным в данной статье. 

Ключевые слова: хемометрика, пищевая биохимия, оптическая микроскопия, ЯМР-
микроскопия, СЭМ, ESEM, ASEM, CLEM, КриоСЭМ, мультиспектральная оптическая 
микроскопия, история микроскопии для химического анализа пищевых продуктов. 
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