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На втором этапе исследований были 
взяты концентрации от 1000,0 мг/л до 
23425,6 мг/л. Концентрация 1000,0 мг/л (I 
опытная группа) вызывала незначительные 
нарушения в клиническом статусе особей мо-
лоди стерляди. У рыб этой группы отмечали 
замедление плавательных движений. Некото-
рые особи залегали на дно аквариума. Во II 
опытной группе наблюдалась аналогичная 
клиническая картина, но нарушение плава-
тельных движений было выражено значи-
тельно, особи то замедляли движения, то со-
вершали круговые движения, через 96 часов с 
момента начала опыта зарегистрировали ги-
бель одной рыбы. Особые изменения отмече-
ны в III опытной группе, помимо того, что 
особи были малоподвижными, у них отмечали 
нарушения плавательных и жаберных движе-
ний. Через 96 часов отмечен падеж пяти осо-
бей из десяти, задействованных в опыте. 

При концентрации в количестве 10648,0 
мг/л (IV опытная группа) рыба была малопо-
движна, отмечены нарушения плавательных 
и жаберных движений, которые уже отмеча-
лись через 24 часа от начала эксперимента. 
Зарегистрирована гибель восьми особей рыб 
через 48 часов 

Концентрация 23425,6 мг/л вызвала ги-
бель особей стерляди уже через 24 часа от 
начала опыта. Предварительно были отмече-
ны явные клинические признаки интоксика-
ции, рыба практически не двигалась, через 24 
часа произошла гибель всех десяти особей.  

Выводы. В результате определения 
острой токсичности на рыбах установлена 

концентрация кобаметина (LC50) для молоди 
стерляди, которая составила 4840,0 мг/л. Со-
гласно общепринятым классификациям опас-
ности химических веществ для водных орга-
низмов, вещества с летальной концентрацией 
(LC) больше 1000,0 мг/л считаются малоток-
сичными. 
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Разработана методика на основе титриметрии для определения активности липазы в 
кормовых добавках. Диапазон измерения активностей составил от 100 до 100 000 
мкмоль/(мин∙г). Подобраны условия определения липазной активности: рН раствора, время и 
температура проведения реакции, состав и концентрация субстрата. Проведена оценка актив-
ности липазы в зарегистрированных кормовых добавках с разным значением активностей по 
разработанной методике и показано, что полученные значения согласуются с заявленными 
показателями.  

Ключевые слова: кормовые добавки; липаза; ферментативная активность 
 
 

DEVELOPMENT OF A METHOD FOR DETERMINATION LIPASE ACTIVITY  
IN FEED ADDITIVES 

 
Nesterenko Irina Sergeevna, PhD Chem. Sci. 
Bakai Kristina Aleksandrovna 
Mukhamedova Liliya Damirovna 
Priima Anastasiia Dmitrievna 
Safronova Valentina Andreevna, PhD Chem. Sci. 
The Russian State Center for Animal Feed and Drug Standardization and Quality,  
Moscow, Russian Federation 
 

A titrimetric-based method for determining lipase activity in feed additives was developed. The 
activity measurement range was 100 to 100,000 μmol/(min∙g). Lipase activity determination condi-
tions were selected, including solution pH, reaction time and temperature, and substrate composition 
and concentration. A significant effect of the desorption stage on sorption capacity was demonstrated. 
Lipase activity in registered feed additives with different activity values was assessed using the devel-
oped method, and the obtained values were found to be consistent with the stated parameters. 

Keywords: feed additive; lipase; enzyme activity 
 
В настоящее время в сельском хозяйстве 

активно применяются кормовые добавки с 
содержанием ферментов для повышения пе-
ревариваемости кормов и усвояемости пита-
тельных веществ. Наибольшее распростране-
ние получили карбогидразы, такие как глю-
каназа, целлюлаза и ксиланаза ‒ для расщеп-
ления полисахаридов, липазы ‒ для расщеп-
ления жиров и фитаза ‒ для улучшения усво-
ения фосфора. Липазы ‒ это ферменты, отно-
сящиеся к классу гидролаз (гидролаза слож-
ных эфиров глицерина, E.C. 3.1.1.3) [5], кото-
рые воздействуют на сложноэфирные связи 
нескольких соединений, при этом ацилглице-
рины являются наиболее подходящими суб-
стратами. Липазы катализируют реакции 
гидролиза, ацидолиза, переэтерификации и 
др. Они являются более активными в отно-
шении нерастворимых субстратов, особенно 
триглицеридов, состоящих из длинноцепо-
чечных жирных кислот с более чем 10 атома-
ми углерода [1, 7].  

Для определения липазной активности 
разработаны разнообразные методы, которые 
можно разделить на три большие группы: ко-

личественное определение образующихся 
жирных кислот титриметрическими или ра-
диометрическими методами; определение 
высвобождающегося окрашенного или флуо-
ресцирующего продукта фотометрическими 
методами; определение изменения биофизи-
ческих свойств субстрата во время липолиза 
кондуктометрическими, турбидиметриче-
скими, денситометрическими или микроско-
пическими методами [2, 4, 6]. 

Наиболее часто применяют спектрофо-
тометрический и титриметрический методы. 
Для проведения спектрофотометрического 
метода требуется наличие дорогостоящего 
субстрата с п-нитрофенилом. Также данный 
субстрат не относится к классу триглицери-
дов, поэтому его использование может быть 
нецелесообразным. Метод, основанный на 
титровании жирных кислот намного проще в 
исполнении, не требует сложного и дорого-
стоящего оборудования. Титриметрический 
метод основан на количественном определе-
нии карбоновых кислот, выделяющихся из 
различных типов сложных эфиров, с помо-
щью гидролитической активности липаз. 
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Данные методы делят на три группы: опреде-
ление свободных жирных кислот после экс-
тракции, конечное титрование и непрерыв-
ное титрование. Они просты в реализации, не 
требуют сложного оборудования, но слож-
ность фиксации перехода окраски индикатора 
может приводить к неправильным результа-
там анализа. 

Анализ литературных данных показы-
вает, что для определения липазной активно-
сти не существует универсальной методики, 
которая позволяла проводить анализ бы с до-
статочной точностью за короткий промежу-
ток времени. Каждый из рассмотренных ме-
тодов обладает недостатками, поэтому целью 
данной работы было разработать универ-
сальную методику, позволяющую определять 
липазную активность в кормовых добавках. 

Методика исследований. Определение 
липазной активности в кормовых добавках 
проводили следующим образом. К предвари-
тельно прогретому до 37 °С раствору субстра-
та добавляли раствор экстракта кормовой до-
бавки. Ровно через 3, 5, 10, 15, 20, 25 и 30 ми-
нут отбирали аликвоту реакционной смеси и 
вносили в стакан, содержащий этанол. Стакан 
помещали на магнитную мешалку и титрова-
ли с помощью автоматического титратора 
раствором гидроксида натрия, до точки экви-
валентности. Фиксировали объем щелочи, 
пошедший на титрование образца. Концен-
трацию образовавшихся жирных кислот вы-
числяли по формуле: 

С =
(𝑉𝑛 − 𝑉0) ∙ 𝑁 ∙ 1000

5
 

C – концентрация образовавшихся жир-
ных кислот, мкмоль/см3; 

Vn – объем щелочи, пошедший на титро-
вание реакционной смеси в n минут, см3; 

V0 – объем щелочи, пошедший на титро-
вание контрольной пробы, см3; 

N – концентрация щелочи, рассчитанная 
с поправочным коэффициентом, М; 

1000 – коэффициент перевода; 
5 – титруемый объем реакционной сме-

си, см3. 
По рассчитанным значениям строили 

график зависимости концентрации образо-
вавшихся жирных кислот от времени: на оси 
абсцисс откладывали время реакции в мину-
тах, по оси ординат ‒ концентрацию образо-
вавшихся жирных кислот в мкмоль/см3. 

По виду получившегося графика опре-
деляли правильность подобранного разведе-

ния образца. При необходимости образец раз-
водили. 

Если график имел приемлемый вид, то 
строили соответствующий ему график в 
двойных обратных координатах. Получивша-
яся зависимость должна была иметь линей-
ный вид и R2≥0,95. 

Активность липазы в реакционной сме-
си рассчитывали по формуле: 

𝑈 =
1

2 ∙ 𝑘
 

U – активность липазы в реакционной 
смеси, мкмоль/(мин∙см3); 

k – тангенс угла наклона графика, по-
строенного в двойных обратных координатах, 
(мин∙см3)/мкмоль. 

Ферментативную активность липазы в 
кормовой добавке рассчитывали по следую-
щей формуле: 

𝐴 =
𝑈 ∙ 50

𝑚
 

А – активность липазы, мкмоль/(мин∙г); 
U – активность липазы в реакционной 

смеси, мкмоль/(мин∙см3); 
50 – объем реакционной смеси, см3; 
m – масса навески кормовой добавки, г. 
 
Результаты исследований и их обсужде-

ние. Для разработки методики определения 
липазной активности в кормовых добавках в 
работе был применен титриметрический ме-
тод. Были изучены три варианта постановки 
анализа для определения концентрации обра-
зующихся после гидролиза жирных кислот. В 
первом случае после остановки ферментатив-
ной реакции образовавшиеся жирные кислоты 
титровали раствором щелочи. Во втором слу-
чае аликвоту раствора отбирали во время ре-
акции через фиксированные промежутки вре-
мени и также проводили титрование щелочью 
свободных жирных кислот. В третьем случае 
проводили непрерывное титрование в процес-
се ферментативной реакции, подбирая ско-
рость добавления щелочи, чтобы она совпада-
ла со скоростью образования жирных кислот. 

Первый вариант является наиболее 
быстрым и простым в исполнении, но в про-
цессе эксперимента наблюдался сильный 
разброс полученных результатов, которые 
зависели от разведения фермента. Второй ва-
риант по времени уступает первому варианту, 
но позволяет получить воспроизводимые 
данные, так как в результате эксперимента 
строится график зависимости концентрации 
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образующихся кислот от времени, по которо-
му можно оценить правильно ли выбрано 
разведение фермента. Третий вариант более 
трудоемкий за счет выбора оптимальной ско-
рости титрования, которое проводится на 
границе раздела фаз, и его эффективность за-
висит от перехода жирной кислоты в водную 
фазу, что тоже может приводить к нестабиль-
ным результатам. Таким образом, в дальней-
шем при разработке методики применяли 
второй способ постановки анализа. 

В качестве субстрата для определения 
липазной активности могут применяться 
трибутират, триолеат или масло с высоким 
содержанием триолеата. При гидролизе три-
бутирата образуется короткоцепочечная мас-
ляная кислота, которая титруется лучше, чем 
длинноцепочечная, что может влиять на по-
лученное значение ферментативной активно-
сти (искажать его) [3]. Самым доступным из 
перечисленных субстратов является масло с 
высоким содержанием триолеата. В данной 
работе в качестве субстрата применяли олив-

ковое масло.  
Одним из этапов определения липазной 

активности является приготовление эмуль-
сии выбранного субстрата. При выборе 
эмульгатора руководствуются следующими 
критериями: эмульсия должна получаться 
стабильной и мелкодисперсной, не расслаи-
ваться во время анализа. В работе были рас-
смотрены три вида эмульгаторов: поливини-
ловый спирт (субстрат №1), гуммиарабик 
(субстрат №2) и тритон Х-100 (субстрат №3). 
Для эмульсии, приготовленной с использова-
нием гуммиарабика, в процессе постановки 
реакции наблюдалось расслоение. Также в 
случае использования Тритон Х-100 и гумми-
арабика наблюдалось неравномерное распре-
деление масла по объему раствора. Наилуч-
шие характеристики продемонстрировала 
эмульсия, приготовленная с использованием 
поливинилового спирта. Результаты, полу-
ченные при сравнении использования раз-
личных эмульгаторов, отображены на рисун-
ках 1-3. 

 

 

Рисунок 1 ‒ Зависимость концентрации образующихся жирных кислот от времени при             
использовании субстрата №1 

 

 

Рисунок 2 ‒ Зависимость концентрации образующихся жирных кислот от времени при            
использовании субстрата №2 
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Рисунок 3 ‒ Зависимость концентрации образующихся жирных кислот от времени при            
использовании субстрата №3 

 

Титрование образующихся жирных кис-
лот можно проводить как до точки эквива-
лентности, так и до фиксированного значения 
рН. Образующиеся жирные кислоты являются 
слабыми, соответственно, точка эквивалент-
ности сдвинута в область щелочных значений 

рН. В данной работе провели сравнение двух 
вариантов титрования: до точки эквивалент-
ности, определяемой прибором, и до значения 
рН равного 12. Полученные графики пред-
ставлены на рисунке 4. 

 

Рисунок 4 ‒ Зависимость концентрации образующихся жирных кислот от времени при          
титровании до рН 12 и до точки эквивалентности 

 
Использование автоматического титра-

тора позволило точно определять не только 
объемы гидроксида натрия, пошедшего на 
титрование, но и значения точки эквивалент-
ности. Следует отметить, что точка эквива-
лентности находится в диапазоне рН от 10,1 
до 10,3, что позволяет расходовать меньший 
объем щелочи, чем при титровании до рН 12, 
что сказывается на рассчитанных концентра-
циях образующихся жирных кислот. Из пред-
ставленных данных видно, что при титрова-
нии до точки эквивалентности через 15 ми-
нут после начала реакции образуются жир-
ные кислоты в концентрации 23 мкмоль/см3, 
а через 30 минут ‒ 30 мкмоль/см3, в то время 

как при титровании до рН 12 через 15 минут 
после начала реакции образуется 34 
мкмоль/см3, а через 30 минут ‒ 50 
мкмоль/см3, что свидетельствует о завышен-
ных значениях из-за большего расхода щело-
чи. Таким образом, показано, что необходимо 
использовать режим титрования до точки эк-
вивалентности, а использование режима с 
фиксированным значением может приводить 
к завышению получаемых концентраций 
жирных кислот.  

На основе выбранных условий для 
определения липазной активности было про-
ведено определение ферментативной актив-
ности различных коммерческих препаратов, 
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содержащих липазу. Для каждого препарата 
были построены зависимости концентрации 
жирных кислот от времени. На рисунке 5 в 
качестве примера приведена зависимость 

концентрации образующихся жирных кислот 
от времени для липазы из Mucor javanicus, а 
также график в двойных обратных координа-
тах (рисунок 6).  

 

Рисунок 5 ‒ Зависимость концентрации образующихся жирных кислот от времени для липазы 
из Mucor javanicus 

 

 

Рисунок 6 ‒ Зависимость концентрации образующихся жирных кислот от времени для липазы 
из Mucor javanicus в двойных обратных координатах 

 
Выводы. В результате была разработа-

на методика определения липазной активно-
сти в кормовых добавках, подобраны опти-
мальные условия проведения ферментатив-
ной реакции и определения концентрации 
жирных кислот. 

Проведена оценка активности липазы в 
зарегистрированных кормовых добавках с 
разным значением активностей по разрабо-
танной методике и показано, что полученные 
значения согласуются с заявленными показа-
телями. 
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КИСЛОТНОЕ ЧИСЛО ЖИРА ЗЕРНОПРОДУКТОВ, ИДУЩИХ НА КОРМОВЫЕ ЦЕЛИ,  

КАК ИНДИКАТОР КАЧЕСТВА ХРАНЕНИЯ В АГРОБЕГАХ  
 
Новикова Алла Владимировна, канд. с.-х. наук 
Кочук Елена Валентиновна, канд. хим. наук 
ФГБУ «Федеральный центр охраны здоровья животных», г. Владимир, Российская Федерация 

 
Зерно сои и кукурузы имеет высокое содержание жира, что при неблагоприятных усло-

виях хранения может привести к его прогорканию и дальнейшей порче товарной продукции. 
Ввиду того, что большие массы кукурузы и сои хранятся в агробегах в полевых условиях, то 
окисление жиров в процессе хранения может быть интенсивным, поэтому анализ кислотного 
числа жира может оценить качество хранения зерна и самой товарной продукции. Цель – про-
вести анализ зерна сои и кукурузы по показателю кислотное число жира (КЧЖ) титриметриче-
ским методом для определения доброкачественности кормового зерна после длительного хра-
нения в агробегах. Результаты. Длительное хранение зерна с высоким содержанием жира в аг-
робегах более 7 месяцев может провоцировать ухудшение показателей свежести на примере 
кислотного числа жира.  

Ключевые слова: зерно; хранение; нестационарный способ хранения; агробег; кислотное 
число жира 

 
 

ACID NUMBER OF FAT IN GRAIN PRODUCTS USED FOR FEED PURPOSES AS 
 AN INDICATOR OF STORAGE QUALITY IN AGROBAGS 

 
Novikova Alla Vladimirovna, PhD Agr. Sci. 
Kochuk Elena Valentinovna, PhD Chem. Sci. 
Federal Center for Animal Health, Vladimir, Russian Federation 
 

Soybeans and corn grains have a high fat content, which, under unfavorable storage conditions, can 

lead to rancidity and spoilage of the commercial product. Since large quantities of corn and soybeans are 

stored in agricultural storage bins under field conditions, fat oxidation during storage can be intense. There-

fore, analyzing the acid value of fat can assess the storage quality and the commercial product itself. The ob-

jective of this study was to analyze soybean and corn grains using the acid value of fat (FAV) titrimetrically 

to determine the quality of feed grain after long-term storage in agricultural storage bins. Results. Long-term 

storage of high-fat grain in agricultural storage facilities for more than 7 months can lead to a decrease in 

freshness indicators, as measured by the acid value of the fat. 
Keywords: grain; storage; non-stationary storage method; agrobag; acid number of fat 
Высокие урожаи зерна в России не обес-

печены стационарными местами хранения, в 
связи с этим собранный урожай размещают в 
нестационарных условиях, например, в агро-


