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Аннотация. Методом тонкослойной хроматографии изучено влияние ряда факторов 
(природы неподвижной фазы, природы и концентрации органических растворителей и 
поверхностно-активных веществ, рН буферного раствора) на хроматографические харак-
теристики витаминов группы В: В1 (тиамин), В6 (пиридоксин), В12 (цианокобаламин). В 
качестве неподвижных фаз использовали пластины с полярным (Сорбфил на полимерной 
(высокоэффективные пластины, высокопроизводительная тонкослойная хроматография) 
и алюминиевой подложках), слабополярным (Полиамид-6) и неполярным (RP-18 на алю-
миниевой подложке) сорбентами. В качестве мицеллярных подвижных фаз – мицелляр-
ные растворы хлорида цетилпиридиния в интервале концентраций 5–10-4 – 5–10-1 М, до-
децилсульфата натрия в интервале концентраций 2,5–10-4 – 5–10-1 М. Установлено, что 
среди водно-органических подвижных фаз лучшие результаты получены для подвижной 
фазы состава ацетонитрил – вода (15:85) на полярных высокоэффективных пластинах. 
Более эффективной является подвижная фаза состава ацетонитрил – цетилпиридиний 
хлорид (15:85) в присутствии фосфатного буферного раствора с рН 3. Для последней под-
вижной фазы разработано ТСХ-определение витаминов В1, В6, В12 в фармацевтических 
препаратах со значением Sr 0,01 – 0,06.
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Введение
В настоящее время одной из актуальных 

проблем аналитической химии и медицины яв-
ляется изучение различных медикаментозных 
препаратов, используемых для реабилитации 
людей после перенесенного COVID-19. Учитывая 
необычность самой ситуации пандемии и осо-
бенности патогенеза заболевания, применение 
общепринятых методов может быть небезопас-
ным или неэффективным [1].

Исходя из проведенных на сегодняшний 
день исследований, вирус затрагивает все органы 
и системы, в том числе повреждение головного 
мозга вследствие своей нейротропности [2, 3].

Водорастворимые витамины группы В – В1, 
В6, В12 относят к препаратам, которые локали-
зуются в мембранах нервных клеток, оказывают 
существенное влияние на процессы регенерации 
поврежденных вирусом нервных волокон, а 
также участвуют в энергетических процессах в 
нервных клетках [4]. 

Дополнительный интерес к витаминам 
группы В вызван их влиянием на процессы 
свободнорадикального окисления, играющего 
важную роль в патогенезе многих заболеваний, 
что позволило отнести их к витаминам-антиок-
сидантам [4–6]. Эти вещества активно участвуют 
в образовании и функционировании ферментов, 
регуляции энергетического обмена сердца, спо-
собствуют усвоению питательных веществ, нор-
мализуют рост клеток и развитие всего организма.

Исходя из значимости этих препаратов, 
перспективным является разработка новых и 
совершенствование известных методов и при-
емов определения витаминов, что возможно 
реализовать с помощью современных хромато-
графических методов.

Вследствие сложного состава, нелетучести 
и необходимости определения как отдельных 
составляющих, так и примесей наиболее часто 
для их определения применяют метод обращен-
но-фазовой высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ОФ ВЭЖХ) [7–16] с разными 
вариантами детектирования: спектрофотометри-
ческим [9, 17–20], флуориметрическим [11, 21], 
масс-спектрометрическим [11, 22, 23] и другими 
детекторами [11]. Кроме этого, водорастворимые 
витамины определяют методами ЯМР- [24, 25], 
УФ-спектроскопии [11, 26, 27], капиллярным 
электрофорезом [28–33].

В отдельных работах для определения 
витаминов применяется также планарный ва-
риант жидкостной хроматографии в варианте 
тонкослойной хроматографии (ТСХ) [34–37], 
который вследствие своей простоты, скорости, 
необходимости минимальной очистки образца, 
высокой прецизионности находит все более ши-
рокое применение. В настоящей работе проведено 
дальнейшее развитие этого метода на примере 
определения витаминов В1, В6, В12 с двумя типами 
подвижных фаз (ПФ) с целью выявления лучшей 
для практического применения в анализе. 
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Материалы и методы
Реагенты. Использовали витамины группы 

В: тиамин (В1, 5%-ный водный раствор, «Бори-
совский завод медицинских препаратов», Рос-
сия), пиридоксин (В6, 5%-ный водный раствор, 
«Биосинтез», Россия), цианокобаламин (В12, 
500 мкг витамина в ампуле, ОАО «Дальхим-
фарм», Россия) (рис. 1). Модельные растворы 
исследуемых витаминов (50 мг/мл для тиамина 

и пиридоксина, 0,5 мг/мл для цианокобаламина) 
готовили разбавлением ампульных растворов 
бидистиллированной водой. Рабочие растворы 
витаминов В1 и В6 с концентрациями 1–10-3 мг/мл 
готовили разбавлением модельных систем в воде. 
Раствор витамина В12 из ампулы использовали 
в качестве рабочего, так как разбавление умень-
шало чувствительность детектирования. Все 
растворы хранили в холодильной камере.

Рис. 1. Структура исследуемых витаминов группы В: 1 – тиамин, В1 (3-[(4-амино-2-метил-5-пиримидил)  метил]-5-
(2-гидроксиэтил)-4-метил-тиазол); 2 – пиридоксин, В6 (4,5-дигидроксиметил-2-метилпиридин-3-ол); 3 – цианоко-

баламин, В12 (Со-α-[α-(5,6-диметил-бензимидазолил)]-(Со-β-циано)кобамид)
Fig. 1. Structure of the studied vitamins of group B: 1 – thiamine, В1 (2-[3-[(4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl)methyl]-4-methyl-
1,3-thiazol-3-ium-5-yl]ethanol); 2 – pyridoxinum, В6  (4,5-Bis(hydroxymethyl)-2-methylpyridin-3-ol; 3 – сyanocobalamin, 

В12 (Cyano-5,6-dimethylbenzimidazole-cobalamin)

1 2

3
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Для приготовления водно-органических 
ПФ использовали этанол ректифицированный, 
ацетонитрил (о.с.ч.), уксусную кислоту (ч.д.а.); 
фосфатный буфер готовили растворением в кол-
бе объемом 100 мл 0,68 г калия дигидрофосфата, 
доводя до нужного pH потенциометрически 
с помощью концентрированной фосфорной 
кислоты [38]. 

Для приготовления мицеллярных ПФ ис-
пользовали растворы катионных (хлорида це-
тилпиридиния (ЦПХ), 96%, НПО «Синтез ПАВ», 
Россия) и анионных (додецилсульфата натрия 
(ДДСNa), 98%, НПО «Синтез ПАВ», Россия) по-
верхностно-активных веществ (ПАВ). Исходные 
растворы ПАВ с концентрацией 0,2 М готовили 
по точной навеске, растворением в дистиллиро-
ванной воде при нагревании до 40–50° С. Рабочие 
растворы всех веществ готовили разбавлением 
исходных перед употреблением.

Аппаратура. Исследования проводили 
методом восходящей ТСХ на коммерческих 
пластинах с полярной – Сорбфил на полимерной 
(высокоэффективные пластины, высокопро-
изводительная тонкослойная хроматография 
(ВТСХ)) и алюминиевой подложках (Сорбполи-
мер, Краснодар, Россия), слабополярной – По-
лиамид-6 на полимерной (Fluka, Германия) и не-
полярной – RP-18 (Merck, Дармштадт, Германия) 
алюминиевой подложке фазами. 

После хроматографирования пластинки су-
шили в течение 4–5 мин при 80°С в сушильном 
шкафу, охлаждали на воздухе, детектировали в 
УФ-свете при λ = 254 нм и рассчитывали значе-
ния подвижности (Rf) витаминов, а также пара-
метры эффективности разделения (число теоре-
тических тарелок (N) и высоту, эквивалентную 
теоретической тарелке (ВЭТТ) (H)) и селектив-
ность (α). Обработку параметров хроматограмм 
проводили с помощью многофункционального 
графического редактора «Adobe Photoshop СС 
2018» (США).

Значения pH буферных растворов контроли-
ровали на приборе pH-метр (рН-673.М, Россия) 
со стеклянным индикаторным электродом и 
хлоридсеребряным электродом сравнения.

Результаты и их обсуждение
Хроматографические характеристики 

витаминов в водно-органических ПФ. Выбор 
оптимальной НФ

При выборе оптимальных условий прово-
дили сравнение четырех неподвижных фаз (НФ): 
Сорбфил на алюминиевой подложке, высокоэф-
фективные пластины Сорбфил на полимерной 
подложке, Полиамид-6, RP-18 в сочетании с ПФ 
ацетонитрил – вода в соотношении 15:85, вы-
бранной на основе данных литературы [35, 39, 40]. 
Результаты исследований представлены на рис. 2.

Рис. 2. Влияние природы НФ на хроматографические характеристики витаминов группы В (В1 – тиамин, 
В6 – пиридоксин, В12 – цианокобаламин): а – Полиамид-6, б – RP-18, в – Сорбфил, г – Сорбфил, ВТСХ. 

ПФ: ацетонитрил – вода (15:85). CR = 1·10-3 мг/мл
Fig. 2. Infl uence of the nature of SP on the chromatographic characteristics of vitamins of group B (В1 – thiamine, 
В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin): a – Polyamide-6, b – RP-18, c –Sorbfi l, d – Sorbfi l, HP TLC. MP: acetonitrile – 

water (15:85). CR = 1·10-3 mg/ml

в/cа /a б/b г/d
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Хроматограммы позволяют заключить, 
что оптимальными неподвижными фазами в 
данных условиях являются пластины Сорбфил 
высокоэффективные на полимерной подложке, 
так как в этом случае образуются наиболее 
разрешенные и компактные зоны, в то время 
как на пластинах Полиамид-6 зоны размыты 
(см. рис. 2). Использование неподвижных фаз 

RP-18 непригодно для определения витаминов, 
поскольку хроматографические зоны витаминов 
В1 и В6 остаются на линии старта. Полученные 
результаты подтверждены расчетом параметров 
эффективности (табл. 1).

Исходя из рассчитанных параметров мож-
но сделать вывод, что неподвижная фаза г (см. 
рис. 2) является оптимальной.

Таблица 1 / Table 1 
Хроматографические характеристики анализируемых систем (В1 – тиамин, В6 – пиридоксин, 

В12 – цианокобаламин) на различных НФ. ПФ: цетонитрил – вода (15 : 85). CR = 1·10-3 мг/мл (n = 3, Р = 0,95)
Chromatographic characteristics of the analyzed systems(В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin) 

in various SP. MP: acetonitrile – water (15 : 85). CR = 1·10-3 mg/ml (n = 3, Р = 0,95)

НФ / SP
N H, мм / H, mm

В1 В6 В12 В1 В6 В12 В1 В6 В12

Полиамид-6 / Polyamide-6 – – – – – – – – –

RP-18 / RP-18 0,07 0,24 0,04 7,1 1,4 1,7 9,8 49 40

Сорбфил / Sorbfi l 0,08 0,76 0,49 12 1600 615 5,9 0,044 0,11

Сорбфил, ВТСХ / Sorbfi l, HP TLC 0,14 0,74 0,44 41 2601 841 1,7 0,027 0,083

fR

Выбор оптимальной ПФ
Водно-органические подвижные фазы
Согласно известным литературным данным 

для определения витаминов группы B часто 
используют метанол, бензол, хлороформ, гек-
сан, этилацетат, н-бутанол и другие токсичные 
органические растворители. Известна работа 
[39], в которой применяют смеси ацетонитрила 

и воды. Учитывая перспективность этих систем, 
отмеченную авторами [39], нами проведено их 
дальнейшее исследование.

Выбор оптимальной ПФ проводили при 
варьировании объема CH3CN и H2O в отсут-
ствие и присутствии буферного раствора. На 
рис. 3 представлены результаты эксперимента 
при использовании в качестве ПФ системы 

Рис. 3. Влияние соотношения CH3CN – H2O в ПФ на хроматографические характеристики витаминов. НФ: Сорб-
фил (ПП), ВТСХ. CR = 1·10-3 мг/мл. В1 – тиамин, В6 – пиридоксин, В12 – цианокобаламин. ПФ: ацетонитрил – вода, 

а –10:90, б – 15:85, в – 20:80, г – 30:70, д – 50:50
Fig. 3. Infl uence of the CH3CN – H2O Ratio in MP on the chromatographic characteristics of vitamins. SP: Sorbfi l (PP), 
HP TLC. CR = 1·10-3 mg/ml. В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin. MP: acetonitrile – water, a – 10:90, 

b – 15:85, c – 20:80, d – 30:70, e – 50:50

в/cа /a б/b г/d д/e
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Рис. 4. Хроматограммы витаминов В1 – тиамин, В6 – пиридоксин, В12 – цианокобаламин в 
водно-органических ПФ, содержащих фосфатный буферный раствор. НФ: Сорбфил (ПП), 

ВТСХ. CR = 1·10-3 мг/мл. ПФ: CH3CN – ФБ (15:85). а – 2; б – 3; в – 4; г – 5 
Fig. 4. Chromatograms of vitamins В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin.in 
aqueous organic MP containing phosphate buffer solution. SP: Sorbfi l (PP), HP TLC. CR = 1·10-3 

mg/ml. MP: CH3CN – PhB (15:85). a – 2; b  – 3; c – 4; d – 5

ацетонитрил – вода в следующих соотношениях 
компонентов: 10:90, 15:85, 20:80, 30:70, 50:50. На 
основании полученных результатов установлено, 
что вариант б на рис. 3 является оптимальным 
для дальнейшего модифицирования ПФ фос-

фатными буферами, лучший из которых при 
рН 3 представлен на рис. 4 и использовался далее. 
В табл. 2 приведено подтверждение этого выбора 
на основании расчета параметров эффективности 
разделения витаминов.

в/cа /a б/b г/d

Таблица 2 / Table 2 
Хроматографические характеристики анализируемых систем (В1 – тиамин, В6 – пиридоксин, 

В12 – цианокобаламин) при различных значениях рН фосфатного буферного раствора. 
НФ: Сорбфил, ВТСХ. CR = 1·10-3 мг/мл. ПФ: ацетонитрил – ФБ (15:85)  (n = 3, Р = 0,95)

Chromatographic characteristics of the analyzed systems in various (В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, 
В12 – сyanocobalamin) MP. SP: Sorbfi l, HP TLC. CR = 1·10-3 mg/ml MP: acetonitrile – PhB (15:85) (n = 3, Р = 0,95)

рН ФБ / рН PhB
N H, мм / H, mm

В1 В6 В12 В1 В6 В12 В1 В6 В12

2 0,26 0,64 0,37 4,9 549 173 14 0,13 0,40

3 0,24 0,83 0,42 87 2916 1393 0,80 0,024 0,050

4 0,16 0,73 0,40 9,1 1474 625 7,7 0,047 0,11

5 0,12 0,72 0,44 2,3 1218 324 31 0,058 0,22

fR

Мицеллярные подвижные фазы
Особенность мицеллярных растворов в том, 

что в гомогенной водной или неводной среде 
дифильные молекулы ПАВ при определенной 
концентрации (критической концентрации ми-
целлообразования (ККМ) спонтанно образуют 
наноразмерные (радиусом 1,5–3 нм) динами-

ческие дисперсные агрегаты, состоящие из 
нескольких десятков ионов или молекул ПАВ, 
которые называют мицеллами [41]. Главная 
особенность мицелл заключается в том, что 
среда внутри мицелл противоположна по поляр-
ности воде (основному растворителю подвижной 
фазы), что позволяет в мицеллярном растворе 
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растворять как полярные (в водной макрофазе), 
так и неполярные (в наноразмерных мицеллах) 
вещества. Таким образом, в хроматографической 
системе разделяемые соединения участвуют не 
только в равновесии «неподвижная фаза – под-
вижная фаза», но и дополнительном равновесии 
«растворитель – мицелла» внутри самой под-
вижной фазы, которое влияет на селективность 
хроматографического разделения. Жидкостную 
хроматографию (ЖХ), основанную на примене-
нии в качестве подвижных фаз мицеллярных 
растворов ПАВ сначала называли псевдофазной 
ЖХ [42, 43], а затем мицеллярной ЖХ (МЖХ) 
[44, 45], а подвижные фазы, содержащие мицел-
лы ПАВ – мицеллярными подвижными фазами 
(МПФ) [41, 46–48]. 

Ранее для витаминов в работе [34] было по-
казано, что МПФ улучшают хроматографические 
характеристики анализируемых веществ. Однако 
системного определения в этом случае не про-
водилось.

При выборе оптимального состава МПФ ис-
пользовали хлорид цетилпиридиния в интервале 
5–10-4 – 5–10-1 М и додецилсульфат натрия в 
интервале 2,5–10-4 – 2,5–10-1 М на высокоэффек-
тивных пластинах Сорбфил (ПП).

Установлено, что лучшие хроматографиче-
ские характеристики витаминов получены для 
систем ЦПХ – CH3CN при концентрации кПАВ 
5–10-4 М и соотношении ЦПХ – CH3CN = 85:15 
(об. %), найденные значения Rf, N и H представ-
лены в табл. 3.

Исходя из результатов определения был 
проведен анализ смеси витаминов при их со-
отношении 1:1:1 в анализируемой системе 
(табл. 4) и проведено сравнительное определе-
ние В1, В6, В12 в лучших водно-органических и 
МПФ при анализе препаратов «Комбилипен», 

«Пентовит» и «Эллигамин». Sr изменяется в 
диапазоне 0,01–0,06 (рис. 5). Правильность 
определения установлена методом стандартной 
добавки. Содержание цианокобаламина (В12) не 
найдено, так как лежит за пределами чувстви-
тельности метода ТСХ.

Таблица 4 / Table 4
Селективность разделения витаминов (В1 – тиамин, В6 – пиридоксин, В12 – цианокобаламин) 

в различных ПФ. НФ: Сорбфил, ВТСХ. CR = 1·10-3 мг/мл (n = 3, Р = 0,95)
Selectivity of separation of vitamins (В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin) in different  MP. 

SP: Sorbfi l, HP TLC. CR = 1·10-3 mg/ml (n = 3, Р = 0,95)

ПФ / MP Исследуемые вещества
Test substances RS α

CH3CN – вода (15:85)
CH3CN – water (15:85)

В1+В6 1,26 0,04

В1+В12 1,01 0,24

В12+В6 1,52 0,18

CH3CN – ФБ (15:85) (pH 3)
CH3CN – PhB (15:85) (pH 3)

В1+В6 1,40 0,07

В1+В12 1,18 0,36

В12+В6 1,60 0,19

CH3CN (15 об.%) – ЦПХ (5∙10-4 М)
CH3CN (15 vol. %) – CPC (5∙10-4 М)

В1+В6 1,22 0,02

В1+В12 0,99 0,11

В12+В6 1,60 0,20

Таблица 3 / Table 3 
Хроматографические характеристики анализируемых систем (В1 – тиамин, В6 – пиридоксин,

В12 – цианокобаламин ) в ПФ: ацетонитрил (15 об. %) – ПАВ. НФ: Сорбфил, ВТСХ. CR = 1·10-3 мг/мл (n = 3, Р = 0,95)
Chromatographic characteristics of the analyzed systems (В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin) 

in various MP: acetonitrile (15 об. %) – surfactants. SP: Sorbfi l, HP TLC. CR = 1·10-3 mg/ml (n = 3, Р = 0,95)

ПАВ 
Surfactant

N H, мм / H, mm

В1 В6 В12 В1 В6 В12 В1 В6 В12

ЦПХ (5∙10-4 М)
CPC (5∙10-4 М) 0,11 0,86 0,50 25 2657 1521 2,8 0,026 0,046

ДДСNa (5∙10-3 М)
DDSNa (5∙10-3 М) 0,14 0,77 0,49 28 1798 484 2,5 0,039 0,140

fR
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Рис. 5. Хроматограммы витаминов в исследуемых объектах: а – «Комбилипен», б – «Пентовит», 
в – «Эллигамин»; 1 – пиридоксин (витамин В6), 2 – тиамин (витамин В1), 1.1 – стандартное вещество 
В6, 2.1 – стандартное вещество В1. ПФ: ацетонитрил (15 об.%) – ЦПХ (5∙10-4 М). НФ: Сорбфил, ВТСХ 
Fig. 5. Chromatograms of vitamins in the studied objects: a – “Combilipen”, b – “Pentovit”, c – “Elligamine”. 
1 – pyridoxinum (vitamin B6), 2 – thiamine (vitamin B1), 1.1 – standard substance B6, 2.1 – standard substance 

B1. MP: acetonitrile (15 об. %) – CPC (5∙10-4 М). SP: Sorbfi l, HP TLC 

в/cа /a б/b

Расчет разрешения Rs в исследуемых си-
стемах свидетельствует о практически полном 
разделении витаминов.

Заключение
Методом ТСХ изучены хроматографиче-

ские характеристики тиамина, пиридоксина и 
цианокобаламина в водно-органических и ми-
целлярных подвижных фазах при варьировании 
содержания органического растворителя, рН 
подвижной фазы и концентрации ПАВ. Уста-
новлено, что введение фосфатного буферного 
раствора в оба типа подвижных фаз улучшает 
хроматографические характеристики исследуе-
мых витаминов. Эффективность и селективность 
разделения витаминов лучше в мицеллярных 
подвижных фазах. 

Проведенные исследования использованы 
для определения пиридоксина и тиамина в 
фармацевтических препаратах «Комбилипен», 
«Пентовит» и «Эллигамин», со значениями Sr 
0,01–0,06. Разработанный метод ТСХ с мицел-
лярными подвижными фазами практически ис-
ключает применение летучих, канцерогенных, 
высокотоксичных растворителей и не уступает 
по эффективности органическим элюентам, а 
разработанные в работе подходы позволяют 
решать основные задачи зеленой химии.
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