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Исследовано влияние температуры на кинетику инициированного 2.2'-азобис (амидинопропан)
дигидрохлоридом (ААРН) окисления липосом из соевого фосфатидилхолина (PС), а также липосом
после добавления в них незаменимой ω-3-альфа-линоленовой кислоты (АLA). Оба варианта липо-
сом окисляются и разрушаются под действием света и высоких температур. Изучено ингибирова-
ние окисления “чистых” и смешанных с АLA липосом одним из наиболее активных растительных
антиоксидантов – эфирным маслом гвоздики (ЭМГ). Продемонстрированы возможности ингиби-
рования окисления липосом за счет инкапсулирования их казеинатом натрия. Показано, что окис-
ление липосом при 37°С можно эффективно (на 80–90%) ингибировать фенольными соединения-
ми ЭМГ. При повышении температуры до 60°С скорость окисления липосом увеличивается в 3–4 раза,
и эффективность ингибирования окисления ЭМГ существенно уменьшается. Добавление в липо-
сомы АLA приводит к заметному ускорению окисления. Инкапсулирование липосом казеинатом
натрия снижает уровень их окисления на 70%, а совместное действие казеината натрия с ЭМГ – на
90%. С повышением температуры эффективность защитной функции капсулы на основе казеината
натрия значительно снижается даже в присутствии ЭМГ.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время большой интерес вызыва-

ют работы по созданию и исследованию липо-
сомных структур на основе соевого фосфатидил-
холина (PC) как наноконтейнеров для доставки в
ткани и клетки живых организмов различных
функциональных нутрицевтиков (веществ, обла-
дающих как питательной, так и фармацевтиче-
ской ценностью): незаменимых полиненасыщен-
ных ω-3- и ω-6-жирных кислот (ПНЖК), антиок-
сидантов, витаминов, органических кислот и др.
соединений [1–3]. Липосомы из PC служат также
моделями для изучения биохимических процес-
сов в мембранах живых клеток человека и живот-
ных, в частности перекисного окисления липи-

дов (ПОЛ), и модификации этого окисления раз-
личными субстанциями [4–7].

Благодаря наличию в соевом фосфатидилхолине
полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК), ли-
посомы легко окисляются кислородом воздуха и
разрушаются под воздействием света и высоких
температур, поэтому требуют защиты от окисле-
ния и деградации при их длительном хранении и
в разных экстремальных условиях, например при
производстве и переработке пищевых продуктов
[2, 3].

Для предотвращения окисления, прежде все-
го, используют различные антиоксиданты, вво-
димые в липосомы [8–11], среди которых пер-
спективными являются жирорастворимые фе-
нольные соединения, входящие в состав
эфирных масел пряно-ароматических растений
[10]. К таким соединениям относятся природные
растительные моно- и полифенолы: эвгенол, ти-
мол, карвакрол, фенольные кислоты, флавонои-
ды, каротиноиды, кумарины, антоцианидины,
танины, алкалоиды и др. При исследовании ин-
гибирования автоокисления метиловых эфиров
ПНЖК, выделенных из льняного масла, эфирны-
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ми маслами 16 различных пряно-ароматических
растений, было установлено [10], что наиболь-
шую эффективность имеет эфирное масло гвоз-
дики (ЭМГ). Помимо антиоксидантов, для защи-
ты PC-липосом от окисления часто применяют
инкапсулирование их различными биополимера-
ми, что не только предохраняет липосомы от
окисления, но и повышает их функциональность
и растворимость в водной среде, что весьма важно
для увеличения биодоступности содержащихся в
них нутрицевтиков [12–14].

Цель настоящей работы – изучение кинетики
инициированного 2.2'-азобис(амидинопропан)
дигидрохлоридом (AAPH) окисления липосом из
соевого PC “чистых” и c добавлением в них аль-
фа-линоленовой кислоты (ALA) при разных тем-
пературах, а также ингибирования окисления
этих липосом добавлением в них ЭМГ и инкапсу-
лированием их казеинатом натрия.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Первый этап наших исследований состоял в
изучении процессов окисления липосом из сое-
вого PC в зависимости от температуры. На рис. 1
для двух значений температур (37 и 60°С) приве-
дены примеры спектров поглощения липосом PC
в различные моменты времени в процессе их
инициированного окисления. При обеих темпе-
ратурах в спектрах появляются максимумы по-
глощения при λ 233 нм, характерные для продук-
тов окисления – диеновых конъюгатов (ДК) (а, в), в
то время, как четко выраженных максимумов при
λ 274 нм, характерных для кетодиенов (КД), не
наблюдается (б, г). За время наблюдения накоп-
ление КД составило менее 10% от образования
ДК. Поэтому дальнейшее изучение окисления
проводилось только по изменению концентра-
ции ДК.

Рис. 1. Спектры поглощения PC-липосом (1мг/мл) в процессе их инициированного окисления при 37 (а, б) и 60°С
(в, г) для диапазонов длин волн от 210 до 270 нм (а, в) и от 260 до 280 нм (б, г). Стрелками на рисунках обозначен вре-
менной интервал окисления (от начального момента времени t0 = 0 до tкон = 400–500 мин). Ошибка измерения опти-
ческого поглощения А не превышала 3%.
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На рис. 2 представлена динамика изменения
поглощения ДК для “чистых” (контрольных) ли-
посом PC в процессе их авто- (кривые 1 и 2) и
инициированного ААРН (кривые 3 и 4) окисле-
ния при температурах 37°С (кривые 1 и 3) и 60°С
(кривые 2 и 4). Видно, что при 37°С поглощение
при λ = 233 нм PC-липосом в процессе их авто-
окисления развивается очень медленно (период
индукции составляет 5 ч), и вплоть до 10 ч можно
отметить лишь незначительное увеличение содер-
жания ДК (кривая 1). Увеличение температуры уско-
ряет этот процесс, сокращая период индукции на
кривой накопления ДК до 30 мин (кривая 3). Учиты-
вая величину молярного коэффициента поглощения
ДК при λ 233 нм, равную 274000 М–1 см–1 [9], можно
оценить среднюю скорость формирования ДК при
автоокислении. При 37°С в течение 300 мин (от 300
до 600 мин) она составляет 0.84 × 10–7 М мин–1.
С увеличением температуры до 60°С скорость ав-
то-окисления возрастает почти на порядок (8.14 ×
× 10–7 М мин–1 на участке кривой 2 от 40 до 200 мин).

При инициированном окислении при 37°С
(кривая 3) наблюдается немонотонный ход кри-
вой накопления ДК, а именно, чередование уско-
рения и замедления окисления. По-видимому,
это связано с наличием в соевом PC марки Lipoid
S100 (фирмы “Lipoid GmbH”, Германия) трех ос-
новных ненасыщенных жирных кислот (ЖК):
олеиновой, линолевой и линоленовой (в про-
центном соотношении к сумме ЖК, равном
13 : 60 : 7). Вероятно, они поочередно включаются
в окислительный процесс в соответствии с соот-
ношением их концентраций и констант скорости
окисления (1 : 10 : 15) [15]. При повышенной тем-
пературе (кривая 4) этот эффект практически не
проявляется. Исчезает и небольшой (30 мин) пе-
риод индукции, который имеет место при 37°С и

обусловлен не только кинетикой развития про-
цесса накопления ДК [16, 17], но и небольшим
количеством α-токоферола (0.15−0.25) г/100 г,
исходно присутствующем в используемом препа-
рате PC Lipoid S100. Процесс накопления продук-
тов окисления может замедлять и наличие в PC Li-
poid S100 насыщенных ЖК (примерно 20%) [18, 19].

В дисперсном растворе липосом при постоян-
ной скорости генерации радикалов инициатора
ААРН, вследствие его термического распада, воз-
никает радикально-цепное окисление ЖК (в урав-
нениях LH) в PC-липосомах. Оно протекает по сле-
дующему упрощенному механизму [5, 9, 11]:

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

Реакции (1)–(3) описывают: термическую дис-
социацию ААРН (1), быстрое (k2 ≈ 109 × M–1 c–1) об-
разование пероксидных радикалов инициатора
ROO• (2) и алкильного радикала L• (3) (k3 ≈ 6 ×
× 101 M–1 c–1), (4), (5) – реакции продолжение цепей
окисления (k4 = 109 × M–1 c–1, k5 = 6 × 101 M–1 c–1),
(6), (7) – их обрыв за счет рекомбинации (6) и
действия ингибитора (InH) (7). В PC марки Lipoid
S100 основную долю составляет линолевая кис-

→ •
2R–N=N–R 2 R ,e N+

→• •
2R +O ROO ,

→• •ROO LH ROOH ,L+ +

→• •
2L O LOO ,+

→• •LOO LH LOOH ,L+ +

→• •LOO LOO не радикальные продукты,+

• •LOO InH LOOH n .I+ +→

Рис. 2. Накопление ДК в процессе авто- (1, 2) и инициированного окисления (3, 4) PC-липосом (1 мг/мл) при 37 (1, 3)
и 60°С (2, 4). А0 – оптическое поглощение при t = 0. Погрешность определения А – А0 по трем повторным измерениям
не превышала 10%.
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лота, поэтому константы приведены для линоле-
ата [17].

Для ААРН скорость инициирования радика-
лов в уравнении (1) Wi = ki [AAPH], где ki = 1.3 ×
× 1013е–112600/RT – константа скорости этой реак-
ции [20]. При 37°С ki37 = 1.36 × 10–6 с–1, при 60°С
ki60 = 27.6 × 10–6 с–1, т.е. примерно в 20 раз больше.
Согласно законам жидкофазного окисления уг-
леводородов и липидов молекулярным кислоро-
дом, протекающего по схеме (1)–(7) с квадратич-
ным обрывом цепей, для скорости поглощения
О2 справедливо:  = kр/(2kt)0.5 [LH] , где kр
и kt – эффективные константы скорости продол-
жения и обрыва цепей окисления (4)–(7) [21, 22].

При сравнении кривых 3 и 4 на рис. 2 видно,
что при повышении температуры накопление ДК
до постоянного уровня увеличилось примерно в
3 раза. Средняя скорость окисления PC-липосом
увеличилась в течение первых 20–30 мин от нача-
ла окисления (накопления ДК) в 4.5–5.0 раза (от
0.33 × 10–5 до 1.61 × 10–5 М/мин). Главным обра-
зом, это происходит за счет значительного увели-
чения скорости (Wi) термической диссоциации
ААРН и наработки инициирующих окисление
радикалов. Допуская, что скорость накопления
ДК соответствует скорости поглощения кислоро-
да , можно оценить влияние температуры на
скорость окисления ЖК (LH) в PC-липосомах и
сравнить с измеренными значениями. При оди-
наковом значении [AAPH], отношение скоростей
инициирования при изученных температурах
Wi60/Wi37 = ki60/ki37 = 20. Используя выражение
для WО2 и учитывая равенство [LH], kр и kt, можно

2ОW 0.5
iW

2ОW

получить (60°С)/ (37°С) = (Wi60/Wi37)0.5 =
= (20)0.5 ≈ 4.5, что примерно соответствует соот-
ношению скоростей накопления ДК.

Как указывалось выше, липосомы из PC могут
быть использованы в качестве носителя для достав-
ки в организм незаменимых ω-3- и ω-6-ПНЖК.
В связи с этим необходимо выяснить, каково влия-
ние ПНЖК на кинетику окисления этих липосом.
С этой целью мы использовали в своих экспери-
ментах PC-липосомы с встроенной в них ω-3 α-ли-
ноленовой кислотой (АLA) (рис. 3).

В первую очередь видно (ср. кривые 1, 3 с кри-
вой 2), что ALA ускоряет окисление липосом на
начальной стадии процесса (до 60 мин), исклю-
чая при этом период индукции даже для случая
более низкой концентрации PC по сравнению с
“чистыми” липосомами (кривая 2). При равном
количестве PC в контроле (кривая 2) и липосомах
с АLA (кривая 3) скорость окисления в присут-
ствии ALA существенно увеличивается, и при-
рост ДК в 1.5 раза превышает этот показатель по
сравнению с контролем. При 60°С введение АLA
в липосомы значительно (примерно в 1.5−2 раза)
ускоряет окисление липосом (кривая 4) по срав-
нению с контролем (кривая 5) примерно до пери-
ода 200 мин, однако затем кривые накопления ДК
практически совпадают, что можно объяснить,
по-видимому, полным расходованием АLA, вве-
денной в PC-липосомы.

Липосомы из PC – удобная биологическая мо-
дель для изучения антиокислительной (АО) ак-
тивности природных соединений, особенно если
они имеют жирорастворимую природу. Как уже
упоминалось, к таким соединениям относятся
фенольные соединения эфирных масел, наиболее

2ОW
2ОW

Рис. 3. Инициированное окисление “чистых” PC-липосом (2, 5), [PC] = 1 мг/мл при 37 (2) и 60°С (5), а также PC-ли-
посом с ALA (1, 3, 4), PC : -ALA = 1 : 0.59, при 37 (1, 3) и 60°С (4). [PC + ALA] = 1 мг/мл (кривые 1, 4) и 1.59 мг/мл (3).
Погрешность определения А – А0 по трем повторным измерениям не превышала 10%.
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активным из которых является эфирное масло
гвоздики (ЭМГ) [10]. ЭМГ проявляет антиради-
кальную (АР) активность в модельной системе с
дифенилпикрилгидразином (DPPH), в реакции с
гидроксильными радикалами действует как хела-
тор железа, ингибирует окисление линолевой
кислоты [23]. Поэтому целесообразно было про-
верить его АО-действие в инициированном окис-
лении PC-липосом.

На рис. 4 приведена динамика ПОЛ при 37°С
для липосом из PC (кривая 1) и ингибирование
окисления за счет встраивания в липосомы ЭМГ
разной концентрации. Видно, что контрольная
кривая 1 имеет период индукции примерно
30 мин, а ЭМГ заметно тормозит окисление ли-
посом, при этом демонстрируя линейно завися-
щий от его концентрации период индукции.

В состав ЭМГ входят по массе: эвгенол (от 70
до 85%), ацетат эвгенола (13%), кариофиллен
(10%), эвгенил ацетат (5%), α-бергамотен (3%),
цинеон (3%), линалоол, терпены и др. соедине-
ния, содержание которых менее 1% [10]. Эвгенол
(4-аллил-2-метоксифенол, молярная масса =
= 164.2 г/моль) – очень активный монофеноль-
ный антиоксидант. Он и определяет, главным об-
разом, ингибирование окисления ПНЖК в PC-
липосомах.

Кроме указанных выше публикаций [10, 23] в
ряде работ [24–26] были также изучены АО- и АР-
свойства ЭМГ и эвгенола. С помощью газовой хро-
матографии по реакции автоокисления транс-2-
гексеналя была проведена оценка АО-свойств эвге-
нола в составе ЭМГ и показано, что даже при низ-
ких концентрациях ЭМГ (1%) эвгенол обладает
высокой АО активностью, а сохранение эвгенола
в ЭМГ с этой концентрацией при комнатной тем-
пературе составило порядка 100 сут [24].

В работе [25] методом люминолзависимой хе-
милюминесценции исследовалось ингибирую-
щее действие чистого эвгенола на образование
активных форм кислорода (АФК) в ходе стимули-
рованного респираторного взрыва нейтрофилов
человека при 37°С. Снижение образования АФК
линейно зависело от концентрации эвгенола и
составило 86% при его концентрации 22 мкг/мл,
что говорит о высокой АР-активности эвгенола.
Это подтверждают и исследования [26], в которых
измеряли АР-активность ЭМГ в реакции восста-
новления DPPH-радикала и АО-активность при
ингибировании обесцвечивания β-каротина в си-
стеме авто-окисления метиллинолеата, где эффек-
тивность ингибирования составила более 80%.

Как уже упоминалось [10], в ЭМГ вместе с эв-
генолом присутствуют другие активные антиок-
сиданты: ненасыщенные алифатические и цик-
лические соединения, многие из которых явля-
ются конкурентами за радикалы с ПНЖК, при
этом механизм их реакции с радикалами отлича-
ется от механизма реакции фенолов. Поэтому эф-
фективность ЭМГ всегда выше, чем у индивиду-
альных антиоксидантов; из-за взаимного влия-
ния компонентов эфирных масел друг на друга
АО-действие эфирных масел является пролонги-
рованным и может длиться продолжительное
время. В связи с этим можно отметить, что в на-
шем эксперименте при окислении липосом с
ЭМГ (4% по весу) при 37°С в течение 180 мин
происходит полное торможение окисления PC, а
в момент максимального накопления ДК его кон-
центрация в присутствии ЭМГ ниже примерно в
8 раз (на 87.5%) (рис. 5а, кривые 1 и 4). Эти свой-
ства ЭМГ (синергетический эффект его компо-
нентов и пролонгированное торможение окисле-

Рис. 4. Окисление PC-липосом (кривая 1 – фрагмент кривой 3 на рис. 2) и ингибирование окисления ЭМГ с концен-
трацией в липосомах: 4.0 (2), 2.0 (3) и 1.5% (4). (37°С, [PC] = 1 мг/мл). Погрешность определения А – А0 по трем по-
вторным измерениям не превышала 10%.
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ния) весьма важны при хранении пищевых про-
дуктов.

Повышение температуры до 60°C (рис. 5б)
уменьшает время полного торможения окисле-
ния PC за счет ЭМГ от 180 мин до 10 мин (кривые 4
на рис. 5а, б). Степень снижения концентрации
ДК по сравнению с “чистыми” липосомами
(рис. 5б, кривые 1 и 4) на протяжении всего време-
ни окисления составила в среднем 1.5 раза
(на 37.5%). Несмотря на жесткие условия окисле-
ния, АО-свойства ЭМГ сохраняются.

Эффективность ингибирования ЭМГ окисле-
ния смеси PC + ALA (рис. 5а, кривые 2, 3) не-
сколько изменяется: при 37°С ЭМГ только в 4 ра-
за (на 73%) снижает накопление ДК и в 2 раза
уменьшает период индукции, вероятно, за счет
очень активного окисления ALA. При повыше-
нии температуры (рис. 5б) период индукции
практически исчезает, а концентрация ДК в тече-
ние ингибирования ЭМГ уменьшается неравно-
мерно (от 30 до 5%) (кривые 2, 3). Возможно, что
понижение ингибирующей способности ЭМГ
при такой температуре связано с разложением не-
которых его компонентов, включая эвгенол, и
потерей им АО- и АР-активности.

Как уже упоминалось во введении, одним из
способов предохранения липосом из PC от окис-
ления является инкапсулирование их в различ-
ные гидрофильные биополимеры, выполняющие
тем самым роль наноконтейнеров, которые спо-
собствуют повышению растворимости PC-липо-
сом в водной среде, а также сохраняют их функ-
циональность [27, 28]. В нашей работе был ис-

пользован природный биополимер казеинат
натрия (Cas-Na) [27–29]. Он является мицелло-
подобной натриевой формой основного белка
молока, объединяющего такие индивидуальные
белки, как (αS1-, αS2-, β- и κ-казеины), поэтому
преимущества его использования в качестве на-
ноконтейнера для липосом из соевого PC, заклю-
чаются не только в защите последних от окисле-
ния, но и в повышении питательной ценности та-
ких биологических наноконтейнеров [27–29].
Для исследования влияния Cas-Na на окисление
PC-липосом, была изучена динамика ингибиро-
вания им окисления при 37 и 60°С индивидуально
и в присутствии ЭМГ (рис. 6).

При 37°С Cas-Na снижает максимальный уро-
вень ДК примерно в 3.5 раза (на 70%) (рис. 6а,
кривые 1, 2), а вместе с ЭМГ – в 10 раз (на 90%)
(кривая 4). При этом Cas-Na практически не ме-
няет периоды индукции окисления PC-липосом
(рис. 6а, кривые 1, 2) и PC + ЭМГ (ср. кривые 3, 4).
На основании данных о структурных параметрах
комплексных частиц, измеренных методом ла-
зерного многоуглового светорассеяния, а имен-
но: молярной массы, размеров, формы и плотно-
сти частиц [13, 29], можно сделать вывод, что
комплексы Cas-Na с изученными липосомами из
PC представляют собой супрамолекулярные ча-
стицы с плотной структурой.

Формирование такого комплекса, вероятно,
препятствует диффузии кислорода к ненасыщен-
ным углеродным связям ПНЖК в липосомах, и
тем самым способствует их защите от окисления.
С увеличением температуры ингибирующее дей-

Рис. 5. Окисление при 37 (а) и 60°С (б) “чистых” (контрольных) PC-липосом (кривые 1), PC-липосом в присутствии
ALA (2), в присутствии 4% ЭМГ (4) и в присутствии одновременно ALA и ЭМГ (3). Концентрация всех смесей 1 мг/мл,
содержание ALA в смеси составляет 37% или 0.37 мг/мл. Погрешность определения А – А0 по трем повторным изме-
рениям не превышала 10%.
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ствие Cas-Na значительно уменьшается, а перио-
ды индукции практически исчезают (рис. 6б, кри-
вые 2, 4). Включение PC-липосом в Cas-Na при-
водит к снижению максимального уровня ДК
лишь в 1.3 раза (на 20%), а совместное использо-
вание Cas-Na с ЭМГ увеличивает этот эффект до
1.7 раза (на 40%). Снижение ингибирующего дей-
ствия Cas-Na при нагревании связано, возможно,
со структурными изменениями комплексов и
значительной потерей ими защитных функций
по отношению к окислению PC.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Для приготовления липосом использовали
суспензию соевого PC марки Lipoid S100 (фирмы
Lipoid GmbH, Германия) в фосфатном буфере
(рН 7.2, ионная сила 1 мM, о причинах выбора
низкой ионной силы буфера будет сказано далее).
Состав соевого PC марки Lipoid S100 по данным
фирмы Lipoid следующий: фосфолипиды, г/100 г:
PC = 94 г, N-ацилфосфатидилэтаноламин 0.5,
фосфатидилэтаноламин 0.1, фосфатидилинози-
тол 0.1, лизофосфатидилхолин 3; неполярные ли-
пиды, г/100 г: триглицериды 2.0 свободные жир-
ные кислоты 0.5, α-токоферол 0.15. Содержание
ЖК в в процентах к общему их количеству соста-
вило: пальмитиновая 12–17; стеариновая 2–5;
олеиновая 11–15; линолевая 59–70; линоленовая
3–7. Суспензию готовили из известной навески
PC с объемом буфера, необходимым для получе-
ния его концентрации 1 мг/мл. Смесь перемеши-
вали 20 мин в шейкере, добавляя, при необходи-

мости, разные объемы ЭМГ (Eugenia carophyllata
Thumb., Plant Lipids Ltd., Индия) (1.5, 2.0 и 4.0%
веса по отношению к весу PC), растворенного в
100 мкл этанола (соотношение буфер–этанол со-
ставило 50 : 1). Альфа-линоленовую кислоту (Sig-
ma Chemicals) в том же объеме этанола добавляли
в суспензию в пропорции PC : ALA = 1 : 0.59, что-
бы достичь в липосомах соотношения ПНЖК ω-
3 и ω-6, равного 1 : 1, учитывая жирнокислотный
состав PC Lipoid S100.

Для липосом PC + ALA были приготовлены
суспензии с общей концентрацией 1 и 1.59 мг/мл.
Далее проводили механическую гомогенизацию
суспензий при помощи гомогенизатора (Hei-
dolph, Германия). Липосомы формировали c ис-
пользованием ультразвукового гомогенизатора
VCX-130 (Sonics & Materials, США), работающего
в режиме (15 с : 15 с) при мощности 50% от макси-
мальной в течение 15 мин. Для предохранения
липосом от нагревания и окисления во время
озвучивания, сосуд с суспензией помещали в
смесь воды со льдом. Затем липосомы пропуска-
ли через мембранный фильтр с диаметром пор
100 нм, используя экструдер (AVANTI PolarLipid,
США).

Cas-Na (Sigma, Новая Зеландия) для инкапсули-
рования в него липосом растворяли в том же фос-
фатном буфере (рН 7.2, ионная сила 1 мM), переме-
шивая смесь с помощью магнитной мешалки,
затем раствор центрифугировали (30 мин,
4000 об./мин) от примесей. Низкая ионная сила
буфера была выбрана для того, чтобы при ин-
капсулировании PC-липосом в Cas-Na были бы

Рис. 6. Ингибирующее действие инкапсулирования PC-липосом казеинатом натрия (Cas-Na) (кривые 2 на обоих ри-
сунках) и совместное действие с ЭМГ (кривые 4) при 37°С (а) и 60°С (б). Контрольные PC-липосомы (кривые 1) и
PC + ЭМГ (кривые 3). [PC + ЭМГ] = 1 мг/мл, Cas-Na : PC : ЭМГ = 10 : 1 : 0.04. Погрешность определения А – А0 по
трем повторным измерениям не превышала 10%.
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задействованы электростатические взаимодей-
ствия между противоположно заряженными
функциональными группами белка и липидов.
В работе [30] методом калориметрии смешения был
установлен преобладающий вклад электростатиче-
ского взаимодействия между Cas-Na и PC-липо-
сомами в формировании комплексных частиц в
нейтральной области рН. Концентрацию белка в
растворе определяли методом дифференциаль-
ной рефрактометрии по известному значению
инкремента показателя преломления белка. Го-
товые растворы белка хранили при 7°С. Инкапсу-
лирование липосом в Cas-Na осуществляли со-
гласно методике, изложенной в работах [13, 14],
со следующим весовым соотношением компо-
нентов: Cas-Na : -РС= 10 : 1, а для липосом с
ЭМГ : Cas-Na- : РС-ЭМГ = 10 : 1 : 0.04 при кон-
центрации РС в липосомах 1 мг/мл. Растворы
Cas-Na и РС-липосом с ЭМГ в фосфатном буфе-
ре смешивали в шейкере (GFL 3032, Германия) в
течение 1 ч при 40°С.

Для инициирования окисления липосом ис-
пользовался водорастворимый азо-инициатор-2.2'-
азобис (амидинопропан) дигидрохлорид (ААРН,
Fluka, Германия) с конечной концентрацией в рас-
творе липосом 2 мМ. Окисление липосом (авто- и
инициированное) проводили в пробирках, термо-
статированных при физиологической (37°С) или
повышенной (60°С) температурах. Степень разви-
тия ПОЛ контролировали спектрофотометрически
при регистрации во времени УФ-спектров погло-
щения (от 200 до 300 нм) на спектрофотометре (Per-
kin Elmer, Lambda-25, Германия). Продукты
ПОЛ – диеновые конъюгаты (ДК) и кетодиены
(КД) определяли по максимумам поглощения
при λ 233 и 274 нм, соответственно. Статистиче-
скую обработку результатов экспериментов осу-
ществляли с использованием компьютерных
программ Microsoft® Office Excel 2003. Измере-
ния повторяли не менее 3 раз. Погрешность опре-
деления оптического поглощения (А) окисляе-
мых образцов по трем повторным измерениям не
превышала 10%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в настоящей работе показано,

что инициированное ААРН окисление липосом
из соевого РС при физиологической температуре
(37°С) можно достаточно эффективно (на 80–90%)
ингибировать фенольными соединениями ЭМГ.
При повышении температуры до 60°С значитель-
но (в 3–4 раза) увеличивается скорость окисле-
ния, и ингибирование образования продуктов
окисления липосом существенно уменьшается.
Добавление в PC-липосомы ω-3-ALA приводит к
заметному ускорению окисления по сравнению с
“чистыми” РС-липосомами, и этот эффект уси-
ливается с ростом температуры. Инкапсулирова-

ние липосом в Cas-Na снижает их окисление на
70%, а совместное действие Cas-Na и ЭМГ – на
90%. С повышением температуры эффективность
защитной функции “казеинового” инкапсулирова-
ния существенно уменьшается даже в присутствии
ЭМГ.

Полученные результаты могут быть исполь-
зованы при разработке как современных систем
доставки различных нутрицевтиков на основе
РС-липосом, так и технологий их хранения и пе-
реработки.
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Initiated Oxidation of Phosphatidylcholine Liposomes 
with Some Functional Nutraceuticals

N. N. Sazhina*, #, А. S. Аntipova*, М. G. Semenova*, and N. P. Palmina*
#Phone: +7 (916) 087-98-68; e-mail: Natnik48s@yandex.ru

*Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences,  Kosygin Str. 4, Moscow, 119334 Russia

Creation and research of liposome structures on the basis of a soy phosphatidylcholine (PC), as nanocon-
tainers for delivery in tissues and cells of organisms of various functional nutraceuticals and also as models for
studying of biochemical processes in cell membranes, is of undoubted interest recently. As liposomes are ox-
idized and destructed at influence of light and high temperatures, there are various ways of their defence. In
the present work the temperature effect research on the soy PC-liposome oxidation initiated by the water-
soluble azo-initiator AAPH and also with addition in them ω-3 α-linolenic fatty acid (ALA) is made. The
inhibition of liposome oxidation by essential oil of clove-buds (EOC) (Eugenia caryophyllata Thumb) and
their incapsulation in a sodium caseinate is studied. It is shown that oxidation of PC-liposomes at T = 37°C
is possible efficiently (80–90%) to inhibit by phenolic compounds (eugenol) of EOC, however at temperature
increase to 60°C the oxidation rate increases in 3–4 times, and the inhibition of conjugated diens formation
significantly decreases. Addition in liposomes of ALA leads to the considerable strengthening of oxidation
during initial time stages before the complete ALA oxidation. Use of incapsulation of liposomes in a sodium
caseinate reduces liposome oxidation on 70%, and its combined effect with EOC – on 90%. With tempera-
ture increase the effectiveness of protective function of a caseinate envelope significantly decreases even with
clove oil.

Keywords: liposomes, phosphatidylcholine, eugenol, sodium caseinate, initiated oxidation
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