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3 

 ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы. Одним из приоритетных направлений и перспектив 

научно-технического развития Российской Федерации на ближайшие 10-15 лет, 

является переход к высокопродуктивному и экологически чистому агрохозяйству, 

а также создание безопасных и качественных продуктов питания (в соответствии 

с Указом Президента РФ от 01.12.2016 г № 642, раздел 20, п. «г»). Достижение 

поставленных целей требует разработки и внедрения комплекса инновационных 

аналитических и биотехнологических методов анализа, в том числе экспрессных, 

повышающих эффективность контроля экологической чистоты и безопасности 

продовольственного сырья и пищевых продуктов. 

Исследования в области пищевой экологии показывают, что 

приоритетными загрязнителями сельскохозяйственного сырья и пищевых 

продуктов являются тяжелые металлы, которые в течение длительного времени 

сохраняют свое токсическое влияние, как на растения, приводя к ингибированию 

активности ряда ферментов (Шеховцова Т.Н., 2015; Горюнова, С. В., 2014), так и 

на человека, накапливаясь в организме и вызывая серьёзные нарушения в 

функционировании органов и систем (Гильмундинов, В. М., 2013). При этом 

актуальным является не только обнаружение проб с превышением установленных 

нормативов по отдельным химическим элементам, но и их суммарного 

содержания, в связи с возможностью синергетического и аддитивного 

ингибирующего действия (Цикуниб А.Д., 2012; Сырков А.Г., 2015).  

Для определения тяжелых металлов в пищевых продуктах широко 

используются современные инструментальные аналитические методы, в том 

числе инверсионно-вольтамперометрический, атомно-абсорбционный, атомно-

эмиссионный и другие, отличающиеся высокой чувствительностью, но 

требующие специализированного дорогостоящего оборудования, 

квалифицированного персонала и длительной пробоподготовки (Мугинова С.В., 

2010; Голубятников, Н. И. 2013). В то же время, в последние годы, наряду с 

указанными методами, разрабатываются и внедряются энзиматические, 

основанные на ингибирующем действии токсичных элементов на активность 

ферментов (Яблоцкий, К.В. 2010; Lai C-Y (Kevin) 2017), преимуществами 

которых являются селективность и чувствительность, что обуславливает 

перспективу их использования для целей химико-экологического мониторинга и 

технологического контроля (Родионов П.В. Веселова И. А. и др. 2013). Так, в 

практике экологического мониторинга воды, воздуха и  почв уже применяются 

пероксидазы для определения Hg (II), Cd (II), Bi (III), дегидрогеназы - Ag (I) и Hg 

(II), уреазы - Hg, Pb, Cd, Zn, Ag (Muginova S. V. 2013, Бездудная Е.Ф. 2009, 

Швакова Э. В. 2013; Шадьяров, Ш. Р. 2014), вместе с тем, практически не 

разработанными остаются ферментативные методы для оценки содержания 
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токсичных элементов в сельскохозяйственном сырье и пищевых продуктах, что 

связано, в первую очередь, с аналитическими сложностями в определении 

металлов в многокомпонентных матрицах, в особенности, жиросодержащих. В 

этой связи перспективным является внедрение в практику элементного анализа 

масличных семян и растительных масел ферментов липолитического действия 

(Шнайдер К.Л., 2014; Chepyshko H.,2012), в частности липазы, способной 

специфически взаимодействовать с ионами тяжелых металлов и формировать 

аналитический сигнал в ответ на действие токсикантов. Однако широкое 

практическое применение ферментов, в том числе липазы, в аналитических целях 

сдерживают с одной стороны, сложности извлечения, иммобилизации и хранения 

с сохранением их функциональной активности и аналитической чувствительности 

на необходимом уровне (Неверова О.А., Цандекова О.Л. 2013), с другой - высокая 

стоимость существующих на сегодняшний день на рынке препаратов липазы, в 

основном, зарубежного производства и преимущественно животного или 

бактериального происхождения. Указанные факторы делают актуальным 

разработку ферментативных методов исследования безопасности масличного 

сырья и готовой продукции. 

Степень разработанности темы  

Научная информация об использовании ферментативных методов для целей 

химико-экологического мониторинга содержания токсичных элементов в 

различных объектах окружающей среды представлена в работах Даденко 

Е.В.(2013),  Минникова Т.В..(2017), Макевнина С.В. (2016), Тазетдинова, Д. И. 

(2013) – в почве; Неверовой О.А. (2010)., Есимбековой Е. Н., Римацкой Н. 

В.(2013), Жигальский, О. А. (2014) - в воздухе; Павлюченко А. С., Кукла А. Л., 

Голтвянский Ю. В. (2010), Пашкова Е.В. (2016) –  в воде; Мугиновой С.В., 

Веселовой И.А., Паровой Л.М., Шеховцовой (2008), Чупахина Г. Н. (2011), 

Тринеева, О. В. (2015), Зыкова, Ю. Н. (2011) - растительных объектах. Несмотря 

на разработки отечественных и зарубежных ученых, биотехнологический 

потенциал использования ферментов, в том числе липазы, для технологического 

контроля содержания токсичных элементов в продовольственном сырье и 

пищевых продуктах, реализуется не в полной мере из-за недостаточного научного 

обоснования новых методических и технических решений.  

Цели и задачи исследования. Цель диссертационного исследования - 

использование ингибирования активности липазы в качестве биоаналитического 

сигнала для определения уровня содержания токсичных элементов в семенах 

подсолнечника и растительных маслах. 

В соответствии с поставленной целью решались следующие задачи:  

‒ установить влияние разных концентраций токсичных элементов и их 

сочетаний на динамику активности липазы семян подсолнечника, провести 
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ранжирование элементов по интенсивности ингибирующего действия на фермент 

в условиях in situ и in vitro; 

‒ выявить зависимости между активностью липазы семян подсолнечника с 

исходным низким уровнем контаминации токсичными металлами (менее 0,25 

ПДК по каждому элементу) и регламентируемыми показателями качества и 

безопасности (влажностью, кислотным числом, масличной примесью, 

количеством плесеней) при хранении в агрегированных условиях; 

‒ обосновать применение понятия «референтной величины» к активности 

липазы семян подсолнечника, имеющих по комплексу физико-химических 

показателей и показателей безопасности статус «высококачественные» и 

«экологически чистые», и разработать экспресс-метод оценки уровня 

контаминации токсичными элементами заготовляемых и поставляемых семян 

подсолнечника по изменению активности липазы in situ в сравнении с 

«референтной величиной» (АСЛ-метод); 

‒ установить биотехнологический потенциал ядер семян подсолнечника, 

разработать технологию получения геммульного препарата липазы с 

определенными физико-химическими характеристиками и тест-набор на его 

основе для оценки уровня контаминации растительных масел токсичными 

элементами (АГЛ-метод); 

‒ разработать способ дробной минерализации высокомасличного 

растительного сырья для атомно-абсорбционного анализа; 

‒ разработать методические рекомендации по определению токсичных 

элементов в семенах масличных культур и растительных маслах 

ферментативными методами и техническую документацию на производство тест-

набора «Геммульная липаза», провести лабораторную апробацию и рассчитать 

экономическую эффективность предлагаемых технических решений. 

Научная новизна 

Получены новые научные данные об интенсивности ингибирующего 

действия токсичных элементов на липазу семян подсолнечника в условиях in situ 

и in vitro при моно-, ди-, три-, и тетраконтаминации солями нормируемых 

металлов. Экстраполяция понятия «референтной величины» из предметной 

области клинической биохимии применительно к активности липазы, 

позволяющая охарактеризовать семена с позиции экологической чистоты и 

высокого качества, легла в основу разработки АСЛ-метода определения уровня 

контаминации токсичными элементами семян подсолнечника.  

На основании углубленного изучения физико-химических свойств и 

морфофункциональных особенностей распределения липазы семян 

подсолнечника разработана технологическая схема получения ферментного 

препарата из геммульной части ядер семян подсолнечника, обладающего 
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выраженной липолитической активностью, в сравнении с препаратом из 

семядолей. 

Установлены качественные характеристики полученного геммульного 

препарата липазы оптимальные значения рН 5,0 и температуры 37 ºС. 

Метрологические и аналитические характеристики ферментативных АСЛ- и 

АГЛ-методов позволяют использовать их для целей технохимического контроля и 

химико-экологического мониторинга содержания токсичных элементов в 

масличном сырье и растительных маслах. Разработанные методы расширяют 

методологическую базу биотехнологии как науки. 

Дробная минерализация высокомасличного растительного сырья, 

предполагающая разложение пробы на жировую и обезжиренную фракции, для 

определения токсичных элементов методом ААС с электротермической 

атомизацией позволяет существенно сократить время пробоподготовки, а также 

дает возможность улучшить метрологические характеристики метода.  

Теоретическая и практическая значимость работы.  

Полученные научные результаты и теоретические положения расширяют 

знания в области биотехнологического потенциала использования ферментных 

методов для целей технологического контроля и химико-экологического 

мониторинга содержания токсичных элементов в масличном сырье и 

растительных маслах.  

Дополнены научные данные об ингибирующем действии металлов на 

активность растительной липазы. Установлена корреляционная зависимость 

между активностью липазы и физико-химическими показателями - влажностью, 

масличной примесью и кислотным числом семян подсолнечника не содержащих 

токсичных элементов.  

Разработанный АСЛ-метод определения уровня токсичных элементов в 

семенах подсолнечника с применением понятия «референтная величина» к 

активности липазы in situ позволил проводить экспресс-анализ уровня 

загрязнения токсичными элементами сельскохозяйственной продукции в период 

массовой заготовки семян, без привлечения сложного, дорогостоящего 

оборудования. Адаптирована система математической оценки аналитических 

критериев лабораторного теста, используемая в клинико-лабораторной 

диагностике, применительно к разработанному ферментативному АСЛ-методу 

определения содержания токсичных элементов в масличном сырье.  

«Геммульный препарат липазы» из семян подсолнечника расширяет 

ассортимент отечественных ферментных препаратов.  

Разработан пакет документов, включающий технические условия «Препарат 

липазы из семян масличных культур «Геммульная липаза» и методические 

рекомендации «АСЛ-метод. Определение уровня контаминации токсичными 
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элементами семян подсолнечника по динамике активности собственной липазы» 

и «АГЛ-метод. Определение уровня токсичных элементов в растительных маслах 

на основе активности геммульного препарата липазы». Практическая значимость 

разработанных методов подтверждена результатами апробации и внедрения в 

практику производственных и исследовательских лабораторий ООО НПП «Форт» 

и ИЦ ФГБОУ ВО «Кубанский государственный технологический университет» г. 

Краснодар. 

Применение в аналитических лабораториях усовершенствованного метода 

пробоподготовки семян подсолнечника, позволит сократить время минерализации 

и повысить метрологические характеристики атомно-абсорбционного метода 

определения тяжелых металлов. Научная новизна технического решения 

подтверждена патентом РФ (№ 2645995, от 28.02.2018). 

Работа выполнена в рамках госбюджетной НИР лаборатории 

нутрициологии и экологии НИИ Комплексных проблем АГУ по теме «Эколого-

гигиенические и химико-аналитические проблемы обеспечения 

продовольственной безопасности» (2015-2017 гг.), программы Министерства 

образования и науки РФ «Развитие инфраструктуры ботанических садов как 

уникальных объектов высших учебных заведений» (2017-2018 гг), а также при 

поддержке Фонда содействия развитию малых форм предприятий в научно-

технической сфере по программе «УМНИК» по теме «Разработка 

ферментативного скринингового тест-набора для оценки уровня содержания 

токсичных элементов в растительных маслах» в рамках договора № 0039927от 8 

февраля 2018 г». 

Методология и методы диссертационного исследования 

Основой диссертационного исследования послужило обобщение 

информации и анализ накопленного опыта разработки и применения ферментных 

технологий в области биотехнологии, а также комплекс инструментальных и 

специальных методов. Исследования опирались на комплекс научных идей, 

фундаментальных положений и методологических подходов аналитической 

химии, биохимии растений, биотехнологии и клинической биохимии, основанных 

на: возможности использования ферментов, в определении тяжелых металлов в 

объектах окружающей среды (Гончарук А.С. 2012; С.В. Мугинова, И.А. Веселова, 

Т. Н. Шеховцова, 2008; Валова, Е. Э. 2012); денатурирующем действии тяжелых 

металлов на активность SH-содержащих ферментов, к которым относится липаза 

(Леонтьев В.Н., 2014); значении определения активности ферментов в клинико-

лабораторной диагностике состояния живых организмов (Меньшиков, В.В.,2011; 

Недугов Г.В.,2009). 

Погрешности измерений не превышали определенных значений в 

действующих государственных стандартах. 
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Научные положения, выносимые на защиту: 

- закономерности влияния разных концентраций и сочетаний токсичных 

элементов на активность липазы семян подсолнечника в условиях in situ и in vitro; 

- «референтная величина» активности липазы как биотехнологический 

показатель высокого качества и безопасности семян подсолнечника; 

- технология получения и физико-химическая характеристика геммульного 

препарата липазы из семян подсолнечника; 

- ферментативные экспресс-методы определения токсичных элементов в 

семенах подсолнечника и растительных маслах на основе липазы; 

- способ дробной минерализации масличного сырья для атомно-

абсорбционного электротермического анализа. 

Степень достоверности, апробация и публикация результатов  

Достоверность результатов проведенных научных исследований основана 

на углубленном анализе литературных источников по тематике диссертационной 

работы; постановке экспериментальных работ на соответствующем методическом 

уровне, с использованием современных инструментальных методов; применении 

принципов математической статистики при обработке экспериментальных 

данных; апробации результатов в лабораторных условиях.  

Ключевые результаты диссертационного исследования доложены и 

обсуждены на международных, всероссийских, в том числе внутривузовских 

конференциях в период с 2015 по 2018 гг.: на IV Международном конкурсе 

научно-исследовательских работ «Перспективы науки - 2016»; International 

Scientific Conference «Тechnical and natural sciences» Themed collection of papers 

from international conferences by HNRI «National development» (2016г); VIII 

Международной научно-практической конференции «Современные тенденции 

развития науки и технологий» (2015 г); YOUNG ELPIT-2015. Международном 

инновационном форуме молодых ученых в рамках V международного 

экологического конгресса (VII международной научно-технической конференции) 

"Экология и безопасность жизнедеятельности промышленно-транспортных 

комплексов" (2015 г); II Всероссийской конференции по аналитической 

спектроскопии с международным участием (2015 г); Всероссийской научно-

практической конференции с международным участием «Экология: рациональное 

природопользование и безопасность жизнедеятельности» (2017 г); 

Межрегиональной молодежной научно-технической конференции «НАУКА И 

МОЛОДЕЖЬ» в рамках форума «ИННОВАЦИОННАЯ КАЛМЫКИЯ» 

финальный отбор программы «УМНИК-2017»; Международной научно-

практической конференции «Инновационные технологии и безопасность 

пищевых продуктов» (2018 г.). 

Результаты докладов отмечены дипломами и сертификатами. 
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Соответствие диссертации паспорту специальности Диссертация 

соответствует пунктам 4, 14, 15 паспорта специальности 05.18.07 – 

«Биотехнология пищевых продуктов и биологических активных веществ». 

Публикации результатов работы: 

По материалам выполненных исследований опубликовано 16 научных 

работ, в том числе 3 статьи в журналах, рекомендованных ВАК Минобрнауки РФ, 

патент РФ -1. 

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, шести 

глав, основных выводов и результатов, списка литературы из 218 наименований, в 

том числе 40 на иностранных языках, объемом 189 страниц машинописного 

текста, содержит 30 рисунков и 27 таблиц. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ ДИССЕРТАЦИОННОЙ РАБОТЫ 

Во Введении обоснована актуальность темы, цель и основные задачи 

диссертационного исследования, определены и сформулированы научная новизна 

и практическая значимость для развития отраслей биотехнологии, обозначена 

перспективность выбранного направления, положения, выносимые на защиту. 

В Главе I «Аналитический обзор литературы» систематизированы и 

обобщены данные о распространении и опыте применения ферментных 

технологий в области технологического контроля и химико-экологического 

мониторинга. Проанализированы данные о действии токсичных элементов на 

липазу масличных культур, в том числе семян подсолнечника. Рассмотрены 

методологические подходы по получению ферментных препаратов из различных 

источников. Проведен критический анализ современных инструментальных 

методов определения токсичных элементов в объектах окружающей среды. 

В Главе II «Объекты, материалы и методы исследования» представлена 

схема проведения экспериментальных исследований, дана характеристика 

основных объектов, указаны исследуемые показатели, изложены методы их 

определения. 

Экспериментальные исследования проводились на базе лаборатории 

нутрициологии и экологии, а также центра коллективного пользования НИИ 

Комплексных проблем АГУ. Объектами исследования выступили сортовые 

семена подсолнечника - Орешек, СПК, Юбилейный-60, Лакомка, Пионер из 

коллекции Всероссийского научно-исследовательского института масличных 

культур имени В.С. Пустовойта, пробы с реперных точек Агрохимцентра 

Республики Адыгея, заводские смеси, а также подсолнечник, выращенный на 

почве пригодной для посадки однолетних масличных культур без применения 

химической обработки для борьбы с сорняками, вредителями, а также без 

внесения синтетических удобрений. Отбор проб семян проводился ежегодно в 

период с 2013 по 2017 гг по ГОСТ 10852-86. Для получения значения 
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«референтной величины активности липазы» были сформированы 4 группы семян 

подсолнечника, различные по уровню качества и степени экологической чистоты: 

высококачественные (ВКСП), экологически чистые (ЭЧСП), качественные (КСП) 

и некачественные семена подсолнечника (НКСП). К группе ВКСП (п = 22) 

отнесены семена с влажностью не более 8%, кислотным числом (КЧ) не более 0,8 

мг КОН, сорной и масличной примесью не более 1,5% и 3,5% соответственно, с 

отсутствием пестицидов, радионуклидов, микотоксинов и содержанием 

токсичных элементов не более 0,25 ПДК по каждому. В группу ЭЧСП (п = 7) 

включены пробы семян подсолнечника с такими же показателями качества и 

безопасности, но выращенные на экологически чистой территории опытных 

участков. В группу КСП (п = 29) включены образцы, показатели качества и 

безопасности которых не превышают нормативных значений, но с 

дополнительными ограничениями по кислотному числу (КСПкч): от 0,8 до 5,0 мг 

КОН (n=12) и по содержанию тяжелых металлов (КСПтм): от 0,5 ПДК до 1,0 ПДК 

(n=17). 

Также объектами исследования служили растительные масла: оливковое 

нерафинированное первого холодного отжима фирмы «RIO D`ORO», кукурузное 

рафинированное дезодорированное марки П – «Altero», подсолнечное 

рафинированное дезодорированное вымороженное - «Подворье» и подсолнечное 

рафинированное дезодорированное «Мамруковское». 

При выполнении экспериментов применяли как современные высокоточные 

и чувствительные методы анализа, так и стандартные общепринятые физико-

химические, биохимические и микробиологические методы исследования сырья, 

в том числе, применяемые для определения активности липазы семян масличных 

культур по Ермакову А.И. и Григорьевой В.Г. Определение влажности проводили 

по ГОСТ 10856-96, сорной и масличной примеси - по ГОСТ 10854-2015, 

зараженность вредителями - по ГОСТ 10853-88, микотоксины - по ГОСТ 30711-

2001, пестициды - согласно МУК 6129-91, радионуклиды - ГОСТ 32163-2013 и 

ГОСТ 32161-2013, кислотное число в семенах - по ГОСТ 10858-77. Содержание 

кадмия и свинца определяли согласно МУК 4.1.986-00, меди - по МУК 4.1.991-00, 

ртути - по МУК 4.1.1472-2003, мышьяка - по ГОСТ Р 51766-2001, железа– по M-

02-1009-08 на атомно-абсорбционном спектрометре «Квант Z.ЭТА» с 

электротермической атомизаций, для ртути применялась гидридная приставка 

ГРГ-114. Использовались стандартные образцы утвержденного типа: ГСО 6690-93 

«Кадмий, ГСО 7264-96 «Мышьяк», ГСО 7012-93 «Свинец», ГСО 7879-2001 

«Ртуть», ГСО 7998-93 «Медь», ГСО 7872-2000 «Железо (III)». Применяли 

следующее оборудование: орбитальный шейкер-инкубатор ES-20, муфельную 

печь СНОЛ 6/11-В, рН-метр / иономер Эксперт 001-1, высокоэффективный 

жидкостный хроматограф с диодноматричным детектором Agilent 1260/Infinity. 
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Обработка экспериментальных результатов осуществлялась методами 

математической статистики. Повторность анализов выполнения 

экспериментальных исследований и количество параллельных определений не 

менее трех. Достоверными являлись различия с уровнем значимости р <0,05. 

Обработку экспериментальных данных проводили с применением программ 

Statistica 6.0, графические зависимости реализованы в Microsoft Excel.  

Структурно-логическая схема проведенных экспериментальных 

исследований проиллюстрирована на рисунке 1. 

 
Рисунок 1 – Структурно-логическая схема исследований 
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Основные результаты работы 

В третьей главе «Влияние регламентируемых физико-химических 

показателей на активность липазы семян подсолнечника «in situ» в модельных 

условиях» приведены результаты экспериментальных и теоретических 

исследований влияния влажности, масличной примеси, кислотного числа и 

токсичных элементов на липазу семян подсолнечника. Изучена динамика 

изменения кислотного числа и активности фермента в зависимости от уровня 

влажности и масличной примеси в условиях отсутствия загрязняющих 

химических агентов (менее 0,25 ПДК токсичных элементов, отсутствие 

пестицидов и микротоксинов). Установлено, что в семенах с влажностью не более 

7,5% и масличной примесью не более 2,5% в течение месяца исходные значения 

активности липазы и кислотного числа остаются стабильными. Экспериментально 

установлена тесная корреляционная зависимость активности липазы от уровней 

масличной примеси, влажности и кислотного числа, о чем свидетельствуют 

величины коэффициентов корреляции (таблица 1).  

Таблица 1 Корреляционные зависимости и коэффициент детерминации 

активности липазы и кислотного числа от влажности и масличной примеси на 20 

день хранения (р=0,01) 

Показатель 

Параметры 

Влажность  

(6,5-9,5%) 

Масличная примесь, 

(2,5-7,5%) 

Кислотное 

число 

Активность липазы при рН=4,7 r= -0,96 r= -0,90 r= - 0,93 

Коэффициент детерминации 0,81 0,92 0,86 

Активность липазы при рН=8,0 r= 0,89 r= 0,99 r= 0,98 

Коэффициент детерминации 0,99 0,80 0,97 

При изменении влажности на фоне засорённости масличной примесью 

более 2,5% активизируются гидролитические процессы, и возрастает кислотное 

число тем больше, чем выше уровень влажности и масличной примеси. 

Полученные данные коррелируют с данными ряда авторов (Бердина А.Н., 2009, 

Гаманченко А.И., 1995; Францевой Т.П., 2009), которые механизм влияния 

влажности и масличной примеси связывают с тем, что превышение допустимого 

предела влажности на 1-2 %, приводит к интенсивному росту первичных 

продуктов окисления и гидролиза, а продолжительное хранение таких семян ведет 

к активации липазы при щелочном рН и снижению активности - при кислом рН. 

Дальнейшие исследования были направлены на установление характера и 

динамики изменения активности липаз семян подсолнечника in situ в ответ на 

модельное загрязнение солями тяжелых металлов. Показано достоверное, но с 

разной степенью интенсивности, снижение активности липазы при рН-4,7 и 8,0 

под действием солей исследуемых элементов (Нg, As, Pb, Cd). Наибольший 

ингибирующий эффект воздействия на липазу при моноконтаминации проявляют 

ионы ртути, которые при содержании на уровне 0,5 ПДК снижают активность 
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липазы при рН=4,7 на 65,9%, а при рН=8,0 – на 70,5%. На уровне 1,0 ПДК 

происходит практически полное ингибирование активности фермента (рисунок 2). 

Рисунок 2 - Динамика изменения активности липазы: а) при рН=8,0, б) при рН=4,7 под 

действием разных концентраций токсичных элементов 

Схожее влияние на ферментативную активность проявили ионы As3+, 

которые оказали более выраженный эффект действия на липазу в щелочной среде, 

так при концентрации, соответствующей 2,0 ПДК разница между активностью 

фермента при разных рН составила 20,6%. Вероятно, ионы свинца не так прочно, 

как ионы ртути связываются функциональными группами фермента, 

следовательно, не столь активно ингибируют липазу. Ингибирующая способность 

Pb2+ при концентрации 0,5 ПДК составила при рН=4,7 и рН=8,0 39,2% и 36,8% 

соответственно, и в целом оказалась ниже, по сравнению с таковой для Нg2+ и 

As3+. При концентрации ионов Cd2+ на уровне 0,5 ПДК проявлялся слабый 

ингибирующий эффект (10,5% и 15,3% при рН=4,7 и рН=8,0 соответственно), 

однако, дальнейшее увеличение концентрации привело к существенному 

увеличению интенсивности ингибирования до 70,6% и 78,9% при рН=4,7 и 

рН=8,0 соответственно. Таким образом, кадмий, в сравнении с другими 

токсичными элементами, оказал наименьшее ингибирующее действие на липазу. 

Сравнительный анализ полученных данных позволил ранжировать элементы по 

эффекту ингибирующего действия на активность липазы семян подсолнечника, 

так характеристический ранговый ряд при концентрации элементов на уровне 1,0 

ПДК для липазы выглядит следующим образом Нg2+>As3+>Pb2+>Cd2+. 

Наибольшим ингибирующим действием на липазу разных значениях рН обладают 

ионы Нg2+. 

Анализ современных мониторинговых данных показывает, что в пищевой и 

сельскохозяйственной продукции, токсичные элементы практически всегда 

присутствуют в исследуемых пробах, но в количествах, не превышающих 

предельно допустимых концентраций, при этом такой продукт признается 

безопасным (Цикуниб А.Д., 2012). Дальнейшие исследования были направлены 
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на установление характера влияния суммарных концентраций (двух, трех и 

четырёх) токсичных элементов на активность липазы семян подсолнечника. Для 

этого семена искусственно контаминировали аликвотами солей токсичных 

элементов в количестве 0,5 ПДК каждого. Был рассчитан коэффициент 

суммарного ингибирования, представляющий собой отношение процентов 

ингибирования эмпирического к теоретическому, где последний - результат, 

основанный на суммировании эффектов моноконтаминации каждого из элементов 

с концентрацией на уровне 0,5 ПДК на активность липазы. Полученные 

результаты свидетельствуют о том, что фактическая активность фермента в 

условиях совместного действия различных ионов отличается от теоретически 

рассчитанного. Процент ингибирования липазы при разных рН не показал 

значительных различий между собой. Из рисунка 3 видно, что ионы в сочетаниях 

Pb/Cd, Hg/Cd и As/Cd проявляют независимое действие, при котором преобладает 

ингибирующий эффект того элемента, к которому липаза наиболее чувствительна.  

 
Рисунок 3 - Суммарный эффект ингибирования липазы семян подсолнечника при рН=4,7 

от сочетаний элементов в концентрации 0,5 ПДК, % (достоверность различий степени 

ингибирования между теоретическим и эмпирическим результатами *р <0,05) 

Аддитивное, т.е. суммарное действие было получено для Hg/As/Pb, а также 

при тетраконтаминировании, где процент ингибирования достиг максимального 

значения, близкого к 100%. Изученные токсичные элементы в большинстве 

сочетаний проявили синергетический и аддитивный ингибирующий эффекты 

действия на липазу. Таким образом, наибольшей ингибирующей способностью 

(более 70%) обладают комбинации Hg/As, Hg/Pb, а также трех и четырех ионов 

токсичных элементов в концентрации 0,5 ПДК.  

Полученные результаты активности липазы при моно-, ди-, три- и 

тетраконтаминации семян подсолнечника в модельных условиях показывают, что 

исследуемый фермент может выступить маркером уровня содержания токсичных 

элементов в семенах масличных культур, что возможно использовать как 
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прогностический тест, для предупреждения попадания тяжелых металлов в 

организм человека. 

В главе 4 приведены результаты исследований, позволяющие обосновать 

применение понятия «референтная величина» к активности липазы семян 

подсолнечника, имеющих по комплексу физико-химических показателей статус 

«экологически чистые» и «высококачественные». Опираясь на полученные нами 

данные о высокой чувствительности липазы к действию отдельных токсичных 

элементов и их сочетаний, а также о влиянии физико-химических показателей на 

активность фермента, были сформированы 4 группы семян подсолнечника с 

разной степенью экологической чистоты: ВКСП, ЭЧСП, КСПкч, КСПтм. 

Установлено, что показатели активности липазы при рН=4,7 в группах 

ЭЧСП и ВКСП выше, чем в КСПтм на 43,7% и 39,6% и КСПкч на 53,1% и 49,8% 

соответственно (рисунок 4). 

 

Как видно из рисунка, в 

семенах, в которых 

изначально высокие 

показатели кислотного 

числа (КСПкч), 

активность липазы 

невысока, а в пробах, 

контаминированных 

токсичными 

элементами в 

концентрациях выше 

0,5 ПДК (КСПтм), 

наблюдается 

наибольшее снижение 

активности фермента, 

что коррелирует с ране 

полученными нами 

данными. 

Рисунок 4 -Активность липазы семян подсолнечника в 

группах (*р <0,05 достоверность различий групп КСП с ВКСП 

и ЭЧСП) 

Следует также отметить, что внутри этих групп отмечены существенные 

колебания показателей активности фермента (различия между максимальными и 

минимальными значениями 24,6% и 63,8% соответственно). Установлено, что 

активность липазы в щелочной среде в исследуемых группах, в отличии от 

кислой, не дает достоверных различий, позволяющих судить о динамике 

изменения активности фермента. Результаты активности липазы при рН=4,7, 

полученные на ВКСП и ЭЧСП, предложено принимать за оптимальные, 

референтные величины. В соответствии с законом нормального распределения 
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Гаусса референтную величину определяли, как среднее значение (М) показателей 

групп ВКСП и ЭЧСП -2 стандартных отклонения (М-2SD), которое принимает 

вид 21,8-3,8 мл КОН/10 г за 1 ч (рисунок 5). 

 

 На основании 

полученных данных по 

изменению активности 

липазы в семенах с 

разной степенью 

экологической чистоты 

была разработана 

методика определения 

содержания токсичных 

элементов в семенах 

подсолнечника по 

динамике активности 

липазы в сравнении с 

референтной величиной 

(АСЛ-метод), который 

распространяется на 

заготовляемые и 

поставляемые семена 

подсолнечника, 

Рисунок 5 - Плотность нормального распределения 

активности липазы в ВКСП и ЭЧСП  

находящиеся на хранении не более 1 месяца, с исходными значениями кислотного 

числа не более - 1,0 мг КОН, влажностью - не более 7% и масличной примесью - 

не более 3%. На основе адаптированной системы математической оценки, 

используемой в клинико-лабораторной диагностике установлены аналитические 

характеристики АСЛ-метода: аналитическая чувствительность (АЧ) и 

специфичность (АС), а также предсказательная ценность положительного (ПЦ+) и 

отрицательного результатов (ПЦ-) анализа. Аналитические характеристики 

считаются доверительными, когда АЧ и АС не менее 80%. Анализ показал, что 

АСЛ-метод характеризуется высокими показателями АЧ и ПЦ- (86,2% и 89,5%), 

что позволяет, рекомендовать его для скрининговых исследований контаминации 

токсичными элементами большого количества образцов семян. Относительная 

погрешность метода составляет ±10,6%, погрешность сходимости – 14,8%. 

Средняя стоимость атомно-абсорбционного определения четырех нормируемых 

металлов в семенах подсолнечника составляет в среднем около 2300 руб., в то 

время как установление уровня суммарного содержания токсичных элементов 

АСЛ-методом не более 300 р. 
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Одновременно с разработкой экспресс-метода проведены исследования по 

разработке способа дробной минерализации растительного сырья с высоким 

содержанием масла для электротермического атомно-абсорбционного анализа 

(ААС-ЭТА). Предложен способ подготовки пробы с высоким содержанием масла, 

основанный на использовании дробной минерализации (ДМ), предполагающей 

разложение пробы на жировую (масло) и обезжиренную (шрот) фракции, с 

последующей сухой минерализацией шрота, и прямым определением металлов в 

масле. Минерализацию масла для определения мышьяка и ртути проводили 

методом кислотной экстракции по ГОСТ 26926-94. Массовую концентрацию 

токсичных элементов в обеих фракциях определяли методом ААС-ЭТА. В 

качестве контрольных методов сравнения с предлагаемым способом ДМ 

использовали способ сухой минерализации (СМ) и мокрой минерализации (ММ) 

семян подсолнечника по ГОСТ 26929-94. Полученные результаты показывают, 

что разработанный способ ДМ позволяет открывать элементы с большей 

достоверностью в сравнении с контрольными методами. Правильность 

предлагаемого способа ДМ проверяли методом добавок (введено-найдено). 

Данные метрологических характеристик определения токсичных элементов ААС-

ЭТА на основе предлагаемого способа пробоподготовки в сравнении с 

контрольными, свидетельствуют о более высоких показателях сходимости (dотн) 

и воспроизводимости (Dотн). Допустимые нормативными документами 

погрешности в измерении сходимости и воспроизводимости удалось снизить при 

использовании ДМ в среднем на 4,5% и 4,9% соответственно для кадмия и 

свинца. Данный способ позволил снизить общее время пробоподготовки в 

среднем на 4-6 часов, при его совмещении с процессом определения масличности 

семян. Сократить время пробоподготовки стало возможным, за счет уменьшения 

времени обугливания обезжиренного шрота (с 1,5 часов до 40 мин) и 

продолжительности минерализации шрота в муфельной печи (2 полных цикла, 

вместо 4). 

В главе 5 «Разработка технологии получения геммульного препарата 

липазы и экспресс-метода определения токсичных элементов в растительных 

маслах по изменению его активности (АГЛ-метод)» обоснована технология 

получения геммульного препарата липазы и представлены результаты апробации 

экспресс-метода определения токсичных элементов в растительных маслах на его 

основе. Учитывая физико-химические и морфологические особенности 

распределения липазы в ядре, а также биохимические отличия липазы, влияющие 

на ее кинетические характеристики, обоснованы условия, режимы и 

последовательность технологических операций получения геммульного 

препарата. Выход ферментного препарата геммульной липазы составляет не 

менее 18% из 1 кг семян. Контроль качества получаемого препарата включает в 
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себя определение массовой доли влаги, остаточных количеств сырого жира, а 

также установление липолитической активности препарата (рисунок 6).  

 
Рисунок 6 - Схема получения геммульного препарата липазы «сухим» способом 

 

На основе физико-химической экспертизы осуществлен отбор семян 

подсолнечника, соответствующих критериям ВКСП, проведено обрушивание 

семян с максимальным сохранением целостности ядра в лабораторных 

(допускается использование в качестве сырья ядра из семян, предназначенных для 

производства кондитерских изделий, при условии соответствия критериям 

ВКСП). Рациональность использования геммульной части, а не целого ядра 

основана на неравномерности морфологического распределения липазы в семенах 

подсолнечника, с преимущественной локализацией в геммульной части 

(допускается использование масличной пыли, получаемой при обрушивании 

семян подсолнечника, в которой наибольшая концентрация геммулы). Далее 

геммульная фракция (ГФ) подвергается обезжириванию «сухим» способом путем 

настаивания в «сухом» охлажденном до 4°С гексане в соотношении 1:5 от массы 

ГФ в течение 6 часов при периодическом перемешивании. Использование этого 

растворителя основано на свойстве сухих малополярных растворителей, таких как 

бензин и гексан, практически не снижают активность фермента (Берсткин А.В.), в 

то время как полярные органические растворители – ацетон, этиловый и 

метиловый спирты, диэтиловый эфир, способны снимать гидратную оболочку с 
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нативной молекулы белка, тем самым способствуя изменению их конфигурации 

(Равич-Щербо М. И. 1975). Далее растворитель удаляется декантацией и 

проводится суховоздушная сушка при t не выше +15 ºС до полного удаления 

запаха растворителя и измельчение в ступке с проходом через сита диаметром с 

пор d=0,1 мм. 

Особенностью технологического процесса является создание условий, 

исключающих возможность образования агрегированных молекул субстрата и 

адсорбции липазы на липидном монослое, выступающей определяющим 

фактором процесса катализа, предшествуя образованию фермент-субстратного 

комплекса.  

Полученный сухой препарат липазы представляет собой сыпучий порошок 

светло-бежевого (молочного) цвета, малорастворимый в воде и буферных 

растворах, с исходной липолитической активностью фермента на субстрате из 

подсолнечного масла 0,55±0,02 нкат. Сроки хранения с сохранением 

липолитической активности не менее 80% - 3 месяца при t 4±1 ºC.  

Установление влияния токсичных элементов проводили на: подсолнечном, 

оливковом и кукурузном маслах, искусственно контаминированных разными 

концентрациями металлов на уровне 0,5, 1,0 и 1,5 ПДК каждого (Cd, As, Hg, Pb, 

Fe и Cu). Наибольшее инактивирующее действие на геммульный препарат липазы 

оказывают ионы ртути и мышьяка. Ингибирующее воздействие ионов меди 

составило в среднем 50,0% при 1,0 ПДК, свинца – 54,5%, кадмия – 44,3%. Ионы 

железа во всех трех субстратах оказали наименьший ингибирующий эффект на 

активность липазы, который оказался значимым только при концентрации на 

уровне 1,5 ПДК и составил 38%, а при 1,0 ПДК произошла инактивация чуть 

менее 10%.  

При действии сразу трех разных элементов в концентрациях, 

соответствующих значениям 0,5 ПДК каждого, на активность ферментного 

препарата липазы отмечается усиление инактивирующих свойств в сравнении с 

парными комбинациями токсикантов. Наибольший ингибирующий эффект 

проявляют сочетания Cu/Pb/As, As/Pb/Hg и As/Cd/Hg. Таким образом, показано 

достоверное снижение активности геммульного препарата липазы, под действием 

субстрата, содержащего сочетания токсичных элементов на уровне 0,5 ПДК.  

На основании полученных данных, был разработан тест-набор «Геммульная 

липаза» для определения уровня содержания токсичных элементов в 

растительных маслах на основе изменения активности геммульного препарата 

липазы (АГЛ-метод). Проведен анализ коммерческих образцов растительных 

масел, полученные данные были подтверждены результатами ААC определения в 

89,1% проб, т.е. в исследуемых образцах масла произошло существенное 

снижение активности фермента при содержании токсичных элементов в 
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концентрации более 0,5 ПДК или активность фермента оказалась на высоком 

уровне в пробах не содержащих токсичных элементов. АГЛ-метод обеспечивает 

получение результатов анализа с погрешностью, сходимости – 13,2%, 

воспроизводимости -16,1%, относительной погрешности - ±11,0%. 

 

ВЫВОДЫ 

1. Высокий ингибирующий эффект действия токсичных элементов при 

моноконтаминации на уровне 1,0 ПДК на активность липазы семян 

подсолнечника в интервале 43-83% с характерным ранговым рядом: 

Нg2+>As3+>Pb2+>Cd2+ в условиях in situ и Нg2+>As3+>Pb2+(Cu2+)>Cd2+˃Fe3+ 

в условиях in vitro, а также в интервале 30-95% при ди-, три- и тетраконтаминации 

в концентрациях 0,5 ПДК каждого элемента для сочетаний ионов As/Pb/Hg и 

As/Cd/Hg в условиях in situ и Cu/Pb/As,  As/Pb/Hg и As/Cd/Hg в условиях in vitro, 

позволяет констатировать, что липаза семян подсолнечника относится к SH-

содержащим ферментам, характеризующимся высокой чувствительностью и 

способностью формировать аналитический сигнал в ответ на действие токсичных 

элементов.  

2. Доказано, что исходная активность липазы и кислотное число семян 

подсолнечника с низким уровнем контаминации токсичными элементами (менее 

0,25 ПДК по каждому элементу) остаются стабильными в течение месяца в 

благоприятных условиях (влажность не более 7,5% и масличная примесь не более 

2,5%), а в агрегированных условиях хранения (влажность в интервале 7,5 - 9,5 % и 

масличная примесь 2,5-7,5%) активность липазы снижается в тесной 

корреляционной зависимости от влажности (r=-0,96), масличной примеси (r=-

0,90) и кислотного числа (r= -0,93) при р≤0,05. 

3. Установлен высокий потенциал активности липазы в семенах 

подсолнечника, имеющих по комплексу физико-химических показателей и 

показателей безопасности статус «высококачественные и экологически чистые», 

принятый за «референтную величину» равную 21,8-3,9 мл КОН/10 г/ч в 

соответствии с законом нормального распределения Гаусса (М-2SD)  

4. На основании мониторинговых данных активности липазы в семенах 

подсолнечника с разной степенью экологической чистоты разработан экспресс-

метод оценки уровня контаминации семян токсичными элементами (АСЛ-метод), 

аналитическая чувствительность которого составила 86,2%, а предсказательная 

ценность отрицательного результата - 89,5%, что дает возможность 

рекомендовать его в качестве скринингового для определения токсичных 

элементов в семенах подсолнечника, хранившихся не более 1 месяца, с 

исходными значениями кислотного числа не более – 1,0 мг КОН, влажностью – не 

более 7,0% и масличной примесью – не более 3,0%. 
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5. Выявлены морфологические особенности распределения липазы в 

ядре семян подсолнечника, обоснованы условия, режимы и последовательность 

технологических операций получения геммульного препарата липазы «сухим» 

способом, исключающим возможность образования агрегированных молекул 

субстрата и адсорбции липазы на липидном монослое, выступающей 

определяющим фактором процесса катализа, предшествуя образованию фермент-

субстратного комплекса, разработан тест-набор «Геммульная липаза» на основе 

ферментного препарата с активностью не менее 0,55±0,02 нкат на субстрате из 

подсолнечного масла для оценки уровня контаминации токсичными элементами 

растительных масел (АГЛ-метод). 

6. Разработан способ пробоподготовки растительного сырья с высоким 

содержанием масла для определения токсичных элементов ААС-ЭТА методом с 

использованием способа дробной минерализации, позволивший сократить время 

минерализации и улучшить метрологические характеристики: открываемость 

элементов повысить до 90,8%, снизить погрешность сходимости результатов 

исследования (на 4,5 %) и воспроизводимости (на 4,9 %) для кадмия и свинца. 

Научная новизна технического решения подтверждена патентом РФ (№ 2645995, 

от 28.02.2018). 

7. Технические решения и методические разработки апробированы и 

внедрены в условиях производственных и исследовательских лабораторий ООО 

НПП «Форт» и ИЦ ФГБОУ ВО «Кубанский государственный технологический 

университет», разработан комплект технической и методической документации, 

включающей ТУ, ТИ, МР и инструкции, экономическая эффективность 

предлагаемых технико-методологических решений составляет от 2111,85 руб. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

АС – аналитическая специфичность 

АСЛ- метод – метод основанный на 

активности собственной липазы 

АГЛ-метод -  метод, основанный на 

активности геммульного препарата 

липазы 

АЧ – аналитическая чувствительность 

ВКСП - высококачественные семена 

подсолнечника,  

ГФ  - геммульная фракция  

ДМ - дробная минерализация  

ИОР истинно отрицательные 

ИПР - истинно положительные  

ММ - мокрая минерализация  

КСПкч - качественные семена 

подсолнечника с дополнительными 

ограничениями по кислотному числу 

КСПтм - качественные семена 

подсолнечника с дополнительными 

ограничениями по содержания 

тяжелых металлов 

ЛОР – ложноотрицательные 

ЛПР – ложноположительные 

Мп- масличная примесь 

НКСП - некачественные семена 

подсолнечника 

СМ – сухая минерализация  

ПДК – предельно-допустимая 

концентрация 

ПЦ(-) - предсказательная ценность 

отрицательного результата 

ПЦ(+) - предсказательная ценность 

положительного результата 

ФПГн- ферментный препарат 

геммульной липазы полученный 

методом настаивания 

ФПГэ - ферментный препарат 

геммульной липазы полученный 

методом экстракции 

ФПСн- ферментный препарат липазы 

из семядолей методом настаивания 

ФПСэ - ферментный препарат липазы 

из семядолей методом экстракции 

ТЭ – токсичные элементы 

ЭЧСП - экологически чистые семена 

подсолнечника. 
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