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Токоферолы являются важными биологически активными веществами с доказанной антиоксидантной активно-

стью, поэтому находят широкое применение для обогащения как пищевых, так и продуктов другого назначения. Синте-

зированные токоферолы, как правило, находятся в этерифицированной форме; их пробоподготовка для количественного 

определения методом высокоэффективной жидкостной хроматографии включает высокотемпературный щелочной гид-

ролиз. Пробоподготовка маслосодержащих объектов с низкой влажностью, содержащих природные токоферолы в не-

этерифицированной форме, осуществляется методом прямой экстракции неполярным растворителем. В данной работе 

проведено определение токоферолов в природных материалах (клюква и овсяные хлопья) методом ВЭЖХ с проведе-

нием пробоподготовки в двух вариантах: с применением щелочного гидролиза и методом прямой экстракции неполяр-

ным растворителем. Показано, что использование нормально-фазовой ВЭЖХ с подготовкой образца экстракцией гекса-

ном и низкотемпературной выдержкой с последующим центрифугированием позволяет определить как общее содержа-

ние токоферолов, так и его отдельных форм. Этот вариант менее трудоемок, требует меньшего количества реактивов, 

что значительно влияет на стоимость проведения анализа. В случае проведения пробоподготовки со щелочным гидро-

лизом возможно определение только общего количества токоферолов. При этом получили завышенные результаты, что, 

вероятно, связано с деструктивным разрушением как токоферолов, так и токотриенолов, присутствующих в объектах 

растительного происхождения, а на хроматограммах наблюдается один большой пик, включающий все продукты. 
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Введение 

Витамины являются важнейшими биологически активными веществами, незаменимыми в рационе 

питания человека. Токоферолы, выполняющие роль биологических антиоксидантов, препятствуют разруше-

нию эритроцитов и обеспечивают бесперебойное поступление имеющегося в них кислорода во все клетки 

организма; расширяют кровеносные сосуды и сохраняют их эластичность; уменьшают свертывание крови, 

воспалительные процессы; замедляют старение кожи; влияют на функцию половых и других эндокринных 

желез [1, 2]. Основными источниками витамина Е являются продукты растительного происхождения, среди 

которых лидируют растительные масла. Он содержится также в зеленых бобах, горохе, салате, луке зеленом, 

ягодах и зерновых культурах [3]. 

Актуальным является определение содержания токоферолов в различных объектах природного и син-

тетического происхождения. Несмотря на многообразие способов качественного и количественного опреде-

ления витаминов данной группы [4–6], наиболее применяемым в настоящее время является метод ВЭЖХ 

[7–15], который рекомендован для контроля содержания витамина Е как в пищевых продуктах, так и в кор-

мах для животных [16–18]. В нормативных доку-

ментах предлагаются два варианта пробоподго-

товки исследуемых материалов. Пробы, содержа-

щие неэтерифицированные токоферолы (расти-

тельные масла, маргарин, сливочное масло), гото-

вят прямой экстракцией неполярным растворите-

лем (гексаном) и анализируют методом нор-

                                                 
* Автор, с которым следует вести переписку. 

Петрова Светлана Николаевна – кандидат химических 

наук, доцент, доцент кафедры технологии пищевых 

продуктов и биотехнологии, e-mail: psn903@mail.ru 

Максимова Ирина Александровна – магистрант,  

e-mail: psn903@mail.ru 

Ещенко Анастасия Руслановна – магистрант, 

e-mail: psn903@mail.ru 

Минеева Елена Михайловна – магистрант,  

e-mail: psn903@mail.ru 



С.Н. ПЕТРОВА, И.А. МАКСИМОВА, А.Р. ЕЩЕНКО, Е.М. МИНЕЕВА 226 

мально-фазовой ВЭЖХ. В этом же стандарте пробоподготовку для прочих продуктов предлагается прово-

дить по многостадийной схеме, включающей омыление образца в присутствии щелочи при температуре до 

100 °С в течение 40 мин, трехкратное экстрагирование токоферолов из полученного раствора органическими 

растворителями, промывку и последующее концентрирование экстракта, разбавление полученного остатка 

в соответствующем растворителе. Эту же схему пробоподготовки рекомендуют при анализе функциональ-

ных пищевых продуктов [17]. Такая подготовка образцов слишком трудоемка. Кроме того, не исключена 

возможность разрушения и потерь токоферолов [19–21]. Щелочной гидролиз позволяет освободить токофе-

ролы из их этерифицированных форм (ацетатов или пальмитатов). В продуктах растительного происхожде-

ния токоферолы присутствуют в неэтерифицированной форме и наиболее приемлемым вариантом пробо-

подготовки является способ прямой экстракции неполярным растворителем. 

Цель настоящей работы – определение содержания витамина Е в натуральных продуктах методом вы-

сокоэффективной жидкостной хроматографии при использовании различных вариантов пробоподготовки. 

Экспериментальная часть 

Объектами исследования являлись ягоды клюквы и овсяные хлопья. Овсяные хлопья измельчали на 

мельнице до порошкообразного состояния. Ягоды клюквы замораживали в жидком азоте и полученный 

твердый полупродукт измельчали в фарфоровой ступке, что позволило провести дезинтеграцию (разруше-

ние) клеточной стенки, как указано в [22]. 

Определение токоферолов осуществляли методом ВЭЖХ в двух вариациях. В первом случае использо-

вали вариант обращенно-фазовой (ОФ) хроматографии, предлагаемый в государственном стандарте, с исполь-

зованием диодно-матричного детектора. Подготовку исследуемых образцов проводили следующим образом: 

навеску материала растворяли в этаноле, добавляли аскорбиновую кислоту и затем 50%-ный раствор гидрок-

сида калия. Омыление пробы проводили при температуре 85 °С в течение 30 мин в колбе с обратным холо-

дильником в присутствии азота. Затем к полученному раствору добавили дистиллированную воду. Четырех-

кратное экстрагирование токоферолов из полученного раствора проводили гексаном, разделяя гидрофильную 

и гидрофобную фракции с использованием делительной воронки. Объединенные гексановые экстракты про-

мыли водой до нейтральной реакции. Остаточные количества воды удалили с помощью сульфата натрия. По-

лученный экстракт упарили на роторном испарителе при температуре 50 °С практически досуха. Остаток рас-

творили в ацетонитриле. Раствор перенесли в виалу и использовали для проведения ВЭЖХ анализа. Для ана-

лиза методом обращенно-фазовой хроматографии использовали жидкостной хроматограф Agilent 1260 с фо-

тометрическим детектором, хроматографическую колонку Agilent Poroshell 120 (2.7 µм, 3.0×150 мм). Буфер А: 

вода. Буфер В: ацетонитрил : метанол (1 : 1). Метод элюирования представлен в таблице 1. 

В случае нормально-фазовой (НФ) ВЭЖХ подготовку образцов проводили методом прямой экстрак-

ции. К навеске измельченного материала добавляли гексан, тщательно перемешивали с использованием 

мультиротатора. Раствор после фильтрования помещали в низкотемпературный морозильник на 2–4 ч при 

температуре (-70 °С). Затем отбирали 1 мл гексанового раствора, центрифугировали его 10 мин 

(11000 об./мин, при +3 °С). Полученный раствор перенесли в виалу и использовали для проведения ВЭЖХ 

анализа. В этом варианте использовали жидкостной хроматограф GalaxyVarian 920 LC с фотометрическим 

и флуориметрическим детекторами. Для аналитической НФ ВЭЖХ использовали хроматографическую ко-

лонку Chromsep HPLC Column HPLC (5 µм, 4.6×250 мм) или аналогичную ей AgilentZorbaxRX-SIL (5 µм, 

4.6×250 мм). Использовали следующую буферную систему: Буфер А: гексан. Буфер В: метанол. Буфер С: 

гексан : 1-хлорбутан (6 : 4). Метод элюирования представлен в таблице 2. 

Таблица 1. Программа элюирования для ОФ ВЭЖХ (скорость потока – 0.35 мл/мин) 

Время, мин Буфер А, % Буфер B, % 

0.0 12 88 

3.0 12 88 

3.1 0 100 

17.0 0 100 

17.1 12 88 

25.0 12 88 
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Таблица 2. Программа элюирования для НФ ВЭЖХ (скорость потока – 0.5 мл/мин) 

Время, мин Буфер А, % Буфер B, % Буфер С, % 

0.0 60 2 38 

10.0 60 2 38 

10.3 0 80 20 

10.7 0 80 20 

11.0 60 2 38 

25.0 60 2 38 

Обсуждение результатов 

На рисунках представлены хроматограммы исследуемых объектов, полученные методом ОФ (рис. 1) 

и НФ (рис. 2) ВЭЖХ. На хроматограммах, полученных методом ОФ-ВЭЖХ, наблюдается один пик со вре-

менем выхода 16.85 мин, что соответствует времени выхода стандарта альфа-токоферола (табл. 3), для по-

лучения которого альфа-токоферол ацетат предварительно подвергли омылению с целью перевода его в сво-

бодную форму. Анализ образцов клюквы и овсяных хлопьев проводили в тех же условиях хроматографиче-

ского разделения, что и стандарты альфа-, гамма-, дельта-токоферола (рис. 3). При использовании этого ва-

рианта ВЭЖХ пробоподготовка проводилась в условиях высокотемпературного щелочного гидролиза, в ре-

зультате чего возможно разрушение натуральных токоферолов, а также неоднократного перерастворения 

пробы, приводящего к потерям витамина. Так, при изучении влияния омыления на состав токолов тыквен-

ного масла наблюдали переход токоферольной формы в токотриенольную и изменение соотношения между 

α- и γ-токоферолами в сторону уменьшения последнего приблизительно в 1.5 раза [20, 21]. 

 
 

Рис. 1. Хроматограммы (ОФ-ВЭЖХ) образцов клюквы (а) и овсяных хлопьев (б)  

 

 
 

Рис. 2. Хроматограммы (НФ-ВЭЖХ) образцов клюквы и овсяных хлопьев: 1 – α-, 2 – γ-, 3 – δ-

токоферолы 
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Таблица 3. Время удержания токоферолов при ОФ ВЭЖХ 

Наименование Rt стандартов, мин Rt образцов клюквы/овсяных хлопьев, мин 

α-токоферол 16.00–17.00 16.85/16.90 

γ-токоферол 14.00–15.10 –/– 

δ-токоферол 12.00–13.10 –/– 
 

При подготовке проб исследуемых объектов методом прямой экстракции гексаном отделение омыля-

емых фракций липидов осуществляли выдержкой гексановых растворов в морозильнике с последующим 

центрифугированием. Для анализа использовали НФ-ВЭЖХ. Стандарты токоферолов были подвергнуты 

аналогичной обработке. На хроматограммах (рис. 2) имеются пики, соответствующие α-, γ- и δ-формам то-

коферолов (рис. 4). В данном случае возможно определение не только общего количества токоферолов, но 

и их качественного состава. Определение токоферолов в продуктах вели методом внешнего стандарта (время 

удержания стандартов токоферолов представлено в таблице 4). 

Предлагаемый вариант пробоподготовки позволяет исключить жесткие условия обработки, приводя-

щие к деструкции токоферолов. Он менее трудоемкий, экономичный с точки зрения расходования химиче-

ских реактивов. Сравнение двух вариантов пробоподготовки для ВЭЖХ-анализа по определению токоферо-

лов представлено в таблице 5. 

  

Рис. 3. Хроматограмма (ОФ ВЭЖХ) стандартов:  

1 – δ-, 2 – γ-, 3 – α-токоферолы 

Рис. 4. Хроматограмма (НФ ВЭЖХ) стандартов:  

1 – α-, 2 – γ-, 3 – δ-токоферолы 

Таблица 4. Время удержания токоферолов при НФ ВЭЖХ 

Наименование Rt стандартов, мин Rt образцов клюквы/овсяных хлопьев, мин 

α-токоферол 7.00–8.00 7.39/7.43 

γ-токоферол 8.50–9.50 8.70/8.78 

δ-токоферол 10.10–11.40 11.10/11.21 

Таблица 5. Сравнение вариантов пробоподготовки 

Показатели С использованием щелочного гидролиза  С использованием прямой экстракции 
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В таблице 6 представлены экспериментальные данные по содержанию токоферолов в исследуемых 

объектах. Полученные результаты соответствуют литературным данным [23]. В случае использования ще-

лочного гидролиза при подготовке образцов растительного сырья получили завышенные результаты, что 

может быть связано с разрушением как токоферолов, так и токотриенолов, и один большой пик, наблюдае-

мый на хроматограммах (рис. 1), получается за счет наложения всех этих продуктов. 

Таблица 6. Количественное содержание токоферолов 

Вариант пробоподготовки Клюква, мг/кг Овсяные хлопья, мг/кг 

Прямая экстракция 

Общее содержание 13.82±1.38 14.80±1.48 

Альфа-токоферол 3.84±0.38 4.04±0.40 

Гамма-токоферол 6.91±0.69 7.68±0.77 

Дельта-токоферол 3.07±0.31 3.08±0.31 

Щелочной гидролиз Общее содержание 39.51±3.95 51.60±5.16 

Литературные данные Общее содержание 10 14 

Выводы 

Таким образом, пробоподготовка образцов методом прямой экстракции неполярным растворителем с 

последующими низкотемпературной выдержкой и центрифугированием для определения свободных форм 

токоферолов в различных продуктах природного происхождения методом НФ ВЭЖХ позволяет получить 

достоверные результаты. Предлагаемый способ подготовки пробы является менее трудоемким, требует 

меньшего количества реактивов, что значительно влияет на стоимость проведения анализа. В работе подо-

браны условия проведения анализа ВЭЖХ с учетом особенностей матриц. 

Авторы выражают особую благодарность руководству исследовательской лаборатории ООО «ИЛ 

Тест-Пущино» в лице генерального директора В.М. Возняка, а также Л.М. Винокурову и Б.З. Елецкой 

за оказанную помощь при проведении исследования и обработку полученных результатов. 
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Tocopherols, which are important biologically active substances, play the role of antioxidants. Synthesized tocopherols 

are usually in esterified form; their sample preparation for quantification by high performance liquid chromatography includes 

high temperature alkaline hydrolysis. Sample preparation of oil-containing objects having natural tocopherols in an unesterified 

form is carried out by direct extraction in a non-polar solvent. In this work, we determined the content of tocopherols in natural 

materials (the method of analysis of viscous particles) using the alkaline hydrolysis method and the direct extraction method in a 

non-polar solvent. It was shown that the use of normal-phase HPLC with a prepared extraction sample in hexane and low-tem-

perature exposure allows us to determine both the total content of tocopherols and its individual forms. This option is less time 

consuming, requires fewer reagents, which significantly affects the cost of the analysis. It is possible to determine only the total 

number of tocopherols. At the same time, overestimated results were obtained, which are probably associated with the destructive 

destruction of both tocopherols and tocotrienols present in plants of plant origin, and one large peak, including all products, is 

observed in the chromatograms. 

Keywords: tocopherols, HPLC, alkaline hydrolysis of tocopherols, cranberries, oat flakes. 
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