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Аннотация. Производство ферментных препаратов занимает одно из ведущих мест в современной биотех-
нологии и относится к отраслям, объем продукции которых постоянно растет, а сфера применения неуклонно 
расширяется. Создание промышленного производства наиболее широко используемых ферментных препа-
ратов помогает существенно интенсифицировать и усовершенствовать многие существующие технологии 
или даже сформировать принципиально новые. Все это свидетельствует о том, что производство ферментных 
препаратов является одним из перспективных направлений в биотехнологии, которое будет и далее интен-
сивно расширяться. В этой связи большой интерес для многих отраслей народного хозяйства, где необходим 
частичный или полный гидролиз жиров и масел, представляют липазы. Они находят применение в пищевой 
и легкой промышленности, сельском хозяйстве, медицине, а также в аналитической практике. Проведены 
сравнительные исследования 3-х методов, основанных на реакции гидролитического расщепления сложно-
эфирных связей в молекуле жира с высвобождением свободных жирных кислот. Установлены оптимальные 
параметры наибольшего образования жирных кислот. Выбран субстрат, на котором получена более стабиль-
ная эмульсия с более высокой точностью измерений. В результате установлены оптимальные условия про-
ведения биокаталитической реакции гидролиза субстрата (оливкового масла) с использованием стандартно-
го ферментного препарата «Липаза»: температура составляет 40 °С; рН – 4,7; продолжительность – 20 мин.  
С целью получения достоверных данных и подтверждения подобранных оптимальных параметров проведе-
ны сравнительные исследования по определению активности липазы в различных объектах микробного про-
исхождения. При варьировании дозировкой ферментного препарата активность липаз находится в пределах  
5% погрешности измерений, что принято в стандартных методиках определения активности ферментного пре-
парата для пищевой промышленности и подтверждено экспериментальными данными.
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Abstract. The production of enzyme preparations remains to be a promising and permanently growing direction of 
modern biotechnology. The industrial production of the most widely used enzyme preparations contributes not only 
to improving the existing technologies, but also to developing fundamentally new processes. In this connection, li-
pases as part of the processes of partial or complete hydrolysis of oils and fats present significant research interest. 
Lipases find application in food processing and consumer goods manufacturing, as well as in agriculture, medicine, 
and analytical practice. In this study, we compare three methods based on the reaction of hydrolytic cleavage of 
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ВВЕДЕНИЕ
Большинство пищевых технологий основано на 

биокаталитических методах конверсии сельскохо-
зяйственного сырья. Ферментативный катализ по-
зволяет радикально изменять функционально техно-
логические свойства сырья на различных этапах его 
переработки, открывая тем самым широкие возмож-
ности для создания принципиально новой специализи-
рованной продукции [1]. Реализация отечественных 
ферментных препаратов (ФП) в отраслях пищевой и 
перерабатывающей промышленности обеспечивает 
ресурсосбережение и импортозамещение, позволяет 
снизить расход сырья, увеличить выход и повысить 
качество целевой продукции. 

Базовая основа контроля качества ФП для пище-
вой промышленности состоит в проведении испыта-
ний по их безопасности, включающих определение 
непатогенности штамма – продуцента ферментов – и 
токсичности полученных на его основе биопрепара-
тов, а также анализ содержания основных и минор-
ных ферментов, по уровню активности которых тести-
руют ФП [2–4]. 

В настоящее время ассортимент ФП существенно 
изменился. На рынке представлены концентрирован-
ные ФП микробного происхождения с различной суб-
стратной специфичностью и механизмом действия, 
обладающие повышенной стабильностью и расши-
ренным диапазоном температурного и рН-оптимума. 
Наличие ФП с новыми физико-химическими характе-
ристиками привело к необходимости создания совре-
менных усовершенствованных методик определения 
их активности [2]. На основе этих методов осущест-
вляется контроль качества ФП, проводятся исследова-
ния по определению их субстратной специфичности и 
уровня ферментативной активности, разрабатывают-
ся условия применения и нормы расхода ФП для био-
каталитической переработки сельскохозяйственного 
сырья. 

В последние годы основное внимание уделялось 
ферментам амилолитического, гемицеллюлазного, 
протеолитического и пектиназного действия, наибо-

лее широко применяемым в пищевой промышленно-
сти (ПП) [3]. Для организации (проведения) контроля 
качества ФП разработаны национальные и межго-
сударственные стандарты, включающие унифициро-
ванные методы определения их активности1. Однако 
отсутствуют стандартизированные методы определе-
ния активности ряда ферментов (например, липазы), 
также необходимых для пищевой промышленности.

Интерес исследователей к одному из важнейших 
гидролитических ферментов – липазе – существенно 
возрос [5–7]. Роль липазы как ключевого фермента, 
участвующего в липидном обмене в организме челове-
ка, достаточно велика. Липаза способствует усвоению 
жирорастворимых витаминов А, D, Е, К, обеспечивает 
переваривание липидов, участвует в энергетическом 
обмене [8–10]. В пищевой промышленности липаза 
применяется в производстве хлебобулочных и конди-
терских изделий, сыров; входит в состав многих улуч-
шителей муки [11]. Липолитическое действие фермен-
та при расщеплении высокомолекулярных жирных 
кислот на фракции используется для формирования 
аромата и вкуса некоторых продуктов (например, по-
лутвердых и твердых сыров). Перспективно ее приме-
нение для переработки вторичного сырья животного 
происхождения, а также отходов масложировой про-
мышленности; в кожевенной промышленности – при 
выделке мехов и кож; в сельском хозяйстве – при при-
готовлении легкоусвояемых кормов и для улучшения 
обмена веществ у животных2 [12]. 

Липазы делятся на два основных класса гидролаз: 
«истинные» эстеразы (EC 3.1.1.1, гидролазы карбокси-
эфиров) и липазы (EC 3.1.1.3; триацилглицеролгидро-
лазы; стеапсин; трибутираза; липаза триглицеридов, 
или ТАГ-липаза)3,4. Эстеразы катализируют разрыв 
эфирных связей в основном в триглицеридах, состо-
ящих из коротких жирных кислот; они специфичны 
главным образом в отношении длины и формы угле-
водородных цепей по обе стороны от эфирной связи.

Наиболее востребованы в ПП ТАГ-липазы, катали-
зирующие гидролитическое расщепление водонера-
створимых субстратов, таких как триацилглицерины, 

ester bonds in a fat molecule followed by the release of free fatty acids. The optimum parameters providing for the 
highest production of fatty acids were determined. A substrate to obtain a more stable emulsion under a higher ac-
curacy of measurements was experimentally selected. The established optimum conditions for a biocatalytic reac-
tion of substrate hydrolysis (olive oil) using the conventional enzyme preparation “Lipase” included the temperature 
of 40 °С, the pH of 4.7, and the duration of 20 minutes. In order to confirm the validity of the data and parameters 
obtained, comparative studies were carried out to determine lipase activity in various objects of microbial origin. 
When varying the dosage of the enzyme preparation, the lipase activity was found to be within 5% of measurement 
accuracy. This error agrees well with the conventional methods of determining the activity of enzyme preparations 
for the food industry.
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состоящие из длинноцепочечных жирных кислот, с 
образованием высших жирных кислот и глицерина. 
Гидролиз липидов – это гетерогенный процесс, а ли-
паза обладает способностью функционировать на 
поверхности раздела фаз (липид–вода). При этом чем 
выше степень диспергирования субстрата, тем актив-
нее проходит липолиз. 

Результаты анализа научно-методической лите-
ратуры показывают, что для определения активно-
сти липолитических ферментов существуют различ-
ные методы5 [13–15]. Они различаются способами 
определения количества образовавшихся продуктов 
гидролиза или остаточного субстрата: нефелометри-
ческие, титриметрические и колориметрические. 
Имеются различия в виде используемого субстрата 
и его концентрации в реакционной смеси, а также в 
условиях проведения анализа (температура, рН суб-
страта, длительность процесса).

Наиболее простыми являются нефелометрические 
методы, основанные на измерении просветления жи-
ровой эмульсии под действием фермента. Однако из-
за невысокой точности измерений их в основном ис-
пользуют в качестве экспресс-методов для получения 
сравнительных или качественных данных6 [16]. 

Ряд методов определения активности липазы ос-
нован на титриметрическом определении количества 
жирных кислот, образовавшихся в результате гидро-
лиза субстрата. При этом в методиках в качестве суб-
страта используют различные источники, в основном 
это растительные масла7,8 [17, 18]. Описаны методы 
определения активности липазы с применением три-
бутирина. Однако на этом субстрате проявляется со-
вместное действие липаз и эстераз [19–21].

Цель работы – исследование процесса биокатали-
тического гидролиза жирных кислот, источниками ко-
торых являлись оливковое, подсолнечное и кукурузное 
масло, для экспериментального обоснования разра-
ботки усовершенствованного метода идентификации 
и контроля уровня липолитической активности в фер-
ментных препаратах для пищевой промышленности. 

Статистическую обработку полученных экспери-
ментальных данных не менее чем в 3-х повторностях 
осуществляли методом однофакторного дисперсион-

ного анализа с апостериорным критерием Тьюки при 
р<0,05 с использованием программы Statistica 6.0.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектами исследований являлись нерафиниро-

ванные растительные масла (подсолнечное, оливко-
вое и кукурузное) – субстраты для проведения био-
каталитической реакции; ФП «Липаза» производства 
фирмы «Энзим» (Украина). Качественные характери-
стики и показатели безопасности выбранных расти-
тельных масел приведены в табл. 1.

Сравнительный анализ количественного содержа-
ния продуктов гидролиза проводили с использованием 
3-х известных титриметрических методов5, основан-
ных на реакции гидролитического расщепления слож-
ноэфирных связей в молекуле жира с высвобожде-
нием свободных жирных кислот. Количество щелочи, 
пошедшее на титрование, прямо пропорционально ко-
личеству свободных жирных кислот, образовавшихся в 
результате ферментативного гидролиза растительного 
масла.

I метод. В качестве субстрата использовали эмуль-
сию, содержащую 5% подсолнечного масла и 2% аль-
фа-моностеарата. Раствор ФП готовили в 10%-м рас-
творе ацетатного буфера с рН 4,7. Липолитическую 
активность выражали количеством 0,01 н раствора 
гидроксида калия (см3), пошедшим на титрование 
жирных кислот (ЖК), образовавшихся при действии  
1 г ФП на субстрат в течение 2-х часов при 40 °С5.

II метод. В качестве субстрата использовали 
эмульсию, содержащую 40% оливкового масла и  
2% поливинилового спирта. Липолитическую актив-
ность выражали количеством 0,05 н раствора гидрок-
сида натрия (см3), пошедшим на титрование ЖК, обра-
зовавшихся при действии 1 г ФП на субстрат в течение 
1 ч при 37 °С (рН = 7,0)7.

III метод. В качестве субстрата использовали 
эмульсию, содержащую 50% подсолнечного масла, в 
0,1 М ацетатном буфере. Липолитическую активность 
выражали количеством 0,1 н раствора гидроксида ка-
лия (см3), пошедшим на титрование высвободивших-
ся ЖК, образующихся при гидролитическом расще-
плении 1 г масла в течение 1 ч при 20 °С (рН = 4,7)4. 

5Полыгалина Г.В., Чередниченко В.С., Римарева Л.В. Определение активности ферментов: справочник. М.: ДеЛи Принт, 
2003. С. 244–247.
6Амелина Г.Н., Леонова Л.А. Нефелометрия и турбидиметрия. Томск: ТГУ, 2015. 13 с. 
7Булавинцева О.А., Егорова И.Е. Обмен липидов. Иркутск: ИГМУ, 2013. 37 с.
8Демьянцева Е.Ю., Копнина Р.А. Ферментативный катализ в ЦБП: учебно-методическое пособие. СПб.: СПбГТУРП, 2014.  
47 с. 

Показатели
Используемые субстраты

Подсолнечное Оливковое Кукурузное

Степень и способ очистки Нерафинированное 
Первый сорт Extra virgin Нерафинированное 

Первый сорт

Исходное кислотное число, мг KOH/г 1,1+0,1 0,9+0,1 0,8+0,1

Уровень содержания тяжелых металлов, % не более 0,001% не более 0,001% не более 0,001%

Наличие пестицидов, мг/кг 0,05–0,2 0,05–0,2 0,05–0,2

Таблица 1. Качественные характеристики и показатели безопасности растительных масел
Table 1. Qualitative characteristics and safety indicators of vegetable oils
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На первом этапе работы проведены сравни-

тельные исследования 3-х титриметрических ме-
тодов определения липолитической активности в  
ФП «Липаза», взятом в качестве стандартного об-
разца. Заявленная производителем активность 
составляла 4500 ед/г ФП. Полученные данные по-
казали существенные различия в количественном 
уровне определяемой липолитической активности, 
низкую воспроизводимость и высокие погрешно-
сти каждой методики. 

Результаты проведения анализа липолитической 
активности ФП «Липаза» (стандартный образец) с ис-
пользованием тестируемых методов позволили выя-
вить их недостатки.

По I методу:
1) сложности в подготовке субстрата (подсол-

нечного масла), т. к. его приготовление в ацетат-
ном буферном растворе с рН, равном 4,7, не по-
зволяет получать однородную суспензию. При этом 
значении рН происходит расслоение субстрата, что 
мешает проведению ферментативной реакции. 
Приготовление эмульсии масла с альфа-моносте-
аратом глицерина на воде позволяет достичь ее 
стабильности;

2) сложности при титровании жирных кислот, об-
разующихся в результате ферментативного гидроли-
за: отмечен нечеткий, неустойчивый переход окра-
ски индикатора (фенолфталеина) из бесцветной в 
розовую, которая исчезает в течение 30–40 сек.; 

3) в формуле расчета липолитической активности 
не учитывалась длительность каталитического про-
цесса.

По II методу:
1) сложности с физическим состоянием эмульсии 

субстрата, которая через 2–3 мин расслаивалась;
2) титрование проходило более стабильно, но 

присутствовала высокая погрешность измерений, 
вызванная расслоением эмульсии субстрата; 

3) в формуле расчета липолитической активности 
не учитывалась длительность каталитического про-
цесса.

По III методу:
1) нестабильность субстрата (подсолнечного мас-

ла); 
2) использование после проведения фермента-

тивной реакции в качестве инактиватора диэтилово-
го эфира; 

3) в формуле расчета активности присутствует 
показатель количества субстрата, но не учтены дли-
тельность каталитического процесса и количество 
фермента, взятое на анализ. 

С целью получения стабильных результатов при 
использовании I-го метода скорректированы усло-
вия титрования в связи с неустойчивостью перехо-
да окраски индикатора, связанного, по-видимому, 
с низкой исходной концентрацией субстрата, и, со-
ответственно, незначительного перехода продуктов 
гидролиза ЖК в реакционную среду. Поэтому в даль-
нейшем окончание титрования контролировали по 
потенциометру, доводя значение рН растворов до 
9,5–10,0. Однако стабильных показателей достигну-
то не было. 

Выявленные сложности с физическим состояни-
ем эмульсии субстрата при проведении анализа по 
II-му методу показали высокую погрешность измере-
ний при титровании, вызванную расслоением эмуль-
сии субстрата. 

Для сравнения результатов анализа активность ли-
пазы (ед. ЛС/г) рассчитывали по следующей формуле:

                               (V1  -  V2) • n
                     ЛС = ---------------------------- ,
                                    m • t

где V1 – количество раствора 0,01 н КОН, пошед-
шее на титрование опытной пробы, см3; V2 – то же 
для контрольного образца, см3; m – количество ФП, 
взятое на анализ, г; n – объем реакционной смеси, 
взятой на анализ, см3; t – длительность гидролиза, 
мин. 

Результаты расчета липолитической активности в 
стандартном ФП показали существенный разброс в 
полученных данных. При этом более стабильные ре-
зультаты получены по методу III (табл. 2). Количество 

ФП, взятое на исследование, соответствовало меха-
низму фермент-субстратного комплекса.

Показано, что в диапазоне от 0,0001 до 0,0002 г 
фермента, взятого на анализ, погрешность измерений 
составила ±5%. 

В дальнейшем основные направления для усовер-
шенствования методики включали выбор субстрата, 
исследование условий проведения ферментативной 
реакции и уточнение формулы для количественного 
расчета уровня активности липазы в определяемом 
образце ФП. В целях замены токсичного реагента, при-
меняемого для инактивации фермента по истечении 
ферментативной реакции, исследовали возможность 
его замены на более безопасный. 

За основу были взяты условия проведения актив-
ности липазы по III-му методу. Изменения в основном 
заключались в исследовании таких показателей, как 
длительность гидролиза, объем реакционной смеси 
и количество ФП, взятое на анализ, которые должны 
быть учтены в формуле расчета липолитической актив-
ности. 

Количество 
ферментного 
препарата (n),  

взятого на анализ, г

Количество  
0,01 н КОН, 
пошедшее  

на титрование, см3

Активность  
липазы, 
ед. ЛС/г

Опыт Контроль

0,00005
0,00010
0,00015
0,00020
0,00030

0,55
0,65
0,90
1,15
0,80

0,20

145,8±13,1
112,5±5,2
116,7±5,8
118,2±5,9

50,0±6,0

Таблица 2. Определение липолитической активности  
по методу III
Table 2. Determination of lipolytic activity according  
to method III

Примечание. Значения представлены в виде средних  
± стандартное отклонение.
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Далее проведены исследования по выбору суб-
страта и времени гидролиза для получения новых экс-
периментальных данных зависимости активности фер-
мента от времени его гидролиза (рис. 1). 

В качестве субстрата использовали один из 3-х видов 
растительного масла: подсолнечное, оливковое и кукуруз-
ное. Гидролиз субстрата проводили в 0,1 М ацетатном бу-
фере при температуре 20 °С. О количестве ЖК в реакци-
онной среде, образующихся в результате ферментативного 
гидролиза, судили по количеству 0,01 н раствора КОН, по-
шедшему на титрование прогидролизованных субстратов.

Установлено, что использование в качестве субстрата 
оливкового масла позволило получить более стабильную 
эмульсию и повысить точность измерений (см. рис. 1).  
В процессе его гидролиза отмечен наиболее широкий 
диапазон, в котором наблюдалась прямо пропорци-
ональная зависимость количества высвобождаемых 
свободных ЖК от длительности биокаталитической ре-
акции – от 10 до 60 мин. Поэтому в дальнейшем в каче-
стве субстрата использовали оливковое масло. 

На следующем этапе исследовали влияние условий 
ферментативного гидролиза (рН реакционной смеси 

Рис. 3. Динамика образования жирных кислот в процессе ферментативного гидролиза оливкового масла под действием 
различных температур: а – температура гидролиза 20 °С; b – температура гидролиза 30 °С; c – температура гидролиза  
40 °С. 1 – m1 = 0,00005 г; 2 – m2 = 0,0001 г; 3 – m3 = 0,0002 г (m – количество ферментного препарата, взятое на анализ)
Fig. 3. Dynamics of fatty acids formation through olive oil enzymatic hydrolysis under the influence of various temperatures:  
a – hydrolysis temperature 20 °C; b – hydrolysis temperature 30 °C; c – hydrolysis temperature 40 °С. 1 – m1 = 0.00005 g;  
2 – m2 = 0.0001 g; 3 – m3 = 0.0002 g (m – the amount of the enzyme preparation taken for analysis) 

c

b

а

продуктов гидролиза ЖК в реакционную среду. Поэтому в дальнейшем окончание титрования 
контролировали по потенциометру, доводя значение рН растворов до 9,5–10,0. Однако стабильных 
показателей достигнуто не было.  

Выявленные сложности с физическим состоянием эмульсии субстрата при проведении 
анализа по II-му методу показали высокую погрешность измерений при титровании, вызванную 
расслоением эмульсии субстрата.  

Для сравнения результатов анализа активность липазы (ед. ЛС/г) рассчитывали по 
следующей формуле: 

                                             (V1  -  V2) • n 
                                ЛС = ------------------  , 
                                                   m  • t 
 

где V1 – количество раствора 0,01 н КОН, пошедшее на титрование опытной пробы, см3; V2 – то же 
для контрольного образца, см3; m – количество ФП, взятое на анализ, г; n – объем реакционной 
смеси, взятой на анализ, см3; t – длительность гидролиза, мин.  

Результаты расчета липолитической активности в стандартном ФП показали существенный 
разброс в полученных данных. При этом более стабильные результаты получены по методу III (табл. 
2). Количество ФП, взятое на исследование, соответствовало механизму фермент-субстратного 
комплекса. 
 
Таблица 2. Определение липолитической активности по методу III 
Table 2. Determination of lipolytic activity according to method III 

 
Количество ферментного 

препарата (n),  
взятого на анализ, г 

Количество 0,01 н КОН, 
пошедшее на титрование, см3 

Активность липазы, 
ед. ЛС/г 

Опыт Контроль 
0,00005 
0,00010 
0,00015 
0,00020 
0,00030 

0,55 
0,65 
0,90 
1,15 
0,80 

 
 

0,20 
 

145,8±13,1 
112,5±5,2 
116,7±5,8 
118,2±5,9 
50,0±6,0 

Примечание. Значения представлены в виде средних ± стандартное отклонение. 
 
Показано, что в диапазоне от 0,0001 до 0,0002 г фермента, взятого на анализ, погрешность 

измерений составила ±5%.  
В дальнейшем основные направления для усовершенствования методики включали выбор 

субстрата, исследование условий проведения ферментативной реакции и уточнение формулы для 
количественного расчета уровня активности липазы в определяемом образце ФП. В целях замены 
токсичного реагента, применяемого для инактивации фермента по истечении ферментативной 
реакции, исследовали возможность его замены на более безопасный.  

За основу были взяты условия проведения активности липазы по III-му методу. Изменения в 
основном заключались в исследовании таких показателей, как длительность гидролиза, объем 
реакционной смеси и количество ФП, взятое на анализ, которые должны быть учтены в формуле 
расчета липолитической активности.  

Далее проведены исследования по выбору субстрата и времени гидролиза для получения 
новых экспериментальных данных зависимости активности фермента от времени его гидролиза (рис. 
1).  
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Рис. 1. Влияние длительности ферментативного гидролиза 
различных видов растительного масла на образование 
жирных кислот 
Fig. 1. Fatty acids formation through enzymatic hydrolysis of 
various types of vegetable oil 

 
Рис. 1. Влияние длительности ферментативного гидролиза различных видов растительного масла на 
образование жирных кислот  
Fig. 1. Fatty acids formation through enzymatic hydrolysis of various types of vegetable oil  
 

В качестве субстрата использовали один из 3-х видов растительного масла: подсолнечное, 
оливковое и кукурузное. Гидролиз субстрата проводили в 0,1 М ацетатном буфере при температуре 
20 °С. О количестве ЖК в реакционной среде, образующихся в результате ферментативного 
гидролиза, судили по количеству 0,01 н раствора КОН, пошедшему на титрование 
прогидролизованных субстратов. 

Установлено, что использование в качестве субстрата оливкового масла позволило получить 
более стабильную эмульсию и повысить точность измерений (см. рис. 1). В процессе его гидролиза 
отмечен наиболее широкий диапазон, в котором наблюдалась прямо пропорциональная зависимость 
количества высвобождаемых свободных ЖК от длительности биокаталитической реакции – от 10 до 
60 мин. Поэтому в дальнейшем в качестве субстрата использовали оливковое масло.  

На следующем этапе исследовали влияние условий ферментативного гидролиза (рН 
реакционной смеси и температуры) на количество высвободившихся ЖК (рис. 2 и 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 2. Влияние рН субстрата на высвобождение жирных кислот при гидролизе оливкового масла в 
течение 60 мин 
Fig. 2. Fatty acids release during olive oil 60 min hydrolysis depending on substrate pH value  

 
Результаты исследований показали, что наибольшее количество щелочи, пошедшее на 

титрование, имело место при значении рН = 4,7. Дальнейшее повышение рН приводило к 
существенному снижению ее количества, а следовательно, и к снижению активности ФП.  

Для установления оптимальных режимов проведения биокаталитической реакции и 
определения липолитической активности на следующем этапе исследовали динамику образования 
ЖК в свободной форме при разных температурах (20, 30 и 40 °С) и длительность процесса (от 10 до 
70 мин) в зависимости от количества фермента, взятого на анализ (см. рис. 3).  
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и температуры) на количество высвободившихся ЖК 
(рис. 2 и 3).

Результаты исследований показали, что наиболь-
шее количество щелочи, пошедшее на титрование, 
имело место при значении рН = 4,7. Дальнейшее по-
вышение рН приводило к существенному снижению 
ее количества, а следовательно, и к снижению актив-
ности ФП. 

Для установления оптимальных режимов проведе-
ния биокаталитической реакции и определения липо-
литической активности на следующем этапе исследо-
вали динамику образования ЖК в свободной форме 
при разных температурах (20, 30 и 40 °С) и длитель-
ность процесса (от 10 до 70 мин) в зависимости от ко-
личества фермента, взятого на анализ (см. рис. 3). 

Приведенные данные показывают, что на рис. 3  
(а, b, c) можно выделить типичные кинетические кри-
вые ферментативной реакции, при которых начальный 
участок кривой линеен, т. е. зависимость концентрации 
образовавшегося продукта гидролиза от времени име-
ет пропорциональный характер. На основании получен-
ных результатов установлено, что пропорциональная за-
висимость образования свободных ЖК от длительности 
биокаталитической реакции и концентрации фермента 
наблюдалась в основном в интервале от 10 до 30 мин. 
Наибольшее высвобождение ЖК в процессе гидроли-
за оливкового масла имело место при температуре  
40 °С в течение 30 мин. Дальнейшая продолжитель-
ность гидролиза субстрата не приводила к существен-
ному увеличению концентрации ЖК в реакционной 
смеси, а следовательно, и количества 0,01 н раствора 
КОН, пошедшего на их титрование.

В связи с тем, что длительность прямолинейного 
участка кинетической кривой от опыта к опыту несколь-
ко изменялась, были выбраны условия, при которых 
отмечены наиболее стабильные результаты, отража-
ющие зависимость прироста образования свободных 
ЖК во времени: температура 40 °С и длительность ги-
дролиза 20 мин при дозировках взятого на анализ ФП 
0,0002 и 0,0001 г. 

Таким образом, подобранные параметры фермента-
тивной реакции (температура составила 40 °С, рН – 4,7  
и длительность гидролиза (t) – 20 мин) были введе- 
ны в усовершенствованный метод определения липоли-
тической активности. Поскольку метод основан на опре-
делении ЖК, образовавшихся в результате действия ли-
пазы на субстрат – оливковое масло, путем титрования 
их щелочью, а в оливковом масле содержится до 78% 
олеиновой кислоты [20–22], расчет липолитической  
активности вели на олеиновую кислоту. За единицу ак-
тивности липазы (ед. ЛС) принимали такое количество 
фермента, которое при 40 °С и значении рН = 4,7 ка-
тализирует за 1 мин расщепление оливкового масла 
с образованием 1 мкмоля олеиновой кислоты. Актив-
ность выражали в ед. ЛС/г (для порошкообразного) или 
ед. ЛС/см3 (для жидкого) анализируемого ФП. В связи с 
тем, что жидкие ФП представлены на рынке в основном 
в концентрированном виде (ультраконцентраты), для бо-
лее точного расчета их активности необходимо вводить 
в формулу расчета показатель плотности данных ФП. 

С целью учета конечного разведения ФП (m) в ре-
акционной среде в формулу расчета активности до-
полнительно введен коэффициент, равный 4. Данный 

коэффициент учитывает количество рабочего раство-
ра ФП (1 см3), взятого на анализ, в 4 см3 реакционной 
смеси, в которую входят 1,0 см3 оливкового масла,  
1 см3 ацетатного буфера (рН = 4,7), 1 см3 воды и 1 см3 
рабочего раствора ФП.

Липолитическую активность ферментного препара-
та ЛС, ед. ЛС/г или ед. ЛС/см3, вычисляли по формуле:

                         (V1 –V2) • 4 • Т
              ЛС =  ---------------------------------  • d , 
                        282,46 • m • τ

где V1 – количество раствора 0,01 н КОН, пошедшее 
на титрование опытного образца, см3; V2  – то же для 
контрольного образца, см3; 4 – коэффициент, учитыва-
ющий 4-кратное разбавление рабочего раствора ФП 
непосредственно в реакционной смеси; Т – титр 0,01 н  
раствора КОН, эквивалентен количеству гидрокси-
да калия, содержащемуся в 1 см3 0,01 н раствора,  
мкг/см3 (561 мкг/см3); 282,46 – молекулярная мас-
са олеиновой кислоты, мкг/мкмоль; m – количество 
ФП, взятое на анализ, г; t – длительность гидролиза, 
мин; d – плотность жидкого ФП, г/см3. 

Результаты, представленные в табл. 2, подтверди-
ли, что расчетный уровень липолитической активности 
(ед. ЛС/см3), определяемый на основании количе-
ства 0,01 н раствора КОН, пошедшего на титрование 
ЖК, был стабилен при подобранных условиях: про-
должительность гидролиза – 20 мин; температура –  
40 °С; количество ФП, взятого на анализ: m1= 0,0001 г,  
m2 = 0,0002 г (табл. 3). Увеличение продолжительности 

Количество 
ферментного 
препарата, 
взятое на 
анализ, г

Время 
гидролиза, 

мин

Объем  
0,01 н КОН, 
(V1 – V2), см3

ЛС, ед/см3

m1 = 0,0001

10 0,65 5161±242
20 1,15 4565±148
30 1,60 4235±162 
40 1,80 3573±147
50 1,90 3017±114
60 1,95 2580±121
70 2,00 2269±104

m2 = 0,0002

10 1,10 4367±187
20 2,20 4367±248 
30 3,20 4237±137 
40 3,25 3226±123
50 3,32 2636±96
60 3,38 2236±88
70 3,40 1928±72

Таблица 3. Зависимость величины липолитической 
активности ферментного препарата «Липаза» от количества 
фермента и продолжительности гидролиза субстрата 
Table 3. Dependence of the lipolytic activity of the Lipase 
enzyme preparation on the enzyme amount and the substrate 
hydrolysis duration

Примечание. Значения представлены в виде средних ± 
стандартное отклонение.
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гидролиза до 40–70 мин приводило к снижению актив-
ности липазы и повышению величины погрешности. 

Таким образом, определяемая активность, кото-
рая при равных условиях ферментативной реакции 
пропорциональна концентрации фермента, зависит 
от эффективности его каталитического действия, т. е. 
от количества продуктов гидролиза, изменяющегося 
под влиянием фермента в единицу времени. В ре-
зультате установлены оптимальные условия проведе-
ния биокаталитической реакции гидролиза субстрата 
(оливкового масла) с использованием стандартного 
ФП «Липаза»: температура – 40 °С; рН – 4,7; продол-
жительность – 20 мин. 

С целью получения достоверных данных и под-
тверждения подобранных оптимальных параметров 
проведены сравнительные исследования по опреде-
лению активности липазы в различных объектах ми-
кробного происхождения (табл. 4).

Результаты исследований по определению липо-
литической активности подтвердили выбранные ра-
нее оптимальные параметры и условия проведения 
каталитической реакции при разработке методики. 
При варьировании дозировкой ФП активность липаз 
находится в пределах 5% погрешности измерений, 
что принято в стандартных методиках определения 
активности ФП для пищевой промышленности и под-
тверждено экспериментальными данными.

Таким образом, определение липолитической ак-
тивности в анализируемом объекте необходимо осу-
ществлять следующим образом. В коническую колбу 
объемом 100 см3 помещают 1 см3 оливкового мас-
ла, добавляют 1 см3 ацетатного буфера со значением 
рН = 4,7, тщательно перемешивают, вносят 1,0 см3 
рабочего раствора фермента и 1,0 см3 дистиллиро-
ванной воды, предварительно прогретых в течение 

3–4-х мин при температуре 40 °С. Общий объем ре-
акционной смеси составляет 4 см3. Колбу закрывают 
пробкой и помещают в термостатируемый шейкер. 
Содержимое колбы встряхивают при постоянном пе-
ремешивании для проведения ферментативной ре-
акции при (40,0±1,0) °С в течение 20 мин. 

По окончании ферментативного гидролиза для 
инактивации фермента к реакционной смеси добав-
ляют 30 см3 96%-го этилового спирта. Свободные ЖК, 
образовавшиеся при ферментативном расщеплении 
масла, оттитровывают 0,01 н раствором КОН. В ка-
честве индикатора используют спиртовой раствор 
фенолфталеина. Окончанием титрования считается 
появление устойчивой бледно-малиновой окраски 
фенолфталеина. Одновременно проводят аналогич-
ный контрольный ферментативный гидролиз с про-
кипяченным рабочим раствором ФП. 

ВЫВОДЫ
На основании результатов проведенных исследо-

ваний предлагается модифицированная методика 
определения липолитической активности, в которую 
внесены следующие изменения:

– в качестве субстрата подобрано оливковое мас-
ло, что позволило получить более стабильную эмуль-
сию и повысить точность измерений;

– осуществлена замена токсичного реактива, ис-
пользуемого ранее для инактивации фермента, на 
этиловый спирт как более безопасный реагент;

– уточнена формула расчета липолитической ак-
тивности;

– разработаны и экспериментально подтвержде-
ны оптимальные параметры методики определения 
липолитической активности: температура – 40 °С, 
время гидролиза – 20 мин, рН субстрата – 4,7.
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