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Разработана простая методика селективного определения α-токоферола ацетата (витамина Е)
в масляном косметическом средстве с целью исследования сорбционной способности кожи че-
ловека и равномерности распределения препарата на ее поверхности. Методика предназначена
для определения витамина Е на поверхности кожи человека после нанесения его в виде масля-
ного раствора. Определение проводится по собственному поглощению аналита, без применения
дополнительных реагентов (аскорбиновой кислоты и щелочи). Методика включает экстракцию
витамина Е изопропанолом и регистрацию аналитического сигнала методом УФ-спектрометрии.
Градуировочный график линеен в диапазоне 0.02–0.1 мг витамина Е/мл. На основании уравнения
градуировочного графика и тангенса угла его наклона вычислен предел определения витамина Е,
равный 0.5 мкг/мл. Показано, что данный вариант метода является воспроизводимым, селектив-
ны, экспрессным и простым.
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Жирорастворимые витамины, особенно вита-
мин Е (α-токоферола ацетат), в настоящее время
нашли широкое применение в медицине, космето-
логии, дерматологии и входят в состав большин-
ства лекарственных препаратов и средств (БАДы,
кремы, лосьоны, тоники, скрабы и др.). Вита-
мин Е замедляет старение кожи, оказывает антиок-
сидантное действие и выполняет защитную функ-
цию. Он является одним из важнейших витами-
нов по своей значимости для организма, несмот-
ря на то, что в основном применяется для профи-
лактических целей. В отличие, например, от вита-
мина А, витамин Е подходит для людей любого по-
ла и возраста, а в летнее время просто необходим,
так как является самым эффективным и безопас-
ным фильтром-защитником от УФ-лучей. Поми-
мо перечисленного, витамин Е улучшает состоя-
ние не только кожного покрова, но ногтей и да-
же волос, а также способствует заживлению ран
и предотвращает появление рубцов. Им богаты рас-
тительные масла и некоторые продукты животно-
го происхождения [1–5]. Соединение не являет-

ся токсичным. Зачастую его избыток не оказыва-
ет вреда, поскольку вещество накапливается орга-
низмом и выполняет функцию антиоксиданта. Од-
нократное применение полезного вещества в высо-
кой дозе может спровоцировать: повышение давле-
ния, тошноту, метеоризм, диарею и аллергические
реакции. Профили токсичности витамина Е до сих
пор четко не изложены, а текущие знания, получен-
ные в результате исследований, зависят только от
поведения и здоровья животных. Таким образом,
необходимы дополнительные исследования in vivo
и на кожном покрове людей, чтобы получить ин-
формацию о различных применениях, токсично-
сти и фармакокинетике витамина Е.

Известно, что кожный покров человека ––
это самый большой защитный орган человека от
влияния внешней среды. Барьерные свойства кожи
определяются физико-химическими свойствами
эпидермиса, состоящего в основном из различных
типов липидов: холестерол, свободные жирные
кислоты и церамиды [6]. Они и являются главны-
ми защитниками целостности кожного покрова
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и отвечают за водонепроницаемость кожи, а также
играют роль фильтра поступающих через кожу
веществ. Поэтому изучение трансдермальных
свойств активного компонента, в данном случаеα-токоферола ацетата, необходимо для подбо-
ра оптимального его количества для нанесения
на тот или иной тип и участок кожи и оценки
времени его проникновения. Эта статья является
продолжением работы, в которой исследовались
трансдермальные свойства масляного раствора ви-
тамина Е [4], где основа и витамин не разделялись.

В настоящее время известно несколько ва-
риантов комбинированных методов определения
витамина Е во многих объектах [7–13]. В целом
методы, используемые для определения витами-
на Е, разнообразны. К ним относятся химические
методы анализа –– титриметрические, физико-
химические –– спектрофотометрические, электро-
химические, хроматографические и некоторые
другие. В работе [7], например, описано определе-
ние витамина Е реакцией с ионами золота, которая
является количественной и экспрессной, но имеет
два главных недостатка: хлорид золота –– дорогой
реагент и метод обладает низкой избирательно-
стью. Разработана методика [8] идентификации
и количественного определения витамина Е ме-
тодом хроматографии в тонком слое сорбента
с применением компьютерного сканирования
и программы Sorbfil Videodensitometer.

Спектральные (оптические) методы в ИК-
и УФ-областях заняли свою нишу в определе-
нии витамина Е, в различных фармакопеях они
отвечают за подтверждение подлинности, лишь
для субстанции встречается применение метода
УФ-спектрофотометрии для количественной
оценки, что связано с многокомпонентностью ле-
карственных препаратов [9]. Колориметрическое
определение в видимой области связано со способ-
ностью токоферолов окисляться с образованием
продуктов с различной химической структу-
рой и окраской, зависящей от окислителя [11].
Токоферолы обладают интенсивной флуорес-
ценцией с максимумом возбуждения при 295 нм
и излучения при 340 нм. На этом основаны спек-
трофлуориметрические методики определения
токоферолов, отличающиеся высокой чувстви-
тельностью, специфичностью и простотой [14].
Метод рефрактометрии является экспрессным
и экономичным, подходит для определения ви-
тамина Е, но концентрации должны быть очень
большими –– от 20 до 50% [15], что неприемлемо
для наших целей. В большинстве случаев исследо-
ватели отдают предпочтение хроматографическим
методам. Метод ВЭЖХ применяют в качестве ос-
новного для определения витамина Е в различных
фармакопеях и в пищевых продуктах животного
происхождения в связи с его универсальностью,
чувствительностью и специфичностью, варьируя

состав подвижной фазы, и как метод пробо-
подготовки в зависимости от конкретной задачи
и возможностей прибора [16]. Метод тонкослойной
хроматографии находит применение для анализа
чистоты, качественного состава препаратов, а так-
же определения и, в отличие от ВЭЖХ, не требует
дорогостоящего оборудования, а с применением
простого программного обеспечения характеризу-
ется достаточной точностью анализа [17]. Методы
газовой хроматографии применяют при анализе
субстанций и масляных растворов витамина Е,
однако они имеют недостатки –– длительную
пробоподготовку пробы и наличие внутреннего
стандарта [18], в связи с чем не получили широкого
распространения в лабораторной практике.

В настоящей статье авторами в качестве основ-
ного метода определения витамина Е выбран ме-
тод УФ-спектрофотометрии [18, с. 644], который
применяется для подтверждения подлинности пре-
парата. Этот метод предложен как референтный
и основан на омылении пробы щелочным раство-
ром с последующей экстракцией аналита гексаном,
изооктаном или другими неполярными раствори-
телями. При этом возникают вопросы о полноте
извлечения, простоте, надежности и селективно-
сти метода.

Следует отметить, что наиболее распространен-
ная форма витамина Е, а именно α-токоферол аце-
тат, нерастворим в воде и часто встречается в ви-
де масляного раствора. В настоящее время техно-
логии получения таких препаратов постоянно со-
вершенствуются, данные по содержанию основно-
го вещества и его чистоты уточняются, что требует
разработки и усовершенствования методов опре-
деления низких содержаний витаминов, например
для возможности рационального возмещения их
дефицита.

Цель данной работы –– разработка простой ме-
тодики пробоподготовки и определения витами-
на Е для изучения его трансдермальных характери-
стик и оценки состояния и свойств кожного покро-
ва. В связи с этим можно выделить такие этапы ра-
боты, как поиск эффективного метода отбора про-
бы с исследуемой поверхности, а также разработка
методов выделения и определения активного веще-
ства в пробе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом анализа был масляный растворα-токоферола ацетат, 100 мг/мл, производства

Тульской фармацевтической фабрики (Россия).
Модельные растворы готовили с помощью од-
ноканального дозатора Ленпипет 100–1000 мкл,
препараты хранили в темном месте при 15–25○C.

Использовали изопропиловый спирт, 99.7%
(ГОСТ 9805-84); спирт абсолютизированный
(⩾ 99.9%); искусственную кожу в виде резиновых
листов (невпитывающая поверхность); шпатель
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пластиковый косметический; ватные палочки
и губку из пористого материала (спонж); про-
бирки из ПЭТФ 13 × 75 (стерильные для забора
венозной крови с пробкой из бромметилкаучука);
пластиковые пробирки Эппендорфа емк. 2 мл.
Исследования проводили также на участках кожи
рук добровольцев-студенток. Потери вещества
на дозирующих инструментах при нанесении
препарата на кожу определяли с использованием
весов аналитических марки ACCULAB ALC-80d4,
НПВ 80 г, НмПВ 0.01 г, 𝑑 = 0.0001 г, 𝑒 = 0.001 г.

Построение градуировочных графиков. Для по-
строения градуировочных графиков в качестве ис-
ходного раствора использовали масляный растворα-токоферола ацетата с концентрацией 100 мг/мл.
В качестве растворителей применяли спирты эти-
ловый и изопропиловый. Готовили стоковый рас-
твор с концентрацией 1 мг/мл. В мерную колбу
емк. 25 мл помещали 10 мл изопропанола/этано-
ла, добавляли 250 мкл исходного раствора, доводи-
ли до метки изопропанолом/этанолом и тщательно
перемешивали. Растворы использовали свежепри-
готовленными. Далее готовили рабочие растворы
с концентрациями α-токоферола ацетата, мг/мл:0.1 (100%), 0.08 (80%), 0.06 (60%), 0.04 (40%) и 0.02
(20%). Оптическую плотность измеряли на ска-
нирующем спектрофотометре СПЕКС ССП-715
в кварцевых кюветах (𝑙 = 10 мм) при длине волны284 нм на фоне изопропанола/этанола. На осно-
вании полученных значений оптических плотно-
стей растворов витамина Е строили градуировоч-
ные графики в программе MS Excel.

Методика нанесения препарата на кожу методом
дозирования с использованием одноканального до-
затора Ленпипет 100–1000 мкл. Дозатором отбира-
ли необходимое количество вещества и первые две
порции сливали, третью (считая, что носик пипет-
ки промыт) наносили на образец кожи.

При определении потерь брали чистый сухой
наконечник, взвешивали его, отбирали вещество
(200 мкл), дозировали на поверхность и взвешива-
ли наконечник после дозирования (точность изме-
рения 0.0002 г).

Разработанная методика эксперимента. В про-
бирки помещали 5 мл изопропилового спирта. От-
бирали витамин Е с исследуемых поверхностей ко-
жи ватными палочками и помещали отрезы этих
частей палочек в пробирки, смачивали изопропа-
нолом другие концы палочек, повторно обрабаты-
вали те же участки кожи и помещали их в те же про-
бирки. Пробирки укупоривали пробками и тща-
тельно перемешивали. Оставляли на 35 мин, встря-
хивая каждые 5 мин в течение ∼ 10 с. В пробир-
ки Эппендорфа вносили по 1.9 мл изопропанола.
По истечении 35 мин отбирали из первых пробирок
по 0.1 мл раствора, вносили его в пробирки Эппен-
дорфа и тщательно перемешивали. Затем измеряли
оптическую плотность этих растворов. По градуи-

ровочному графику находили концентрацию вита-
мина Е в анализируемом растворе и рассчитывали
его содержание.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Первый этап работы –– построение градуиро-

вочных графиков для определения витамина Е ме-
тодом УФ-спектрофотометрии для сравнения двух
растворителей –– этанола и изопропанола. С це-
лью снижения стоимости анализа абсолютизиро-
ванный этанол заменили на изопропанол (99.7%).
Ряд экспериментов доказал эквивалентность ре-
зультатов и спектров при замене этилового спирта
на изопропиловый (рис. 1).

Полученные градуировочные графики опи-
сываются уравнениями 𝑦 = 5.154𝑥 + 0.0355 (𝑅2

=

= 0.9995) и 𝑦 = 5.1414𝑥 + 0.0166 (𝑅2
= 0.999) для эта-

нола и изопропанола соответственно. Граду-
ировочные графики линейны и коррелируют
между собой. Для дальнейшей работы в качестве
растворителя выбрали изопропиловый спирт.
На основании уравнения градуировочного гра-
фика и тангенса угла наклона вычислили предел
определения витамина Е, равный 0.5 мкг/мл.
Тангенс угла наклона рассчитывали следующим
образом: tg α = 𝑏/𝑎, где α –– угол наклона, 𝑎 ––
горизонтальное расстояние, 𝑏 –– вертикальное
расстояние.

На втором этапе работы выбирали способ рав-
номерного нанесения (распределения) препарата
по поверхности исследуемого участка искусствен-
ной кожи. Серия соответствующих эксперимен-
тов показала, что искусственная модельная кожа
не подходит для нанесения масляного раствора ви-
тамина Е, так как вещество скатывается в крупные
капли. Наилучшие результаты получены при сме-
шении масляного раствора витамина Е с глицери-
ном (1 ∶ 1). Пробы с поверхности такой кожи отби-
рали не в точке, а по секторам по методу конвер-
та. Спектр глицерина в изопропаноле в исследуе-
мой области длин волн не имеет экстремумов.

Затем определяли потери косметического акти-
ва при нанесении методами дозирования и распре-
деления с помощью спонжа, обернутого пленкой,
и шпателя на кожу.

На основании экспериментальных данных вы-
яснили, что при дозировании оптимальное коли-
чество нанесенного препарата для наших целей
не должно превышать 0.36 мг/см2. Это связано
с тем, что при нанесении большего количества ве-
щество растекается за пределы обозначенной нами
исследуемой области. На этапе дозирования потеря
вещества составила ∼ 10%, как показал метод гра-
виметрии.

Потерю вещества в случае распределения с по-
мощью спонжа и шпателя определяли двумя ме-
тодами –– гравиметрии и УФ-спектрофотометрии.
Для оценки потери вещества при нанесении спон-
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Рис. 1. УФ-спектры изопропанола (1), подсолнечного масла (2) и витамина Е в этаноле (3–5) и изопропаноле (6, 7). Спек-
тры регистрировали относительно воздуха.

жем брали кусок пищевой пленки и взвешива-
ли, затем пленкой обматывали спонж и проводи-
ли операцию равномерного распределения. После
этого кусочек пленки с остатком образца взвешива-
ли. Данную процедуру выполняли трижды. Устано-
вили, что после нанесения препарата на кожу и его
распределения косметическим шпателем образо-
вывается более равномерный слой на ее поверхно-
сти. Потеря витамина Е при распределении обер-
нутым пленкой спонжем составила 20%. При за-
мене спонжа на шпатель потеря вещества значи-
тельно сократилась и составила всего 8.5%.

Далее отрабатывали методику наиболее полно-
го отбора препарата с поверхности искусственной
кожи. Использовали поверхность модельного ис-
кусственного образца кожи. В качестве пробоот-
борников использовали ватные палочки. На обо-
значенные участки модельной кожи количественно
наносили препарат витамина Е. Каждый участок
обрабатывали сухой стороной палочки. Затем эту
часть срезали и помещали в изопропанол. Обраба-
тывали тот же участок смоченным в изопропаноле
другим концом палочки, который также помеща-
ли в ту же емкость с изопропанолом. Выдерживали
ватный сорбент в экстракте 10, 15, 25 и 35 мин и из-
меряли его оптическую плотность. Результаты дан-
ной серии экспериментов представлены в табл. 1.
Изначально наносили 100 мкл масляного раствора
витамина Е. Из табл. 1 видно, что количественно
экстракция протекает через 35 мин; это время вы-

держивания выбрали для дальнейшей работы. Экс-
перимент также показал, что для лучшего эффекта
необходимо сначала отбирать витамин Е сухой сто-
роной палочки и только потом делать смыв палоч-
кой, смоченной в изопропаноле.

По разработанной методике определяли сте-
пень впитывания препарата витамина Е участка-

Таблица 1. Выбор оптимального времени экстракции (𝑛 = 3,𝑃 = 0.95)

Время
экст-

ракции,
мин

Δ𝐴,
отн. ед.

СреднееΔ𝐴,
отн. ед.

Коли-
чество

витамина
E, %

𝑠r, %

10 0.3246 0.3056 56.2 0.030.29250.299615 0.4176 0.4327 80.9 0.020.43740.443125 0.4326 0.4394 82.2 0.030.46720.418335 0.4747 0.5113 96.2 0.040.51310.5461
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ми кожного покрова. Масляный препарат наноси-
ли на тыльную сторону руки по участкам разметки
(рис. 2). Перед нанесением масляного раствора ви-
тамина Е поверхность кожи очищали и обезжири-
вали 70%-ным этанолом и высушивали на воздухе.
Далее на выделенную поверхность кожи площадью28 см2 наносили 100 мкл масляного раствора вита-
мина Е с концентрацией 100 мг/мл. Препарат рас-
пределяли по поверхности кожи с помощью косме-
тического шпателя. Распределяли по поверхности
каждого участка по 1.3 мг витамина Е. Определяли
оставшееся на поверхности кожи количество вита-
мина Е через различные промежутки времени по-
сле нанесения: 1, 3, 5, 7, 10, 15 и 20 мин. Получен-
ные результаты представлены в табл. 2. Из таблицы
видно, что при местном применении витамина Е
в виде масляного раствора на его равномерную аб-
сорбцию могут влиять многие факторы. Это зави-
сит от выбора участка анализируемой области ко-
жи (индивидуальных особенностей кожи, толщи-
ны рогового слоя, уровня гидратации, клеточного
метаболизма), растекания и смачивания, тепла, со-

Рис. 2. Разметка кожного покрова тыльной стороны руки
для определения полноты впитывания витамина Е.

Таблица 2. Количество абсорбированного кожей витамина Е
(𝑛 = 2, 𝑃 = 0.95)

Номер
участка

Время
действия
на кожу,

мин

Среднее количество
абсорбированного
кожей витамина Е,

мг

𝑠r

1 0 0.91 ± 0.05 0.0062 1 1.02 ± 0.04 0.0043 3 1.08 ± 0.04 0.0044 7 0.84 ± 0.01 0.0025 10 0.53 ± 0.04 0.0086 15 0.69 ± 0.03 0.0047 20 0.37 ± 0.02 0.006

става и свойств растворителя и других мало кон-
тролируемых факторов. Известно, что витамин Е ––
гидрофобное вещество и характеризуется низкой
биодоступностью [19], что сильно ограничивает его
клиническое применение в терапевтических целях.
В работе [19] также отмечается, что пик метаболиз-
ма витамина Е приходится на 6–12 ч после нане-
сения, а за первые два часа существенного измене-
ния концентрации витамина Е на поверхности ко-
жи не происходит. Известно также, что подсолнеч-
ное масло имеет высокий уровень комедогенности.
Это означает, что его использование на коже может
привести к забитым порам. В связи с этим следу-
ет искать и применять новые формы в качестве но-
сителей витамина Е, улучшающие его абсорбцию,
клеточное усвоение и растворимость.

* * *
Разработана УФ-спектрофотометрическая ме-

тодика определения витамина Е в форме α-то-
коферола ацетата в масляных растворах с пре-
делом определения 0.5 мкг/мл. Показано, что
при спектрофотометрическом контроле подсол-
нечное масло не мешает определению витамина Е
при 284 нм. В качестве растворителя использова-
ли изопропанол. Разработанная методика отлича-
ется простотой, экспрессностью, селективностью
по отношению к масляной основе, надежностью,
экономичностью. Методика может использоваться
для определения витамина Е в растительных мас-
лах, премиксах и в фармацевтических субстанциях.

Предложенная методика, по мнению авторов,
также может быть использована для определения
витамина Е на поверхности кожи и для оценки
его трансдермального проникновения. Стоит от-
метить, что данную методику можно адаптировать
и под другие косметические активы с целью изуче-
ния их проникающей способности.
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SOME ASPECTS OF THE DEVELOPMENT OF A TECHNIQUE FOR
THE SELECTIVE DETERMINATION OF VITAMIN E ON THE SURFACE

OF HUMAN SKIN WHEN APPLYING OIL PREPARATIONS

E. S. Voloshina𝑎, ∗, B. K. Zuev𝑎, A. V. Mikhailova𝑎
𝑎Vernadsky Institute of Geochemistry and Analytical Chemistry, Russian Academy of Sciences, Kosygina Str., 19,

119991 Moscow, Russia
∗E-mail: zubor127@yandex.ru

Abstract. A simple technique has been developed for the selective determination of α-tocopherol acetate
(vitamin E) in an oily cosmetic product in order to study the sorption capacity of human skin and the uni-
formity of the distribution of the drug on its surface. The technique is designed to determine vitamin E
on the surface of human skin after applying it in the form of an oil solution. The determination is carried
out by the analyte’s own absorption, without the use of additional reagents (ascorbic acid and alkali). The
technique includes extraction of vitamin E with isopropanol and registration of the analytical signal by UV
spectrometry. The calibration schedule is linear in the range of 0.02–0.1 mg of vitamin E/ml. Based on
the equation of the calibration graph and the tangent of its angle, the limit for determining vitamin E is cal-
culated, equal to 0.5 micrograms/ml. It is shown that this variant of the method is reproducible, selective,
express and simple.

Keywords: analysis of fat-soluble vitamins and vitamin-like products, selective determination of vitamin E,
UV spectrophotometry, sorption capacity of human skin.
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