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Аннотация. Токоферолы являются одним из важнейших биологически активным компонентом в со-

ставе пищи, которые повышают защитные функции организма. Они рассматриваются во всем мире как 

эффективные антиоксиданты в пищевой промышленности. Цель – исследовать возможность тандем-

ного применения диодноматричного и флуориметрического детекторов при анализе содержания вита-

мина Е (альфа токоферола) в растительных объектах с высоким содержанием белка. Объектами иссле-

дования выбраны зерновые культуры с высоким содержанием белка: мука ржаная, мука пшеничная 

цельнозерновая, мука амаранта и зерно киноа. Исследование проводили на жидкостном хроматографе 

Shimadzu LC-20 Prominence с последовательно соединенными детекторами, диодноматричным и флу-

ориметрическим. Идентификацию токоферолов на диодноматричном детекторе проводили с опорной 

длиной волны 292 нм. На флуориметрическом детекторе использовали длину волны возбуждения 295 

нм и длину волны эмиссии – 330 нм. Количественный анализ исследуемых образцов был проведен с 

использованием метода внешнего стандарта. Показана возможность применения обращенно-фазового 

варианта высокоэффективной жидкостной хроматографии для анализа токоферолов в высокобелковых 

образцах растительного происхождения. Применение тандемного варианта детектирования с исполь-

зованием флуориметрического и диодноматричного детекторов повышает информативность хромато-

графического анализа. 
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Abstract. Tocopherols are one of the most important biologically active components in the composition of 

food, which enhance the protective functions of the body. They are considered worldwide as effective antiox-

idants in the food industry. The aim is to investigate the possibility of tandem use of single–matrix and fluori-

metric detectors in the analysis of vitamin E (alpha tocopherol) content in plant objects. The objects of the 
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study are cereals with a high protein content: rye flour, whole wheat flour, amaranth flour and quinoa grain. 

The study was performed on a Shimadzu LC-20 Prominence liquid chromatograph with series-connected de-

tectors, diode-matrix and fluorimetric. Identification of tocopherols on a diode-matrix detector was carried out 

with a reference wavelength of 292 nm. An excitation wavelength of 295 nm and an emission wavelength of 

330 nm were used on a fluorometric detector. The quantitative analysis of the studied samples was carried out 

using the method of an external standard. The possibility of using a reverse-phase variant of high-performance 

liquid chromatography for the analysis of tocopherols in high-protein samples of plant origin is shown. The 

use of tandem detection using fluorimetric and diode-matrix detectors increases the informative value of chro-

matographic analysis. 

Keywords: vitamin E, tocopherols, HPLC, plant samples, fluorimetric detector. 
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Введение 

Витамин Е является одним из важней-

ших биологически активных компонен-

тов в составе пищи, способствует поддер-

жанию гомеостаза организма человека 

[1]. Под аббревиатурой витамин Е, объ-

единены восемь известных и близких по 

химической структуре и биологической 

активности токоферолов [2]. Токоферолы 

во всем мире рассматриваются как эф-

фективные антиоксиданты для медицин-

ского применения, а также в пищевой и 

фармацевтической промышленностях [3, 

4]. Хорошо известно, что эти физиологи-

чески активные вещества обладают 

огромным потенциалом биологического 

действия. Токоферолы способствуют ста-

билизации клеточных мембран, препят-

ствуют тромбообразованию, принимают 

участие в синтезе гема- и гормоноподоб-

ных веществ. Токоферолы способствуют 

нормальному функционированию муску-

латуры, включая сердечную мышцу. 

Участвуя в биохимических процессах, 

токоферолы способствуют усвоению бел-

ков и липидов, способствует процессу 

тканевого дыхания, влияют на работу 

нервной системы, кроветворения [4]. Ли-

пофильные свойства токоферолов спо-

собствует их аккумуляции в организме, 

что при некоторых условиях может при-

вести к побочным эффектам. 

Токоферолы активно используются в 

качестве вспомогательных веществ при 

производстве лекарственных препаратов 

[5]. Одним из современных трендов явля-

ется обогащение пищи компонентами 

растительного происхождения [6, 7]. С 

другой стороны, растительные объекты с 

высоким содержанием белка находят ши-

рокое применение как самостоятельные 

пищевые продукты и продукты функцио-

нальной направленности [8-10]. Человек 

получает витамин Е (токоферолы) только 

из пищи. Большое количество его содер-

жится в растительных объектах и их компо-

нентах: маслах, орехах, семенах и т.д. [11]. 

В настоящее время наметилось актив-

ное использование растительного сырья, 

и, в частности, зерновых культур с высо-

ким содержанием белка и токоферолов, 

включая токотриенолы [12]. В этой связи, 

актуальным остается повышение инфор-

мативности инструментальных методов 

физико-химического анализа примени-

тельно к сложным многокомпонентным 

объектам растительного происхождения 

продуктов их переработки, содержащих 

токоферолы. 

В настоящее время, разработано зна-

чительное число аналитические методов 

определения витамина Е: титриметриче-

ский, электрохимический, методы 

ядерно-магнитного резонанса, оптиче-

ские [13] обладающие аналитическими 

преимуществами и определенными огра-

ничениями. Значительной вариативно-

стью отличаются методы хроматографи-

ческого анализа (ТСХ, ВЭЖХ, ГХ) вклю-

чая пробоподготовку, что заслуживает 
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особого внимания [14-17]. Являясь анти-

оксидантами, токоферолы рассматрива-

ются как показатели доброкачественно-

сти и нативности образца [18]. Приори-

тетным направлением становится хрома-

тографический анализ содержания натив-

ных и окисленных токоферолов в образ-

цах по принципу хроматографического 

«отпечатки пальцев», позволяя рассмат-

ривать профиль токоферола для иденти-

фикации образца и его качественных ха-

рактеристик [20-22]. Такие принципы ак-

тивно исследуются для различных масле-

ничных растений и продуктов их перера-

ботки [19, 23]. В методах анализа расти-

тельных масел токоферол выполняет 

роль одного из реперного компонента, 

позволяя выявлять фальсификаты [24]. 

На сегодняшний день на территории Рос-

сийской федерации действуют два меж-

государственных стандарта для опреде-

ления витамина Е (токоферолов): ГОСТ 

EN 12822-2014 распространяется на всю 

пищевую продукцию, в том числе молоч-

ные продукты, валидация метода прове-

дена по маргарину и сухому молоку; 

ГОСТ ISO 20633-2018 для узкой катего-

рии специализированной пищевой про-

дукции, который использует нормально-

фазовую ВЭЖХ.  

Разработаны способы изучения и ана-

лиза токоферолов в режимах нормально- 

и обращенно-фазовой ВЭЖХ [25, 26]. 

Следует отметить, что обращенно-фазо-

вый вариант ВЭЖХ с тандемным приме-

нением диодноматричного и флуоримет-

рического детекторов при исследовании 

многокомпонентных аналитов обладает 

определенными преимуществами [27]. В 

тоже время, практически не исследованы 

аналитические возможности определения 

токоферолов с применением диодномат-

ричного и флуориметрического детекто-

ров в режиме обращенно-фазовой ВЭЖХ 

для анализа токоферолов в высокобелко-

вых продуктах. Цель работы: исследова-

ние возможности тандемного примене-

ния диодноматричного и флуориметри-

ческого детекторов при анализе содержа-

ния витамина Е (альфа токоферола) в рас-

тительных объектах с высоким содержа-

нием белка. Метод ВЭЖХ хроматогра-

фии с диодноматричным детектирова-

нием или с флуориметрическим видится 

как более чувствительный, доступный, 

простой и в тоже время универсальный 

метод определения витамина Е (токофе-

ролов) в продуктах растительного и жи-

вотного происхождения. 

Экспериментальная часть 

Объектами исследования выбраны 

зерновые культуры с высоким содержа-

нием белка: мука ржаная, мука пшенич-

ная цельнозерновая, мука амаранта и 

зерно киноа.  

Растворители, реагенты и стандартные 

образцы. Работу осуществляли с исполь-

зованием ацетонитрила (квалификации 

«for HPLC gradient / UHPLC supergradient 

grade, ACS», cas № 75-05-8 PanReac). 

Идентификацию токоферолов проводили 

по альфа-токоферолу Sigma-Aldrich (CAS 

10191-41-0) и α -токоферола ацетату 

(Zentiva, Словацкая республика).  

Оборудование. Исследование прово-

дили на жидкостном хроматографе 

Shimadzu LC-20 Prominence (Япония), 

оборудованного насосами высокого дав-

ления, которые обеспечивают возмож-

ность разделения как в изократическом, 

так и в градиентном режимах. Детектиро-

вание проводилось с помощью диодно-

матричного детектора SPD20MA, флуо-

риметрического детектора RF-20Axs. 

Хроматографическое определение то-

коферолов в образцах. Разделение токо-

феролов проводили на колонке Gemini С-

18 250х4.6мм (Phenomenex, США) в ре-

жиме изократического элюирования (по-

движная фаза А – ацетонитрил), темпера-

тура термостата колонки 55°С; скорость 

потока подвижной фазы – 1.2 см3/мин; 

объем вводимой пробы – 0.02 см3. 

Идентификацию токоферолов прово-

дили последовательно на диодноматрич-

ном детекторе с опорной длиной волны 
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292 нм. На флуориметрическом детек-

торе использовали длину волны возбуж-

дения 295 нм и длину волны эмиссии – 

330 нм. Количественный анализ исследу-

емых образцов был проведен с использо-

ванием метода внешнего стандарта.  

Пики токоферолов на хроматограмме ис-

следуемого образца определяли по совпа-

дению значений времени удерживания со 

значениями времени удерживания пика 

альфа-токоферола, использованного в ка-

честве свидетеля-стандарта.  

Экстракция токоферолов. (5.000 

+0.001) г анализируемой пробы поме-

щали в коническую колбу вместимостью 

250 см3, снабжённую обратным холодиль-

ником. Добавляли антиоксидант (0.1 г 

гидрохинона), 50 см3 водно-спиртового 

раствора щёлочи и подвергали омылению 

на водяной бане при температуре 82-85оС 

в течение 30 мин. По окончании омыле-

ния колбу охлаждали до комнатной тем-

пературы, добавляли 50 см3 дистиллиро-

ванной воды и 50 см3 гексана, смесь тща-

тельно перемешивали и давали отсто-

яться. После расслаивания смеси гекса-

новый слой осторожно сливали в дели-

тельную воронку вместимостью 500 см3. 

Экстракцию гексаном повторяли дважды 

порциями по 50 см3, последнюю фрак-

цию переносили в делительную воронку, 

сливая содержимое колбы через воронку 

с марлевым слоем. Содержимое дели-

тельной воронки промывали дистиллиро-

ванной водой порциями по 50 см3 до 

нейтральной реакции среды (по индика-

торной бумаге). Промытый экстракт пе-

реносили в сухую перегонную колбу, 

пропуская его через обеззоленный 

фильтр, заполненный безводным сульфа-

том натрия (около 50 г). 

Делительную воронку и фильтр про-

мывали 50 см3 гексана. Отгоняли гексан 

на ротационном испарителе при темпера-

туре бани 70оС. Маслянистый остаток 

растворяли в 3 см3 подвижной фазы, ко-

торую добавляли порциями, чтобы пере-

нести в предварительно откалиброван-

ную пробирку с притёртой пробкой. По-

лученный экстракт подвергали хромато-

графическому анализу. 

Обсуждение результатов 

Сопоставлены два варианта хромато-

графического метода анализа: с исполь-

зованием диодноматричного детектора 

(рис.1) и флуориметрического детектора 

(рис.2), которые позволили исследовать 

содержание биологически активных ве-

ществ липофильного класса (витамин Е 

(токоферолы)) (таблица 1). 

Определение пригодности метода 

ВЭЖХ как чувствительного, доступного, 

 
а – хроматограмма экстракта зерна киноа; б – хроматограмма экстракта муки амаранта высоко-

белковой; в – хроматограмма экстракта муки ржаной; г – хроматограмма экстракта муки пшенич-

ной; д – хроматограмма стандарта альфа-токоферола 

Рис. 1. Сравнение выхода альфа-токоферола относительно стандарта в условиях ОФ 

ВЭЖХ по диодноматричному детектору 

Fig.1. Comparison of alpha-tocopherol yield relative to the standard under reverse-phase 

HPLC using a diode matrix detector 
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простого и в тоже время универсального 

метода определения витамина Е (токофе-

ролов) в продуктах растительного и живот-

ного происхождения устанавливали по 

времени удерживания пика и спектраль-

ным характеристикам в УФ области пика. 

В свою очередь, использование детек-

тирующих устройств, позволяющих фик-

сировать целевой аналит, также может не 

ограничиваться строгой селективностью 

(применительно к флуориметрическому 

детектору). Ограничивающим фактором 

применения соответствующего детектора 

будет являться количественное содержа-

ние токоферолов в анализируемом об-

разце. Однако, понимая диапазон воз-

можных концентраций целевого компо-

нента в анализируемом образце, можно 

повысить информативность анализа, как 

вариант используя особенности пробо-

подготовки с концентрированием извле-

чения из пробы.  

Тандемный вариант подключения ди-

одноматричного и флуориметрического 

детекторов способствует повышению ин-

формативности ВЭЖХ анализа. При 

установлении критического значения 

аналитического сигнала аналита в усло-

виях диодноматричного и флуориметри-

ческого детекторов возможно влияние 

матричного эффекта. Такие особенности, 

связанные с влиянием присутствующих 

компонентов, их структурными особен-

ностями, влияющими на хроматографи-

ческое время удерживания и величину 

аналитического сигнала, требуют деталь-

ного рассмотрения и математической об-

работки.  

Вместе с этим, каждый из рассматри-

ваемых образцов зерна, являясь доста-

точно близким по структурно-морфоло-

гическому подобию, содержит уникаль-

ный набор реперных компонентов. В этой 

 
а – хроматограмма экстракта зерна киноа, б – хроматограмма экстракта муки амаранта высоко-

белковой, в – хроматограмма экстракта муки ржаной, г – хроматограмма экстракта муки пшенич-

ной, д – хроматограмма стандарта альфа-токоферола 

Рис.2. Сравнение выхода альфа токоферола относительно стандарта в условиях ОФ 

ВЭЖХ по флуориметрическому детектору 

Fig. 2. Comparison of alpha-tocopherol yield relative to the standard in reverse-phase HPLC 

using a fluorimetric detector 

 

Таблица 1. Количественное содержание витамина Е (альфа-токоферола) в исследуемых об-

разцах 

Table 1. Quantitative content of vitamin E (alpha-tocopherol) in the studied samples 

Наименование образца Витамина Е (мг /1г образца)* 

Зерно киноа 4.8140±0.0020 

Мука амаранта высокобелковая 2.7840±0.0005 

Мука ржаная 1.1660±0.0010 

Мука пшеничная цельнозерновая 1.8630±0.0024 

*В пересчете на стандарт-свидетель альфа-токоферола  
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связи при анализе образцов раститель-

ного происхождения, содержащих раз-

личные классы органических соедине-

ний, оправдано применение диодномат-

ричного детектора. Вместе с тем, полу-

ченные спектральные и хроматографиче-

ские данные для обработки и сопоставле-

ния результатов требуют привлечения 

математических методов.  

В данной работе для математической 

обработки и сопоставления результатов 

был применен метод главных компонент, 

используемый при анализе объектов рас-

тительного происхождения [9, 10]. Ис-

пользование данного метода позволяет 

дифференцировать токоферолы, облада-

ющие индивидуальными спектральными 

характеристиками. 

Анализ главных компонентов (АГК) 

позволил визуализировать и уменьшить 

размер набора данных. Графические ил-

люстрации показывают (рис. 3), что спек-

трально активные соединения муки ржа-

ной в условиях флуориметрического де-

тектирования лежат в области, прибли-

женной к стандарту α-токоферола. В 

свою очередь, флуориметрическое детек-

тирование отражает достаточную подоб-

ность по области векторов для образцов 

киноа и муки амаранта высокобелковой. 

Обособленно распределились показатели 

для муки пшеничной высокобелковой. В 

условиях диодноматричного детектиро-

вания (рис. 4), области векторов распре-

делились близкими спецификациями для 

образцов киноа и муки ржаной, а мука 

амаранта высокобелковая и мука пше-

ничная цельнозерновая оказались в близ-

ких областях графика.  

Сравнивая дисперсию в условиях ди-

одноматричного (рис. 6) и флуориметри-

ческого детектирования (рис. 5), следует 

отметить несколько меньшие значения 

для последнего. В данном случае, эти по-

казатели закономерны и связаны с нали-

чием специфического свойства детекти-

руемых компонентов – флуоресценции (в 

рассматриваемых параметрах возбужде-

ния и эмиссии). В свою очередь исполь-

зование диодноматричного детектора 

позволяет отслеживать наличие ключе-

вых токоферолов, а также иных (спек-

трально активных) соединений, присут-

ствующих в образце.  

  
Х1 – зерно киноа, Х2 – мука амаранта 

высокобелковая, Х3 – мука ржаная, Х4 – мука 

пшеничная, Х 5 – альфа-токоферола ацетат 

 Рис. 3. Вектор распределения 

аналитического сигнала образцов по 

данным флуориметрического детектора 

Fig.3. The distribution vector of the 

analytical signal of the samples according to 

the data of the fluorimetric detector 

Х1 – зерно киноа, Х2 – мука амаранта 

высокобелковая, Х3 – мука ржаная, Х4 – 

мука пшеничная, Х 5 – альфа-токоферола  

Рис. 4. Вектор распределения 

аналитического сигнала образцов по 

данным диодноматричного детектора 

Fig.4. The distribution vector of the 

analytical signal of the samples according to 

the data of the diode matrix detector 
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Метод главных компонентов описа-

тельный и был выполнен с использова-

нием SAS версии 9.1 в этом исследовании 

для определения приоритетности или 

оценки образцов, содержащих токофе-

ролы. Как видно на графиках осыпи, пер-

вые четыре основных образца показали 

наилучшую кластеризацию с дисперсией 

в интервале 23.4876-19.2449% по флуо-

риметрическому детектору (рис. 7, табл. 

2), и в интервале 26.2027-15.8385% – по 

диодноматричному детектору (рис. 8, 

табл. 3).  

Таким образом, в таблицах 4, 5 сосре-

доточены только собственные векторы 

X1, X2, X3, X4, X5. Чем больше собствен-

ный вектор, тем больше информации ис-

ходная переменная вносит в основной 

компонент. Собственные векторы в об-

разцах (таблицы 4-5) указывают на то, что 

определение может быть использовано для 

контроля по показателю токоферол как с 

использованием флуориметрического, так 

и диодноматричного детекторов. 

  
Х1 – зерно киноа, Х2 – мука амаранта высоко-

белковая, Х3 – мука ржаная, Х4 – мука пшенич-

ная, Х 5 – стандарт альфа-токоферола 

Рис. 5. Графические иллюстрации диспер-

сии, флуориметрический детектор 

Fig.5. Graphical illustrations of dispersion, 

fluorimetric detector 

Х1 – зерно киноа, Х2 – мука амаранта вы-

сокобелковая, Х3 – мука ржаная, Х4 – мука 

пшеничная, Х 5 – стандарт альфа-

токоферола 

Рис. 6. Графические иллюстрации дис-

персии, диодноматричный детектор 

Fig.6. Graphical illustrations of disper-

sion, diode matrix detector 

  

ПК1 – зерно киноа, ПК2 – мука амаранта 

высокобелковая, ПК3 – мука ржаная, ПК4 – 

мука пшеничная, ПК5 – стандарт альфа-

токоферола 

Рис. 7. График осыпи данных, 

флуориметричсекий детектор 

Fig.7. Data scree graph, fluorimetric detector 

 

ПК1 – зерно киноа, ПК2 – мука амаранта 

высокобелковая, ПК3 – мука ржаная, ПК4 

– мука пшеничная, ПК5 – стандарт альфа-

токоферола 

Рис. 8. График осыпи данных, диодно-

матричный детектор 

Fig.8. Data scree graph, diode matrix 

detector 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S209517792031039X#tbl4
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Исходя из матрицы корреляции факто-

ров в пробах (таблица 6) для флуоримет-

рического детектора хорошо прослежи-

вается корреляция стандарта токоферола 

Таблица 2. Таблица данных осыпи (флуориметрический детектор) 

Table 2. Scree data table (fluorimetric detector) 

Параметр ПК₁ ПК₂ ПК₃ ПК₄ ПК₅ 

Собственное 

значение 
1.1744 1.1027 0.9913 0.9622 0.7694 

% дисперсии 23.4876 22.0543 19.8258 19.2449 15.3873 

Накоплен-

ный (%) 
23.4876 45.5419 65.3677 84.6127 100.0000 

 

Таблица 3. Таблица данных осыпи (диодноматричный детектор) 

Table 3. Scree data table (diode matrix detector) 

Параметр ПК₁ ПК₂ ПК₃ ПК₄ ПК₅ 

Собственное 

значение 
1.3101 1.2458 0.9894 0.7919 0.6627 

% дисперсии 26.2027 24.9153 19.7887 15.8385 13.2549 

Накоплен-

ный (%) 
26.2027 51.1180 70.9066 86.7451 100.0000 

 

Таблица 4. Значения собственных векторов по данным флуориметрического детектора 

Table 4. Values of the eigenvectors according to the fluorimetric detector data 

X1 X2 X3 X4 X5 

0.4887 -0.0112 0.5888 -0.5433 0.3453 

0.6214 0.0112 -0.4289 0.416 0.5067 

-0.3438 0.5851 -0.3752 -0.4403 0.4525 

-0.4587 -0.6579 0.0596 0.04227 0.5928 

-0.2156 0.4738 0.5701 0.5798 0.2605 
 

Таблица 5. Значения собственных векторов по данным диодноматричного детектора 

Table 5. Values of the eigenvectors according to the data of the diode matrix detector 

X1 X2 X3 X4 X5 

0.2846 0.6068 0.0269 0.7358 -0.0932 

0.5728 -0.4488 0.0433 0.2287 0.6452 

0.2843 0.6401 0.0603 -0.5896 0.3979 

0.6814 -0.1438 0.2316 -0.2342 -0.6376 

-0.2139 -0.0022 0.9696 0.0619 0.1013 
 

Таблица 6. Матрицы корреляции факторов в пробах по результатам флуориметрического де-

тектора 

Table 6. Correlation matrices of factors in samples based on the results of a fluorimetric detector 

Группа\Group X-1 X-2 X-3 X-4 X-5 

X-1 1 0.02332 -0.07311 -0.08498 -0.03069 

X-2 0.02332 1 -0.08394 -0.1202 -0.06023 

X-3 -0.07311 -0.08394 1 -0.07302 0.02572 

X-4 -0.08498 -0.1202 -0.07302 1 -0.05161 

X-5 -0.03069 -0.06023 0.02572 -0.05161 1 
 

Таблица 7. Матрицы корреляции факторов в пробах по результатам диодноматричного детектора 

Table 7. Correlation matrices of factors in samples based on the results of a diode matrix detector 

Группа\Group X-1 X-2 X-3 X-4 X-5 

X-1 1 -0.03113 0.2233 0.05445 -0.02579 

X-2 -0.03113 1 -0.07865 0.2867 -0.0632 

X-3 0.2233 -0.07865 1 0.09413 -0.02583 

X-4 0.05445 0.2867 0.09413 1 -0.0227 
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и образца муки амаранта высокобелко-

вой. Данный фактор делает возможным 

определение токоферолов как реперных 

компонентов в амарантовой муке. 

В свою очередь, детектор с диодной 

матрицей обладает рядом ключевых фак-

торов: относительная экономическая до-

ступность, простота в эксплуатации, воз-

можность варьировать компоненты по-

движных фаз. Перечисленные факторы 

делают детектор с диодной матрицей вос-

требованным в производственных и ве-

домственных лабораториях.  Данное ак-

туально при выполнении исследователь-

ских работ. Тандемное использование 

двух детекторов способствует расшире-

нию информации об образце. 

Заключение 

Полученные результаты показали воз-

можность применения обращенно- фазо-

вого варианта высокоэффективной жид-

костной хроматографии для анализа то-

коферолов в высокобелковых образцах. 

Применение тандемного варианта детек-

тирования с использованием флуоримет-

рического и диодноматричного детекто-

ров повышает информативность хрома-

тографического анализа. Вместе с этим, 

использование диодноматричного детек-

тирования для анализа токоферолов поз-

воляет получать валидные качественные 

и количественные результаты. Предло-

женный вариант ВЭЖХ позволяет оцени-

вать качественное и количественное со-

держание токофероов в продуктах пере-

работки зерновых культур с целью опре-

деления их потребительских свойств.  

Конфликт интересов  

Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-

сов или личных отношений, которые 

могли бы повлиять на работу, представ-

ленную в этой статье. 
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