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КОМПЛЕКСНЫЙ АНАЛИЗ СОСТАВА СЕМЯН ЛЬНА МАСЛИЧНОГО –  
ОПТИМИЗАЦИЯ ПОДХОДОВ ДЛЯ СЕЛЕКЦИОННОЙ ПРАКТИКИ 

Для проведения индивидуального отбора льна масличного по комплексу признаков качества 
семян существует необходимость в разработке и адаптации методик, позволяющих проводить 
качественный и количественный анализ с использованием минимальных навесок семян. Пред-
ложенная схема оценки состава семян льна позволяет оптимально использовать семенной мате-
риал индивидуальных растений для анализа: масличности (экстракционный метод Рушковско-
го), содержания индивидуальных жирных кислот (газо-жидкостная хроматография), содержания 
белка и зольности (динамическая термогравиметрия), элементного состава (электронно-
зондовый рентгенофлуоресцентный метод). Воспроизводимость результатов аналитических ме-
тодик оценивали по показателям коэффициента варьирования, индексу воспроизводимости 
средних, сходимости данных по сезонам выращивания.  

Single plant selection of flax by the complex of seed's quality traits imposes a need to develop and 
adapt methods that allow qualitative and quantitative analysis of minimum quantity of seeds. The pro-
posed evaluation scheme of seed's composition enables an optimum use of seed material for analysis of 
individual plants: oil percentage (extraction method of Rushkovsky), fatty acid composition (vapor-liquid 
chromatography), protein and ash content (dynamic thermogravimetry), elemental composition (electron 
probe X-ray fluorescence method). Reproducibility of the results of analytical methods was assessed by 
the coefficient of variation, reproducibility index Sr, the convergence of data on seasonal cultivation.

Введение. Лен масличный (Linum usitatis-
simum L.) – одна из древнейших сельскохозяй-
ственных культур, источник ω-3 жирных кислот, 
полноценного белка, диетической клетчатки, 
минералов и других биологически ценных ве-
ществ [1]. Помимо различий, обусловленных 
влиянием генотипа и среды, вариабельность 
литературных данных о составе семян льна 
может быть связана методикой анализа, приме-
няемой исследователями [2]. 

Сложное строение и состав семени льна не 
позволяют разделить его компоненты без ис-
пользования сложного комплекса аналитиче-
ских методов – экстракционного, хроматогра-
фического, термогравиметрического, рентге-
нофлуоресцентного. При этом используемые 
методы должны обеспечивать достаточную 
точность, максимальную сопоставимость и 
воспроизводимость результатов. Для селек-
ционеров, помимо точности и прецизионно-
сти, важными аспектами любой методики ана-
лиза являются доступность, простота, эконо-
мия времени и семенного материала, что осо-
бенно ценно при проведении индивидуального 

отбора с оценкой качества семян единичных 
растений.  

Целью нашего исследования являлась раз-
работка и оптимизация схемы качественного и 
количественного анализа семян льна маслично-
го для индивидуального селекционного отбора 
по комплексу признаков. 

Основная часть. Материал исследования – 
семена 25 сортов льна масличного, полученные 
в стандартных агротехнических условиях. Об-
молот и очистка семян проведены вручную.  

Анализировали следующие хозяйственно-
ценные признаки семян льна: содержание мас-
ла (в процентах от массы семени), жирнокис-
лотный состав (содержание α-линоленовой, ли-
нолевой, олеиновой, стеариновой и пальмити-
новой жирных кислот в процентах от общего 
содержания масла), расчетное йодное число, 
зольность (в процентах от массы семени), со-
держание белка (в процентах от массы семени), 
элементный состав (в микрограммах). 

Количество масла в семенах льна опреде-
ляли по сухому остатку после исчерпыва- 
ющей экстракции (метод С. В. Рушковского) [3]. 
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Воздушно-сухой материал (50°С, силикагель, 72 ч) 
замораживали в жидком азоте (−195,75°C) и 
размалывали в фарфоровой ступке до однород-
ного порошка, и засыпали в экстракционные 
патроны, изготовленные из фильтровальной бу-
маги белая лента (ОАО «Завод химреактивком-
плект», Россия). В аппарате Сокслета проводили 
24-часовую экстракцию образцов смесью гексан 
изопропанол (1 : 1). Полноту извлечения жира 
проверяли по кольцевой пробе. После заверше-
ния экстракции патроны высушивали (50°С, сили-
кагель, 72 ч), взвешивали. Содержание масла в 
пробе рассчитывали по сухому остатку.  

Экстракцию и определение жирных кислот 
проводили по методу Welch [4] с модификация-
ми. Триацилглицеролы этерифицировали до ме-
тиловых эфиров жирных кислот (МЭЖК) рас-
твором 2%-ной серной кислоты в абсолютном 
метаноле (условия: 3 ч при (80 ± 1)°C, в среде 
инертного аргона, внутренний стандарт – гепта-
деканоевая кислота C17:0; 0,27 мг/мл). Экстрак-
цию осуществляли с использованием гексана 
(0,50 мл) при перемешивании на вихревом мик-
сере (5,0 с). МЭЖК экстрагировали гексаном 
(0,50 мл, вихревой миксер) и разделяли методом 
газожидкостной хроматографии на приборе 
Hewlett-Packard 4890D, оснащенном пламенно-
ионизационным детектором и капиллярной ко-
лонкой HP-Innowax 0,32 мм × 30 м с размером 
носителя 0,50 мкм. Аналитическая скорость по-
тока гелия 26 см/с, температура колонки 
200,00oC, инжектора и детектора – 250,00oC. 
Объем вводимой пробы – 1 мкл. Индивидуаль-
ные жирные кислоты идентифицировали по вре-
мени удерживания при разделении их стандарт-
ных смесей (Supelco Park, USA) и оценивали в 
процентах от весового суммарного содержания 
по отношению к внутреннему стандарту [5]. 

Термогравиметрический анализ образцов 
семян льна (5,00–5,10 мг) проводили на термо-
анализаторе ТА-4000 (модуль ТГ-50) (Mettler 
Toledo STARe System, Швейцария), при скорости 
нагревания 5°С/мин и расходе воздуха 200 мл/мин 
в интервале температур 25–700°С. Кривые по-
тери массы были рассчитаны при помощи про-
граммного обеспечения STARe [6].  

Исследование элементного состава зольно-
го остатка семян осуществляли с помощью 
сканирующего электронного микроскопа JSM-
5610 LV, оснащенного системой химического 
анализа EDX JED-2201 JEOL (Япония). Анализ 
проводили в низковакуумном режиме работы 
электронного микроскопа с использованием 
детектора обратно отраженных электронов [7]. 

Для статистической обработки данных ис-
пользовали программные продукты MS Excel, 
Statistica. Сходимость данных, полученных с 
использованием различных аналитических ме-

тодов (динамическая термогравиметрия / метод 
Кьельдаля), и для последовательных генераций 
семенного материала оценивали с использова-
нием корреляционного анализа [8]. Для каждого 
варианта опыта (сорт – год) была предусмотрена 
трехкратная повторность, что в пределах анали-
тической методики позволяет оценить воспроиз-
водимость результатов по критериям стандарт-
ного среднеквадратичного отклонения (СО) и 
коэффициента варьирования (КВ) [9]. Для пока-
зателей масличности, зольности и расчетного 
йодного числа масла был рассчитан индекс вос-
производимости средних (ИВСр), который в 
стандартах по статистическим методам анализа 
технологических процессов характеризует соот-
ветствие изменчивости статистически устойчиво-
го процесса (метода) к ширине поля допуска [10]. 
В качестве допустимого разброса значений 
метода (ширины поля допуска) анализа было 
принято стандартное отклонение генеральной 
выборки по изучаемому компоненту или показа-
телю качества семян.  

Основными показателями качества семян 
льна являются содержание и состав масла, бел-
ка и зольных веществ, одновременный микро-
анализ которых в текущих условиях сложно 
осуществим. Поэтому для селекционной прак-
тики льна масличного был подобран комплекс 
методов, позволяющий оптимально использо-
вать семенной материал и обеспечивающий 
воспроизводимость данных.  

При средней урожайности 0,60 г (88 шт.) 
семян с растения льна [11], допустимый расход 
семян для проведения компонентного анализа 
составляет около 0,45 г семян, при этом для 
размножения перспективных образцов сохра-
няется 10–15 зерен. Современные методы по-
зволяют предложить следующую схему расхо-
да семян: 1) экстракционный анализ содержа-
ния масла в семенах – 0,30 г семян (≈40 шт.);  
2) оценка состава масла семян льна с использо-
ванием газо-жидкостной хроматографии мети-
ловых эфиров жирных кислот – 0,03 г семян  
(6 шт.); 3) динамическая термогравиметрия 
(ДТГ) семян для определения содержания в се-
менах льна зольных веществ, белка, нуклеино-
вых кислот и полимерных углеводов – 0,03 г 
семян (6 шт.); 4) элементный анализ зольного 
остатка семян льна после ДТГ методом энерго-
дисперсионной рентгеновской спектроскопии. 
В предложенной схеме расход семян составляет 
0,36 г, что позволяет сохранить около 0,24 г для 
размножения, гибридизации и отбора.  

Оптимизация предложенной схемы вклю-
чала: оценку погрешности (для метода исчер-
пывающей экстракции) и воспроизводимости 
методик при анализе коллекции генотипов льна 
четырех генераций (для показателей маслично-
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сти, расчетного йодного числа масла, зольно-
сти); адаптацию сложных физико-химических 
методов для анализа биологического материала 
семян льна (динамическая темогравиметрия, 
рентгенофлуоресцентный анализ). 

Классическими методами анализа содержа-
ния масла в семенах льна являются экстракци-
онные методы [12, 13]. В практике широко рас-
пространены косвенные, требующие калибров-
ки по методу полной экстракции тесты, такие 
как ядерный магнитный резонанс и спектро-
скопия в ближней инфракрасной области [14]. 
Кроме того, разработаны недорогие экспресс-
методы анализа масличности льна с использо-
ванием рефракто- [15] и пикнометрии [16, 17]. 
Для анализа содержания липидов в семенах 
льна мы использовали экстракционный метод 
Рушковского [3], преимуществами которого яв-
ляются высокая производительность (одновре-
менный анализ большого количества образцов) 
и экономный расход растворителя. При этом 
источником ошибок могут служить: неравно-
мерный помол материала, размазывание масла 
по ступке, плохая предварительная просушка 
семян и патронов [18].  

Использование жидкого азота на этапе из-
мельчения семенного материала позволило ре-
шить вопросы с неравномерным помолом и по-
терями масла вследствие размазывания по 
ступке. Для оценки уровня систематической 
погрешности, обусловленной остаточной влаж-
ностью, образцы воздушно-сухих цельных и 
размолотых семян льна (по 25 навесок) были 
просушены в сухожаровом шкафу до постоян-
ного веса (в среднем 2 ч при 105°С). Средняя 
влажность цельных семян льна – 6,34%, КВ =  
= 0,02, размолотых – 2,88%, КВ = 0,08.  

Более высокая изменчивость влагосодержа-
ния размолотых семян, вероятно, является ре-
зультатом варьирования тонины помола. Таким 
образом, остаточная влажность аналитических 
патронов обуславливает завышение уровня 
масла в семенах на 2,49–3,28%, которое можно 
не учитывать при сравнительной оценке селек-
ционной ценности образцов льна, однако при 
стандартизации и товароведческой оценке сы-
рья следует делать поправку на завышение аб-
солютных данных.  

Для оценки воспроизводимости результатов 
метода Рушковского был использован массив 
данных, объединяющий 300 повторностей опы-
та по 4 генерациям 25 сортов льна. Достоверная 
корреляция среднесортовых значений маслич-
ности по 4 годам исследования (r = 0,56) под-
тверждает сохранение ранжирования сортов и 
характеризует использованный метод анализа 
как корректно воспроизводящий взаимосвязан-
ные данные. КВ масличности в индивидуаль-

ном образце семян (вариант сорт – год) соста-
вил 0,002–0,08, при этом в 74% случаев значе-
ния не превышали 0,05. Для расчета ИВCp были 
использованы значения КВ [9]. При ширине поля 
допуска ±2,39% ИВСр составил 1,08 (0,28–9,58). 
В настоящее время газо-жидкостная хромато-
графия МЭЖК является стандартным методом 
исследования состава и строения природных и 
синтетических липидов [20]. В составе льняно-
го масла представлены пять главных жирных 
кислот (ЖК): пальмитиновая (≈5%), стеарино-
вая (≈3%), олеиновая (≈18%), линолевая (≈14%) 
и α-линоленовая (≈50%) [19].  

Для каждого генотипа льна характерно уни-
кальное соотношение концентраций жирных 
кислот, сохраняемое при варьировании средо-
вых условий выращивания. Таким образом, 
достоверная сходимость результатов жирно-
кислотного анализа семян различных генера-
ций будет являться косвенным подтверждением 
достоверности и воспроизводимости исполь-
зуемого метода анализа.  

Корреляционные соотношения содержания  
α-линоленовой (r = 0,92), линолевой (r = 0,99), 
стеариновой (r = 0,60) и пальмитиновой кислот  
(r = 0,51) в масле семян льна урожаев четырех лет 
статистически достоверны (табл. 1). Конверген-
ция данных по уровню олеиновой кислоты  
(r = 0,51) недостоверна, что, вероятно, обуслов-
лено особенностями метаболизма жирных кислот 
льняного семени, в котором олеиновая кислота 
играет роль лабильного предшественника для био-
синтеза линолевой и α-линоленовой кислот [20]. 

Таблица 1  
Воспроизводимость аналитических методов 

Признак r КВ ИВСр 

Масличность, % 0,56* 0,03 1,08 

Йодное число, г/100 мл 0,76* 0,06 1,40 

Зольность, % 0,90* 0,03 3,45 

Примечание: r – средний коэффициент корреляции 
2005–2009 гг. * Достоверно при P ≤ 0,05. КВ – коэффици-
ент варьирования. ИВСр – индекс воспроизводимости 
средних: <1 – низкая; >1,00 – удовлетворительная; >1,33 – 
высокая воспроизводимость. 

 
Расчетное йодное число масла (ЙЧ) вычисля-

ли путем умножения процентного содержания 
каждой жирной кислоты на соответствующий 
коэффициент и сложением результатов [21]. Для 
значений ЙЧ были рассчитаны: r = 0,76, КВ =  
= 0,06, ИВСр = 1,40 (ширина поля допуска ±2,30 – 
среднее стандартное отклонение генеральной вы-
борки). Полученные статистические показатели 
соответствует высокому уровню воспроизводи-
мости результатов аналитического метода (газо-
жидкостной хроматографии МЭЖК). 
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Рис. 1. Хроматограмма разделения метиловых эфиров жирных кислот (сорт McGregor) 

В основе термоаналитических методов ле-
жит изучение свойства образца при изменении 
температуры в заданных условиях [22], в биоло-
гии эти методы позволяют получать ценную ин-
формацию о строении, составе и свойствах тка-
ней и органов [23]. Состав и термохимические 
свойства цельного льняного семени оценивали с 
использованием метода динамической термо-
гравиметрии (ДТГ). Предварительная оптимиза-
ция метода включала опыты по термическому 
анализу отдельных тканей и компонентов семян: 
интактные и обезжиренные семядоли с зароды-
шем, семенные оболочки, льняное масло, запас-
ные белки. Корреляционный анализ подтвер-
ждает высокую степень сходимости результатов 
содержания белка (до 22% массы семени), полу-

ченных с использованием ДТГ и классическим 
аналитическим методом Кьельдаля (r = 0,80) [24, 
25]; между данными ДТГ и количеством липи-
дов, извлеченных в ходе исчерпывающей экс-
тракции в аппарате Сокслета (r = 0,71). 

Анализ кривой зависимости изменения мас-
сы семени от температуры (ТГ) позволяет су-
дить о термостабильности и составе целостного 
семени льна. Так на первом этапе из образца 
удаляется вода (25–100°С), затем последова-
тельно распадаются протеины (230–370°С), 
жирные кислоты (370–460°С), нуклеиновые 
кислоты (460–530°С) и полимерные углеводы 
(530–700°С) [26]. Потеря массы семени при 
ДТГ составляет 95,23–96,78% (рис. 2), остаточ-
ная зольность – 3,22–4,77%.  

 

 
Рис. 2. Термический анализ семян сорта Atalante. Интервалы потери массы, °С: 25–100 вода;  

100–230 низкомолекулярные протеины; 230–370 запасные белки; 370–460 липиды;  
460–530 нуклеиновые кислоты; 530–700 полимерные углеводы 
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Воспроизводимость ДТГ оценивали по ре-
зультирующей потере массы – зольному остат-
ку семян. Коэффициент парной корреляции 
между среднесортовыми значениями зольности 
семян льна урожаев 2005 и 2007 гг. составил 
0,90. Разбежку данных по трем повторностям 
опыта оценивали по показателям стандартного 
отклонения и коэффициента варьирования. При 
среднем КВ 0,03 и ширине поля допуска ±0,27 
средний ИВСр составил 3,45, таким образом, 
по результирующей потере массы метод ДТГ 
дает высоко воспроизводимые (в пределах ана-
лизируемого образца) данные.  

После ДТГ зола семян льна сохраняет микро-
гранулированную структуру (рис. 3), характер-
ную для глобоидов – запасающих органелл се-
мян. Для оценки элементного состава золы был 
использован количественный электронно-зондо-
вый энергодисперсионный (рентгенофлуорес-
центный) анализ (рис. 4), в основе которого ле-
жит предположение [27] о том, что интенсив-
ность характеристического излучения IA, испус-
каемого атомами элемента A, пропорциональна 
концентрации СA этого элемента в образце. Рент-
геновский микроанализ позволяет определять 
атомный состав материалов практически во всем 
интервале концентраций с точностью около 2%. 

 

Рис. 3. Электронно-микроскопическое изображение 
зольного остатка семян льна сорта Flanders. Темные 

точки соответствуют эмиссионным квантам: 
кислорода – О; магния – Mg; фосфора – P;  

алюминия – Al; углерода – C;  
калия – K; молибдена – Mo  

Препараты золы семян исследовали с по-
мощью сфокусированного высокоэнергетиче-
ского пучка электронов в сканирующем элек-
тронном микроскопе (рис. 3). Для определения 
концентрации элементов в образцах был ис-
пользован метод трех поправок, или ZAF-
метод, позволяющий оценить состав по изме-
рениям интенсивностей характеристических 
спектральных линий (EDX-спектрах) на образ-
це и на эталонах (рис. 4).  

К сожалению, элементный состав семян 
льна был проанализирован только на единич-
ном образце каждого сорта, что не позволяет 
оценить воспроизводимость данных. Однако по-
лученные результаты химического состава золы 
семян льна совпадают с литературными данны-
ми (среднее содержание элементов в семенах: 
Na – 0,37 мг/г; Mg – 15,36 мг/г; Al – 0,42 мг/г;  
K – 21,57 мг/г; Ca – 3,72 мг/г; Fe – 0,39 мг/г;  
Zn – 1,46 мг/г).  

Статистические показатели воспроизводи-
мости данных (КВ и ИВСр) рассчитаны для 
концентраций семи элементов: калия, натрия, 
магния, фосфора, железа, цинка и кальция 
(табл. 2). Воспроизводимость данных EDX-
анализа коррелирует с общим содержанием ис-
следуемого элемента в образце. Так, например, 
для макроэлементов К, P, Mg, показана высокая 
интенсивность спектральных линий (выше 17 кэВ), 
соответствующая высокому содержанию эле-
ментов в зольном остатке, а также низкие зна-
чения коэффициента варьирования и высокие 
значения индекса воспроизводимости средних 
по анализируемым образцам. Коэффициент 
корреляции между средним содержанием эле-
мента в образце и коэффициентом варьирова-
ния опыта составляет –0,85 (достоверно при  
α ≤ 0,02). Таким образом, электронно-зондовый 
рентгенофлуоресцентный анализ содержания 
следовых количеств минеральных элементов в 
зольном остатке семян льна может давать вы-
сокую погрешность. 

Таблица 2 
Воспроизводимость EDX-анализа 

Элемент 
Масса 
(зола) 

КВ ИВСр 

K 32,75 0,02 5,83 

Na 0,21 0,12 0,19 

Mg 17,37 0,02 3,02 

P 43,3 0,01 7,36 

Fe 0,52 0,21 0,28 

Zn 1,55 0,17 0,50 

Ca 4,14 0,11 0,67 

Примечание: ИВСр: <1 – низкая; >1,00 – удовлетво-
рительная; >1,33 – высокая воспроизводимость.  

5 мкм
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Рис. 4. EDX-спектр золы семян сорта Flanders (показаны Na, Mg, P, K, Ca, Mn, Fe, Ni, Zn) 

Заключение. С учетом многообразия сортов 
и форм льна, различающихся концентрацией и 
составом липидов, содержанием белка и другими 
показателями комплексная идентификация соста-
ва семян позволит установить их сортовую при-
надлежность, соответствие технологическим тре-
бованиям, селекционную ценность индивидуаль-
ных растений для отбора и гибридизации.  

В работе были использованы современные 
методы анализа, однако сложное строение и 
состав семян льна обусловили необходимость 
предварительной адаптации и оптимизации ис-
пользуемых аналитических подходов, оценки 
воспроизводимости получаемых данных. Ме-
тод исчерпывающей экстракции Рушковского 
был оптимизирован применением жидкого азо-
та для размалывания семян и введением попра-
вочного коэффициента на остаточную влаж-
ность. Динамическая термогравиметрия цель-
ных семян позволяет проводить одновремен-
ный анализ уровня масла, белка, углеводов и 
зольных веществ. Метод был оптимизирован 
при сепаратном сжигании отдельных компо-
нентов и органов семян (семядоли, семенная 
оболочка, масло, запасной белок). Адекват-
ность воспроизведения данных компонентного 
анализа семян льна подтверждает корреляци-
онная сходимость результатов ДТГ и специали-
зированных методик – азотометрии белка по 
Кьельдалю и исчерпывающей экстракции по 
Рушковскому. Использование озоленного ос-
татка для анализа элементного состава семян 
увеличило эффективность электронно-зондово-
го рентгено-флуоресцентного анализа, так как 
глубина проникновения зондов в частицы золы 
выше, чем в ткани интактного семени.  

Согласно показателям коэффициента варь-
ирования и индекса воспроизводимости Cp, 

данные экстракционного анализа масличности, 
хроматографического определения концентра-
ции индивидуальных жирных кислот, термо-
гравиметрической оценки зольности и элек-
тронно-зондового рентгенофлуоресцентного ана-
лиза элементного состава характеризуются вы-
сокой репродуктивностью и малой разбежкой 
данных по повторностям опыта. 

Предложенная методическая схема позво-
ляет проводить качественный и количествен-
ный анализ по комплексу признаков с исполь-
зованием минимальных навесок семян: 0,3 г – 
экстракционный анализ масличности (метод 
Рушковского), 0,03 г – газо-жидкостная хрома-
тография МЭЖК, 0,03 г – термогравиметриче-
ский анализ состава семян, электронно-зондо-
вый рентгенофлуоресцентный анализ элемент-
ного состава озоленного остатка после терми-
ческого анализа. Общий расход семян на про-
ведение анализа семян по комплексу признаков 
составляет около 0,36–0,45 г, что позволяет ис-
пользовать остаток семян (0,15–0,24 г) для раз-
множения перспективных образцов и проведе-
ния индивидуального отбора. 
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