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Представлен и обоснован вариант метода трехэлектродной дифференциальной импульсной вольт-
амперометрии для применения в исследованиях антиоксидантов в природных липидах. Вольтампе-
рометрический анализ суммарных липидов гонад черноморской мидии Mytilus galloprovincialis L.
и печени черноморского катрана Squalus acanthias показал, что они имеют одну сходную анод-
ную волну с потенциалом окисления +0.60В. Отличие же между исследованными гидробионтами
связана с регистрацией еще одной анодной волны с потенциалом окисления +1.20В в липидах
гонад мидии и +0.90В в липидах печени катрана. Сделано предположение, что первая анодная
волна с потенциалом пика окисления +0.60В в липидах гонад мидии и печени катрана может
принадлежать альфа-токоферолу. Возможно, именно альфа-токоферол участвует в формировании
обнаруженного в суммарных липидах гонад черноморской мидии Mytilus galloprovincialis L. и
печени черноморского катрана Squalus acanthias молекулярного комплекса с переносом заряда с
парамагнитными свойствами.
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ВВЕДЕНИЕ

Уровень окислительного стресса биологических объ-
ектов определяется соотношением проокислитель-
ной и антиокислительной активностей их моле-
кулярных структур [1]. Оценку общего проокси-
дант/антиоксидантного статуса организма связывают
с определением суммарного уровня антиокислитель-
ной активности [2]. Такой подход учитывает функци-
ональное и структурное разнообразие природных со-
единений с антиокислительной активностью, которая
определяется по наличию одновременно в организме
их окисленных и восстановленных форм.

Методы вольтамперометрии напрямую определя-
ют донорно–акцепторные взаимодействия исследуемых
молекулярных структур и оценивают их антиокисли-
тельную активность [3]. Они характеризуются: вы-
сокой чувствительностью (10−6 − 10−4 М), широким
диапазоном исследуемых концентраций вещества (от
10−12 до 10−1 M), возможностью проводить одновре-
менно качественный и количественный анализ, опре-
делением аналитов органических и неорганических в
одной пробе, исследованием смеси соединений близ-
ких по структуре и свойствам, способностью проводить
измерения в водных и неводных растворителях, рас-
считать кинетические параметры реакции [4]. Это по-
могает изучить химические свойства антиоксидантов,
электрохимическое поведение молекул, взаимовлияние
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и взаимодействие с оксигенированными частицами.
Тем не менее, очевидный недостаток вольтампе-

рометрии заключается в том, что результат количе-
ственного определения образца c антиокислительной
активностью не всегда учитывает возможность одно-
временного присутствия в пробах антиоксидантов в
окисленной и восстановленной формах. Измеряемые
параметры зависят от типа электрода, растворителя,
фонового электролита и механизма окислительно-
восстановительной реакции на поверхности
электрода [5].

Окислительно-восстановительные свойства жиро-
растворимых витаминов группы А (ретинол, ретиналь,
ретиноевая кислота), группы D (эргокальциферол, хо-
лекальциферол), группы Е (альфа-токоферол) и груп-
пы К (филлохинон, менахинон) подробно исследованы
методами вольтамперометрии [6]. Интересно, что ви-
тамины группы А, группы Е и группы К известны как
природные антиоксиданты [7]. Однако природные ли-
пиды изучены в целом очень мало рассматриваемым
методом [1]. Это связано со сложным составом при-
родных липидов и необходимостью проводить анализ в
безводных органических растворителях для их полного
растворения вместе с фоновым электролитом [8].

При окислении суммарных липидов гонад черно-
морской мидии Mytilus galloprovincialis L. и пече-
ни черноморского катрана Squalus acanthias диокси-
дом свинца в толуоле методом ЭПР-спектроскопии
были зарегистрированы при температуре +24◦С ста-
бильные свободные радикалы с идентичным редокс–
фрагментом [9]. Тождественность полученных сверх-
тонких спектров электронного парамагнитного резо-
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нанса (ЭПР) окисленных суммарных липидных экс-
трактов Mytilus galloprovincialis L. (гонады) и Squalus
achantias (печень) позволила сделать вывод о на-
личии в них близких по строению природных ан-
тиоксидантов. Исследование их донорно-акцепторных
свойств методом вольтамперометрии предоставит воз-
можность провести качественную и количественную
оценку антиокислительной активности новой группы
полярных липидов.

Цель работы - разработка варианта метода трехэлек-
тродной дифференциальной импульсной вольтамперо-
метрии для применения в исследовании новой группы
природных антиоксидантов, полярных липидов, с пара-
магнитными свойствами в суммарных липидах гонад
черноморской мидии Mytilus galloprovincialis L. и пе-
чени черноморского катрана Squalus acanthias.

1. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Ткани Mytilus galloprovincialis L. (гонады) и
Squalus achantias (печень) перед экстракцией замора-
живали в морозильной камере при температуре −20◦С
минимум на 2 часа. После размораживания ткани го-
могенизировались в фарфоровой ступке до сметано-
образного состояния и заливали смесью очищенных
органических растворителей гексан:изопропанол (соот-
ношение 2:1). Пропорция ткань/экстракционная смесь
(г/мл) — 1:10. Такое соотношение ткань–экстрагент
является оптимальным, и полнота экстракции состав-
ляет 97-98% [9]. Экстракцию вели в стеклянных цен-
трифужных пробирках объемом 100мл. Осветление
экстракта и отмывку дважды дистиллированной во-
дой в соотношении 1:2 (липидный экстракт:вода) осу-
ществляли центрифугированием при 3000 об/мин при
температуре +4◦С. Отмытый экстракт липидов в гек-
сане упаривали на роторном испарителе в вакууме при
температуре +30◦С и перерастворяли в гексане.

Для электрохимического исследования 100мг липи-
дов в гексане упаривали в токе азота досуха и перерас-
творяли в 2 мл смеси хлороформ:метанол (соотноше-
ние 2:1), содержащей в качестве фонового электролита
0.1 М перхлората лития безводного (ХимСинтез, Рос-
сия). Вольтамперограмму снимали на анализаторе по-
лярографическом PA-2 (Чехословакия) методом трех-
электродной дифференциальной импульсной вольтам-
перометрии. При проведении электрохимического ана-
лиза этим вариантом импульсной вольтамперометрии
на линейно изменяющееся постоянное напряжение че-
рез одинаковые промежутки времени подают одинако-
вые дополнительные импульсы. Силу тока измеряют
до подачи импульса и в его конце. Вольтамперограм-
ма имеет вид первой производной вольтамперометри-
ческой волны. Максимум на вольтамперограмме соот-
ветствует потенциалу полуволны. Потенциал анодной
волны окисления измерялся в пределах 0− 1.5В. Ско-
рость разверстки поляризующего электрода 10мВ/с и
амплитуда переменного напряжения 50мВ. Чувстви-

тельность — 4. Результат фиксировали на двухкоор-
динатном самописце ПДП 4-002 (Украина). В каче-
стве электрода сравнения использовали насыщенный
каломельный электрод, модифицированный графитом.
Электроды рабочий и вспомогательный были сделаны
из платиновой проволоки разной длины, запаянной в
трубки из кварцевого стекла. Применялись электроды
фирмы OrigaLys ElectroChem SAS (Франция). Измере-
ния проводились при комнатной температуре.

Приготовление стандарта витамина Е для вольт-
амперометрии — растворяли 5мг стандарта альфа-
токоферола в 2мл смеси хлороформ:метанол (соотно-
шение 2:1) с перхлоратом лития (0.1М) в качестве фо-
нового электролита.

Использованный стандарт витамина Е состо-
ял из α–Tocopherol, ≥95.5%, Synonym: (±)-α-
Tocopherol, DL-all-rac-α-Tocopherol, Vitamin E,
CAS Number 10191-41-0, Empirical Formula (Hill
Notation) C29H50O2, Molecular Weight 430.71,
Beilstein/REAXYS Number 94012, EC Number 233-466-
0, MDL number MFCD00006848, eCl@ss 34058016,
PubChem Substance ID 57648149, Sigma-Aldrich.

В исследовании использовались органические рас-
творители гексан, изопропанол, хлороформ и метанол
фирмы PANREAC (Испания).

2. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Рис. 1. Вольтамперограмма суммарных липидов гонад черно-
морской мидии Mytilus galloprovincialis L.

Вольтамперометрический анализ суммарных
липидов гонад черноморской мидии Mytilus
galloprovincialis L. (рис. 1) и печени черноморского
катрана Squalus acanthias (рис. 2) показал, что они
имеют одну сходную анодную волну с потенциалом
окисления +0.60 В. Отличие же между исследованны-
ми гидробионтами связана с регистрацией еще одной
анодной волны с потенциалом окисления +1.20В в
липидах гонад мидии и +0.90В в липидах печени
катрана. Ранее, при исследовании суммарных липидов
гонад черноморской мидии Mytilus galloprovincialis L.
и печени черноморского катрана Squalus acanthias,
методом циклической трехэлектродной дифферен-
циальной импульсной вольтамперометрии на фоне
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Рис. 2. Вольтамперограмма суммарных липидов печени чер-
номорского катрана Squalus acanthias

Рис. 3. Вольтамперограмма альфа–токоферола

0.1 М раствора перхлората тетрабутиламмония в
хлористом метилене было зарегистрировано толь-
ко по одной частично обратимой анодной волне с
потенциалами окисления соответственно +1.33В
и +1.40В [10]. Отличие в потенциалах анодного
окисления можно объяснить различием в условиях
проведения вольтамперометрического анализа и ме-
тодах экстракции липидов из тканей, так как в этом
исследовании применялся стандартный метод Фолча и
его модификации [11].

Использование в вольтамперометрии природных
липидов в качестве растворителя смеси хлоро-
форм:метанол вместо хлористого метилена обусловле-
но несколькими причинами. Хлористый метилен более
летучий и количественные измерения в нем провести
сложно. На свету в хлористом метилене возможно об-
разование активных химических радикалов, которые
могут взаимодействовать с антиоксидантами в липи-
дах, изменяя их исходную концентрацию и электрохи-
мические свойства.

Сравнение условий электрохимического анализа ли-
пидов гонад мидии и печени катрана в разных рас-
творителях позволило сделать заключение, что на
фоне перхлората тетрабутиламмония в хлористом ме-
тилене уже через 10 мин. уменьшаются значения по-
тенциала анодного окисления липидов. В смеси хло-
роформ:метанол, в присутствии в качестве фонового
электролита перхлората лития, характеристики вольт-
амперограммы не менялись в течение 24 часов. При-

менение в качестве фонового электролита перхлората
лития вместо перхлората тетрабутиламмония связано
с плохой растворимостью последнего в смеси хлоро-
форм:метанол. В целом внесенные изменения в ме-
тод трехэлектродной дифференциальной импульсной
вольтамперометрии повысили его чувствительность и
воспроизводимость.

Вольтамперометрические свойства витамина E
(альфа–токоферола) широко изучаются на протяжении
уже более 50 лет [6]. В отсутствие кислоты или осно-
вания на фоне тетрабутиламмония в ацетонитриле или
хлористом метилене альфа-токоферол окисляется при
потенциале +0.5(±0.1)В.

Исследование предлагаемым вариантом метода трех-
электродной дифференциальной импульсной вольтам-
перометрии чистого препарата витамина Е (альфа–
токоферола) выявило, что потенциал пика анодного
окисления его равен +0.6В (рис. 3). Это дало воз-
можность предположить, что первая анодная волна с
потенциалом пика окисления +0.60В в липидах гонад
мидии и печени катрана может принадлежать альфа–
токоферолу.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наиболее известное и широко распространенное
мнение состоит в том, что единственная функция ви-
тамина E это антиоксидантная - предотвращение ав-
тоокисления липидов мембран живых клеток. Обна-
ружение альтернативного механизма метаболизма ви-
тамина Е, который вызвал интерес в последние годы,
позволило сделать предположение о том, что возмож-
но основная его функция в клетке — сигнальная, хотя
точный химический механизм ее реализации на мо-
лекулярном уровне не установлен [6]. При электрохи-
мическом окислении альфа-токоферола конечным про-
дуктом этого процесса является долгоживущий диа-
магнитный катион [6]. Поэтому мы предполагаем, что
альфа-токоферол участвует в формировании обнару-
женного в суммарных липидах гонад черноморской ми-
дии Mytilus galloprovincialis L. и печени черноморско-
го катрана Squalus acanthias молекулярного комплек-
са с переносом заряда с парамагнитными свойствами.

Предложенный к рассмотрению модифицированный
метод трехэлектродной дифференциальной импульсной
вольтамперометрии может применяться как для изме-
рения количественного содержания антиоксидантов в
окисленной и восстановленной формах в природных
липидах, так и определения их качественного состава.
В модельных системах липидов метод может использо-
ваться при определении концентраций жирораствори-
мых антиоксидантов и исследовании их электрохими-
ческого поведения в условиях различного химического
окружения.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФ-
ФИ и г. Севастополя (проект № 18–47–920006). Ис-
следования выполнены без использования лаборатор-
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A variant of the method of three-electrode differential pulse voltammetry for use in studies of antioxidants in natural
lipids is presented and substantiated. Voltammetric analysis of the total lipids of the gonads of the Black Sea mussel
Mytilus galloprovincialis L. and the liver of the Black Sea katran Squalus acanthias showed that they have one similar anodic wave
with an oxidation potential of +0.60V. The difference between the studied aquatic organisms is associated with the registration
of one more anodic wave with an oxidation potential of +1.20V in the lipids of the mussel gonads and +0.90V in the lipids
of the liver of katran. It was suggested that the first anodic wave with an oxidation peak potential of +0.60V in the lipids
of the gonads of the mussel and liver of katran may belong to alpha-tocopherol. Probably, it is alpha-tocopherol that is involved in
the formation of a molecular complex with charge transfer with paramagnetic properties found in the total lipids of the gonads of
the Black Sea mussel Mytilus galloprovincialis L. and the liver of the Black Sea katran Squalus acanthias.

PACS: 87.14.Cc.
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