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Известно, что холестерин выполняет в организме человека важнейшие функции. Нарушение холесте-
ринового биосинтеза имеет серьезнейшие последствия для пациента. При наличии подобных нарушений 
проводится в том числе заместительная диетическая терапия. Разработана методика вольтамперометриче-
ского определения содержания холестерина в кисломолочных продуктах. Подобраны рабочие условия опре-
деления холестерина: рН 6,86, ʋ = 60 мВ/с, рабочий электролит – фосфатный буфер. Линейная зависимость 
тока электроокисления холестерина при потенциале + 0,77 В от его концентрации наблюдалась в интервале 
0,8–80 ммоль/дм3 с пределом обнаружения 0,1 ммоль/дм3. Проведено сравнительное определение холесте-
рина в продуктах питания вольтамперометрическим и флюориметрическим методами.
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Cholesterol plays a vital role in a human body. Cholesterol biosynthesis imbalance results serious 
consequences for human health. Cholesterol dietary supplement is necessary in such case. We report on a 
cholesterol electrochemical behavior on chemically modifi ed electrode. All experiments were carry out on a 
voltammetric workstation. We investigated pH, electrochemical concentration (potential and time) and scan rate 
effect on cholesterol electrooxidation signal. Working conditions were pH = 6,86, ʋ = 60 mV/s. The peak potential 
was + 0,77 V. We received a wide linear range ut to 80 mol/dm3. The detection limit was 0,1 mol/dm3. Comparative 
determination of cholesterol concentration in food by voltammetric and fl uorimetric techniques was carried out. 

Keywords: cholesterol, modifi er, Smith’s syndrome – Lemli – Opitz, cobalt phthalocyanine, voltammetry, 
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Синдром Смита – Лемли – Опитца 
(СЛОС) – генетическое заболевание, ха-
рактеризующееся нарушением биологи-
ческого синтеза холестерина и симпто-
матически выражающееся в развитии 
у пациента пороков сердца, легких, почек, 
пищеварительного тракта, а также нару-
шении работы иммунной системы. Часто-
та заболеваемости составляет 1 на 20000–
40000 новорожденных [8, 13].

При лечении данного заболевания, как 
правило, проводят заместительную тера-
пию, посредством включения в диету со-
держащих холестерин пищевых продуктов. 
Как правило, в качестве подобных продук-
тов выступают желтки куриных яиц, молоч-
ные и мясные продукты. В данной работе 
в качестве объектов исследования были вы-
браны кисломолочные продукты, применя-
емые в заместительной терапии СЛОС.

Рис. 1. Структурная формула холестерина (5-холестен-3β-ола)
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Наиболее распространенными в ана-

лизе пищевых продуктов являются хрома-
тографические методики, что обусловлено 
высокой чувствительностью, точностью 
и простотой устранения мешающего влия-
ния матрицы пробы [4, 6, 9]. Тем не менее 
данный тип методик имеет также ряд недо-
статков. Прежде всего, высокая стоимость 
оборудования, а также необходимая вы-
сокая квалификация персонала. Помимо 
этого, низкая эффективность в поточном 
лабораторном анализе. Электрохимиче-
ские методы анализа характеризуются как 
высокой чувствительностью, так и высокой 
точностью, а также простотой исполнения 
и относительной дешевизной оборудова-
ния. В связи с чем в данной работе в каче-
стве основной аналитической техники была 
выбрана электрохимия.

Известно, что электрохимическое опре-
деление большинства органических молекул 
с молярной массой более 100 г/моль требует 
применения высоких перенапряжений [1]. 
В связи с чем, большинство вольтампероме-
трических методик определения органиче-
ских соединений основано на применении 
модификаторов электродной поверхности. 
Известно, что модифицированные электро-
ды, в том числе органическими соединения-
ми [2], можно с успехом применять для опре-
деления различных биологически активных 
веществ [1, 2]. В данной работе в качестве 
модификатора применялся фталоцианин 
кобальта (ФК). Поскольку кобальт, являясь 
металлом переходной группы, способен вы-
ступать в качестве медиатора электронного 
переноса и электрокатализатора [1, 6].

Основной целью данной работы явилась 
разработка методики вольтамперометриче-
ского определения холестерина в продук-
тах питания (в том числе кисломолочных 
продуктах) с применением модифициро-
ванного платинового электрода. В качестве 
метода сравнения использовался флюори-
метрический метод определения холестери-
на по реакции Златкиса – Зака.

Материалы и методы исследования
В качестве объекта исследования выступал холе-

стерин, полученный из кисломолочных продуктов (сме-
тана, кефир, ряженка) путем жидкофазной экстракции. 

В качестве стандартного вещества для сравнения 
использовали лиофилизированный порошок холесте-
рина (C8667-25G, содержание чистого вещества ≥ 99 % 
производства Sigma Aldrich, Германия). Фталоцианин 
кобальта (II) приобретался в виде лиофилизирован-
ного порошка (307696, содержание чистого веще-
ства ≥ 95 % производства Sigma Aldrich, Германия).

Поскольку холестерин отличается низкой раство-
римостью в водных средах, применяли эмульгирую-

щий агент – t-октилфеноксиполиэтоксиэтанол (Triton 
X-100) (Т8787, содержание чистого вещества ≥ 96 % 
производства Sigma Aldrich, Германия).

Электрохимические исследования проводили на 
универсальном вольтамперометрическом анализато-
ре ТА-Lab (ООО «Томьаналит», г. Томск, Россия). 

Флюориметрическое определение холестерина 
проводили на спектрофлюориметре Hitachi F-7000 
(Hitachi Ltd, Япония). 

Пробоподготовка образцов 
продуктов питания

Пробоподготовка осуществлялась жидкостной 
экстракцией изопропанолом. Образец помеща-
ли в пробирку типа Эппендорф, куда также вно-
сился изопропиловый спирт (в соотношении 1:1), 
после чего проводили центрифугирование при 
4000 об/мин в течение 40 минут. Затем полученный 
супернатант собирали и декантировали. Получен-
ный декантат использовался для дальнейших ис-
следований.

Вольтамперометрическое 
определение холестерина

В работе использовалась трехэлектродная ячей-
ка, состоящая из модифицированного платинового 
электрода (ПЭ), как рабочего электрода. В качестве 
электрода сравнения и вспомогательного электрода 
применяли хлоридсеребряные электроды.

Декантат в объеме 10 мкл отбирался дозатором 
со сменным наконечником и вносился в кварцевый 
стакан объемом 20 мл, в который предварительно 
наливалось 10 мл рабочего электролита. После чего 
осуществлялось перемешивание посредством стаци-
онарной вибрации рабочего электрода в течение 10 с. 
Затем проводилось успокоение системы в течение 
20 с. После чего, осуществлялась регистрация полу-
ченного тока в постояннотоковом режиме с диффе-
ренцированием при скорости развертки потенциала 
ʋ = 60 мВ/с, рабочий диапазон потенциалов от + 0,5 
до + 1,0 В. Накопление аналита в приэлектродном 
пространстве не проводилось. 

Флюориметрическое определение холестерина
Предварительно подготавливался окрашивающий 

агент, состоящий из растворенного в смеси кислот (ле-
дяной уксусной и концентрированной серной кислот) 
хлорида железа (III) шестиводного. Концентрация хло-
рида железа (III) в растворе составила 0,93 моль/дм3.

Затем смешивались равные объемы окрашиваю-
щего агента и декантата, переносились в кювету. Про-
водилась регистрация интенсивности флюоресценции.

Исследования проводились при следующих ус-
ловиях: время интеграции 1 с, спектральная пропуск-
ная способность канала 2 нм, шаг сканирования 0,1 с. 

Результаты исследования 
и их обсуждение

Для определения холестерина вольтампе-
рометрически на модифицированном стекло-
углеродном электроде подобраны следующие 
рабочие параметры: дифференциальный ре-
жим постояннотоковой вольтамперометрии, 
рН рабочего электролита составил 6,86, ско-
рость развертки потенциала – 60 мВ/с. Полу-
ченный аналитический сигнал применялся 
для количественного определения холесте-
рина в кисломолочных продуктах.
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Для построения градуировочного гра-

фика приготавливалась серия стандартных 
растворов холестерина различной концен-
трации и измерялась высота тока электро-
окисления холестерина в одинаковых усло-
виях. Затем строился график зависимости 
высоты аналитического сигнала от его 
концентрации в растворе. Прямолинейный 
характер зависимости сохраняется в интер-
вале концентраций от 0,8 до 80 ммоль/дм3 
(рис. 2) и описывается уравнением 
Iп = 10,495∙С + 1,5041 (Iп, нА; С, ммоль/дм3) 
с r = 0,9978. Предел обнаружения, рассчи-
тывали по 3σ критерию [12]. Значение пре-
дела обнаружения составило 0,1 ммоль/дм3. 

Относительное стандартное отклонение Sr 
не превышает 8,2 % во всем диапазоне ис-
следуемых концентраций.

С помощью предложенной методики 
было определено содержание холесте-
рина в ряде кисломолочных продуктов. 

На рис. 3 показана анодная вольтампе-
рограмма окисления холестерина, содер-
жащегося в стандартных растворах хо-
лестерина (производства Sigma Aldrich, 
Германия). Добавка стандартного рас-
твора холестерина известной концен-
трации приводит к росту тока пика 
электроокисления холестерина при по-
тенциале + 0,77 В. Следовательно, по-
лученный аналитический сигнал ис-
следуемого образца молока обусловлен 
электроокислением холестерина. Нахож-
дение концентрации холестерина в ис-
следуемых образцах продуктов питания 
проводили по градуировочному графику. 

Проводились исследования влияния 
pH среды на получаемый аналитический 
сигнал с целью подбора рабочих условий 
измерения содержания холестерина в об-
разцах объектов. Результаты исследования 
представлены на рис. 4–5.

Рис. 2. Зависимость тока электроокисления холестерина от его концентрации в фосфатном 
буферном растворе (pH = 6,86) на модифицированном ПЭ

Рис. 3. Вольтамперограммы электроокисления холестерина:
1 – фоновая кривая (Cхол = 0,0 ммоль/дм3); 2 – концентрация холестерина в ячейке составляет 

0,8 ммоль/дм3; 3 – концентрация холестерина в ячейке составляет 1,6 ммоль/дм3; 
4 – концентрация холестерина в ячейке составляет 3,2 ммоль/дм3; 

5 – концентрация холестерина в ячейке составляет 6,4 ммоль/дм3. pH 6,86, ʋ = 60 мВ/с
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Рис. 4. Влияние pH среды на величину тока окисления холестерина на модифицированном ПЭ

Рис. 5. Влияние pH среды на величину потенциала пика окисления холестерина 
на модифицированном ПЭ

В качестве метода сравнения применялся 
флюориметрический метод с применением 
реакции Златкиса – Зака, заключающийся 
в измерении оптической плотности раствора, 
содержащего окрашенный комплекс холесте-
рина с хлорным железом (III) при характе-
ристической длине волны. Для определения 
длины волны, соответствующей максимуму 
светопоглощения, были записаны спектры 
стандартного раствора холестерина и образ-
цов продуктов питания в интервале длин волн 
400–650 нм. Установлено, что максимум по-
глощения как для стандартного раствора, так 
и для исследуемого кисломолочного продукта 
соответствует 475,0 нм, что совпадает с лите-
ратурными данными [5, 7, 15].

На рис. 5–6 представлены результа-
ты построения градуировочной зависи-
мости для определения количественного 
содержания холестерина методом флю-
ориметрии по Златкису – Заку. Показано, 
что градуировочная зависимость линейна 
в широком диапазоне концентраций. Для 
построения зависимости готовили серию 
стандартных растворов из стандартного 
порошка холестерина и записывали спек-
тры поглощения, на основании которых 
был построен график зависимости величи-
ны пика поглощения от концентрации хо-
лестерина в кювете (рис. 7).

Рис. 6. Спектры поглощения комплекса 
железа (III) с холестерином в зависимости 
от концентрации холестерина в объекте 

исследования, концентрация 
холестерина составляет:

1 – 10 ммоль/дм3; 2 – 20 ммоль/дм3; 
3 – 30 ммоль/дм3; 
4 – 40 ммоль/дм3; 
5 – 50 ммоль/дм3
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Рис. 7. Зависимость величины пика поглощения холестерина 
от его концентрации в стандартном растворе

Результаты определения холестерина (ммоль/дм3) в продуктах питания 
вольтамперометрическим и флюориметрическим методами. n = 6, p = 0,95, tтаб = 2,57

Образец Производитель Вольтамперометрия Sr Флюориметрия Sr tэксп
Сметана, 
жирность 
10 %

«Деревенское молочко» 58,06 ± 4,65 0,08 73,21 ± 3,67 0,05 1,65
«Простоквашино» 57,16 ± 2,86 0,05 64,63 ± 5,17 0,08 2,08
«Домик в деревне» 48,18 ± 0,23 0,05 45,37 ± 1,36 0,03 1,87

Кефир, 
жирность 
2,5 %

«Простоквашино» 18,02 ± 1,44 0,03 17,47 ± 0,67 0,04 2,01
«Деревенское молочко» 17,56 ± 1,22 0,07 18,23 ± 0,92 0,05 1,95
«Домик в деревне» 15,47 ± 0,62 0,04 16,26 ± 1,46 0,09 1,72

Ряженка, 
жирность 
4 %

«Деревенское молочко» 16,48 ± 1,32 0,08 16,35 ± 1,12 0,07 1,23
«Простоквашино» 15,75 ± 0,47 0,03 16,09 ± 0,96 0,06 2,12
«Домик в деревне» 15,84 ± 0,79 0,05 16,01 ± 1,12 0,07 1,54

Для определения содержания холесте-
рина проводили предварительную пробо-
подготовку образца продукта питания, со-
гласно описанной выше процедуре. 

Затем собранный и декантированный 
супернатант смешивали с окрашивающим 
агентом (хлорид железа (III), растворен-
ный в смеси кислот) по методике [12, 15]. 
Затем проводили регистрацию спектра 
поглощения и по уравнению регрессии 
Abs = 0,5443∙C + 0,1429 (R = 0,9934) опре-
деляли концентрацию холестерина в образ-
це с учетом разбавления. Результаты опре-
деления содержания холестерина двумя 
методами представлены в таблице.

При сопоставлении параметров линей-
ности и относительных стандартных откло-
нений можно сделать вывод об удовлетво-
рительной сходимости между результатами, 
полученными по вольтамперометрической 
и флюориметрической методикам анализа.

Полученные результаты хорошо согласу-
ются с литературными данными [3, 5, 7, 10].

Таким образом, проведённые исследо-
вания показывают, что процесс электро-
окисления холестерина на модифициро-
ванном ПЭ сильно зависит от водородного 

показателя фонового электролита, что со-
ответствует применению эмульгирующего 
агента амфолитной природы. Причём наи-
большая величина аналитического сигна-
ла соответствует рН = 6,86. На основании 
данных циклической вольтамперометрии 
и характера зависимостей тока и потенциа-
ла от ʋ1/2 и log(ʋ1/2) соответственно установ-
лено наличие двух лимитирующих стадий 
процесса: диффузии вещества в приэлек-
тродное пространство и непосредственно 
электрохимической реакции. По результа-
там определения холестерина в модельных 
средах проведен подбор рабочих условий 
определения холестерина в продуктах пита-
ния методом вольтамперометрии. Проведе-
но сравнительное определение холестерина 
в ряде продуктов питания с применением 
вольтамперометрической и флюориметри-
ческой методик. Полученные результаты 
согласуются между собой.

Таким образом, применение фталоци-
анина кобальта (II) в качестве модифика-
тора электродной поверхности позволило 
получить стабильный электрохимический 
отклик при + 0,77 В в анодной области по-
тенциалов. На основе полученного сигнала 
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была разработана методика определения хо-
лестерина в кисломолочных продуктах, ко-
торая может применяться как для контроля 
качества пищевой продукции, так и для по-
вышения успешности терапии аутосомаль-
ных заболеваний.

Данная работа поддержана Россий-
ским фондом фундаментальных исследо-
ваний (грант РФФИ № 16-33-00319 мол_а 
«Мой первый грант»).

Список литературы
1. Комптон Р., Бэнкс К. Постигая вольтампероме-

трию. – Томск: Изд. ТПУ, 2015. – 508 с.
2. Слепченко Г.Б., Мартынюк О.А., Постников П.С., 

Трусова М.Е., Бондарев А.А., Смирнов И.В., Быстриц-
кий Е.Л. Новые возможности вольтамперометрического 
определения фармацевтических препаратов на органомоди-
фицированных электродах // Сибирский медицинский жур-
нал. – 2009. – Т. 24. – № 2–2. – С. 21–24.

3. Chen Y.-Z., Kao Sh.-Ya., Jian H.-Ch., Yu Yu-M., 
Li J.-Y., Wang W.-H., Chung-Wei Tsai Determination of 
cholesterol and four phytosterols in foods without derivati-
zation by gas chromatography-tandem mass spectrometry // 
Journal of Food and Drug Analysis. – 2015. – Vol. 23. – 
Iss. 4. – P. 636–644.

4. Gonçalves Albuquerque T., Oliveira M.B. P.P., Sanches-
Silva A., Costa H.S. Comparison between high performance and 
ultra-high performance liquid chromatography // Food Chemis-
try. – 2016. – Vol. 193. – Р. 18–25.

5. John J., Reghuwanshi A., Aravind U.K., Aravindaku-
mar C.T. Development and validation of a high-performance thin 
layer chromatography method for the determination of cholester-
ol concentration // Journal of Food and Drug Analysis. – 2015. – 
Vol. 23. – Iss. 2. – Р. 219–224.

6. Kamelska A.M., Jarmołowska B., Bryl K. A simplifi ed 
enzymatic method for total cholesterol determination in milk // 
International Dairy Journal. – 2015. – Vol. 50. – Р. 50–57.

7. Lee Y.-J., Park J.-Y. Nonenzymatic free-cholesterol de-
tection via a modifi ed highly sensitive macroporous gold elec-
trode with platinum nanoparticles // Biosensors and Bioelectron-
ics. – 2010. – Vol. 26, Iss. 4. – Р. 1353–1358.

8. McNamara D.J. Encyclopedia of Human Nutrition 
(Third Edition). – New York: Academic Press, 2013. – 652 p.

9. Mikkelsen S.R., Corton E. Bioanalytical chemistry // 
John Wiley & Sons, Inc., Hoboken, New Jersey. – 2004. – Р. 361.

10. Nirala N.R., Abraham Sh., Kumar V., Bansal A., Srivas-
tava A., Saxena P.S. Colorimetric detection of cholesterol based 
on highly effi cient peroxidase mimetic activity of graphene 
quantum dots // Sensors and Actuators B: Chemical. – 2015. – 
Vol. 218. – Р. 42–50.

11. Oldham K.B., Myland J.C., Bond A.M. Electrochemi-
cal Science and Technology: Fundamentals and applications. – 
New York: John Wiley & Sons – 456 p.

12. Parmar A., Sharma Sh. Derivative UV-vis absorption 
spectra as an invigorated spectrophotometric method for spectral 
resolution and quantitative analysis: Theoretical aspects and an-
alytical applications // TrAC Trends in Analytical Chemistry. – 
2016. – Vol. 77. – Р. 44–53.

13. Róg T., Vattulainen I. Cholesterol, sphingolipids, and 
glycolipids: what do we know about their role in raft-like mem-
branes? // Chem. Phys. Lipids. –2014. – Vol. 184. – Р. 82–104.

14. Roth G.A., Fihn S.D., Mokdad A.H., Aekplakorn W., 
Hasegawa T., Lim S.S. High total serum cholesterol, medication 
coverage and therapeutic control: an analysis of national health 
examination survey data from eight countries // Bulletin of the 
World Health Organization. – 2011. – Vol. 89 (2). – Р. 92–101.

15. Thakur R.K., Villette C., Aubry J.M., Delaplace G. 
Spectrophotometric method associated with formulation scans for 
application of hydrophilic–lipophilic deviation concept in food 
emulsions // Colloids and Surfaces A: Physicochemical and En-
gineering Aspects. – 2007.  –Vol. 301. – Iss. 1–3. – P. 469–474.


