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пах была выше на 5,9-12,7%, в том числе от 
первого осеменения – на 10,3-16,8,0%. наи-
лучшие результаты получены в IV  опытной 
группе при комплексном использовании 
моциона и подкормки биологически актив-
ным препаратом Баксин-вет.

Выводы.
Установлено, что как предоставление 

коровам выгульного содержания, так и под-
кормка препаратом Баксин-вет способству-
ют улучшению всех показателей воспроиз-
водства у глубокостельных коров. однако 
наибольший эффект получен при комплекс-
ном применении данных технологических 
приемов.

в IV опытной группе коров сохранность 
приплода в 2-х месячном возрасте была 
100,0%-й, а оплодотворяемость от первого 
осеменения после отела превышала кон-
троль на 16,8%.

таким образом, для повышения вос-
производительной функции коров рекомен-
дуем выгульное их содержание с подкорм-
кой препаратом Баксин-вет за 30 дней до 
отела и 30 дней после отела в дозе 15 мг/кг 
живой массы.
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В статье описаны два ферментативных метода анализа формальдегида в рыбных 
продуктах с использованием алкогольоксидазы и формальдегиддегидрогеназы, выделенных 
из сконструированных нами ранее мутантного и рекомбинантного штаммов метило-
трофных дрожжей Hansenula polymorpha. Показана возможность успешного применения 
обоих методов для анализа формальдегида в рыбных продуктах. Аналитические параме-
тры ферментативных методов сравнены с соответствующими параметрами несколь-
ких химических методов.
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введение
Формальдегид (Фа) производится про-

мышленностью в огромных количествах и 
вместе с тем является важнейшим метабо-
литом живых организмов [1]. высокая ток-
сичность Фа вызывает необходимость его 
контроля в окружающей среде и в продук-
тах питания. особенно высок уровень Фа в 
некоторых рыбных продуктах. в тканях мо-
роженной морской рыбы семейства треско-
вых (Gadidae) – трески (Gadusmorhua), сай-
ды (G. virens), пикши (G. aeglefinus), мерлана 
(G. merlangus), хека (Merluccius sp.) при не-
глубокой заморозке содержание Фа может 
достигать 780 мг на 1 кг массы, что приводит 
к ухудшению вкусовых качеств и даже к от-
равлению [2]. 

Формальдегид (Фа) наряду с диме-
тиламином (дма) являются продуктами 
одной и той же реакции ферментативного 
разложения природного компонента рыбы 
– триметиламиноксида (тмао), играюще-
го важную роль в регуляции осмотического 
давления в клетках [3]. другой продукт реак-
ции деметилирования тмао - диметиламин 
является канцерогеном, так как при наличии 
в пище нитратов под воздействием бактери-
альных ферментов в желудочно-кишечном 
тракте он превращается в нитрозодимети-
ламин, метаболизм которого приводит к об-
разованию Фа, что может быть одним из до-
полнительных факторов канцерогенеза [4].

для определения Фа используются 
химические и физико-химические методы, 
хотя они не лишены серьезных недостатков. 
Последние достижения в области анализа 
Фа включают ферментативный и биосенсор-
ный методы, основанные на использовании 
рекомбинантной формальдегиддегидроге-
назы и алкогольоксидазы из метилотроф-
ных дрожжей [5, 6].

Материалы и методы
Использовали следующие реактивы: 

нитротетразолиевый голубой (NTB) фир-
мы «Merck» (Германия); параформальде-
гид, тритон X-100, хромотроповая кислота, 
3-метил-2-бензотиазолинон гидразон ги-
дрохлорид (мБтГ) фирмы «Sigma-Aldrich»; 
3-(N-морфолино)-пропансульфоновая кис-
лота (MOPS), глутатион, феназин метосуль-

фат (PMS), тетраметилбензидин гидрохло-
рид (TMB), 4-амино-3-гидразин-5-меркапто-
1,2,4-триазол фирмы «Fluka» (Швейцария); 
над+ и надH получены от «Gerbu Biotechnik» 
(Германия). все другие реактивы квалифи-
кации ч.д.а. 

Ферменты и ферментные наборы. 
Пероксидаза (По) хрена фирмы «астер» 
(Украина). алкогольоксидаза (ао) выделена 
и очищена из клеток безкаталазного мутан-
та Hansenula polymorpha C-105 (gcr1 catX) 
[7]. Формальдегиддегидрогеназу (ФддГ) по-
лучали из клеток сконструированного нами 
рекомбинантного штамма H. polymorpha Tf 
11-6 [6]. в качестве источника ао, По и хро-
могена использовали также ферментный 
набор «алкотест». 

для определения Фа в мясе рыбы 
(мышечная ткань замороженных хека, тре-
ски или свежего карпа) применяли две 
различные методики депротеинизации об-
разцов. Методика 1. 2,5 г мышечной ткани 
растирали в керамической ступке. После 
добавления 10 мл воды смесь растирали, 
смешивая с 2 мл реагента каррец-I, 2 мл 
реагента каррец-II и 34 мл воды, после чего 
фильтровали. Фильтраты до проведения 
анализа хранили при +4 °C. Методика 2. 5 г 
мышечной ткани растирали в керамической 
ступке, после добавления 10 мл воды расти-
рали, добавляли 2,5 мл 40%-ной тХУ, пере-
мешивали, затем доводили общий объем 
до 25 мл водой. осажденные белки удаляли 
фильтрацией, фильтраты нейтрализовали 
раствором кон до рн 7,0 и хранили при +4 
°C до проведения анализа. 

I. Химическое определение ФА про-
водили по методике нэша, а также мето-
дами с использованием хромотроповой 
кислоты, 4-амино-3-гидразино-5-меркапто-
1,2,4-триазола («Пурпальд») и 3-метил-2-
бензотиазолин гидразон гидрохлорида 
(мБтГ) [5, 9].

II. Ферментативное определение ФА
Анализ ФА с использованием АО (АОП-

метод) проводили при помощи фермента-
тивного набора «алкотест» [8]. 0,2 мл ана-
лизируемого экстракта доводили водой до 
объема 0,5 мл и добавляли 3 мл свежепри-
готовленного реактива. образцы инкубиро-
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вали 25 мин. Реакцию останавливали до-
бавлением 0,5 мл 0,8 м нсl к каждой пробе, 
измеряли оптическую плотность при 450 нм 
против контроля, содержащего воду. кали-
бровочную кривую (рис. 1) строили на осно-
ве данных фотометрии образцов с различ-
ным количеством Фа (50 – 500 мкл 0,2 мм 
CH2O добавляли до реакционной смеси с 
интервалом 50 мкл). Расчет содержания Фа 
(в мг на 1 кг влажной массы образца) прово-
дили с использованием формулы:

 смг/кг = 600×0.2аe/аc = 120×аe/аc, где аe 
и аc – значения оптической плотности экспе-
риментальных калибровочных растворов, 
соответственно; 0,2 – миллимолярная (мM 
или мкмоли/мл) концентрация Фа в кали-
бровочном растворе; 600 – коэффициент. 

Ферментативное определение ФА с 
использованием ФдДГ

Разработанный метод основан на 
фотометрическом определении формаза-
на, который образуется из NTB в реакции, 
связанной с окислением Фа, катализиру-
емого ФддГ [6]. к 0,5 мл испытуемого об-
разца и калибровочного раствора (вода в 
случае контроля) добавляли 0,5 мл ФддГ-
содержащий реагент следующего состава: 
0,023 ед./мл ФддГ, 0,63 мм восстановлен-
ного глутатиона, 0,31 мм над+, 1,0 мм NTB, 
0,024 мм PMS и 0,01% тритон X-100 в 60 мM 
K,Na-фосфатном буфере pH 8,0). Реакцион-
ную смесь инкубировали 30 мин. для оста-
новки реакции добавляли 3 мл 0,3 M HCl и 
определяли оптическую плотность при 570 
нм. содержание Фа расчитывали: а) по ка-
либровочной кривой для традиционного 
варианта анализа (калибровка не зависит 
от испытуемых образцов); б) с использова-
нием метода стандартных добавок (алик-
воту калибровочного раствора добавляли 
к анализируемому образцу). в этом случае 
расчеты выполняли с учетом двух параме-
тров: результат для исследуемого образца 
без добавленного калибровочного раствора 
и наклона для калибровочной кривой, полу-
ченной на фоне исследуемого образца.

Результаты исследований и их обсуж-
дение

недавно были описаны ферментатив-
ные методы определения Фа на основе ис-

пользования рекомбинантной ФддГ [6], ко-
торая в присутствии восстановленного глу-
татиона и кофермента (над+) окисляет Фа 
до муравьиной кислоты. образуемый в ре-
акции надH восстанавливает соль тетразо-
лия (при наличии медиатора Пмс) до цвет-
ного формазана, который может быть изме-
рен фотометрически в растворимой форме 
в присутствии детергента тритон X-100.

Использование ао для анализа Фа ос-
новано на том, что Фа в водных растворах 
пребывает в гидратной форме, имеющей 
структурное сходство с метанолом, и может 
окисляться ао с образованием муравьиной 
кислоты и перекиси водорода. 

мы показали ранее применение ао 
для ферментативного анализа Фа в сточных 
водах даже в присутствии метанола [9]. це-
лью данного исследования была оценка воз-
можности использования обоих ферментов, 
ао (с пероксидазой) и ФддГ для анализа Фа 
в рыбных продуктах. Полученные результа-
ты сравнивали с данными четырех химиче-
ских методов. 

на рис. 1 представлены калибровоч-
ные кривые для двух ферментативных ме-
тодов по сравнению с химическими мето-
дами. как можно видеть, аоП-метод имеет 
наивысшую чувствительность: наклон кали-
бровочной кривой равен 59,3, что соответ-
ствует милимолярной экстинкции образо-
ванного окрашенного продукта (в мм-1. см-
1). действительно, наблюдаемое значение 
наклона – это миллимолярная экстинкция 
исчезновения (εмM), умноженная на коэффи-
циент преобразования для ферментативной 
реакции (к): наклон = εмM × к. величина εмM 
для окисленного тмБ равна 81,7 мм-1 см-1 
[10], таким образом, коэффициент преобра-
зования аналита для аоП-метода составля-
ет 72,6 %. для ФддГ- метода, коэффициент 
преобразования аналита составляет 32,9 %, 
предполагаемая миллимолярная экстинк-
ция для нБт-формазана равна 10,2 мм-1 см-1 
при 570 нм в кислой среде.

линейность калибровочной кривой 
для аоП-метода сохранялась даже при оп-
тической плотности до 0,9, что соответствует 
15 мкм Фа в реакционной смеси; порог чув-
ствительности метода составлял около 0,8 
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нмоль/мл. Эти аналитиче-
ские параметры наилучшие 
по сравнению с химически-
ми методами. 

метод на основе ФддГ 
показывает линейность до 
100 мкм Фа и чувствитель-
ность, близкую к методу 
нэша (наклоны 3,36 и 4,46, 
соответственно). По сравне-
нию с аоП-методом, метод с 
использованием ФддГ почти 
в 18 раз менее чувствителен. 
аналитические параметры 
предлагаемых ферментатив-
ных методов по сравнению 
с химическими методиками 
представлены в табл. 1.

на основании анализа 
данных можно сделать вы-
вод о том, что аоП-метод 
и метод с использованием 
MБтГ имеют наилучшие ха-
рактеристики. Что касается 
селективности, то MБтГ не является специ-
фичным: широкий ряд альдегидов дают по-
ложительную реакцию с MБтГ [9]. ао среди 
альдегидов может катализировать окисле-
ние только Фа, хотя и распознает первичные 
спирты, в первую очередь, метанол и этанол. 
Принимая во внимание отсутствие спиртов 
в тканях рыб, можно прийти к заключению, 
что лучше всего для определения Фа в рыб-
ных продуктах подходит аоП-метод по срав-
нению с использованием MБтГ. 

Чтобы проверить обоснованность 
предлагаемых ферментативных методов, 
мы проанализировали мышечную ткань об-
разцов замороженного хека и трески. для 
депротеинизации проб использовали ре-
агенты каррец, однако было показано, что 
это полностью нарушает течение реакции, 
катализируемoй ФддГ. Поэтому для опреде-
ления Фа с помощью ФддГ пробы должны 
депротеинизироваться воздействием тХУ с 
последующей нейтрализацией.

Полученные результаты представлены 
в табл. 1 и 2. выявлено, что образцы хека и 
трески содержат высокие концентрации Фа, 
до 100 мг/кг влажной массы ткани. содер-

жание Фа в мышцах карпа ничтожно мало. 
данные табл. 2, показывают существенное 
различие содержания Фа при его определе-
нии различными методами. для сравнения 
надежности действия обоих ферментатив-
ных методов и оценки интерферирующего 
влияния химического фона реальных образ-
цов мы проанализировали содержание Фа 
в тХУ-экстрактах с помощью традиционной 
методики (с внешней калибровкой), а также 
с использованием метода стандартных до-
бавок (мсд). одновременно содержание 
Фа было определено двумя химическими 
методами (с использованием хромотропо-
вой кислоты и MБтГ). как видно из данных 
табл. 2, существует хорошая корреляция 
между всеми аналитическими данными, по-
лученными в мсд-варианте методики, в от-
личие от результатов, полученных в тради-
ционном варианте с внешней калибровкой. 
Это явление можно объяснить интерфери-
рующим влиянием некоторых компонен-
тов, которые совместно экстрагировались 
тХУ из тканей рыб, что четко подтверждает-
ся данными, полученными методом на ос-
нове ФддГ (рис. 2). наклон калибровочных 
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Рис. 1 - Сравнительный анализ различных методов ана-
лиза ФА: АО-пероксидазный (АОП), метод с использованием 
«Пурпальда», метод Нэша, метод с использованием МБТГ 
(гидрохлорид 3-метил-2-бензотиазолин гидразона), метод с 
использованием хромотроповой кислоты и формальдегид-
дегидрогеназный метод (ФдДГ). Наклон калибровочных кри-
вых характеризует чувствительность методов. 
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кривых, выполненных при анализе 
экстрактов из ткани рыбы, зависит от 
фактора разведения: чем больше раз-
ведение, тем сильнее наклон (мень-
ше интерферирующее влияние). для 
внешней калибровки (без наличия 
фона реального образца, что соответ-
ствует бесконечному разбавлению), 
наклон был наибольшим: 2,95 по срав-
нению с 1,94 (60-кратное разведение) 
и 1,82 (20-кратное разведение). для 
аоП-метода, как и для химических ва-
риантов, не выявлена существенная 
разница между традиционным и Mсд-
вариантом анализа. 

Заключение 
в настоящей работе представле-

ны результаты применения двух раз-
работанных ферментативных методов 
для анализа Фа в рыбе с использова-
нием сконструированных нами ранее 
продуцентов ферментов. оба фермен-
та изолированы из дрожжевых клеток 
Hansenula polymorpa: мутанта с-105 
со сверхпродукций ао [5] и рекомби-
нантного штамма т-11-6 гиперэкспрес-
сией гена FLD1, кодирующего ФддГ [6]. 

Рыба семейства тресковых (Ga-
didae) занимает второе место по раз-
меру промышленного улова после 

Таблица 1
Биоаналитические характеристики различных методов анализа формальдегида

метод lmax,
нм e, мM -1 cм -1

лимит 
определе-
ния, мкM

диапазон линей-
ности, мM

ста-
биль-
ность

цвета, ч

время
анали-

за,
мин

 Х
им

ич
ес

ки
й

мвтн 670 65,0 0,9 0,0025-0,015 >40 30
Хромотроповая
кислота 578 15,7 2,5 0,005-0,05 >24 30

Пурпальд 548 28,2 1,5 до 0,025 - 20

метод нэша 400 4,4 6,9 до 0,110 >5 5

 Ф
ер

м
ен

та
ти

вн
ы

й

на основе ФддГ 570
10,2 (3,36 при 
неполной кон-

версии)
8,9 0,01-0,06 >8 15

ФддГ и диафо-
раза 500 11,0 1,7 до 0.1 − 21

на основе AOП 450 59,3 0,80 0,001-0,015 >5 20
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Dilution: 20
A=0.056 +/- 0.001
B=1.821 +/- 0.012
R=0.999 +/- 0.001

         3
Dilution: 60
A=0.020 +/- 0.009
B=1.942+/- 0.208
R=0.989 +/- 0.006

         1
A=0.0015 +/- 0.0021
B=2.951 +/- 0.049
R=0.999 +/- 0.003

Добавленный ФА, мМ

Разведение: 20        Разведение: 60

Рис. 2 - Метод стандартных добавок для опре-
деления ФА с использованием ФдДГ- метода. Кри-
вая 1 соответствует калибровочному методу, 
проведенному для водных растворов ФА (внешняя 
обычная калибровка); кривые 2 и 3 соответству-
ют методу стандартных добвок (ФА добавляли в 
различных концентрациях к растворам анализи-
руемых проб). На рисунке представлены некото-
рые статистические данные: параметры линей-
ной регрессии (коэффициенты уравнения Y=A+BX, 
где Y – оптическая плотность, Х – концентрация 
ФА (мМ), А – оптическая плотность для проб без 
добавления экзогенного ФА, и В – значение накло-
на); R – коэффициент линейной регрессии.
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семейства сельдевых рыб 
(Clupeidae). в тканях треско-
вых рыб накапливаются высо-
кие концентрации токсичного 
Фа, что приводит к снижению 
качества пищевых продуктов 
и вредно для здоровья потре-
бителей [2]. Это важный аргу-
мент в пользу необходимости 
разработки селективных, чув-
ствительных и хорошо воспро-
изводимых методов контроля 
содержания опасного метабо-
лита. Было установлено, что 
аоП-метод, обладающий вы-
сокой чувствительностью, мо-
жет применяться без исполь-
зования метода стандартных 
добавок (мсд) для калибров-
ки.

кроме того, установлено, 
что метод на основе использо-
вания фермента ФддГ требует 
мсд-калибровки, причем этот 
метод менее чувствителен. вы-
явлена хорошая корреляция 
результатов анализа для обо-
их ферментативных методов 
по сравнению с химическими 
методиками, хотя анализ на 
основе ао является предпо-
чтительным из-за его высокой 
чувствительности, хорошей ли-
нейности, нечувствительности 
к интерферирующему влия-
нию компонентов проб, использования без 
предварительной обработки образцов и от-
сутствия агрессивных реагентов.

Установлено, что тресковые рыбы 
(хек, треска) действительно содержат вы-
сокие концентрации токсичного Фа, до 100 
мг/кг мышечной ткани. как и можно было 
предполагать, содержание Фа в тканях све-
жего карпа незначительно. аоП метод мо-
жет быть использован для определения 
Фа в замороженной рыбе семьи тресковых 
- треска, хек, и др. Полученные результаты 
свидетельствуют о высоком содержании 
этого токсичного вещества, что указывает на 
необходимость постоянного мониторинга 

формальдегида при оценке качества пище-
вых продуктов.
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Таблица 2
Результаты определения ФА (в мг на 1 кг влажной мы-

шечной ткани) в безбелковых экстрактах рыбы с исполь-
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                  Рыба
метод
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на основе ао
M±м 90,0±2,6 74,1±1,1 0

нэш
M±м 121,6±0.9 96,8±3,1 0

«Пурпальд»
M±м 100,6±1.6 59,7±3,1 0

Таблица 3
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статистически недостоверна. 
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