
Содержание витаминов в молоке рассматрива�
ется как неинвазивный метод диагностики гипови�
таминозных состояний кормящих матерей. Синер�
гичными, т. е. усиливающими действие друг друга,
являются витамины группы В. Совместное дей�
ствие этих витаминов создает эффект, который не
может быть достигнут действием каждого из них.
Витамин В2 (рибофлавин) участвует во многих про�
цессах обмена веществ, функционировании нер�
вной, пищеварительной, сердечно�сосудистых си�
стем, печени, в работе пищеварительного тракта,
кроветворении. Выявлен синергизм витамина В2 с
цинком, селеном. Также с уменьшением рибофла�
вина снижается лактация. Витамин В1 (тиамин)
участвует в углеводном и энергетическом обменах,
необходим для функционирования нервной систе�
мы. Установлено взаимодействие между витамина�
ми С, В1 и В2. При недостатке витамина В2 снижа�
ется уровень витаминов С и В1 в тканях [1].

На сегодняшний день существуют различные
способы определения концентрации рибофлавина.
Для определения суммарного содержания рибофла�
вина и его коферментных форм в биологических
объектах используют микробиологические методы,
основанные на измерении скорости размножения
Lactobacillus casei или продуцирования им молочной
кислоты. В относительно концентрированных чи�
стых растворах содержание рибофлавина можно
определить спектрофотометрически или флуориме�
трически по интенсивности свечения рибофлавина
или продукта его фотолиза [2]. Эти методы на два
порядка чувствительнее спектрофотометрических и
широко используются для определения витамина В2

в жидкостях (крови, урине) и тканях организма.

Для обнаружения тиамина используют химиче�
ские методы, основанные на цветных реакциях, ха�
рактерных для специфических группировок, вхо�
дящих в витамин. Нередко для количественного
анализа пользуются титриметрическими методами
анализа. Чувствительность таких методов невели�
ка, зачастую они использовались для качественно
определения витамина в различных веществах и
биологических жидкостях. Широко используют
оптические методы обнаружения витамина, на�
пример, флюориметрический. Эти методы недо�
статочно селективны, трудоемки и требуют боль�
ших затрат времени, реактивов, содержат большое
число вспомогательных операций.

Интенсивное развитие метода ВЭЖХ расшири�
ло аналитические возможности определения водо�
растворимых витаминов в различных объектах. Для
увеличения чувствительности определения вита�
минов используют УФ, флуориметрическое и элек�
трохимическое детектирование с фотодиодной ма�
трицей [3]. Необходимая подготовка пробы образ�
ца весьма проста относительно других методов, что
связано прежде всего с исключительной универ�
сальностью, высокой эффективностью разделения,
благоприятными условиями анализа (низкая тем�
пература, инертный растворитель, отсутствие кон�
такта с кислородом).

Для определения витаминов в настоящее время
также успешно применяются электрохимические
методы анализа, т. к. они отвечают современным
требованиям контроля качества пищевых продук�
тов, лекарственных и фармацевтических препара�
тов, биологических и природных объектов. Инвер�
сионно�вольтамперометрический способ опреде�
ления витамина В2 на стеклоуглеродном электроде
(СУЭ) применяли при анализе пищевых продук�
тов, однако для экспрессного определения водора�
створимых витаминов в грудном молоке данный
способ не применялся.

На данный момент актуален вопрос о контроле
содержания витаминов группы В в грудном моло�
ке. Целями наших исследований стали разработка
методик количественного химического анализа со�
держания водорастворимых витаминов группы В в
грудном молоке с помощью методов инверсионной
вольтамперометрии (ИВ) и высокоэффективной
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), а также про�
ведение сравнительного анализа результатов, полу�
ченных этими методами. Применение именно этих
методов связано с их высокой чувствительностью,
что не маловажно для анализа биологических
объектов, и широкой распространенностью в со�
временных лабораториях.

Экспериментальная часть

Метод ИВ

Измерения проводили с использованием инди�
каторного стеклоуглеродного электрода (для вита�
мина В2) и ртутно�пленочного (для витамина В1),
электродом сравнения служил насыщенный насы�
щенный хлоридсеребряный электрод (нас.х.с.).
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Кислород из раствора удаляли током азота. Воль�
тамперограммы регистрировали на вольтамперо�
метрическом комплексе СТА [4].

Процесс электрохимического окисления вита�
мина В2 проводили в растворе соляной кислоты
0,01 моль/л при потенциале, равном –(0,2...0,15) В
относительно нас.х.э. Все измерения – при темпе�
ратуре 300 К.

Процесс вольтамперометрического восстано�
вления витамина В1 проводили в растворе двузаме�
щенного гидрофосфата натрия 0,1 моль/л (о.с.ч.)
на индикаторном ртутно�пленочном электроде
при потенциале –(1,2...1,4) В относительно нас.х.э.
Регистрировали аналитический сигнал на вольтам�
перограмме, используя вольтамперометрический
комплекс СТА в дифференциальном режиме запи�
си вольтамперограмм.

Основной раствор, содержащий 100,0 мг/л ви�
тамина В2, готовили растворением навески сухого
порошка рибофлавина (о.с.ч.) в 0,1 М растворе ги�
дроксида натрия, перемешиванием и последую�
щим доведением объема до метки бидистиллиро�
ванной водой. Рабочие растворы более низкой
концентрации готовили разбавлением исходных в
бидистилированной воде по общепринятой мето�
дике.

Основной раствор, содержащий 1000,0 мг/л ви�
тамина В1, готовили растворением навески сухого
порошка тиамина (о.с.ч.) в 0,1 М растворе соляной
кислоты, перемешиванием и последующим дове�
дением объема до метки бидистиллированной во�
дой. Рабочие растворы более низкой концентрации
готовили разбавлением исходных в бидистилиро�
ванной воде по общепринятой методике.

Раствор фонового электролита для рибофлави�
на готовили разбавлением исходной концентриро�
ванной соляной кислоты в бидистиллированной
воде до концентрации 0,01 моль/л.

Раствор фонового электролита для тиамина го�
товили растворением навески двузамещенного
натрия фосфорнокислого (о.с.ч.) в дистиллирован�
ной воде.

Метод ВЭЖХ

Анализы проводили на жидкостном хромато�
графе фирмы «Waters» с использованием стальных
колонок размером 3,9×150 мм, заполненных обра�
щено�фазным сорбентом Symmetry С18 с размером
частиц 5 мкм. В качестве элюента (подвижной фа�
зы) выбрана смесь водных растворов гептансуль�
фоната натрия и калия фосфорнокислого одноза�
мещенного. Оптимальное значение величины рН
устанавливали с помощью ортофосфорной кисло�
ты до значения 2,5...3,0. Объем вводимой пробы
20 мкл, скорость потока подвижной фазы –
1 см3/мин, температура термостата – 30 °С, детек�
тирование проводилось с использованием детекто�
ра с фотодиодной матрицей в диапазоне длин волн
200...400 нм [5].

Результаты и обсуждение

Независимо от поставленной задачи, подготов�
ка пробы к анализу является начальным и одним из
самых ответственных этапов любой методики.

Нами предложен алгоритм пробоподготовки
грудного молока для хроматографического и ин�
версионно�вольтамперометрического определения
водорастворимых витаминов группы В.

Пробоподготовка в методе ИВ (рис. 1) состояла
из освобождения от белковых примесей посред�
ством кислотного гидролиза 0,1 М НС1 с последу�
ющим осаждением белка хлоридом марганца из ги�
дролизата при рН 4,7...5,1, что соответствует изоэ�
лектрической точке белка. После отделения осадка
центрифугированием (6000 об/мин), проводили
фильтрование раствора через бумажный фильтр
«синяя лента» с последующим вольтамперометри�
ческим определением витаминов В1 и В2. Схема
пробоподготовки грудного молока в методе ИВ
представлена на рис. 1. Пробоподготовка по дан�
ной схеме позволяет из одной пробы брать аликво�
ту на разные витамины, что существенно сокраща�
ет время анализа по сравнению с аттестованными
методиками по определению витаминов группы В
в детском питании [6, 7].

Рис. 1. Схема пробоподготовки грудного молока в методе ИВ

Методика определения рибофлавина 

и тиамина в грудном молоке методом ИВ

Пробу грудного молока объемом 3,0 мл, поме�
щают в центрифужную пробирку, приливают 0,1 мл
конц. НСl и центрифугируют в течение 20 мин при
скорости 6000 об/мин. К центрифугату добавляют
1...2 г (NH4)2SO4, отстаивают 5 мин., затем вновь
центрифугируют в течение 20 мин. при скорости
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6000 об/мин. Центрифугат фильтруют через двой�
ной бумажный фильтр «синяя лента». Полученный
фильтрат является подготовленной пробой. Для
анализа берут аликвоту пробы 0,1 мл.

В чистый кварцевый стаканчик вносят 10,0 мл
раствора фонового электролита 0,01 М HCl (для ви�
тамина В2) или 10,0 мл 0,1 М двузамещенного нат�
рия фосфорнокислого (для витамина В1) и помеща�
ют в электрохимическую ячейку вольтампероме�
трического анализатора. Опускают в раствор элек�
троды и регистрируют анодную вольтамперограмму
в дифференциальном режиме. Вносят аликвоту
подготовленной для анализа пробы грудного моло�
ка и регистрируют вольтамперограмму в тех же
условиях. Измеряют высоту анодного пика при
(0,2...0,3) В (для витамина В2) или при –(1,2...1,4) В
(для витамина В1). Вносят добавку аттестованной
смеси определяемого витамина в таком объеме,
чтобы высота пика на вольтамперограмме увеличи�
лась примерно в два раза, регистрируют вольтампе�
рограмму в тех же условиях. Находят содержание
витамина общепринятым способом. Все измерения
проводят при комнатной температуре.

Пробоподготовка грудного молока в методе
ВЭЖХ (рис. 2) состояла из центрифугирования и
дальнейшего фильтрования пробы. Определение
витаминов В1 и В2 проводят в течение одного ана�
лиза. Схема пробоподготовки грудного молока в
методе ВЭЖХ представлена на рис. 2.

Оптимальный объем пробы, достаточный для
определения витаминов, составляет 1,5...2,0 мл.

Рис. 2. Схема пробоподготовки грудного молока в методе
ВЭЖХ

Методика определения 

витаминов В1 и В2 методом ВЭЖХ

Пробоподготовка состояла из центрифугирова�
ния образца грудного молока при 10000 об/мин и
дальнейшего фильтрования пробы через фильтр
«синяя лента». Для анализа на жидкостном хрома�
тографе было взято 1,5 см3 фильтрата.

Объем вводимой пробы 20 мкл, скорость пото�
ка подвижной фазы – 1 см3/мин, температура тер�
мостата – 30 °С, детектирование проводилось с ис�
пользованием детектора с фотодиодной матрицей в
диапазоне длин волн 200...400 нм.

Правильность разработанной методики была
подтверждена сравнением с методом «введено�
найдено» [8]; результаты представлены в табл. 1.

Таблица 1. Результаты вольтамперометрического определе$
ния витамина В2 в грудном молоке методом «вве$
дено$найдено»

Нами был проведен сравнительный анализ ре�
зультатов, полученных двумя методами (табл. 2).

Таблица 2. Результаты определения водорастворимых витами$
нов в грудном молоке различными методами, мг/л

Как видно из приведенных в таблице данных,
результаты содержания водорастворимых витами�
нов группы В, определенных разными методами,
хорошо воспроизводимы и находятся в пределах
погрешности данных методик.

Таблица 3. Сравнение методик КХА грудного молока на опре$
деление водорастворимых витаминов группы В

При сравнении разработанных методик можно
сделать вывод о применимости их с целью контро�
ля содержания водорастворимых витаминов груп�
пы В в аналитических лабораториях и центрах ме�
дицинских учреждений. Метод ИВ по сравнению с
методом ВЭЖХ (табл. 3) более экспрессен, количе�
ство используемых реактивов минимально, стои�
мость приборов невысокая.

Параметры ИВ ВЭЖХ

Диапазон определяемых

концентраций, мг/л
0,01…5,0 0,005…5,0

Время анализа,ч 0,5…1 1…2

Реактивы

Соляная кислота

(к), двузамещен$

ный гидрофосфат

натрия, 0,01 M со$

ляная кислота, ги$

дроксид натрия

Гептасульфонат

Na, калий фосфор$

нокисл. одноза$

мещ., ацетонитрил,

ортофосфорная

кислота

Используемый анали$

затор и стоимость

Вольтампероме$

тричекий анализа$

тор (40–80 тыс. р)

Хроматограф для

ВЭЖХ

(400–1500 тыс. р)

Погрешность, отн. % 25 20

Проба
Метод ИВ Метод ВЭЖХ

В1 В2 В1 В2

1 2,2±0,66 0,43±0,13 1,98±0,39 0,37±0,07

2 1,29±0,39 0,56±0,17 1,35±0,27 0,62±0,12

3 1,56±0,47 0,37±0,11 1,64±0,32 0,43±0,09

Анализи$

руемая

проба

Результат

анализа про$

бы, мг/кг

Введено,

мг/кг

Результат анали$

за пробы с до$

бавкой, мг/кг

Найдено,

мг/кг

1 0,37±0,1

0,1 0,54±0,16 0,16±0,02

0,5 0,79±0,24 0,41±0,08

1,0 1,3±0,39 0,92±0,14

2 0,43±0,09

0,1 0,52±0,14 0,09±0,01

0,5 0,93±0,26 0,50±0,11

1,0 1,41±0,42 0,98±0,16

3 0,62±0,12

0,1 0,71±0,21 0,09±0,01

0,5 1,11±0,32 0,49±0,08

1,0 1,65±0,35 1,03±0,17

-

Известия Томского политехнического университета. 2008. Т. 312. № 3

60



Методика количественного химического ана�
лиза грудного молока на содержание витаминов В1

и В2 методом ИВ прошла метрологическую аттеста�
цию и находится на стадии согласования и внесе�
ния в Федеральный Реестр методик выполнения
измерений, применяемых в сферах распростране�
ния государственного метрологического контроля.

Выводы

1. Разработаны методики количественного химиче�
ского анализа грудного молока на содержание ви�

таминов В1 и В2 методами инверсионной вольтам�
перометрии и высокоэффективной жидкостной
хроматографии. ИВ�методика метрологически ат�
тестована. Результаты анализа на содержание ви�
таминов сопоставимы, и отвечают метрологиче�
ским показателям межлабораторных испытаний.

2. При сравнении разработанных методик выяв�
лено преимущество метода ИВ по таким пока�
зателям, как время анализа (сокращено в два
раза), количество используемых реактивов и
стоимость оборудования.
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Аналитические методы детектирования низких
концентраций витаминов в природных объектах и
пищевой продукции требуют специальной пробо�
подготовки для минимизации влияния мешающих
веществ и концентрирования аналита. Процедура
твердофазной экстракции требуется для повыше�
ния точности и предела хроматографического опре�
деления витаминов в молоке [1], биологических
жидкостях [2, 3] и растительных экстрактах [4–6]. К
сорбентам для твердофазной экстракции предъя�
вляется ряд требований, таких как достаточная
сорбционная емкость, селективность, химическая и
механическая устойчивость, индифферентность по
отношению к растворителю и возможность полной
десорбции сорбированного вещества.

Сорбционная емкость используемых в настоя�
щее время сорбентов достаточно велика для полно�
го извлечения целевого вещества, поэтому основ�
ным параметром выбора становится селектив�
ность, которая может быть достигнута химической,
физической или комбинированным модифициро�
ванием поверхности основы [7]. В числе модифи�
каторов могут быть использованы комплексы ме�
таллов, жидкие кристаллы, макрохелаты или дру�
гие металлорганические соединения в виде адсорб�
ционных слоев или в составе комбинированных
фаз с полимерами [8–12].

В связи с этим, актуальной проблемой остается
поиск и целенаправленное создание модифициро�
ванных сорбентов для избирательной твердофазной
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