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Аннотация. Проведено изучение жирнокислотного состава биологической матрицы, полученной на 

основе экстракции липидов из двустворчатого моллюска Polititapes aureus (Gmelin, 1791), широко рас-

пространенного в Чёрном море, в том числе на севастопольском его побережье. Экстракция липидной 

фракцией проводилась двумя методами: методом Фолча и методом Блая-Дайера. Пробоподготовка к 

проведению хромато-масс-спектрометрического исследования образцов в обоих случаях была одина-

ковая и максимально щадящая в плане длительности температурного режима и агрессивности химиче-

ских реагентов с целью максимального сохранения нативной структуры выделенного из тканей мол-

люска жирнокислотного экстракта. В результате проведения анализа в тканях P. aurea всего было вы-

явлено 14 насыщенных жирных кислот, в том числе: 12-Me-13:0, 12-Me-14:0, 14-Me-16:0 и 20-Me-21:0, 

5 МНЖК и 9 ПНЖК. Из этих кислот было идентифицировано четыре омега-3, четыре омега-6 и четыре 

омега-9 кислоты. Наиболее ценными ПНЖК являются: 18:4n-3,6,9,12, 18:2n-6,9, 20:4n-6,9,11,14, 20:5n-

3,6,9,12,15 и 22:6n-3,6,9,12,15,18. Также был обнаружен ряд стеринов. Результаты показали, что метод 

Фолча даёт большее извлечение веществ липидной природы, чем метод Блая-Дайера, что может быть 

объяснено большим химическим сродством получаемого методом Фолча экстрагента по отношению к 

нативным липидам изучаемого моллюска. 
Ключевые слова: экстракция, липиды моллюсков, стерины, жирные кислоты, дериватизация, метило-

вые эфиры жирных кислот, газовая хромато-масс-спектрометрия. 
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Annotation. The fatty acid composition of the biological matrix obtained on the basis of lipid extraction from 

the bivalve mollusk Polititapes aureus (Gmelin, 1791), widely distributed in the Black Sea, including on its 

Sevastopol coast, was studied. Lipid fraction extraction was carried out by two methods: the Folch method and 

the Bligh-Dyer method. Sample preparation for gas chromatography with mass spectrometry (GC/MS) exam-

ination of samples in both cases was the same and as gentle as possible in terms of the duration of the temper-

ature regime and the aggressiveness of chemical reagents in order to maximize the preservation of the native 

structure of the fatty acid extract isolated from the tissues of the mollusk. As a result of the analysis, a total of 

14 saturated fatty acids were detected in the tissues of P. aurea, including: 12-Me-13:0, 12-Me-14:0, 14-Me-

16:0 and 20-Me-21:0, 5 SFAs and 9 PUFAs. Of these acids, four omega-3, four omega-6 and four omega-9 

acids have been identified. The most valuable PUFAs are: 18:4n-3,6,9,12, 18:2n-6,9, 20:4n-6,9,11,14, 20:5n-

3,6,9,12,15 and 22:6n-3,6,9,12,15,18. A number of sterols have also been found. The results showed that the 

Folch method provides a greater extraction of substances of a lipid nature than the Bligh-Dyer method, which 

can be explained by the greater chemical affinity of the extractant obtained by the Folch method in relation to 

the native lipids of the studied mollusk. 

Keywords: extraction, shellfish lipids, sterols, fatty acids, deprivation, methyl esters of fatty acids, gas chro-

matography with mass spectrometry. 
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Введение 

Изучение липидного состава различ-

ных биологических объектов является на 

сегодняшний день достаточно актуаль-

ной задачей, особенно в контексте пище-

вого сырья, являющегося источником 

ценных и биологически важных для чело-

века компонентов, к которым относятся, 

например, жирные кислоты (далее – ЖК). 

Поставщиком данного типа веществ яв-

ляются либо масла, отжатые из некото-

рых растительных культур, таких как 

ядра подсолнечника, либо гидробионты, 

которые могут быть насыщены необхо-

димыми жирными кислотами в различ-

ных соотношениях, которые во многом 

зависят от факторов их окружающей 

среды и их источников питания. Логич-

ным является изучение возможности по 

получению нужного жирнокислотного 

состава в тканях моллюска в результате 

специфического его питания.  

Для двустворчатых моллюсков, кото-

рые являются одним из наиболее часто 

встречающихся в сублитеральной зоне 

морского побережья, встречается не-

сколько типов питания, к которым отно-

сится детрит, куда входят инфузории, и 

бесцветные жгутиконосцы является ис-

точником насыщенных и мононенасы-

щенных С14-С18 жирных кислот, и бак-

териальная флора, содержащая в боль-

шом количестве насыщенные С14-С16 

кислоты [1,2]. Соответственно, жирно-

кислотный состав данного моллюска, ко-

торый актуален, например, при употреб-

лении его в пищу, будет отличаться в за-

висимости от предпочтения типа его пи-

тания, поскольку в нём будут оставаться 

и исходные жирные кислоты и произве-

дённые в биохимических циклах, преоб-

ладающих с учётом разницы исходного 

питания. Также жирнокислотный состав 

гидробионта будет зависеть и от воздей-

ствия на него факторов окружающей 

среды, например, солёности или темпера-

туры морской воды, в которой он обитает 

[3,4]. Так, например, при воздействии 

низких температур (от 0 до +3°C) у мидий 

M. edulis наблюдается увеличение содер-
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жания фосфолипидов (структурных ли-

пидов), а также происходит снижение 

триацилглицеринов. При повышении 

температуры до +8°C наблюдается рост 

концентрации триацилглицеринов. Изме-

нения в составе липидов сказываются и 

на составе жирных кислот из которых 

они состоят, например, при пониженных 

температурах изменяется содержание 

арахидоновой кислоты (20:4n-6), а при 

повышении температуры до +8°C наблю-

дается рост содержания стеариновой 

(16:0) и пауллиновой (20:1n-7) кислот в 

составе фосфолипидов [5]. 

Интересным и удобным для изучения 

биологическим объектом является род 

двустворчатых моллюсков Polititapis 

aurea, который мало исследован, обитает 

в Чёрном море, встречается на песчаных 

грунтах и достигает в длину до 50 мм (вы-

сота до 35 мм), а на Крымском побережье 

распространен на северо-западном и за-

падном побережье [6]. Исследований 

биологической ценности этого вида мол-

люсков в Черноморском регионе очень 

мало [7], именно поэтому жирнокислот-

ный состав этого моллюска вызывает 

научный интерес. 

Важным звеном исследования жирно-

кислотного состава любого биологиче-

ского объекта, предшествующим этапу 

дериватизации и дальнейшего анализа, 

является метод проведения экстракции 

целевой фракции из общей массы хими-

ческих соединений, из которых состоит 

объект. Понятно, что жиры включают в 

себя соединения как неполярной, так и 

амфипатической природы, поэтому для 

их комплексного извлечения использу-

ются различные методики, отличающи-

еся друг от друга составами экстракцион-

ных смесей. Чаще всего для этих целей 

используют смесь хлороформ-метанол. 

Соответственно, на экстракции липидов 

этой смесью, взятой в разных соотноше-

ниях, и основываются два наиболее часто 

применяющихся метода извлечения жи-

ров, а именно метод Фолча [8] и метод 

Блая-Дайера [9]. Эти методы были разра-

ботаны более пятидесяти лет назад, но до 

сих пор сохраняют свою эффективность, 

в особенности в отношении сложных 

биологических матриц, полученных из 

различных объектов животного проис-

хождения, в частности гидробионтов 

[10]. В последствии предпринимались 

многочисленные попытки, как усовер-

шенствования данных методов путём 

увеличения циклов экстракции, введения 

дополнительных реагентов для подкисле-

ния проб [11] и отмывки экстрагирован-

ной части специальными растворами со-

лей, в частности хлорида натрия или 

сульфата натрия [12], так и апробирова-

ния оригинальных методик, в которых 

либо полярная, либо неполярная фракция 

заменялись другими реагентами, такими 

как гексан, бутанол, этилацетат и метил-

трет-бутиловый эфир [13]. Однако для 

всех этих методов был характерен одина-

ковый подход извлечения жиров, заклю-

чающийся в первоначальном разрушении 

связи жиров с белками полярными реа-

гентами и последующей экстракции не-

полярными растворителями. Суще-

ствуют также и другие способы разделе-

ния компонентов сложной биологиче-

ской матрицы, основанные на микровол-

новой обработке образца [14], мацерации 

[15] и других методах разделения компо-

нентов пробы, однако способы выделе-

ния липидов, представленные в методах 

Фолча и Блая-Дайера всё равно не теряют 

своей актуальности с учётом их актуали-

зации под конкретные биологические 

объекты и способы дериватизации экс-

трагированного материала. 

Соответственно, целью проведения 

исследования было сравнение жирнокис-

лотного состава полученной липидной 

фракции, выделенной из двустворчатого 

моллюска Polititapis aurea, с помощью 

метода Фолча и метода Блая-Дайера и 

изучения специфичности данных мето-

дов по отношению к классам извлекае-

мых веществ. 
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Экспериментальная часть 

Объектами исследований являлись 

двустворчатые моллюски Polititapes au-

reus (Gmelin, 1791), [16] обитающие на 

песчано-иловом грунте бухты Казачья (г. 

Севастополь) в Чёрном море [17]. Пробы 

взяты 18 марта 2024 г., в количестве 15 

экземпляров взрослых особей. После 

вскрытия моллюсков, исследовали сумму 

мягких тканей одну часть (5.5 г) методом 

Фолча, другую (6.1 г) методом Блая-Дай-

ера. На каждый метод брали по 5 повтор-

ностей, на каждую пробу приходилось по 

0.7-0.9 г сырого веса ткани.  

Экстракцию методом Фолча прово-

дили следующим образом: каждую пробу 

гомогенезировали, а затем гомогенат экс-

трагировали хлороформ-метанольной 

смесью, взятой в соотношении 2:1 из рас-

чёта на 1 г сырой массы 20 см3 смеси. 

Температура экстракции составляла 

20°C. Процесс вели в течение суток, пе-

риодически встряхивая реакционную 

массу. Затем производили фильтрацию, 

путём добавления около 0.2 частей воды 

от её общего объема и до полного рассло-

ения, и охлаждали. После чего отбирали 

нижнюю фазу, которая содержала экстра-

гированные липиды [7, 18].  

Экстракцию методом Блая-Дайера 

проводили в отношении другой части 

отобранной пробы, которую также гомо-

генезировали, а затем гомогенат отби-

рали таким образом, чтобы на 1 г массы 

добавить 1 см3 хлороформа и 2 см3 мета-

нола при тщательном перемешивании. 

Затем добавляли еще 1 см3 хлороформа и 

после перемешивания через 30 сек (при-

мерно) добавляли 1 см3 воды и снова пе-

ремешивали смесь около 30 сек. После 

этого смесь фильтровали, а фильтрат цен-

трифугировали, чтобы отделить хлоро-

формную часть от водно-спиртовой. Для 

анализа брался хлороформный экстракт. 

При экстракции общих липидов из 

суммы мягких тканей двустворчатого 

моллюска P. aurea методом Фолча выде-

лено – 5.0±0.2 г/100 г сырого веса ткани, 

а при экстракции методом Блая-Дайера – 

6.1±0.3 г/100 г сырого веса ткани. 

После извлечения общих липидов ме-

тодами Фолча и Блая-Дайера сухие экс-

тракты липидов растворяли в хлоро-

форме для дальнейшего разделения с по-

мощью тонкослойной хроматографии 

(далее – ТСХ) на классы липидов: фосфо-

липиды, моноглицериды, диглицериды и 

стерины, свободные жирные кислоты и 

триацилглицерины методом двумерной 

тонкослойной хроматографии, описан-

ным ранее 19. Для анализа использо-

вали пластинки Sorbfil Plates ПТСХ-АФ-

А (Краснодар, Россия), обработанные 

10% спиртовым раствором фосфорно-мо-

либденовой кислоты, сушили под струей 

воздуха и хранили в эксикаторе до ис-

пользования до 3 суток. После нанесения 

пробы (1-5 мг липидов), рядом наносили 

стандарты фосфолипидов и триацилгли-

церинов. В качестве стандарта на ТСХ 

для триацилглицеринов использовали 

стандартные образцы ГСО 9437-2009 

(жиры); а для фосфолипидов – лецитин 

(BioChemica). После хроматографиче-

ского разделения пластины сушили и 

проявляли в термостате при t=100оC в те-

чение 1-2 мин. Количественный анализ 

разделенных фракций липидов прово-

дили денситометрически с использова-

нием сканера HP Scanjet 200 с последую-

щей обработкой файлов с расширением 

«jpg» программой «ТСХ менеджер 

4.0.2.3D» 20. Количественное определе-

ние липидных фракций представлено в 

единицах измерения % от общих липи-

дов. Статистическую обработку получен-

ных результатов (описательная стати-

стика, оценка коэффициентов корреля-

ции, дисперсионный анализ) выполняли с 

применением программы Grapher 7. При-

меры ТСХ экстрактов общих липидов 

суммы мягких тканей моллюсков P. au-

rea, полученных методами Фолча и Блая-

Дайера, представлены на рисунке 1. 
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Часть полученных экстрактов общих 

липидов исследовалась хромато-масс-

спектрометрически на содержание ЖК в 

НИЛ «Молекулярная и клеточная биофи-

зика» ФГАОУ ВО «Севастопольский гос-

ударственный университет» с использо-

ванием хроматографа «Хроматэк-Кри-

сталл 5000» с масс-спектрометрическим 

детектором. Экстракты общих липидов 

были сконцентрированы на хроматогра-

фической бумаге, как описывалось выше, 

и доставлены в указанную лабораторию, 

где проводили гексаном (ХЧ, АО 

«ЭКОС-1»), взятом в объёме 5 см3, смыв 

закреплённой липидной фракции. Полу-

ченную смесь упаривали при темпера-

туре 35°С, что во избежание процессов 

окисления в пробе, а образовавшийся 

остаток метилировали. Данный способ 

транспортировки достаточно важен в це-

лях сохранения нативной липидной фрак-

ции и повышения точности и достоверно-

сти проводимого качественного анализа. 

Метилирование выделенной фракции об-

щих липидов проводилось следующим 

образом: липидный экстракт растворялся 

в 180 мкл диметилсульфоксида (ХЧ, АО 

«ЭКОС-1») и 20 мкл 25% метанольного 

раствора тетраметиламмония гидроксида 

(ХЧ, Sigma-Aldrich). Растворение прово-

дилось при перемешивании в течение 2 

минут, с последующей обработкой 30 

мкл йодметана (ХЧ, Sigma-Aldrich). Да-

лее полученную смесь выдерживали в те-

чение 20 минут при комнатной темпера-

туре, а затем добавляли гексан (ХЧ, АО 

«ЭКОС-1»). Затем пробу интенсивно пе-

ремешивали с помощью лабораторного 

шейкера ПЭ-6300 на протяжении 5 минут 

и центрифугировали на центрифуге-вор-

тексе «Микроспин» FV-2400. Получен-

ный гексановый экстракт, содержащий 

метилированные формы жирных кислот, 

переносили в виалу для проведения ана-

лиза. Объём пробы, вводимой в хромато-

граф, составлял 1 мкл. Для разделения 

компонентов пробы использовали капил-

лярную колонку НP-5MS UI (Agilent) с 

неподвижной фазой, представляющую 

собой 5%-фенил-95%-метилполисилик-

сан. Длина колонки составляла – 30 м, а 

внутренний диаметр – 0.25 мм. Толщина 

неподвижной фазы – 0.25 мкм. В качестве 

газа-носителя использовали гелий марки 

6.0, расход которого составлял 1 см3/мин. 

Температурный режим колонки – гради-

ентный с начальной температурой 80°С, 

изотермой 2.0 мин и нагревом 5°С/мин до 

 
Рис. 1. Комплексный рисунок, полученный из отчета денситометрической программы 

«ТСХ менеджер 4.0.2.3D» после обработки ТСХ экстрактов суммарных тканей моллюска 

P. aurea методами: а – Фолча, б – Блая-Дайера. 

Fig. 1. A complex figure obtained from the report of the densitometric program "TLC man-

ager 4.0.2.3D" after TLC treatment of extracts of total tissues of the P. aurea mole using the 

methods: a – Folch, b –Blai-Dyer. 
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280°С. На испарителе деление потока со-

ответствовало 20:1, температура 280°С. 

Анализ проводили с использованием 

масс-спектрометрического детектора (да-

лее – ГХ-МС) с электронной ионизацией 

(70 эВ) и температурой ионного источ-

ника 230°С. Температура переходной ли-

нии составляла 280°С. Полученный 

спектр регистрировали в диапазоне масс 

от 30 до 650 m/z [19]. Обработку получен-

ной хромато-масс-спектрометрической 

информации проводили с помощью про-

граммного обеспечения Хроматэк Анали-

тик 3.1 (сборка 3.1.2211.3) и библиотеки 

масс-спектров – NIST 2020 с базой дан-

ных от 2 июня 2020 года (NIST MS Search 

v.2.66.121.82).  

Каждая из липидных формул, пред-

ставленная в результатах была получена 

путем соотнесения ее метилового эфира, 

образующегося при этерификации кар-

боксильной группы, с помощью про-

граммного обеспечения. Метилирование 

проводилось в целях снижения темпера-

туры кипения органических кислот при 

переводе их в более легколетучие соеди-

нения, которыми являлись метиловые 

эфиры этих кислот.  Единицы измерения, 

в которых приводится содержание ком-

понентов, являются относительными ве-

личинами и характеризуются как отноше-

ние площади пика индивидуального со-

единения к сумме площадей всех разме-

ченных на хроматограмме пиков. Для 

двойной верификации полученных дан-

ных параллельно использовали стандарт 

– стеариновую кислоту (ч., Химреак-

тивснаб), прошедшую аналогичную об-

разцам пробоподготовку. Время выхода 

стеариновой кислоты составило 11.235 

мин, что соотносится со временем выхода 

этого же вещества в изучаемых образцах. 

Обсуждение результатов 

На рисунке 1 показан пример данных, 

полученных по итогу проведения ТСХ, с 

программной расшифровкой пиков, 

представленных для этого же примера в 

таблице 1. Полученные пики идентифи-

цировались частично по стандартным об-

разцам, при этом в качестве стандарта для 

триацилглицеринов использовали стан-

дартные образцы ГСО 9437-2009 (жиры), 

для фосфолипидов – лецитин (BioChemica), 

а частично по литературным данным, 

описанным в аналогичной методике раз-

деления на ТСХ общих липидов мидий 

Таблица 1. Данные обработки ТСХ суммарных тканей P. aureus. 

Table 1. TLC treatment data for total tissues P. aureus. 

Метод № пика Rf Высота Площадь Площадь, % Rs 

Фолча 

1 0.04 219 5663 39.33 1.236 

2 0.11 119 2842 19.74 1.493 

3 0.36 80 3157 21.93 1.019 

4 0.55 14 559 3.88 0.944 

5 0.65 16 800 5.56 1.587 

6 0.89 17 1377 9.56  

Блая-Дайера 

1 0.05 130 3572 35.28 0.952 

2 0.11 82 1810 17.87 1.793 

3 0.31 41 1639 16.19 0.952 

4 0.41 06 118 1.17 2.438 

5 0.48 08 232 2.29 0.962 

6 0.54 22 890 8.79 2.417 

7 0.71 12 442 4.36 1.614 

8 0.78 15 451 4.46 1.052 

9 0.82 16 567 5.60 1.698 

10 0.89 10 282 2.79 1.002 

11 0.94 04 123 1.21  
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20. Остальные неидентифицированные 

пики отнесены в группу «другие». Пред-

ставленные в таблице 2 усреднённые по 

всей выборке данные показывают, что 

метод Фолча даёт несколько большее из-

влечение для фосфолипидов и триацилг-

лицеринов, а методом Блая-Дайера, в 

тоже время, в большем количестве извле-

кается сумма свободных жирных кислот 

и других веществ.  

Таблица 2. Содержание классов липидов в ОЛ суммарных тканей P. aureus, полученный 

методом ТСХ. 

Table 2. The content of lipid classes in the total tissues of P. aureus obtained by TLC. 

Метод 

экстрак-

ции 

Классы липидов, в % от суммы общих липидов 

(усреднённые данные по всей выборке) 

Фосфоли-

пиды  

(пик 1 на 

рис. 1) 

Моногли-

цериды  

(пик от-

сутствует 

на рис. 1) 

диглице-

риды + 

стерины  

(пик 2 на 

рис. 1) 

свобод-

ные жир-

ные кис-

лоты  

(пик от-

сутсвует 

на рис. 1) 

Триацилг-

лицериды  

(пик 3 на 

рис. 1) 

Другие  

(осталь-

ные пики) 

Фолча 32.5±4.5 0.3±0.3 20.4±1.9 0.6±0.6 24.3±7.5 21.8±4.6 

Блая-

Дайера 
29.6±3.7 0.3±0.3 21.9±2.9 2.6±2.0 17.2±4.2 28.5±2.3 

 

 
Рис. 2. Хроматограмма общих липидов суммарных тканей моллюска P. Aurea, выде-

ленных по методу Фолча. 

Fig. 2. Chromatogram of total lipids of the total tissues of the P. Aurea mollusk isolated by 

the Folch method. 

 
Рис. 3. Хроматограмма общих липидов суммарных тканей моллюска P. Aurea, выделен-

ных по методу Блая-Дайера. 

Fig. 3. Chromatogram of total lipids of the total tissues of the P. Aurea mollusk isolated by 

the Bligh-Dyer method. 
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Результаты исследования фракции об-

щих липидов методом ГХ-МС на содер-

жание метиловых эфиров жирных кис-

лот, полученных после дериватизации 

исходной фракции, представлены на ри-

сунках 2 и 3, а также в таблице 3. 

При анализе жирнокислотного состава 

биологической матрицы обнаружено 

Таблица 3. Биохимический состав суммарных тканей P. aureus, полученный методом ГХ-МС. 

Table 3. Biochemical composition of total P. aureus tissues obtained by GC-MS method. 

Вещество 

Метод Блая-Дайера Метод Фолча 

Время вы-

хода, мин 
Доля, % 

Время вы-

хода, мин 
Доля, % 

10-Me-С11:0 8.071 0.894±0.169 8.057 0.302±0.183 

12-Me-С13:0 9.039 1.176±0.188  - -  

С14:0 9.243 4.442±0.237 9.225 2.782±0.239 

4,8,12-Me-С13:0 9.519 0.914±0.175 9.505 0.550±0.149 

9-Me-С14:0  - -  9.573 0.157±0.093 

12-Me-С14:0 9.641 2.333±0.162  - -  

С15:0 9.780 2.207±0.125 9.766 0.935±0.173 

С16:0 10.300 25.393±0.217 10.282 19.036±0.210 

С17:0  - -  10.594 1.451±0.156 

14-Me-С16:0 10.787 2.398±0.239 10.770 1.702±0.191 

С18:0 11.260 10.388±0.207 11.243 5.947±0.153 

С20:0 12.153 1.062±0.125  - -  

С22:0  - -  13.110 0.436±0.143 

С20-Me-21:0 13.127 1.042±0.169  - -  

ΣНЖК  52.249±0.183  33.298±0.169 

С16:1n-9  - -  10.193 5.250±0.185 

14-Me-С15:1n-6  - -  10.239 0.187±0.143 

С18:1n-9t  - -  11.142 4.027±0.101 

С18:1n-9с 11.160 14.959±0.126 11.167 8.043±0.110 

С20:1n-11 12.049 3.577±0.137 12.031 2.812±0.173 

ΣМНЖК  18.536±0.132  20.319±0.142 

С18:4n-3,6,9,12  - -  11.096 1.378±0.121 

С18:2n-6,9  - - 11.124 1.379±0.069 

С18:2n-4,7 11.142 2.422±0.094  - -  

C20:4n-6,9,12,15 11.906 1.116±0.163 11.888 1.954±0.128 

С20:5n-3,6,9,12,15 11.941 3.021±0.153 11.923 9.126±0.153 

С20:2n-6,9 11.992 0.147±0.071  - -  

С22:6n-3,6,9,12,15,18 12.812 3.078±0.201 12.794 5.216±0.227 

С22:5n-3,6,9,12,15  - - 12.859 0.802±0.083 

С22:2n-9,17  - - 12.909 0.930±0.087 

ΣПНЖК  9.784±0.1364  20.785±0.124 

Субериновая кислота 7.587 0.217±0.206     

Терефталевая кислота 8.010 0.926±0.197 7.992 0.516±0.227 

Азелаиноваякислота 8.222 0.779±0.168 8.204 0.134±0.141 

Σ Дикарбоновых кис-

лот 
 1.922±0.190  0.650±0.184 

22-Дегидрохолестерин  - -  18.750 1.488±0.188 

Десмостерин 18.789 1.095±0.224  - -  

Холестерин 19.395 11.787±0.348 19.374 15.302±0.413 

Криностерин 20.205 1.864±0.189 20.187 3.030±0.345 

Халинастерол 21.305 1.831±0.224 21.284 2.396±0.318 

β-Стигмастерол  - -  22.108 0.792±0.259 

γ-Ситостерин 23.469 0.931±0.227 23.437 1.938±0.293 

Σ Стеринов  17.508±0.242  24.946±0.303 
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всего – 35 соединений липидной природы 

(таблица 3). При этом методом Фолча 

было обнаружено и идентифицировано – 

22 ЖК и 6 стеринов, а экстракция липи-

дов методом Блая-Дайера, позволила вы-

делить из тканей моллюска – 18 ЖК и 5 

стеринов. Методом одного стандарта 

была определена концентрация стеарино-

вой кислоты, которая присутствовала в 

обеих пробах. В экстракте, полученном 

методом Фолча её количество составило 

1.993, а методом Блая-Дайера – 1.372 мкг.  

На хроматограммах фиксировались 

различные идентифицируемые примеси. 

К таким соединениям можно отнести уг-

леводородные соединения алифатиче-

ского ряда. Данные вещества могут попа-

дать в исследуемый образец либо из-за их 

наличия в исходном биологическом объ-

екте, либо в ходе пробоподготовки в про-

цессе использования различных органи-

ческих растворителей. В первом случае, 

можно предположить, что их источни-

ками могут быть бытовые стоки или за-

грязнители из водного транспорта. Мол-

люски-фильтраторы, как известно, накап-

ливают различные вредные вещества из 

окружающей среды. Во втором случае, 

растворители, которые использовались, 

как на этапе экстракции, так и на этапе 

метилирования могли содержать примес-

ные количества данных углеводородов, 

что не противоречит регламентирующей 

документации на выпускаемую продук-

цию, но может давать некоторый углево-

дородный фон при проведении масс-

спектрометрических исследований слож-

ной матрицы. В число таких загрязните-

лей и могут попадать различные углево-

дороды, которые обнаруживаются в ходе 

проведения анализа. Также нередко в не-

больших количествах встречаются следы 

фазы колонки, представленной 5%-фе-

нил-95%-метилполисиликсаном. К таким 

соединениям относятся различные веще-

ства, присутствующие на хроматограмме 

и содержащие кремний. Кроме того, не-

которые пики сложно идентифицировать, 

что может быть обусловлено недостаточ-

ным разделением именно компонентов в 

этой области m/z в это время выхода. 

Данные примеси не являлись целевыми 

для исследования веществами и по этой 

причине не размечались на хромато-

грамме и, соответственно, не представ-

лены в таблице. 

Более детальное рассмотрение данных 

таблицы 3, может показать существен-

ную разницу между способами экстрак-

ции липидной фракции двумя описан-

ными методами, представленными ранее. 

Больший процент насыщенных жирных 

кислот (далее – НЖК) показывает метод 

Блая-Дайера, что может быть обуслов-

лено условиями экстракции поскольку 

ненасыщенные жирные кислоты имеют 

растворимость более высокую, чем насы-

щенные, и она растет с увеличением в 

кислотах числа изолированных двойных 

связей, но в определённых растворите-

лях. Всего исследования выявили 14 

НЖК в составе моллюска, 11 из которых 

было экстрагировано по методу Блая-

Дайера, а 10 методом Фолча. В принципе, 

основные НЖК остаются постоянными в 

независимости от выбора метода. Основ-

ными кислотами в данном случае явля-

ются безусловно миристиновая (14:0), 

пальмитиновая (16:0), стеариновая (18:0) 

и отчасти 14-метилгексадекановая (14-

Me-16:0) кислоты. Остальные насыщен-

ные жирные кислоты содержаться в до-

статочно небольших количествах. К та-

ким кислотам относятся 10-метилундека-

новая (10-Me-11:0), 4,8,12-триметилтри-

декановая (4,8,12-Me-13:0) и пентадека-

новая кислоты (15:0). В следовых количе-

ствах также встречаются индивидуаль-

ные для каждого метода ненасыщенные 

жирные кислоты, такие как 12-метилтри-

декановая (12-Me-13:0), 12-метилтетра-

декановая (12-Me-14:0), эйкозановая 

(20:0) и изобегеновая (20-Me-21:0), ха-

рактерные для экстракции методом Блая-

Дайера и 9-метилтетрадекановая (9-Me-

14:0), маргариновая (17:0) и бегеновая 

(22:0) кислоты, которые отчётливо видны 
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в экстракте, полученном методом Фолча. 

Создаётся впечатление, что в целом ме-

тод Блая-Дайера лучше извлекает НЖК, в 

том числе и изокарбоновые или моно- и 

полиметилразделённые жирные кислоты, 

в то время как метод Фолча даёт общую 

экстракцию такого рода кислот, в особен-

ности отличающихся по длине углеводо-

родного радикала. Возможно, что и про-

граммное обеспечение просто позволяет 

точнее в общей массе, полученной после 

экстракции, идентифицировать по 

набору полученных ионов именно эти 

кислоты, а остальные, даже если и име-

ются на спектре, то не идентифициру-

ются достаточно полно ввиду их недоста-

точного разделения, или наложения их 

сигнала, на сигнал от других, более часто 

встречающихся ионов. Следует отметить, 

что данные ЖК участвуют в метаболизме 

животных и человека, но особый интерес 

из них представляют так называемые ЖК 

с разветвленной цепью: 12-Me-13:0  12-

Me-14:0 14-Me-16:0 20-Me-21:0. Со-

гласно последним исследованиям, дан-

ные соединения играют активную роль в 

иммуномодулирующей функции тканей, 

поэтому они достаточны интересны с 

точки зрения их пищевой и биологиче-

ской ценности 22. 

Что касается ненасыщенных жирных 

кислот, то всего было определено пять 

мононенасыщенных жирных кислот (да-

лее – МНЖК) и девять полиненасыщен-

ных жирных кислот (далее – ПНЖК). Из 

этих кислот было идентифицировано че-

тыре омега-3 (6,9,12,15-октадекатетрае-

новая, тимнодоновая, 4,7,10,13,16,19-до-

козагексаеновая и докозапентаеновая 

кислоты), четыре омега-6 (14-метилпен-

тадек-9-еновая, линолевая, арахидоновая 

и 11,14-эйкозадиеновая кислоты), и че-

тыре омега-9 кислоты (элаидиновая, оле-

иновая, гипогеиновая и 5,13-докозадие-

новая кислоты). Необходимо отметить, 

что содержание ценных для здоровья че-

ловека омега жирных кислот в данном 

гидробионте достаточно впечатляющее, 

так общее относительное содержание 

всех омега-3 жирных кислот составляет 

16.5% по методу Фолча и 6.1% по метод 

Блая-Дайера. Суммарное содержание 

омега-6 жирных кислот составляет 3.5% 

по методу Фолча и 1.3% по метод Блая-

Дайера. Омега-9 жирные кислоты иден-

тифицируются в количестве 12% мето-

дом Фолча и 15% методом Блая-Дайера.  

Таким образом, наблюдается интересная 

закономерность, которая показывает, что 

методом Фолча происходит лучшее из-

влечение фракции ненасыщенных жир-

ных кислот из суммарных тканей данного 

гидробионта и их последующее разделе-

ние и идентификация. В тоже время стоит 

отметить, что данный моллюск содержит 

достаточно большое количество ценных 

для здоровья человека жирных кислот. 

Некоторые из них, как например омега-3 

жирные кислоты не синтезируются 

нашим организмом 23,24. Огромное 

влияние на здоровье животных и чело-

века оказывает докозагексаеновая кис-

лота, которая присутствуют в данном 

гидробионте. Она оказывает благотвор-

ное влияние на регулирование уровня 

триацилглицеринов, общего холесте-

рина, резистентности к инсулину, кровя-

ного давления, печеночных ферментов, 

маркеров воспаления и окислительного 

стресса. Кроме того, имеются доказатель-

ства её потенциальной пользы с точки 

зрения функции митохондрий, регуляции 

уровня липопротеидов плазмы и сниже-

ния риска внезапных сердечно-сосуди-

стых осложнений, связанных с разрывом 

атеросклеротической бляшки 25. 

Омега-6 жирные кислоты, обнаруженные 

в данном гидробионте, необходимы чело-

веку для поддержания на нормальном 

уровне деятельности сердечно-сосуди-

стой системы 26,27. Те же омега-9-цис 

жирные кислоты встречаются в пищевых 

продуктах в достаточно низком количе-

стве, но при этом обладают противовос-

палительными свойствами, благоприятно 

влияют на работу зрительного аппарата, 

печени и ряда других систем человека 

28. Стоит отметить, что методом Фолча, 
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в отличие от метода Блая-Дайера, экстра-

гируется и определяется хромато-масс-

спектрометрически в небольшом количе-

стве жирная кислота С22:2n-9,17, которая 

относится к классу неметиленразделён-

ных жирных кислот (далее – НМРЖК), 

имеющих в своём строении изолирован-

ные двойные связи. ЖК такого типа явля-

ются ценными компонентами биологиче-

ских объектов, ввиду меньшей скорости 

их автоокисления по сравнению с обыч-

ными ПНЖК, что позволяет клеткам, по-

строенным с их участием, дольше сохра-

нять функциональность клеточных мем-

бран [2]. Многие из идентифицирован-

ных в данном биологическом объекте 

ПНЖК усваиваются в нашем желудочно-

кишечном тракте с помощью специфиче-

ских белков 29, находящихся в эпите-

лии стенок кишечника и в дальнейшем 

участвуют в биосинтезе различных тка-

ней человека, локализуясь в основном в 

клеточных мембранах 30. Таким обра-

зом, исходя из полученного содержания 

ПНЖК (18:4n-3,6,9,12; 18:2n-6,9; 20:4n-

6,9,11,14, 20:5n-3,6,9,12,15; 22:6n-

3,6,9,12,15,18) в данном моллюске, 

можно говорить о его высокой пищевой 

ценности, с точки зрения содержания со-

единений данной группы, для млекопита-

ющих животных и человека. 

В исследуемом образце также было 

обнаружено несколько двухосновных ор-

ганических кислот, а именно суберино-

вая, терефталевая и азелаиновая кислоты. 

Суммарное их количество невелико отно-

сительно остальных идентифицируемых 

соединений и составляет порядка 1.9% 

при экстракции по методу Блая-Дайера и 

0.7% по методу Фолча. Авторы считают, 

что данные химические соединения явля-

ются контаминантами загрязнителями и 

попадают в гидробионты, которые оби-

тают в сублиторальной прибрежной зоне, 

находящейся рядом с большим город-

ским массивом. Соответственно, эти со-

единения имеют антропогенную природу 

и оказываются в составе суммарных тка-

ней моллюска ввиду экологической 

нагрузки, которая характерна для при-

брежной зоны, где активно осуществля-

ется человеческая деятельность. Напри-

мер, источниками субериновой и азелаи-

новой кислоты могут быть как антропо-

генные источники, в том числе сжигание 

ископаемого топлива, так и продукты 

жизнедеятельности фитопланктона 31. 

Затем образующийся аэрозоль 32 при 

лёгком ветре уносится в сторону побере-

жья и там осаждается в прибрежном мор-

ском районе, где поглощается гидробио-

нтами этой зоны. Другим источником 

этих же двухосновных органических кис-

лот могут быть частицы микропластика 

33 и пищевых упаковочных отходов, ко-

торые попадают в мировой океан и моря, 

а оттуда и в жителей данного ореола оби-

тания, где они аккумулируются в резуль-

тате их взаимодействия с окружающей 

водной средой, например, процессов пи-

тания и дыхания. Терефталевая кислота, 

как принято считать 34 является про-

дуктом деградации микропластика, а 

именно полиэтилентерефталата. Этот ма-

териал, будучи самым распространённым 

материалом из всех пластмасс, широко 

применяется в пищевой и фармацевтиче-

ской промышленности и активно связан с 

жизненным циклом человека. Следова-

тельно, количество отходов данного мик-

ропластика будет увеличиваться по мере 

увеличения численности популяции че-

ловека в данном конкретно взятом реги-

оне. Крымское побережье Чёрного моря 

является достаточно популярным местом 

среди туристов и проведения разного 

рода строительных работ, поэтому и ан-

тропогенное воздействие в этом регионе 

достаточно большое. Это находит отра-

жение и в биохимическом составе многих 

гидробионтов сублиторальной зоны по-

бережья. 

Важным компонентом, не относя-

щимся к группе карбоновых кислот, явля-

ются стерины, которые в достаточно зна-

чимом количестве были обнаружены 

нами и в составе тканей данного гидро-
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бионта. В общей сумме нами было обна-

ружено и идентифицировано 8 соедине-

ний, относящихся к данному классу со-

единений. Их содержание в пробах об-

щих липидов по методу Блая-Дайера со-

ставляет 17.5%, а по методу Фолча 24.9%. 

Следует отметить, что лучшее извлече-

ние соединений с ненасыщенными свя-

зями осуществляется последним мето-

дом. В случае со стеринами эта законо-

мерность тоже работает, и процент извле-

чённых соединений данной группы в 

пробе по отношению к другим компонен-

там больше по Фолчу. Данные соедине-

ния не носят примесный характер, а явля-

ются одними из основных соединений 

35, фигурирующих биохимическом 

цикле исследуемого моллюска. Конечно 

же основным представителем данных со-

единений, который содержится в пробе в 

большем количестве, является холесте-

рин, о котором упоминается в начале ра-

боты, как о структурном компоненте кле-

точных мембран всех животных. Некото-

рые из присутствующих в данном мол-

люске ПНЖК, при совместном с холесте-

рином потреблении, могут снижать нега-

тивное влияние образующихся в орга-

низме липопротеинов низкой плотности, 

и повышать полезный холестерин 36. 

Присутствие 22-дегидрохолестерина обу-

словлено, по-видимому, некоторой спе-

цификой питания фитопланктоном и об-

наруживается только методом Фолча. Де-

смостерин (24-дегидрохолестерин), экс-

трагирующийся методом Блая-Дайера, 

имеет в своём составе дополнительную 

двойную связь в молекулярной структуре 

по сравнению с холестерином 37. Он яв-

ляется биосинтетическим промежуточ-

ным предшественником последнего, 

участвующим в образовании липидов 

клеточных мембран 38. Десмостерин 

является непосредственным предше-

ственником холестерина в пути биосин-

теза холестерина по Блоху 39. Крино-

стерин наряду с брассикастеролом явля-

ются продуктами биохимического цикла 

стеринов в организме животных и микро-

организмов 40. Они необходимы в том 

числе и для синтеза некоторых фермен-

тов, необходимых для функционирова-

ния организма. Браcсикастерол является 

плоскостным изомером криностерина. 

Он может экстрагироваться и совпадать с 

ним на хроматограмме. Эти изомеры 

имеют сходство с митохондриальными 

фитостеролами в жабрах мидий, а значит 

может попадать в данного гидробионта в 

том числе из пищи 41. Халиностерол яв-

ляется антиоксидантом и ингибитором 

ацетилхолинэстеразы и однозначно 

участвует в биохимических процессах в 

организме рассматриваемого моллюска 

42. Данное вещество, помимо всего про-

чего, оказывает противодиабетическое 

действие, как и γ-ситостерин 43, а 

именно сильное ингибирующее действие 

на α-амилазу. Это может быть интерес-

ным в случае рассмотрения данного гид-

робионта с точки зрения его пищевой 

ценности. β-Стигмастерол также участ-

вует в цикле стеринов в организме мол-

люска, а, кроме того, обладает иммуно-

стимулирующим потенциалом, что также 

благоприятно сказывается на пищевой 

ценности данного гидробионта 44. 

Отличия в экстракции методами 

Фолча и Блая-Дайера показали, что 

наиболее подходящий метод для разделе-

ния соединений с ненасыщенными свя-

зями у моллюсков являлся метод Фолча, 

который в литературе приводится чаще 

для анализа ЖК различных объектов 45. 

Метод Блая-Дайера, дает лучшую экс-

трактацию НЖК из тканей моллюсков. 

Количественное извлечение целевых 

компонентов также показало, что метод 

Фолча даёт большее извлечение веществ 

липидной природы с двойными связями в 

своём составе. Так если НЖК извлека-

ются практически одинаково, то МНЖК 

методом Фолча экстрагируется в два раза 

больше по массе, а ПНЖК в четыре раза 

больше. Стерины методом Фолча экстра-

гируются также в 2.7 раза больше. Неко-
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торыми авторами отмечается общий си-

нергетический эффект данной смеси при 

разделении некоторых соединений, в 

частности активных по отношению к рас-

творителям, обладающими способно-

стью образовывать двойные связи, к ко-

торым относится и данная смесь 46. 

Этим объясняется выбор данной смеси 

для экстракции различных жирных кис-

лот и липидов в целом. Разница в экстра-

гировании двумя методами, которую мы 

видим в результате, может быть связана с 

большим количеством хлороформа в со-

ставе реактива Фолча. Хлороформ и ме-

танол отличаются диэлектрической про-

ницаемостью 47, которая будет влиять 

на растворимость, разделение компонен-

тов и время выхода в конечную смесь тех 

или иных соединений, имеющих разную 

степень сродства к данным растворите-

лям. Это и наблюдается в нашем случае, 

при одинаковом количестве атомов угле-

рода в углеродном скелете молекулы, 

наличие двойной связи или нескольких 

связей, меняет диэлектрические характе-

ристики молекулы, что хорошо описано в 

литературе 48, 49. 

Заключение 

Экстракция двумя методами (Фолча и 

Блая-Дайера) общей липидной фракции 

из реальной биологической матрицы, по-

лученный на основе липидного экстракта 

моллюска P. aurea, обитающего в субли-

торальной зоне севастопольского побере-

жья, показала, что наиболее подходящим 

методом для разделения соединений с не-

насыщенными связями у моллюсков яв-

лялся метод Фолча, тогда как метод Блая-

Дайера, позволяет лучше экстрагировать 

НЖК из тканей моллюсков. Методом 

Фолча было выделено 10 НЖК, 5 МНЖК 

и 7 ПНЖК, среди которых присутствует 

1 НМРЖК, против 11 НЖК, 2 МНЖК и 5 

ПНЖК полученных экстракцией мето-

дом Блая-Дайера. Количественное извле-

чение целевых компонентов также пока-

зало, что метод Фолча даёт лучшую экс-

тракцию веществ липидной природы, в 

том числе стеринов, а именно 6 против 5 

полученных методом Блая-Дайера.  

Вероятно, это обусловлено различаю-

щимися физико-химическими характери-

стиками получаемых для экстракции, пу-

тём смешения в разных соотношениях 

хлороформа и метанола, растворителей, а 

также экспозицией проб. Взятое соотно-

шение хлороформа и метанола, использу-

емое в методе Фолча, в отличие от метода 

Блая-Дайера, по всей видимости обладает 

большим сродством к органическим со-

единениям с кратными связями в составе 

их углеродного скелета, отличающимися 

большей полярностью за счёт специфиче-

ского распределения электронной плот-

ности в их молекулах на двойных связях. 
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