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Ïðåäñòàâëåíà ìåòîäèêà ïðîáîïîäãîòîâêè äëÿ îïðåäåëåíèÿ òîêîôåðîëà àöåòàòà (ÒÀ) è ðå-

òèíîëà ïàëüìèòàòà (ÐÏ) â ëèïèäíûõ ìèêðîêàïñóëàõ ìåòîäîì îáðàùåííî-ôàçîâîé âûñîêî-

ýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè ñ ÓÔ-äåòåêòèðîâàíèåì (ÂÝÆÕ-ÓÔ) â èçîêðàòè-

÷åñêîì ðåæèìå ýëþèðîâàíèÿ. Ìåòîäèêà âêëþ÷àåò ðàñòâîðåíèå ìèêðîêàïñóë ïðè íàãðåâà-

íèè, îõëàæäåíèå ðàñòâîðà, öåíòðèôóãèðîâàíèå, ôèëüòðàöèþ è õðîìàòîãðàôèðîâàíèå â

âûáðàííûõ óñëîâèÿõ. Íà îñíîâàíèè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé îïðåäåëåíà îï-

òèìàëüíàÿ äëèíà âîëíû äåòåêòèðîâàíèÿ 288 ± 2 íì, ïîçâîëÿþùàÿ îñóùåñòâëÿòü ñîâìåñò-

íîå îïðåäåëåíèå ÐÏ è ÒÀ. Ðàññìîòðåíî âëèÿíèå ñîñòàâà ïîäâèæíîé ôàçû (ÏÔ) íà õðîìà-

òîãðàôè÷åñêèå ïàðàìåòðû (âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ, ïëîùàäü ïèêà, ðàçðåøåíèå, øèðèíà ïèêà,

êîýôôèöèåíò àñèììåòðèè ïèêà) äëÿ ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ ÒÀ è ÐÏ: íàèëó÷øèå çíà÷åíèÿ

óêàçàííûõ ïàðàìåòðîâ îáåñïå÷èâàåò èñïîëüçîâàíèå ïîäâèæíîé ôàçû àöåòîíèòðèë-èçîï-

ðîïèëîâûé ñïèðò-1,2-äèõëîðýòàí â îáúåìíîì îòíîøåíèè 55:40:5. Ïðåäëîæåííàÿ ìåòîäèêà

ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü ÒÀ â äèàïàçîíå ñîäåðæàíèé îò 0 äî 5 % è ÐÏ — îò 0 äî 10 %. Ïðàâè-

ëüíîñòü ðåçóëüòàòîâ îïðåäåëåíèÿ æèðîðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ (ÒÀ è ÐÏ) â ëèïèäíûõ

ìèêðîêàïñóëàõ ïîäòâåðæäåíà ìåòîäîì «ââåäåíî – íàéäåíî». Ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ êîìïî-

íåíòîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðåäëîæåííîé ïðîáîïîäãîòîâêè ñîñòàâèëà íå ìåíåå 98,5 % äëÿ

ÒÀ è íå ìåíåå 99,6 % äëÿ ÐÏ. Ìåòîäèêà ìîæåò áûòü ðåêîìåíäîâàíà äëÿ îïðåäåëåíèÿ æèðî-

ðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ â ëàáîðàòîðèÿõ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà ôàðìàöåâòè÷åñêèõ, êîñìåòè÷å-

ñêèõ è ïèùåâûõ ïðîèçâîäñòâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: òîêîôåðîëà àöåòàò; ðåòèíîëà ïàëüìèòàò; ëèïèäíûå ìèêðîêàïñóëû;

ÂÝÆÕ-ÓÔ; îïðåäåëåíèå.
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An original method for the quantitative determination of retinol palmitate (RP) and tocopherol acetate

(TA) in lipid microcapsules using reverse-phase high-performance liquid chromatography with ultraviolet

detection (HPLC-UV) in isocratic elution mode is proposed. The method includes sample preparation of

lipid microcapsules, HPLC separation of microcapsule components TA and RP, as well as metrological sup-

port for the quantitative determination of vitamins. Sample preparation of microcapsules included the fol-

lowing stages: dissolution of microcapsules by heating, cooling of the solution, centrifugation and filtra-

tion. The proposed sample preparation procedure provides the extraction degree no less than 98.5% for TA

and 99.6% for RP, respectively. Optimal HPLC-UV chromatography conditions for isocratic elution were

selected. The optimal wavelength of 288 ± 2 nm determined from spectrophotometric measurements
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provides the joint determination of RP and TA. The effect of mobile phase (MP) composition on chromato-

graphic parameters (retention time, peak area, resolution, peak width, peak asymmetry coefficient) for

standard TA and RP samples is considered. The best values for these parameters were determined from

the peaks obtained when using the mobile phase acetonitrile: isopropyl alcohol: 1,2-dichloroethane

(55:40:5). Calibration dependences of the peak areas on the concentration of TA from 0 to 5% and RP from

0 to 10% were constructed; the correlation coefficients were 0.9981 and 0.9976, respectively. The accuracy

of the method for the quantitative determination of fat-soluble vitamins (TA and RP) in lipid

microcapsules was assessed in spike recovery tests. The method can be recommended for quality control

laboratories to determine the quantitative content of fat-soluble vitamins such as retinol palmitate and

tocopherol acetate in the pharmaceutical, cosmetic and food industries.

Keywords: tocopherol acetate; retinol palmitate; cosmetic microcapsules; HPLC-UV; determination.

Ââåäåíèå

Æèðîðàñòâîðèìûå âèòàìèíû, òàêèå êàê òîêî-

ôåðîëà àöåòàò (ÒÀ) è ðåòèíîëà ïàëüìèòàò (ÐÏ),

íàøëè ïðèìåíåíèå â ðàçíûõ îòðàñëÿõ ïðîìûø-

ëåííîñòè â êà÷åñòâå àêòèâíûõ èíãðåäèåíòîâ. Îä-

íàêî â ñâîåì íàòèâíîì âèäå ÒÀ è ÐÏ íåñòàáèëü-

íû âñëåäñòâèå âîçäåéñòâèÿ ôàêòîðîâ îêðóæàþ-

ùåé ñðåäû [1]: ýôôåêòèâíîñòü ïðîäóêòîâ, ñîäåð-

æàùèõ â êà÷åñòâå àêòèâíûõ èíãðåäèåíòîâ ÒÀ è

ÐÏ, óìåíüøàåòñÿ ïîñëå âñêðûòèÿ óïàêîâêè è îï-

ðåäåëåííîãî ïåðèîäà õðàíåíèÿ èç-çà ïðîòåêàíèÿ

ïðîöåññîâ îêèñëåíèÿ ïîä äåéñòâèåì êèñëîðîäà

âîçäóõà [2]. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé ïðîáëåìû ñîçäàíà

òåõíîëîãèÿ ìèêðîêàïñóëèðîâàíèÿ, ïîçâîëÿþùàÿ

çàùèòèòü àêòèâíûå èíãðåäèåíòû. Êàê ïðàâèëî,

äëÿ ëó÷øåãî ðàñïðåäåëåíèÿ æèðîðàñòâîðèìûõ

âèòàìèíîâ â ìàòðèöå ìèêðîêàïñóëû îáîëî÷êà

äîëæíà ñîñòîÿòü èç ëèïèäíûõ êîìïîíåíòîâ. Îä-

íàêî âñëåäñòâèå ñõîæåñòè ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ

ñâîéñòâ êîìïîíåíòîâ îáîëî÷êè è æèðîðàñòâîðè-

ìûõ âèòàìèíîâ âîçíèêàåò ïðîáëåìà îïðåäåëåíèÿ

ÒÀ è ÐÏ â ïîäîáíûõ ìèêðîêàïñóëàõ, â ïåðâóþ

î÷åðåäü ñâÿçàííàÿ ñî ñëîæíîñòüþ âûäåëåíèÿ âè-

òàìèíîâ èç ëèïèäíîé ìàòðèöû, à òàêæå ñ âûáî-

ðîì óñëîâèé õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ

îïðåäåëÿåìûõ è ìàòðè÷íûõ êîìïîíåíòîâ. Áîëü-

øèíñòâî îïóáëèêîâàííûõ ðàáîò ïî îïðåäåëåíèþ

ÒÀ è ÐÏ ïîñâÿùåíî àíàëèçó ñûâîðîòêè êðîâè

[3 – 5]. Îïèñàíû ñïîñîáû îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ â

ïèùåâûõ è êîðìîâûõ ïðîäóêòàõ, à òàêæå â ëå-

êàðñòâåííûõ ïðåïàðàòàõ ìåòîäàìè ÂÝÆÕ-ÓÔ

[6 – 17], òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè (ÒÑÕ)

[15 – 17, 23], ñïåêòðîôîòîìåòðèè [21 – 26]. Îöåí-

êà ñîäåðæàíèÿ âèòàìèíîâ â òàêèõ îáúåêòàõ, êàê

ëèïèäíûå ìèêðîêàïñóëû, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áî-

ëåå ñëîæíóþ çàäà÷ó.

Ìåòîä ÒÑÕ õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëåå íèçêîé

÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è ìåíüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ

ïî ñðàâíåíèþ ñ ÂÝÆÕ. Ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîå

îïðåäåëåíèå, êàê ïðàâèëî, íå îáëàäàåò äîñòàòî÷-

íîé ñïåöèôè÷íîñòüþ è òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ äî-

ïîëíèòåëüíûõ îïåðàöèé, íàïðèìåð, îìûëåíèÿ,

â ðåçóëüòàòå êîòîðîãî, ïîìèìî ÒÀ è ÐÏ, áóäóò

âûäåëÿòüñÿ ñëîæíûå ýôèðû ëèïèäíîé ìàòðèöû.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ÂÝÆÕ-ÓÔ ÿâëÿåòñÿ îäíèì

èç ñàìûõ ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ ÒÀ

è ÐÏ, ïîçâîëÿþùèì ïîëó÷àòü íàèáîëåå äîñòîâåð-

íûå ðåçóëüòàòû [27]. Ìèêðîêîëîíî÷íàÿ ÂÝÆÕ

ñòàíîâèòñÿ âñå áîëåå ïîïóëÿðíûì ìåòîäîì àíà-

ëèçà âî ìíîãèõ îáëàñòÿõ, ïîñêîëüêó óìåíüøåíèå

ðàçìåðà ÷àñòèö ñîðáåíòà è âíóòðåííåãî äèàìåòðà

êîëîíêè îòêðûâàåò âîçìîæíîñòè äëÿ ïîâûøåíèÿ

ýôôåêòèâíîñòè ðàçäåëåíèÿ, ñïîñîáñòâóåò óâåëè-

÷åíèþ ðàçðåøåíèÿ è óñêîðåíèþ àíàëèçà [28].

Èñïîëüçîâàíèå ìèêðîêîëîíêè ïîçâîëÿåò çíà÷è-

òåëüíî ñíèçèòü ñòîèìîñòü ðàñõîäíûõ ìàòåðèà-

ëîâ, óìåíüøèòü âðåìÿ àíàëèçà â 3 ðàçà, à ðàñõîä

ðàñòâîðèòåëåé — â 10 – 20 ðàç.

Ýôèðû ðåòèíîëà, ê êîòîðûì îòíîñèòñÿ ÐÏ,

ëó÷øå ðàçäåëÿþòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè îáðàùåí-

íî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ [29], ïîýòîìó ýòîò ìåòîä â èçî-

êðàòè÷åñêîì ðåæèìå ýëþèðîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ íàè-

áîëåå ïîäõîäÿùèì äëÿ ñîâìåñòíîãî îïðåäåëåíèÿ

ÒÀ è ÐÏ â ëèïèäíûõ ìèêðîêàïñóëàõ [30].

Â íîðìàòèâíûõ äîêóìåíòàõ ïî àíàëèçó ïèùå-

âûõ ïðîäóêòîâ (ÃÎÑÒ Ð 54950–2012, ÃÎÑÒ EN

12822–2014, ÃÎÑÒ Ð 54634–2011) îïèñàíî äâà âà-

ðèàíòà ïðîáîïîäãîòîâêè. Ïðîáû, ñîäåðæàùèå íå-

ýòåðèôèöèðîâàííûå òîêîôåðîëû è ðåòèíîëû,

ãîòîâÿò ïðÿìîé ýêñòðàêöèåé íåïîëÿðíûì ðàñ-

òâîðèòåëåì (ãåêñàíîì) è àíàëèçèðóþò ìåòîäîì

íîðìàëüíî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ-ÓÔ. Ïðîáîïîäãîòîâ-

êó ïèùåâûõ è êîðìîâûõ ïðîäóêòîâ ïðåäëàãàåòñÿ

ïðîâîäèòü ïî ìíîãîñòàäèéíîé ñõåìå, âêëþ÷àþ-

ùåé îìûëåíèå ÒÀ è ÐÏ â ïðèñóòñòâèè ùåëî÷è

ïðè òåìïåðàòóðå äî 100 °C â òå÷åíèå 40 ìèí [12,

13, 31]. Òàêàÿ ïðîáîïîäãîòîâêà ïðèâîäèò ê ðàçðó-

øåíèþ ÒÀ è ÐÏ [31 – 33].

Ïîñêîëüêó íàëè÷èå ãèäðîãåíèçèðîâàííûõ

ðàñòèòåëüíûõ ëèïèäîâ â ñîñòàâå ìàòðèöû ìèêðî-

êàïñóë çàòðóäíÿåò èçâëå÷åíèå æèðîðàñòâîðèìûõ

ÒÀ è ÐÏ èç-çà èõ ñðîäñòâà è õîðîøåé ðàñòâîðè-

ìîñòè â ìàòðèöå êàïñóë ãîòîâîãî ïðîäóêòà, àêòó-

àëüíîé çàäà÷åé ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà ìåòîäèêè

èçâëå÷åíèÿ âèòàìèíîâ èç ëèïèäíûõ ìèêðîêàï-

ñóë ñ ïîñëåäóþùèì ñîâìåñòíûì õðîìàòîãðàôè÷å-

ñêèì îïðåäåëåíèåì ÒÀ è ÐÏ ïðè îïòèìàëüíûõ

óñëîâèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðîêîëîíî÷íîãî

õðîìàòîãðàôà.
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Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Îáîðóäîâàíèå. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ â

ëèïèäíûõ ìèêðîêàïñóëàõ èñïîëüçîâàëè õðîìàòî-

ãðàôè÷åñêóþ ñèñòåìó «Ìèëèõðîì À-02» (Ðîññèÿ),

îñíàùåííóþ äâóëó÷åâûì ÓÔ-äåòåêòîðîì è

óïðàâëÿåìóþ ïîñðåäñòâîì ÏÝÂÌ ñ èñïîëüçîâà-

íèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ äëÿ ñáîðà è îá-

ðàáîòêè õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ äàííûõ «Àëüôà-

Õðîì» (Ðîññèÿ). Êîëîíêà 2 × 75 ìì èç íåðæàâå-

þùåé ñòàëè ñîäåðæàëà àäñîðáåíò ProntoSil-120-

5-C18 AQ ñ ðàçìåðîì ÷àñòèö 5 ìêì. Â ðàáîòå èñ-

ïîëüçîâàëè àíàëèòè÷åñêèå âåñû «Ãîñìåòð ÂË-

124» (Ðîññèÿ); öåíòðèôóãó ñ àäàïòîðàìè äëÿ ïðî-

áèðîê (4000 ìèí–1) è òåðìîñòàò, îáåñïå÷èâàþùèé

ïîääåðæàíèå òåìïåðàòóðû 40 ± 2 °C.

Ðåàêòèâû. Àíàëèçèðîâàëè ñòàíäàðòíûå îá-

ðàçöû ÒÀ è ÐÏ (Sigma Aldrich, ÑØÀ) è òåõíîëî-

ãè÷åñêèå ÒÀ è ÐÏ, èñïîëüçóåìûå â ïðîèçâîäñòâå

ìèêðîêàïñóë (Basf, Ãåðìàíèÿ). Â ðàáîòå èñïîëü-

çîâàëè ýòèëîâûé ñïèðò è ðàñòâîðèòåëè êâàëèôè-

êàöèè õ÷ (Ýêîñ-1, Ðîññèÿ) — àöåòîíèòðèë, èçî-

ïðîïèëîâûé ñïèðò, äèõëîðýòàí, äèõëîðìåòàí.

Ëèïèäíûå êîñìåòè÷åñêèå ìèêðîêàïñóëû äëÿ ýêñ-

ïåðèìåíòà (ðèñ. 1) áûëè ïðåäîñòàâëåíû êîìïà-

íèåé BioBubbles: â ñîîòâåòñòâèè ñ óòâåðæäåííîé

íà ïðåäïðèÿòèè ðåöåïòóðîé îíè ñîäåðæàëè àê-

òèâíûå êîìïîíåíòû — ÒÀ (2,5 %), ÐÏ (5 %) — è

ìàòðèöó ìèêðîêàïñóë (92,5 %) â âèäå ãèäðîãåíè-

çèðîâàííûõ ëèïèäîâ, êîòîðàÿ ïðåïÿòñòâóåò ðàç-

ðóøåíèþ âèòàìèíîâ ïîä äåéñòâèåì âíåøíèõ

ôàêòîðîâ (óëüòðàôèîëåòîâîå èçëó÷åíèå, îêèñ-

ëåíèå êèñëîðîäîì âîçäóõà, âîçäåéñòâèå ìèêðî-

îðãàíèçìîâ).

Ìîäåëüíûå ðàñòâîðû ÒÀ è ÐÏ äëÿ ñïåêòðî-

ôîòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé. Äëÿ ðåãèñòðàöèè

ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ â äèàïàçîíå 190 – 500 íì

ãîòîâèëè ìîäåëüíûå ðàñòâîðû ÒÀ â âûáðàííîé

ÏÔ (àöåòîíèòðèë-ÈÏÑ-ÄÕÝ, 55:40:5) ñ êîíöåí-

òðàöèåé 1,3 · 10–3 ìîëü/ë è ÐÏ â ÏÔ ñ êîíöåíòðà-

öèåé 2,6 · 10–3 ìîëü/ë.

Òåõíîëîãè÷åñêèå ðàñòâîðû ÒÀ è ÐÏ äëÿ

ÂÝÆÕ-ÓÔ àíàëèçà. Äëÿ ðåãèñòðàöèè õðîìàòî-

ãðàìì ãîòîâèëè ðàñòâîðû òåõíîëîãè÷åñêîãî ÒÀ â

âûáðàííîé ÏÔ ñ êîíöåíòðàöèåé 5,5 · 10–3 ìîëü/ë

è ÐÏ â ÏÔ ñ êîíöåíòðàöèåé 10,1 · 10–3 ìîëü/ë,

÷òî ýêâèâàëåíòíî ñîæåðæàíèþ êîìïîíåíòîâ â

ìèêðîêàïñóëàõ.

Ðàáî÷èå ðàñòâîðû ýêñòðàãèðîâàííûõ ìèê-

ðîêàïñóë äëÿ ÂÝÆÕ-ÓÔ àíàëèçà. Îáðàçöû ãîòî-

âèëè ñîãëàñíî ñõåìå, ïðåäñòàâëåííîé íà ðèñ. 2.

Íàâåñêó ìèêðîêàïñóë ìàññîé 1 ã ðàñòâîðÿëè â

10 ìë ÏÔ, ñîäåðæàùåé àöåòîíèòðèë, èçîïðîïè-

ëîâûé ñïèðò è äèõëîðýòàí â îáúåìíîì ñîîòíîøå-

íèè 55:40:5, ïðè 40 °C â òå÷åíèå 5 ìèí. Ïîñëå

ýòîãî îáðàçöû ïîìåùàëè â õîëîäèëüíèê ïðè 4 °C

íà 20 ìèí äëÿ ðàçäåëåíèÿ ðàñòâîðà íà äâå

ôàçû — âîñêîâóþ ÷àñòü, ñîñòîÿùóþ èç ãèäðîãå-

íèçèðîâàííûõ ëèïèäîâ îáîëî÷êè ìèêðîêàïñóë, è

æèäêóþ ÷àñòü, ñîäåðæàùóþ ÏÔ è ðàñòâîðåííûå

â íåé ÒÀ è ÐÏ. Çàòåì îáðàçöû öåíòðèôóãèðîâà-

ëè 3 ìèí ïðè ñêîðîñòè 4000 ìèí–1, íàäîñàäî÷íóþ

æèäêîñòü òðèæäû ôèëüòðîâàëè ÷åðåç øïðèöåâîé
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Ðèñ. 1. Ëèïèäíàÿ ìèêðîêàïñóëà â ðàçðåçå

Fig. 1. Lipid microcapsule in section
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Ðèñ. 2. Áëîê-ñõåìà ïðîáîïîäãîòîâêè ëèïèäíûõ ìèêðîêàïñóë

Fig. 2. Flowchart of lipid microcapsule sample preparation



ôèëüòð Econofltr PVDF äèàìåòðîì 25 ìì ñ ðàç-

ìåðîì ïîð 0,45 ìêì 5190-5264 Agilent, îáúåì ââî-

äèìîé ïðîáû ñîñòàâëÿë 2 ìêë.

Õðîìàòîãðàôè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè â ðå-

æèìå èçîêðàòè÷åñêîãî ýëþèðîâàíèÿ ïðè ñêîðî-

ñòè ïîòîêà 130 ìêë/ìèí. ÒÀ è ÐÏ äåòåêòèðîâàëè

íà äëèíå âîëíû 288 íì.

Ïîñòðîåíèå ãðàäóèðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè

äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðà-

äóèðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè ãîòîâèëè ñåðèþ ðàñ-

òâîðîâ ñðàâíåíèÿ, ñîäåðæàùèõ 92,5 % êîìïîíåí-

òà ìèêðîêàïñóëû (Witepsol H15), 5 % ÐÏ è îò 0,5

äî 5 % ÒÀ èëè 2,5 % ÒÀ è îò 1 äî 10 % ÐÏ. Ïðîáî-

ïîäãîòîâêó ïðîâîäèëè ïî îïèñàííîé ñõåìå.

Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ

Áûëî èññëåäîâàíî ÷åòûðå ðàçëè÷íûõ ñïîñîáà

ïîäãîòîâêè ëèïèäíûõ ìèêðîêàïñóë äëÿ ïîñëå-

äóþùåãî ñîâìåñòíîãî îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ

(òàáë. 1). Ïåðâûé è âòîðîé ñïîñîáû ïðåäñòàâëÿëè

ñîáîé ìîäèôèöèðîâàííûå âàðèàíòû èçâåñòíûõ

ìåòîäèê [37, 38], ïîñëåäíèå äâà áûëè ðàçðàáîòà-

íû â ðàìêàõ ýêñïåðèìåíòà.

Ïðîàíàëèçèðîâàâ äàííûå òàáë. 1, ìîæíî ñäå-

ëàòü âûâîä, ÷òî ýêñòðàêöèÿ ñ îõëàæäåíèåì ÿâëÿ-

åòñÿ íàèáîëåå óñïåøíûì âàðèàíòîì ïðîáîïîäãî-

òîâêè ëèïèäíûõ ìèêðîêàïñóë, ïðè êîòîðîì ñòå-

ïåíè èçâëå÷åíèÿ ÒÀ è ÐÏ ìàêñèìàëüíû (98,5 è

99,0 % ñîîòâåòñòâåííî).

Äëÿ âûáîðà äëèíû âîëíû äåòåêòèðîâàíèÿ ðå-

ãèñòðèðîâàëè ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ðàñòâîðîâ ÒÀ

è ÐÏ â ïîäâèæíîé ôàçå â äèàïàçîíå 190 – 500 íì

(ðèñ. 3).

Ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ ÐÏ â ÏÔ îïðåäåëåí

íà äëèíå âîëíû 326 ± 2 íì, ÒÀ — 285 ± 2 íì,

äëÿ ñîâìåñòíîãî îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíîâ âûáðà-

íà äëèíà âîëíû 288 ± 2 íì â îáëàñòè ïåðåêðûâà-

íèÿ ñïåêòðîâ.

Â ðàáîòå èçó÷åíî âëèÿíèå ñîñòàâà ÏÔ íà âðå-

ìåíà óäåðæèâàíèÿ, ïëîùàäè ïèêîâ, ðàçðåøåíèå

è êîýôôèöèåíò àñèììåòðèè ïèêîâ ñòàíäàðòíûõ

îáðàçöîâ ÒÀ è ÐÏ. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â

òàáë. 2.

Â êàæäîì âàðèàíòå ÏÔ ïðèñóòñòâîâàëî îêîëî

50 ± 10 % àöåòîíèòðèëà, èçîïðîïèëîâûé ñïèðò

êàê õîðîøèé ðàñòâîðèòåëü äëÿ æèðîðàñòâîðè-

ìûõ êîìïîíåíòîâ è ãàëîãåíàëêàíû (äèõëîðýòàí,

äèõëîðìåòàí) â êà÷åñòâå ìîäèôèêàòîðà ÏÔ

[34 – 37].

Ïðîàíàëèçèðîâàâ äàííûå òàáë. 2, äëÿ äàëü-

íåéøèõ èññëåäîâàíèé âûáðàëè ÏÔ ¹ 3 — àöåòî-

íèòðèë-ÈÏÑ-1,2-äèõëîðýòàí â îáúåìíîì ñîîòíî-

øåíèè 55:40:5, òàê êàê åå èñïîëüçîâàíèå îáåñïå-

÷èâàåò íàèëó÷øèå ïàðàìåòðû õðîìàòîãðàôè÷å-

ñêîãî ðàçäåëåíèÿ ïðè íåáîëüøèõ âðåìåíàõ óäåð-
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Òàáëèöà 1. Ìåòîäû ïðîáîïîäãîòîâêè ëèïèäíûõ ìèêðîêàïñóë äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ

Table 1. Methods for sample preparation of lipid microcapsules for determination of TA and RP

Íàèìåíîâàíèå Ñóòü ìåòîäà Ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ, %

Îìûëåíèå

ñ äàëüíåéøåé

ýêñòðàêöèåé

Íàâåñêó ìèêðîêàïñóë (1 ã) ïîìåùàëè â êîëáó, äîáàâëÿëè 10 ìë âîäû, íà-

ãðåâàëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè 60 °C 5 ìèí. Çàòåì äîáàâëÿëè 25 ìë 96 %-íî-

ãî ýòàíîëà è 8 ìë 50 %-íîãî KOH è íàãðåâàëè íà âîäÿíîé áàíå ñ îáðàòíûì

õîëîäèëüíèêîì ïðè 60 °C â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïîëó÷åííóþ ñìåñü îõëàæäàëè

è ýêñòðàãèðîâàëè ãåêñàíîì íåñêîëüêî ðàç. Ãåêñàíîâûå ýêñòðàêòû ïðîìû-

âàëè âîäîé äî íåéòðàëüíîãî pH è óïàðèâàëè íà ðîòîðíîì èñïàðèòåëå.

Îñòàòîê ïîñëå óïàðèâàíèÿ ðàñòâîðèëè â 50 ìë ÏÔ (àöåòîíèòðèë-ÈÏÑ-

1,2-äèõëîðýòàí 55:40:5

ÒÀ — 86,6

ÐÏ — 93,4

Ýêñòðàêöèÿ

ïî Ñîêñëåòó

Íàâåñêó ìèêðîêàïñóë (1 ã) èçìåëü÷àëè â ñòóïêå è ïîìåùàëè â ïàòðîí èç

ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè, êîòîðûé âíîñèëè â ýêñòðàêòîð, ñîåäèíåííûé ñ

ïðèåìíîé êîëáîé è õîëîäèëüíèêîì. Â êîëáó äîáàâëÿëè âûñóøåííûé äèý-

òèëîâûé ýôèð è íàãðåâàëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè òåìïåðàòóðå íå áîëåå

60 °C. Ïàðû ðàñòâîðèòåëÿ êîíäåíñèðóþòñÿ â æèäêîñòü, êîòîðàÿ êàïëÿìè

ñòåêàåò â ýêñòðàêòîð. Ïðè ïîäúåìå óðîâíÿ ýôèðà ñ ðàñòâîðåííûìè âèòà-

ìèíàìè îí ñòåêàåò â ïðèåìíóþ êîëáó. Ïðîöåññ ïîâòîðÿëè íåñêîëüêî ðàç,

âðåìÿ ýêñòðàêöèè ñîñòàâëÿåò 10 – 12 ÷. Äàëåå ýôèð ðàñòâîðÿëè â ÏÔ àöå-

òîíèòðèë-ÈÏÑ-1,2-äèõëîðýòàí (50:40:10) è ïðîïóñêàëè ÷åðåç øïðèöåâîé

ôèëüòð

ÒÀ — 42,6

ÐÏ — 59,5

Íàñòàèâàíèå

ñ ðàñòâîðèòåëåì

Íàâåñêó ìèêðîêàïñóë (1 ã) âíîñèëè â êîëáó è äîáàâëÿëè 10 ìë óêàçàííîé

ÏÔ, çàêðûâàëè êîëáó êîðêîâîé ïðîáêîé è âçáàëòûâàëè. Çàòåì ñîäåðæè-

ìîå êîëáû ôèëüòðîâàëè ñíà÷àëà ÷åðåç áóìàæíûé, à çàòåì — ÷åðåç øïðè-

öåâîé ôèëüòð

ÒÀ — 67,7

ÐÏ — 77,9

Ýêñòðàêöèÿ

ñ íàãðåâàíèåì

è ïîñëåäóþùèì

îõëàæäåíèåì

Íàâåñêó ìèêðîêàïñóë (1 ã) ðàñòâîðÿëè â 10 ìë óêàçàííîé ÏÔ ïðè 40 °C â

òå÷åíèå 5 ìèí. Çàòåì îáðàçöû ïîìåùàëè â õîëîäèëüíèê ïðè 4° Ñ íà

20 ìèí, ïîñëå ÷åãî öåíòðèôóãèðîâàëè 3 ìèí ïðè ñêîðîñòè 4000 ìèí–1.

Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ôèëüòðîâàëè ÷åðåç øïðèöåâîé ôèëüòð

ÒÀ — 98,5

ÐÏ — 99,0



æèâàíèÿ (êîýôôèöèåíòû àñèììåòðèè ïèêîâ ÒÀ

è ÐÏ — 1,01 è 0,97 ñîîòâåòñòâåííî).

Ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå íà ñòåïåíü èçâëå÷å-

íèÿ ÒÀ è ÐÏ òåìïåðàòóðû ðàñòâîðåíèÿ è âðåìå-

íè íàãðåâàíèÿ ìèêðîêàïñóë (ðèñ. 4). Äëÿ àíàëè-

çà áðàëè êàïñóëû ñ óòâåðæäåííîé íà ïðåäïðè-

ÿòèè ðåöåïòóðîé (2,5 % ÒÀ, 5 % ÐÏ). Èç ðèñ. 4, à

ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî êðèòè÷åñêîå çíà÷åíèå

òåìïåðàòóðû ñîñòàâëÿåò 40 °C: ñ ýòîãî ìîìåíòà

îáîëî÷êà ìèêðîêàïñóëû ïîëíîñòüþ ðàñòâîðÿåòñÿ,

ïðè ýòîì ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ îñòàåòñÿ ïðèìåðíî

íà òîì æå óðîâíå, ÷òî è ïðè 50 °C. Èç ðèñ. 4, á

âèäíî, ÷òî îïòèìàëüíîå âðåìÿ íàãðåâàíèÿ ñî-

ñòàâëÿåò 5 ìèí: ïðè ìåíüøåì âðåìåíè âûäåðæêè

ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ ÒÀ è ÐÏ íèçêàÿ, à ïðè áîëü-

øåì âðåìåíè âîçðàñòàåò ðèñê îêèñëåíèÿ êîìïî-

íåíòîâ ñìåñè.

Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíà õðîìàòîãðàììà òåõ-

íîëîãè÷åñêèõ êîìïîíåíòîâ ÒÀ (5,5 · 10–3 ìîëü/ë)

è ÐÏ (9,7 · 10–3 ìîëü/ë), èñïîëüçóåìûõ ïðè ïðîèç-

âîäñòâå ìèêðîêàïñóë, ïîëó÷åííàÿ ïðè ðàíåå âû-

áðàííûõ óñëîâèÿõ: ÏÔ — àöåòîíèòðèë-ÈÏÑ-

1,2-äèõëîðýòàí (55:40:5); ñêîðîñòü ïîòîêà ÏÔ —

130 ìêë/ìèí, äëèíà âîëíû äåòåêòîðà —

288 ± 2 íì.
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Ðèñ. 3. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ÐÏ (5 · 10–4 ìîëü/ë) (1) è

ÒÀ (1,3 · 10–3 ìîëü/ë) (2), ðàñòâîðåííûõ â ÏÔ àöåòîíèò-

ðèë-èçîïðîïèëîâûé ñïèðò-1,2-äèõëîðýòàí (55:40:5)

Fig. 3. Absorption spectra of RP (5 × 10–4 mol/liter) (1) and

TA (1.3 × 10–3 mol/liter) (2) dissolved in the mobile phase

acetonitrile-isopropyl alcohol-1,2-dichloroethane (55:40:5)

Òàáëèöà 2. Õðîìàòîãðàôè÷åñêèå ïàðàìåòðû óäåðæèâàíèÿ ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ ÒÀ è ÐÏ ïðè ðàçíîì ñîñòàâå ÏÔ

(ë = 288 íì, n = 5)

Table 2. Chromatographic retention parameters of TA and RP standard samples at different PF compositions at a wave-

length of 288 nm

Íîìåð

ÏÔ
Ñîñòàâ ÏÔ

Âðåìÿ óäåðæè-

âàíèÿ, ìèí
Øèðèíà ïèêîâ Ðàçðå-

øåíèå

ïèêîâ, Rs

Ïëîùàäü ïèêà,

ìêë* å.î.ï.

Êîýôôèöèåíò

àñèììåòðèè ïèêà

ÒÀ ÐÏ ÒÀ ÐÏ ÒÀ ÐÏ ÒÀ ÐÏ

1 Àöåòîíèòðèë-ÈÏÑ-1,2-äèõëîðýòàí

(40:55:5)

4 6,38 0,1 0,2 8,43 1,7725 8,3665 0,98 1,33

2 Àöåòîíèòðèë-ÈÏÑ-1,2-äèõëîðýòàí

(50:45:5)

3,65 6,29 0,13 0,17 7,34 1,8667 8,4443 0,52 1,45

3 Àöåòîíèòðèë-ÈÏÑ-1,2-äèõëîðýòàí

(55:40:5)

3,63 6,37 0,12 0,19 8,75 2,4950 9,9978 1,01 0,97

4 Àöåòîíèòðèë-ÈÏÑ-1,2-äèõëîðýòàí

(50:40:10)

3,06 4,79 0,13 0,17 6,97 1,7719 8,3231 0,63 1,29

5 Àöåòîíèòðèë-ÈÏÑ-1,2-äèõëîðýòàí

(40:50:10)

3,32 4,74 0,11 0,14 6,63 1,7339 8,7053 1,00 1,46

6 Àöåòîíèòðèë-ÈÏÑ-äèõëîðìåòàí

(50:45:5)

3,44 5,66 0,09 0,35 8,65 1,8769 9,1680 0,80 1,14
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Ðèñ. 4. Äèàãðàììû, îïèñûâàþùèå âëèÿíèå òåìïåðàòóðû (à) è âðåìåíè íàãðåâàíèÿ (á) íà ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ ÒÀ è ÐÏ

Fig. 4. Diagrams illustrating the effect of temperature (a) and heating time (b) on the degree of extraction of TA and RP



Íà ðèñ. 6 ïðåäñòàâëåíà õðîìàòîãðàììà ìèê-

ðîêàïñóë ïîñëå ïðîáîïîäãîòîâêè, ïðîâåäåííîé â

ñîîòâåòñòâèè ñ ïðåäëîæåííîé ìåòîäèêîé.

Ñðàâíèâ âðåìåíà óäåðæèâàíèÿ ñûðüåâûõ

êîìïîíåíòîâ íà ðèñ. 5 è 6, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä,

÷òî ïèê 3 ñîîòâåòñòâóåò ÒÀ, à ïèê 4 — ÐÏ.

Ïîëó÷åííûå ãðàäóèðîâî÷íûå çàâèñèìîñòè

äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ îïèñûâàþòñÿ óðàâíå-

íèÿìè S = 5,3981C (R2 = 0,9981) è S = 29,867C

(R2 = 0,9976) ñîîòâåòñòâåííî.

Äëÿ îöåíêè ïðàâèëüíîñòè ïðåäëàãàåìîé ìå-

òîäèêè ñîâìåñòíîãî îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ â ìèê-

ðîêàïñóëàõ èñïîëüçîâàëè òðè âàðèàíòà ìîäåëü-

íûõ ñìåñåé ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíèåì ÒÀ è ÐÏ â

äèàïàçîíå îò 80 äî 120 %. Êîíöåíòðàöèè êîìïî-

íåíòîâ ðàññ÷èòûâàëè íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ ãðà-

äóèðîâî÷íûõ õàðàêòåðèñòèê. Â òàáë. 3 ïðèâåäå-

íû ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ ìåòîäîì

«ââåäåíî – íàéäåíî» â ìîäåëüíûõ ðàñòâîðàõ.

Êàê âèäíî èç ïðèâåäåííûõ â òàáë. 3 äàííûõ,

ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ ìåòîäîì

ÂÝÆÕ-ÓÔ õîðîøî âîñïðîèçâîäèìû, ñòåïåíü èç-

âëå÷åíèÿ ÒÀ ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå 98,5 %, ÐÏ —

íå ìåíåå 99,6 %.

Çàêëþ÷åíèå

Ïðåäëîæåíà ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ

â ëèïèäíûõ ìèêðîêàïñóëàõ ìåòîäîì ÂÝÆÕ-ÓÔ.

Ðàññìîòðåíà ýôôåêòèâíîñòü ÏÔ ðàçíîãî ñîñòàâà

ïðè õðîìàòîãðàôè÷åñêîì ðàçäåëåíèè ÒÀ è ÐÏ:

íàèëó÷øèå õðîìàòîãðàôè÷åñêèå ïàðàìåòðû

ðàçäåëåíèÿ îáåñïå÷èëî èñïîëüçîâàíèå ÏÔ àöå-

òîíèòðèë-ÈÏÑ-ÄÕÝ â îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè

55:40:5. Ñêîðîñòü ïîòîêà ÏÔ — 130 ìêë/ìèí.

Íàèáîëåå ïðèåìëåìûì âàðèàíòîì ïðîáîïîäãî-

òîâêè ïî ðåçóëüòàòàì ýêñïåðèìåíòà áûëà ïðè-
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Ðèñ. 5. Õðîìàòîãðàììà ñìåñè òåõíîëîãè÷åñêèõ ÒÀ

(5,5 · 10–3 ìîëü/ë) è ÐÏ (9,7 · 10–3 ìîëü/ë), âõîäÿùèõ â ñî-

ñòàâ ìèêðîêàïñóë, ðàñòâîðåííûõ â ÏÔ àöåòîíèòðèë-

ÈÏÑ-äèõëîðýòàí (55:40:5) (âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ ÒÀ —

3,67 ìèí, ÐÏ — 6,36 ìèí; ïëîùàäü ïèêà ÒÀ — 18,8357

ìêë · å.î.ï., ÐÏ — 93,4970 ìêë · å.î.ï.; ðàçðåøåíèå ïè-

êîâ — 8,61)

Fig. 5. Chromatogram of a mixture of technological TA

(5.5 × 10–3 mol/liter) and RP (9.7 × 10–3 mol/liter) con-

tained in the composition of microcapsules, dissolved in

MP acetonitrile-IPA-dichloroethane (55:40:5) (retention

time of TA — 3.67 min, RP — 6.36 min; TA peak area is

18.8357 ìl · e.o.p., RP — 93.4970 ìl · e.o.p.; peak resolu-

tion — 8.61)

Òàáëèöà 3. Ðåçóëüòàòû ÂÝÆÕ-ÓÔ îïðåäåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ â ìèêðîêàïñóëàõ ìåòîäîì «ââåäåíî – íàéäåíî»

Table 3. Results of HPLC-UV determination of TA and RP in microcapsules by the spike recovery test

Íîìåð ðàñòâîðà Êîìïîíåíò Ââåäåíî, % Íàéäåíî, % Ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ, % RSD
x
, %

1 ÒÀ 2 1,97 ± 0,09 98,5 0,54

ÐÏ 4 4,0 ± 0,2 100,0 0,35

2 ÒÀ 2,5 2,48 ± 0,12 99,2 0,68

ÐÏ 5 4,98 ± 0,25 99,6 0,57

3 ÒÀ 3 2,97 ± 0,15 99,0 0,51

ÐÏ 6 6,00 ± 0,3 100,0 0,36

A
,
å
.î

.ï
.

t, ìèí

1

2

3

4

Ðèñ. 6. Õðîìàòîãðàììà ìèêðîêàïñóë, ðàñòâîðåííûõ â

âûáðàííîé ÏÔ (âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ ÒÀ — 3,60 ìèí,

ÐÏ — 6,21 ìèí; ïëîùàäü ïèêà ÒÀ — 16,6138 ìêë · å.î.ï.,

ÐÏ — 86,4248 ìêë · å.î.ï.; ðàçðåøåíèå ïèêîâ — 2,36)

Fig. 6. Chromatogram of microcapsules dissolved in MP

optimized (retention time of TA — 3.60 min, RP —

6.21 min; TA peak area is 16.6138 ìl · e.o.p., RP —

86.4248 ìl · e.o.p.; peak resolution — 2.36)



çíàíà ýêñòðàêöèÿ ÒÀ è ÐÏ ñìåñüþ ïîëÿðíûõ ðàñ-

òâîðèòåëåé ñ äîáàâëåíèåì íåáîëüøîãî êîëè÷å-

ñòâà äèõëîðýòàíà. Ðàññìîòðåíû ñïåêòðû ïîãëî-

ùåíèÿ ÒÀ è ÐÏ â äèàïàçîíå îò 190 äî 500 íì,

âûáðàíà äëèíà âîëíû äåòåêòèðîâàíèÿ 288 íì

äëÿ ñîâìåñòíîãî îïðåäåëåíèÿ êîìïîíåíòîâ. Ïðà-

âèëüíîñòü ìåòîäèêè õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî îïðå-

äåëåíèÿ ÒÀ è ÐÏ â ìèêðîêàïñóëàõ ïîäòâåðæäåíà

ìåòîäîì «ââåäåíî – íàéäåíî».

Êîíôëèêò èíòåðåñîâ

Àâòîðû çàÿâëÿþò îá îòñóòñòâèè êîíôëèêòà

èíòåðåñîâ.

Ôèíàíñèðîâàíèå

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-

êå Öåíòðà âíåäðåíèÿ òåõíîëîãèé ÑèáÃÌÓ íà

áàçå êàôåäðû ÈØÏÐ Íàöèîíàëüíîãî èññëåäî-

âàòåëüñêîãî Òîìñêîãî ïîëèòåõíè÷åñêîãî óíèâåð-

ñèòåòà.
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