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Аннотация. Разработана методика разделения и определения жирорастворимых витаминов А 
и Е методом ТСХ при совместном присутствии. Установлена возможность теоретического подхода 
к выбору оптимальных условий хроматографического разделения данных веществ в тонком слое. 
ТСХ-методика для разделения витаминов была сравнена с методиками, основанными на примене-
нии ВЭЖХ. Установлено, что в зависимости от целей анализа использование методики ТСХ, облада-
ющей характеристиками, сопоставимыми с методом ВЭЖХ,  в определенных условиях, более пред-
почтительно в виду низкой стоимости и экспрессности анализа. Методика может быть использована 
в контроле качества комплексных поливитаминных препаратов.

Ключевые слова: токоферола ацетат, ретинола ацетат, тонкослойная хроматография, жирора-
створимые витамины.

Abstract. A method for separation and determination of fat-soluble vitamins A and E, TLC when 
present together. The possibility of a theoretical approach to the selection of optimal conditions for the 
chromatographic separation of these substances in a thin layer. TLC method for separating vitamins was 
compared with the methods based on the use of HPLC. It is found that, depending on the purpose of 
analysis using TLC method having characteristics comparable with HPLC, under certain conditions, more 
preferably in view of low cost and rapidity of analysis. The method can be used in quality control of 
complex multivitamin preparations.
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В настоящее время существует проект ОФС 
«Методы количественного определения вита-
минов», прошедший научное редактирование и 
предназначенный для включения в ГФ XIII изда-
ния [1]. В данной статье изложены общие прин-
ципы определения жирорастворимых витаминов 
А и Е (рис. 1) в субстанциях и лекарственных 
формах с использованием метода высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 
Приведенны типовые методики, позволяющие ко-
личественно определять витамин А (ретинол, ре-
тинола ацетат и ретинола пальмитат) и витамин Е  
(a-токоферол и a-токоферола ацетат) при совмест-
ном присутствии в лекарственных препаратах и 
масляных растворах. Определение каждого вита-
мина можно проводить отдельно, детектируя ви-
тамин А при 326 нм и витамин Е при 292 нм. Воз-
можно также одновременно определять витамины 

А и Е, проводя детектирование при длине волны 
300 нм. Индивидуальные препараты витамина А 
рекомендовано определять методом прямой спек-
трофотометрии в УФ-области. В ГФ РФ XII изда-
ния включена ФС на субстанцию «α-токоферола 
ацетат» [2], в соответствии с которой идентифи-
кация витамина осуществляется методами ИК-
спектроскопии и УФ-спектрофотометрии. Ко-
личественный анализ рекомендовано проводить 
методом газовой хроматографии. Согласно дан-
ным литературы [3], метод тонкослойной хрома-
тографии (ТСХ), обладая всеми преимуществами 

Рис. 1. Структурные формулы токоферола аце-
тата (а) и  ретинола ацетата (б).
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хроматографического процесса, характеризуется 
большей экономической доступностью и просто-
той выполнения. Поэтому ТСХ, в зависимости от 
целей анализа, может быть рекомендован в каче-
стве метода-выбора для оценки качества лекар-
ственных препаратов.

	 Цель работы - изучение различных элю-
ирующих систем и возможности теоретического 
подхода к выбору оптимальных условий хромато-
графического разделения витаминов А и Е мето-
дом ТСХ при совместном присутствии.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Выбор проявителя осуществляли с учетом та-

ких требований как специфичность, высокая чув-
ствительность, доступность и высокое качество 
получаемой картины. Для обнаружения пятен ре-
тинола ацетата (ФС 42-7811-97) [4] и токоферола 
ацетата (ФС 42-7843-97) [5], которые выбраны в 
качестве стандартных образцов для разработки 
методики, были использованы реагенты, пред-
ложенные в литературе [3,6-10]: конц. азотная 
кислота, хлорид сурьмы и 5% спиртовый раствор 
фосфорномолибденовой кислоты (ФМК). Данные 
таблицы 1 показывают, что первый проявитель 
обнаруживает только хроматографические зоны 
витамина Е, второй – только зоны витамина А, 
тогда как – ФМК проявляет оба витамина. Детек-
тирующим реагентом, отвечающим всем требова-
ниям, является 5% спиртовый раствор ФМК, так 
как, по нашим данным, предел обнаружения с его 
помощью составил 1·10-7 г (0,1 мкл раствора с со-
держанием 1мг/мл) для витамина А и 1·10-6 г (0,1 
мкл раствора с содержанием 10 мг/мл) для вита-
мина Е, что выше чувствительности при исполь-
зовании конц. азотной кислоты (5·10-6 г; 0,5 мкл 
раствора с содержанием 10 мг/мл) и сопоставимо 
по чувствительности с определением данных ви-
таминов методом ВЭЖХ [11]. 

Для обоснования возможности использования 
теоретического подхода к выбору оптимальных ус-
ловий хроматографического разделения ретинола 
и токоферола ацетатов необходимо было изучить 
влияние полярности элюентов на хроматографиче-
скую подвижность витаминов в тонком слое.

В эксперименте изучено более десяти типов 
элюирующих систем с различными значениями 
полярности (табл. 2). Исследовали системы, пред-
ложенные в литературе, а также апробированы но-
вые хроматографические системы. Для каждой 
элюирующей системы рассчитаны полярность 
(Р`) [12], а также такие хроматографические пара-
метры витаминов А и Е, как величина Rf , коэффи-
циент распределения (К) и показатель селектив-
ности сорбции (L). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Оптимальные величины Rf, согласно извест-

ной работе [13], и лучшее качество хроматогра-
фических зон было достигнуты в системах № 6-8 
(табл. 2). Вид хроматограмм спиртового раствора 
смеси стандартных образцов ретинола ацетата 
и токоферола ацетата (1 мкл) в системах гексан-
хлороформ (4:1) и гексан-хлороформ (5:1) приве-
дены на рис. 2.

Таблица 1
Детектирующие реагенты для определения ЖРВ 

методом ТСХ
№ 
п/п Реагент Витамин Е Витамин А

1 Конц. азотная 
кислота

О р а н ж е в о -
красные зоны 
на белом фоне

-

2 Хлорид сурь-
мы (III) -

Быстро исче-
зающие синие 
зоны на белом 
фоне

3 5% спиртовый 
ФМК

Темно-синие зоны на желто-зеле-
ном фоне

Рис. 2. Вид хроматограмм спиртового раство-
ра смеси стандартных образцов ретинола ацетата 
и токоферола ацетата (1 мкл) в системах гексан-
хлороформ (4:1) – точка 1 и гексан-хлороформ 
(5:1) – точка 2.

При варьировании соотношением гексана 
и хлороформа в двухкомпонентной подвижной 
фазе, были получены кривые зависимости вели-
чины относительной скорости перемещения ве-
ществ от процентного содержания каждого ком-
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Таблица 2
Параметры хроматографического разделения смеси стандартных образцов витаминов А и Е

№ 
п/п Состав элюента Р` Величина Rf K L

А Е А Е
1 Гексан 0 0.01 ± 0.001 0.01 ± 0.001 99 99 1
2 Гексан-бензол (29:1) 0.15 0.01 ± 0.001 0.02 ± 0.001 99 49 2.02
3 Гексан-бензол (19:1) 0.22 0.01 ± 0.001 0.02 ± 0.001 99 49 2.02
4 Гексан-бензол (14:1) 0.29 0.01 ± 0.001 0.08 ± 0.001 99 11,5 8.61
5 Гексан-хлороформ (10:1) 0.4 0.04 ± 0.001 0.07 ± 0.001 24 13.3 1.8
6 Гексан-хлороформ (5:1) 0.73 0.13 ± 0.001 0.46 ± 0.002 6.7 1.17 5.71
7 Гексан-хлороформ (4:1) 0.88 0.24 ± 0.001 0.52 ± 0.001 3.17 0.92 3.45
8 Гексан-хлороформ (3:1) 1.1 0.36 ± 0.001 0.76 ± 0.002 1.79 0.29 6.17
9 Гексан-хлороформ (2:1) 1.47 0.85 ± 0.001 0.92 ± 0.001 0.176 0.087 2.02

10 Гексан-хлороформ (1:1) 2.2 0.92 ± 0.001 0.95 ± 0.001 0.087 0.053 1.64
11 Хлороформ 4.4 0.95 ± 0.001 0.98 ± 0.001 0.053 0.02 2.65

понента в элюенте (рис. 3, а и б). Полученные 
зависимости позволили установить, что для до-
стижения оптимальных величин Rf исследуемых 
витаминов содержание гексана и хлороформа в 
системе должно быть в определенном соотноше-
нии по объему (табл. 3).

Таблица 3
Оптимальное соотношение гексана и хлороформа в 

двухкомпонентной системе при определении витами-
нов методом ТСХ

№
п/п Витамин

Содержание компонентов, % 
(по объему)

Гексан хлороформ
1 Витамин Е 75-85 15-25

2 Витамин А 72-80 20-30

По полученным данным построена кривая за-
висимости величины относительной подвижно-
сти (Rf) витаминов А и Е (рис. 4) от полярности 
системы (Р`) в интервале от 0 до 4.4 ед. полярно-
сти. Как видно из графика на рис. 4, в интервале 

полярностей от 0 до 0.4 ед. витамины на хромато-
грамме разделяться не будут (значения Rf близкие 
по величине). При достижении величины Р`=1.5 
ед. и более, значение параметра Rf  исследуемых 
веществ перестает зависеть от полярности элюен-
та, и определяемые компоненты не сорбируется 
неподвижной фазой (Rf → 1). Следовательно для 
достижения наилучшего разделения необходимо 
работать в узком диапазоне от 0.5 до 1.2 ед. по-
лярности.

При более детальном изучении влияния по-
лярности системы на величину Rf  в диапазоне от 
0.2 до 2.0 ед., был выбран интервал значений Р` 
элюента, в котором данные зависимости приобре-
тают линейный характер (от 0.4 до 1.1 ед. поляр-
ности системы для витамина Е и от 0.7 до 1.5 для 
витамина А) (рис. 5). Уравнения и коэффициен-
ты корреляции приведены на рис. 5. С помощью 
предложенной зависимости можно подбирать раз-
личные системы для разделения витамина А и Е 
в тонком слое сорбента, чтобы величина Rf укла-

Рис. 3. Зависимость относительной скорости перемещения ЖРВ от содержания гексана (а) и хлоро-
форма (б) в подвижной фазе (неподвижная фаза – силикагель).
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дывалась в оптимальные значения [13]. Таким об-
разом, интервал полярностей элюента может ва-
рьировать в достаточно узком диапазоне от 0.62 
до 0.93 ед. (для витамина Е) и от 0.95 до 1.26 (для 
витамина А) при совместном определении.

При анализе значений селективности сорбции 
(табл. 2), установлено, что наилучшее разделение 
хроматографических зон достигается также в си-
стемах № 6-8 (интервал полярностей 0.73 – 1.1). 
Однако, на основании совокупности таких пока-
зателей, как величина Rf значение коэффициента 
селективности сорбции (L) и формы хроматогра-
фических зон разделяемых веществ была выбрана 
в качестве оптимальной система № 8.

Таким образом, по совокупности полученных 
результатов были выбраны условия хроматографи-
ческого разделения витаминов А и Е в тонком слое 
при совместном присутствии: сорбент – силикагеле-
вые пластинки марки «Sorbfil» 10х10 см с полимер-
ной подложкой; элюент – гексан:хлороформ (3:1); 
проявитель – 5% спиртовый раствор ФМК; объем 
пробы – 0.5 мкл растворов токоферола ацетата и 
ретинола ацетата с содержанием 10 мг/мл и 1 мг/

мл соответственно; время насыщения хроматогра-
фической камеры парами элюента – 20 мин; время 
элюирования – 25 мин; время выдерживания пла-
стинки в термостате при tº = 50 – 60 ºС - 5 – 7 мин.

Разработанная методика разделения и опреде-
ления витаминов А и Е была апробирована на ви-
таминном лекарственном препарате «Аевит» (ФС 
42-1699-95) [14]. Вид хроматограммы раствора 
содержимого 1 капсулы «Аевит» в 10 мл спирта и 
смеси стандартных образцов ретинола ацетата и 
токоферола ацетата в системе гексан-хлороформ 
(3:1) представлен на рис. 6. 

Для обоснования целесообразности исполь-
зования предлагаемой методики ТСХ для разде-
ления и определения витаминов А и Е провели 
сравнение ее характеристик с методиками, осно-
ванными на применении ВЭЖХ [3,8] (таблица 4).

Таким образом, в зависимости от целей ана-
лиза использование методики ТСХ, обладающей 
характеристиками, сопоставимыми с методом 
ВЭЖХ,  в определенных условиях, более предпо-
чтительно в виду низкой стоимости и экспрессно-
сти анализа. Однако, разработанная методика мо-
жет быть рекомендована только для разделения и 
идентификации витаминов А и Е при совместном 
присутствии в тонком слое. 

Рис. 4. Вид зависимости величины Rf токофе-
рола ацетата и ретинола ацетата от полярности 
элюента.

Рис. 5. Линейные зависимости величины Rf от 
значения полярности элюента.

Рис. 6. Вид хроматограммы раствора содержи-
мого 1 капсулы «Аевит» в 10 мл спирта (точка 1) 
и смеси стандартных образцов (0.5 мкл) ретинола 
ацетата и (0.5 мкл) токоферола ацетата (точка 2) в 
системе гексан-хлороформ (3:1). 

Тринеева О. В., Сафонова Е. Ф., Сливкин А. И.



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2015, № 3 133

Определение витаминов А и Е

Таблица 4
Сравнительная характеристика методик определения витаминов А и Е

№ п/п Характеристика методики ВЭЖХ Разработанная методика ТСХ
1 Идентификация веществ + +
2 Определение примесей + +
3 Количественное определение + -

4 Разделение витаминов 
при совместном присутствии + +

5 Чувствительность ≈1·10-6 г 1·10-7 г (витамин А); 
1·10-6 г (витамин Е)

6 Область применения

контроль качества индивидуальных 
субстанций, монокомпонентных 
лекарственных форм витаминов, 
комплексных поливитаминных 

препаратов, изделий косметологи-
ческой промышленности

7 Средняя стоимость оборудования Высокая (до 2 млн. руб.) Низкая (до 15 тыс. руб.)

8 Дополнительное оборудование Возможна смена колонки в зависи-
мости от объекта и целей анализа Не требуется

9 Продолжительность 5 анализов 20-30 мин. 30-40 мин

10 Производительность ≈ 20 анализов в час ≈ 10 анализов в час

11 Смена разделяющей среды и рас-
творителя

Более трудоемка и длительна, 
требует большого расхода раство-

рителя

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате, разработана методика определе-

ния и разделения жирорастворимых витаминов А 
и Е методом ТСХ при совместном присутствии. 
Показана возможность теоретического подхода к 
выбору оптимальных условий хроматографиче-
ского определения данных веществ в тонком слое. 
Методика может быть использована в контроле ка-
чества комплексных поливитаминных препаратов.
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