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Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ âèòàìèíà D — çàäà÷à âåñüìà òðóäíàÿ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå

ïðîâåäåí êîíòåíò-àíàëèç ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíîâ ãðóïïû D, êîòîðûå íàøëè

íàèáîëåå øèðîêîå ïðèìåíåíèå è ðàñïðîñòðàíåíèå â ëèòåðàòóðå. Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ìå-

òîäû àíàëèçà â ïîñëåäíèå ãîäû ïðèîáðåòàþò âñå áîëüøåå çíà÷åíèå â âèäó ñâîåé ïðîñòî-

òû, ÷óâñòâèòåëüíîñòè è èíôîðìàòèâíîñòè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî ìíîãî ðàçëè÷-

íûõ ñïîñîáîâ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà âèòàìèíîâ äàííîé ãðóïïû, îäíàêî, áóäóùåå ïðè àíàëè-

çå êàëüöèôåðîëîâ íåñîìíåííî ïðèíàäëåæèò ÂÝÆÕ, êàê ìåòîäó, ïîçâîëÿþùåìó îäíîâðå-

ìåííî ðåøàòü âñå çàäà÷è, âîçíèêàþùèå ïðè àíàëèçå âèòàìèíîâ ãðóïïû D.

Íàçâàíèå âèòàìèíà D (êàëüöèôåðîëû) îáúåäèíÿåò

ãðóïïó ðîäñòâåííûõ ñîåäèíåíèé, îáëàäàþùèõ àíòèðà-

õèòè÷íîé àêòèâíîñòüþ [1]. Âàæíåéøèå ñðåäè íèõ —

õîëåêàëüöèôåðîë (âèòàìèí D3), ýðãîêàëüöèôåðîë (âè-

òàìèí D2) è äèãèäðîýðãîêàëüöèôåðîë (âèòàìèí D4)

[2]. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåí îáçîð è àíàëèç ìåòî-

äîâ îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíîâ ãðóïïû D â ëèòåðàòóðå,

êîòîðûå íàøëè íàèáîëåå øèðîêîå ïðèìåíåíèå.

Áèîëîãè÷åñêèå ìåòîäû àíàëèçà. Èñïîëüçîâàíèå

áèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíà D ñâÿ-

çàíî ñî ñðàâíåíèåì èññëåäóåìîãî îáðàçöà ñ ìåæäóíà-

ðîäíûì ñòàíäàðòîì. Ìåæäóíàðîäíûé ñòàíäàðò âèòà-

ìèíà D ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ ÂÎÇ è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé

ðàñòâîð õîëåêàëüöèôåðîëà (âèòàìèíà D3) â ðàñòèòåëü-

íîì ìàñëå, ñîäåðæàùèé â 1 ìë 0,025 ìêã — 1 ìåæäó-

íàðîäíóþ åäèíèöó (1 ÌÅ). Áèîëîãè÷åñêèå ìåòîäû

îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíà D èìåþò çíà÷åíèå ïðè îöåíêå

ëå÷åáíûõ è ïðîôèëàêòè÷åñêèõ [3] äîç âèòàìèíà.

Îäíàêî ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ìåòîäû àíàëèçà â ïî-

ñëåäíèå ãîäû âûòåñíÿþò áèîëîãè÷åñêèå ââèäó ñâîåé

ïðîñòîòû, ýêñïðåññíîñòè, ÷óâñòâèòåëüíîñòè è èíôîð-

ìàòèâíîñòè.

Îïòè÷åñêèå ìåòîäû àíàëèçà

ÓÔ-ñïåêòðîôîòîìåòðèÿ. Ðîëü ÓÔ-ñïåêòðîôîòî-

ìåòðèè, îñíîâàííîé íà èçìåðåíèè ñîáñòâåííîãî ïî-

ãëîùåíèÿ êàëüöèôåðîëîâ, â ðåøåíèè àíàëèòè÷åñêèõ

çàäà÷ âåñüìà ñêðîìíà. Ìåòîä ïðèìåíèì òîëüêî â àíà-

ëèçå ïðîñòåéøèõ ïðåïàðàòîâ [4]; ïðè èññëåäîâàíèè

áîëåå ñëîæíûõ êîìïëåêñíûõ ïðåïàðàòîâ íåîáõîäèìî

ïðåäâàðèòåëüíîå õðîìàòîãðàôè÷åñêîå ðàçäåëåíèå

[5 – 7]. Â ýòàíîëüíîé ñðåäå âèòàìèíû D2 è D3 îáðàçó-

þò èíòåíñèâíûé ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ ïðè 265 íì

( %E1
1
ñì = 460; � = 18850 äëÿ âèòàìèíà D2; E1

1
ñì
% = 485 äëÿ

âèòàìèíà D3) [8]. Õîòÿ ýòè öèôðû è ñëóæàò õàðàêòåðè-

ñòèêàìè èíòåíñèâíîñòè ñïåêòðîâ, ïðîñòîå ñïåêòðîôî-

òîìåòðè÷åñêîå èçìåðåíèå ïîçâîëÿåò ðåøàòü òîëüêî íå-

ñëîæíûå çàäà÷è, íàïðèìåð èçó÷àòü õàðàêòåðèñòèêè

êðèñòàëëè÷åñêèõ ñóáñòàíöèé èëè îïðåäåëÿòü âèòàìè-

íû â ñïèðòîâûõ ðàñòâîðàõ è â ïðîñòûõ ïî ñîñòàâó òàá-

ëåòêàõ. Ïðè àíàëèçå ìàñëÿíûõ ïðåïàðàòîâ èëè ïîëè-

âèòàìèíîâ ïåðåä èçìåðåíèåì îáû÷íî íåîáõîäèìî îñó-

ùåñòâëÿòü îìûëåíèå èëè õðîìàòîãðàôè÷åñêîå

ðàçäåëåíèå, ïîñêîëüêó îïðåäåëåíèþ ñèëüíî ìåøàþò

âèòàìèíû A è E [9, 10]. Èç-çà íåñòîéêîñòè âèòàìèíà D

â ðàñòâîðàõ è âîäíûõ ñðåäàõ, îñîáåííî ïðè íàãðåâà-

íèè, òàêàÿ îïåðàöèÿ êàê îìûëåíèå, ïðèìåíÿåìàÿ â

ðÿäå ñëó÷àåâ äëÿ èçâëå÷åíèÿ è îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíà

D â áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòàõ, ìîæåò ñîïðîâîæäàòüñÿ

äåñòðóêöèåé è èçîìåðèçàöèåé ÷àñòè âèòàìèíà. Â ñâÿçè

ñ ýòèì â ñîâðåìåííûõ èññëåäîâàíèÿõ äëÿ èçâëå÷åíèÿ

êàëüöèôåðîëîâ èç áèîëîãè÷åñêèõ èñòî÷íèêîâ ïðåäïî-

÷èòàþò ïðîâîäèòü äëèòåëüíóþ ýêñòðàêöèþ íà õîëîäó

ïî Ôîë÷ó ñìåñüþ õëîðîôîðì — ìåòàíîë (1:2) [3].

Èíôðàêðàñíàÿ ñïåêòðîñêîïèÿ. Ìåòîä êîëè÷åñò-

âåííîé èíôðàêðàñíîé ñïåêòðîñêîïèè, ïî-âèäèìîìó,

òàêæå ïðèãîäåí äëÿ ðåøåíèÿ íåêîòîðûõ ïðàêòè÷åñêèõ

àíàëèòè÷åñêèõ çàäà÷. Èñïîëüçîâàíû íåçíà÷èòåëüíûå

ðàçëè÷èÿ â ñïåêòðàõ âèòàìèíîâ D2 è D3 â èíòåðâàëå îò

1000 äî 950 ñì – 1 äëÿ èõ èäåíòèôèêàöèè è îäíîâðå-

ìåííîãî îïðåäåëåíèÿ. Ïîãðåøíîñòü èçìåðåíèÿ äîñòè-

ãàåò � 15 %, ïîýòîìó ìåòîä ïðèãîäåí ëèøü äëÿ àíàëè-

çà èñêóññòâåííûõ ñìåñåé 2 âèòàìèíîâ [11]. Ñîîáùà-

ëîñü [12] î êîëè÷åñòâåííîì àíàëèçå ñìåñè 4

êîìïîíåíòîâ (âèòàìèí D2 è ðîäñòâåííûå ñîåäèíåíèÿ),

îñíîâàííîì íà ðàçëè÷èè â èíôðàêðàñíûõ ñïåêòðàõ èõ

áðîìäèíèòðîïðîèçâîäíûõ â èíòåðâàëå 750 – 900 ñì – 1.

Êîíöåíòðàöèè âñåõ 4 èíäèâèäóàëüíûõ êîìïîíåíòîâ

áûëè ðàññ÷èòàíû ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíûõ ïðî-

ãðàìì ïî âåëè÷èíå ïîãëîùåíèÿ ïðè 8 âûáðàííûõ çíà-

÷åíèÿõ âîëíîâûõ ÷èñåë [13]. Ïðèìåíåíèå èíôðàêðàñ-

íîé ñïåêòðîñêîïèè â êîëè÷åñòâåííîì àíàëèçå îñëîæ-

íÿåòñÿ î÷åíü ìàëîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ìåòîäà [3].

Êîëîðèìåòðè÷åñêèå ìåòîäû. Â ëèòåðàòóðå ðàñ-

ñìîòðåíî áîëüøîå ÷èñëî ìåòîäèê ôîòîýëåêòðîêîëîðè-

38 Õèìèêî-ôàðìàöåâòè÷åñêèé æóðíàë. Òîì 42, ¹ 7, 2008



ìåòðèðîâàíèÿ, îñíîâàííûõ íà îáðàçîâàíèè ñïåöèôè-

÷åñêè îáðàùåííûõ ðàñòâîðàõ ïðè èñïîëüçîâàíèè òà-

êèõ ðåàãåíòîâ, êàê ñåðíàÿ êèñëîòà — ôóðôóðîë [14],

ñåðíàÿ êèñëîòà — àíèñîâûé àëüäåãèä, õëîðíàÿ êèñëî-

òà — àíèñîâûé àëüäåãèä [6], õëîðíàÿ êèñëîòà — âàíè-

ëèí [15], òðèõëîðóêñóñíàÿ êèñëîòà — ôóðôóðîë, ãëè-

öåðèí — 1,3-äèõëîðãèäðèí [16 – 18], òðèôòîðóêñóñíàÿ

êèñëîòà — ïåðîêñèä âîäîðîäà [6], ñîëÿíàÿ êèñëîòà —

òåòðàõëîðýòàí [15, 19], ðåàêöèè ñ ïèðîãàëëîâîé êèñ-

ëîòîé, ñàõàðîçîé, òðåõõëîðèñòîé ñóðüìîé, ñîëÿíîêèñ-

ëûì àíèëèíîì, ïÿòèõëîðèñòûì ôîñôàòîì, òðåõõëîðè-

ñòûì àëþìèíèåì, òðåõõëîðèñòûì éîäîì, õëîðèäàìè

æåëåçà, ðòóòè, îëîâà, ñâèíöà è äð. [12]. Íàèáîëåå âàæ-

íûì èç íèõ íåñîìíåííî ÿâëÿåòñÿ ìåòîä, îñíîâàííûé

íà èñïîëüçîâàíèè õëîðèäà ñóðüìû(III). Ìåòîäèêà

îñíîâàíà íà èçìåðåíèè ïîãëîùåíèÿ îðàíæåâîãî êîìï-

ëåêñà ïðèìåðíî ïðè 500 íì; åãî ÷óâñòâèòåëüíîñòü

ïðèáëèçèòåëüíî â 4 ðàçà âûøå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìå-

òîäà ÓÔ-ñïåêòðîôîòîìåòðèè. Ñ ìîìåíòà ïðèìåíåíèÿ

ýòîãî ìåòîäà â àíàëèçå âèòàìèíîâ D2 è D3 îðèãèíàëü-

íàÿ ìåòîäèêà áûëà óñîâåðøåíñòâîâàíà. Çàìåíà ïåðâî-

íà÷àëüíî ïðåäëîæåííîãî õëîðîôîðìà äèõëîðýòèëå-

íîì ïðèâåëà ê ïîâûøåíèþ óñòîé÷èâîñòè ðåàãåíòà, à

ââåäåíèå àöåòèëõëîðèäà â ðåàêöèîííóþ ñìåñü óñêîðè-

ëî ðàçâèòèå îêðàñêè è ïîâûñèëî åå óñòîé÷èâîñòü [20].

Íàïðèìåð, â ôàðìàêîïåå XX ÑØÀ â ìåòîäèêó îïðåäå-

ëåíèÿ âèòàìèíà D, âêëþ÷àþùóþ âñå ìîäèôèêàöèè

ìåòîäà ñ èñïîëüçîâàíèåì õëîðèäà ñóðüìû(III), ââåäå-

íî 2 ñòàäèè ðàçäåëåíèÿ ñ ïîìîùüþ êîëîíî÷íîé õðîìà-

òîãðàôèè âèòàìèíîâ. Äèôôåðåíöèðóþò âèòàìèíû

ãðóïïû D ïî ðåàêöèè ñ õëîðíîé êèñëîòîé â ñðåäå ëå-

äÿíîé óêñóñíîé ïðè íàãðåâàíèè. Âèòàìèí D2 ïðè ýòîì

äàåò ïóðïóðíî-êðàñíóþ îêðàñêó, à âèòàìèí D3 — çåëå-

íîâàòî-æåëòóþ [21]. Ìîæíî èçìåðÿòü èíòåíñèâíîñòü

çåëåíîâàòî-ãîëóáîé îêðàñêè, ïîëó÷àåìîé ïðè îáðàáîò-

êå ðàñòâîðà âèòàìèíà D â ìåòàíîëå â òå÷åíèå 1 ìèí ñ

ïîìîùüþ 1 % ìåòàíîëüíîãî ðàñòâîðà àíèñîâîãî àëü-

äåãèäà è ñåðíîé êèñëîòû. Õîòÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ýòîé

ðåàêöèè â 3 – 4 ðàçà íèæå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ðåàêöèè ñ

õëîðèäîì ñóðüìû(III), óñòîé÷èâîñòü ðåàãåíòà è ðàçâè-

âàþùåéñÿ îêðàñêè çäåñü íàìíîãî âûøå, è ïîýòîìó òà-

êîé ìåòîä ïðèãîäåí äëÿ àíàëèçà ìàñëÿíûõ ïðåïàðàòîâ

äëÿ èíúåêöèé (íå ñîäåðæàùèõ äðóãèõ âèòàìèíîâ) ïî-

ñëå ùåëî÷íîãî îìûëåíèÿ è ýêñòðàêöèè ýôèðîì áåç êà-

êèõ-ëèáî õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ðàçäåëåíèé [22]. Õîòÿ

ïðàâèëüíîñòü è âîñïðîèçâîäèìîñòü êîëîðèìåòðè÷å-

ñêèõ ìåòîäîâ óäîâëåòâîðèòåëüíû, ýòè ìåòîäû òðóäî-

åìêè, è ïîýòîìó èõ âàæíîñòü óìåíüøàåòñÿ â ïîëüçó

äðóãèõ ìåòîäîâ.

ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèÿ. Ñïåêòðîñêîïèÿ ïðîòîííîãî

ìàãíèòíîãî ðåçîíàíñà òàêæå ïðèãîäíà äëÿ äèôôåðåí-

öèðîâàíèÿ è îäíîâðåìåííîãî îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíîâ

D2 è D3. Ìåòîä ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè íàìíîãî áîëåå òî-

÷åí, ÷åì ìåòîä ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè, îñíîâàííûé íà èñ-

ïîëüçîâàíèè íåáîëüøèõ ðàçëè÷èé â ÈÊ-ñïåêòðàõ îáî-

èõ âèòàìèíîâ [23]. Ñïåêòðîñêîïèÿ ßÌÐ 13C îáëàäàåò

áîëüøèìè âîçìîæíîñòÿìè ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïåêòðî-

ñêîïèåé ßÌÐ 1H áëàãîäàðÿ çíà÷èòåëüíî ëó÷øåìó ðàç-

ðåøåíèþ. Â ðàáîòå [24] èçìåðåíû ñïåêòðû ßÌÐ 13C

15 % ðàñòâîðîâ D2 è D3 â äåéòåðîõëîðîôîðìå íà ñïåê-

òðîìåòðå WH-90 ôèðìû “Áðóêåð” (Ãåðìàíèÿ). Îïèñà-

íà âîçìîæíîñòü èõ íàäåæíîé èäåíòèôèêàöèè äàííûì

ìåòîäîì. Õèìè÷åñêèå ñäâèãè (� â ì. ä.) èçìåðÿëè ïî

îòíîøåíèþ ê âíóòðåííåìó ýòàëîíó — äèîêñàíó, � 67,4

ì. ä. Íàëè÷èå äâîéíîé ñâÿçè ìåæäó óãëåðîäíûìè àòî-

ìàìè C-22 è C-23 â ìîëåêóëå ýðãîêàëüöèôåðîëà âûçû-
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Ò à á ë è ö à 1
Ìåòîäû ðàçäåëåíèÿ âèòàìèíîâ D è ðîäñòâåííûõ ñîåäèíåíèé ñ ïîìîùüþ êîëîíî÷íîé õðîìàòîãðàôèè (ïî [12])

Ðàçäåëÿåìûå ñîåäèíåíèÿ Êîëîíêà Ýëþåíò Ñïîñîá äåòåêòèðîâàíèÿ

Âèòàìèíû A è D Öåëèò 545 + ÏÝÃ 600 Èçîîêòàí Êîëîðèìåòðèÿ ñ õëîðèäîì ñóðü-
ìû(III)

Âèòàìèíû A è D Êèçåëüãóð + ïîëèãëèêîëü 400 Ïåòðîëåéíûé ýôèð Êîëîðèìåòðèÿ ñ õëîðèäîì ñóðü-
ìû(III)

Âèòàìèíû A è D Îêñèä àëþìèíèÿ Ïåòðîëåéíûé ýôèð — áåíçîë
(9:1)

Êîëîðèìåòðèÿ ñ õëîðèäîì ñóðü-
ìû(III)

Âèòàìèíû D2 è D3 Ôàêòèñ Àöåòîí — âîäà (19:1) ÓÔ + ðàäèîèçîòîïíûé

Âèòàìèíû D, A è E â ëåêàðñòâåí-
íûõ ïðåïàðàòàõ

MgHPO4 Ïåòðîëåéíûé ýôèð — äèýòèëî-
âûé ýôèð (7:3)

Êîëîðèìåòðèÿ ñ õëîðèäîì ñóðü-
ìû(III)

Ïðåïàðàòû âèòàìèíà D Áåíòîíèò Õëîðîôîðì Êîëîðèìåòðèÿ ñ õëîðèäîì ñóðü-
ìû(III)

Ïîëèâèòàìèíû â òàáëåòêàõ Îêñèä àëþìèíèÿ, îáðàáîòàííûé
ôîñôàòîì

Ïåòðîëåéíûé ýôèð — õëîðîôîðì
(4:1)

Ãàçîâàÿ õðîìàòîãðàôèÿ

Ïðåïàðàòû âèòàìèíà D Îêñèä àëþìèíèÿ èëè êðåìíåêèñ-
ëîòà

Õëîðîôîðì Êîëîðèìåòðèÿ ñ òðèôòîóêñóñíîé
êèñëîòîé

Ïðåïàðàòû ïîëèâèòàìèíîâ Ñèëàíèçèðîâàííûé êèçåëüãóð 90 % âîäíûé ìåòàíîë Êîëîðèìåòðèÿ ñ õëîðèäîì ñóðü-
ìû(III)

Âèòàìèíû D, A, E â ïèùåâûõ
ïðîäóêòàõ è ëåêàðñòâåííûõ ïðå-
ïàðàòàõ

Ñåôàäåêñ LH-20 Èçîîêòàí Ãàçîâàÿ õðîìàòîãðàôèÿ

Âèòàìèíû A è D Ôëîðåêñ XXS Áåíçîë Êîëîðèìåòðèÿ ñ õëîðèäîì ñóðü-
ìû(III)

Âèòàìèí D è åãî èçîìåðû Îêñèä àëþìèíèÿ 16,5 % ðàñòâîð äèýòèëîâîãî ýôè-
ðà â ïåòðîëåéíîì ýôèðå

Êîëîðèìåòðèÿ ñ õëîðèäîì ñóðü-
ìû(III)



âàåò ðåçêîå, ïî÷òè íà 100 ì. ä., ñìåùåíèå ñèãíàëîâ

ýòèõ óãëåðîäîâ â ñëàáîå ïîëå ïî ñðàâíåíèþ ñ ñèãíàëà-

ìè ñîîòâåòñòâóþùèõ óãëåðîäîâ õîëåêàëüöèôåðîëà

[24].

Ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ è ðîäñòâåííûå ìåòîäû. Êàê

è â ñëó÷àå äðóãèõ ñòåðèíîâ, ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ ÿâëÿ-

åòñÿ öåííûì ñðåäñòâîì èäåíòèôèêàöèè âèòàìèíîâ D.

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ãèäðîêñèëèðîâàííûõ

ìåòàáîëèòîâ âèòàìèíà D3 ïðîâîäèëè (ïîñëå òðèìåòèë-

ñèëèëèðîâàíèÿ) ñ ïîìîùüþ êàïèëëÿðíîé ãàçîæèäêî-

ñòíîé õðîìàòîãðàôèè è ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè [25]. Ðàç-

ðàáîòàí ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé ìåòîä îïðåäåëåíèÿ

âèòàìèíîâ D â ïðèñóòñòâèè äðóãèõ æèðîðàñòâîðèìûõ

âèòàìèíîâ. ×ðåçâû÷àéíî âûñîêàÿ ñåëåêòèâíîñòü è

÷óâñòâèòåëüíîñòü ýòîãî ìåòîäà ìîãóò áûòü èñïîëüçî-

âàíû äëÿ ðåøåíèÿ ðàçíîîáðàçíûõ ïðîáëåì â àíàëèçå

âèòàìèíà [12].

Ïîëÿðèìåòðèÿ. Âèòàìèíû ãðóïïû D — îïòè÷åñêè

àêòèâíûå âåùåñòâà. Åâðîïåéñêàÿ Ôàðìàêîïåÿ [26] ðå-

êîìåíäóåò èñïîëüçîâàòü äàííûé ìåòîä äëÿ îïðåäåëå-

íèÿ èõ ïîäëèííîñòè è ñòåïåíè ÷èñòîòû êàëüöèôåðî-

ëîâ â ñóáñòàíöèÿõ. Äëÿ 0,8 % ñïèðòîâîãî ðàñòâîðà ýð-

ãîêàëüöèôåðîëà [ ]
 D
20 = îò + 103° äî + 107°; à äëÿ

ñïèðòîâîãî ðàñòâîðà õîëåêàëüöèôåðîëà òîé æå êîí-

öåíòðàöèè [ ]
 D
20 = îò + 105° äî + 112° (ïðè äëèíå êþ-

âåòû 1 äì). Ìåòîä ïîëÿðèìåòðèè äàåò âàæíóþ èíôîð-

ìàöèþ ïðè àíàëèçå ñóáñòàíöèè îïòè÷åñêè àêòèâíûõ

âåùåñòâ, íî íå ïðèãîäåí äëÿ àíàëèçà ñóììû èçîìåðîâ

îïòè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ áåç èõ ïðåäâàðèòåëüíîãî

ðàçäåëåíèÿ [27].

Ôëóîðèìåòðèÿ. Â àíàëèçå âèòàìèíîâ D ôëóîðè-

ìåòðèÿ íå èãðàåò ñòîëü çàìåòíîé ðîëè, êàê â àíàëèçå

íåêîòîðûõ äðóãèõ ñòåðîèäîâ. Âèòàìèíû D îïðåäåëÿ-

þò â ðàñòâîðå òðèõëîðýòèëåíà, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå

ðåàãåíòà ñìåñü óêñóñíîãî àíãèäðèäà è ñåðíîé êèñëî-

òû. Ìàêñèìóìû ñïåêòðîâ âîçáóæäåíèÿ è èñïóñêàíèÿ

ëåæàò ñîîòâåòñòâåííî ïðè 390 è 470 íì [28].

Ýëåêòðîõèìè÷åñêèå ìåòîäû àíàëèçà.

Ïîëÿðîãðàôèÿ. Ïîëÿðîãðàôè÷åñêîå îïðåäåëåíèå

âèòàìèíà D2 îñíîâàíî íà âîññòàíîâëåíèè ñîïðÿæåí-

íîé òðèåíîâîé ñèñòåìû äî äèåíîâîé íà êàïàþùåì

ðòóòíîì ýëåêòðîäå [29]. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîëÿðîãðà-

ôè÷åñêèé ìåòîä ìîæíî ïðèìåíÿòü äëÿ îäíîâðåìåííî-

ãî îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíîâ A è D2 äàæå â ìàñëÿíûõ

ïðåïàðàòàõ [30]. Íåäàâíî äëÿ òåõ æå öåëåé ðàçðàáîòà-

ëè îñöèëëîïîëÿðîãðàôè÷åñêèé ìåòîä. Â ýòîì ñëó÷àå

ìàñëÿíûå ïðåïàðàòû ðàçáàâëÿëè 1 % ðàñòâîðîì áðî-

ìèäà òåòðàýòèëàììîíèÿ â ñìåñè èçîïðîïàíîëà è äèìå-

òèëôîðìàìèäà (1:1). Ïîòåíöèàë ïîëóâîëíû â óêàçàí-

íîì ôîíå — 2,52 Â îòíîñèòåëüíî íàñûùåííîãî êàëî-

ìåëüíîãî ýëåêòðîäà. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî âèòàìèí A

òàêæå âîññòàíàâëèâàåòñÿ, îñöèëëîïîëÿðîãðàôè÷åñêèé

ìåòîä ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü îäíîâðåìåííîå îïðåäåëå-

íèå îáîèõ âèòàìèíîâ [31, 32]. Ìåòîäèêè, â îñíîâå êî-

òîðûõ ëåæàò ýëåêòðîôîðåç è ïîòåíöèîìåòðèÿ ïðè àíà-

ëèçå äîñòóïíîé íàì ëèòåðàòóðû íå îáíàðóæåíû.

40 Õèìèêî-ôàðìàöåâòè÷åñêèé æóðíàë. Òîì 42, ¹ 7, 2008

Ò à á ë è ö à 2
Ðàçäåëåíèå âèòàìèíîâ D è ðîäñòâåííûõ ñîåäèíåíèé ìåòîäîì ÒÑÕ [12]

Ðàçäåëÿåìûå ñîåäèíåíèÿ Àäñîðáöèîííûé ñëîé Ðàñòâîðèòåëü (ýëþåíò) Îáíàðóæåíèå (ðåàãåíò)

Âèòàìèíû D2, A è E Îêñèä àëþìèíèÿ Õëîðîôîðì, òåòðàõëîðèä óãëåðî-
äà è ò.ï.

Õëîðíàÿ êèñëîòà, ñåðíàÿ êèñëîòà,
õëîðèä ñóðüìû(III)

Âèòàìèí D2 â ëåêàðñòâåííûõ
ïðåïàðàòàõ

Ñèëèêàãåëü Öèêëîãåêñàí — äèýòèëîâûé ýôèð
(4:1)

Ñåðíàÿ êèñëîòà

Âèòàìèíû D, A è E Îêñèä àëþìèíèÿ Õëîðîôîðì Õëîðèä ñóðüìû(III)

Âèòàìèí D2 è D3 (ýôèðû æèðíûõ
êèñëîò)

Ñèëèêàãåëü + AgNO3 Ãåêñàí — áåíçîë (1:1) èëè (2:1) Ðîäàìèí G â ñëîå

Âèòàìèí D â ëåêàðñòâåííûõ ïðå-
ïàðàòàõ

Ñèëèêàãåëü Öèêëîãåêñàí — ýòèëàöåòàò (3:1),
öèêëîãåêñàí-äèýòèëîâûè ýôèð
(1:1)

Ñåðíàÿ êèñëîòà, õëîðèä ñóðüìû
(III), õëîðèä ñóðüìû(V)

Âèòàìèí D3 â ëåêàðñòâåííûõ
ïðåïàðàòàõ

Îêñèä àëþìèíèÿ Õëîðîôîðì ÓÔ

Âèòàìèíû D, A è E Ñèëèêàãåëü, îêñèä àëþìèíèÿ Áåíçîë – ïåòðîëåéíûé ýôèð (4:1),
òîëóîë — ìåòèëýòèëêåòîí (99:1)
è äð.

Õëîðíàÿ êèñëîòà, ñåðíàÿ êèñëîòà,
õëîðèä ñóðüìû(V)

Âèòàìèíû D, A è E Ñèëèêàãåëü + ïîëèýòèëåíãëèêîëü Ïåòðîëåéíûé ýôèð — áåíçîë
(1:1)

ÓÔ

Âèòàìèí D3, ïðèìåñè, ïðîäóêòû
ðàçëîæåíèÿ

Ñèëèêàãåëü Õëîðîôîðì èëè äèõëîðìåòàí Ñåðíàÿ êèñëîòà, õëîðèä ñóðüìû
(III)

Âèòàìèíû D, A è E è ñòåðèíû Ñèëèêàãåëü + AgNO3 Õëîðîôîðì — àöåòîí (9:1) Ôëóîðåñöèí

Âèòàìèí D2 è äð. âèòàìèíû Ñèëèêàãåëü Áåíçîë — ïåòðîëåéíûé ýôèð —
óêñóñíàÿ êèñëîòà (35:65:1)

Ôîñôîðíîìîëèáäåíîâàÿ êèñëîòà,
KMnO4 — Na2CO3

Âèòàìèíû D2, A è E â ëåêàðñò-
âåííûõ ïðåïàðàòàõ

Ñèëèêàãåëü Öèêëîãåêñàí — äèýòèëîâûé ýôèð
(4:1)

Ce(SO4)2 — NH3

Âèòàìèí D â ïðåïàðàòàõ ïîëèâè-
òàìèíîâ

Ñèëèêàãåëü Ãåêñàí — ýòèëàöåòàò (4:1) ÓÔ

Âèòàìèí D2 è ñòåðèíû Êèçåëüãóð Öèêëîãåêñàí — ýòèëàöåòàò
(199:1)

Ôîñôîðíîìîëèáäåíîâàÿ êèñëîòà

Âèòàìèí D â ëåêàðñòâåííûõ ïðå-
ïàðàòàõ

Ñèëèêàãåëü Öèêëîãåêñàí — ýòèëàöåòàò (1:1) ÓÔ



Õðîìàòîãðàôè÷åñêèå ìåòîäû àíàëèçà

Êîëîíî÷íàÿ õðîìàòîãðàôèÿ. Ìíîãèå ïðàêòè÷åñêè

âàæíûå çàäà÷è â àíàëèçå âèòàìèíà D ìîæíî ðåøèòü

òîëüêî ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî

ðàçäåëåíèÿ. Âàæíóþ ðîëü â ýòîé îáëàñòè âñåãäà èãðàëà

êîëîíî÷íàÿ õðîìàòîãðàôèÿ. Õîòÿ ïîñëåäíèå äîñòèæå-

íèÿ â òîíêîñëîéíîé, ãàçîâîé è âûñîêîýôôåêòèâíîé

æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè äî íåêîòîðîé ñòåïåíè

óìåíüøèëè çíà÷åíèå êëàññè÷åñêîé êîëîíî÷íîé õðîìà-

òîãðàôèè, îíà âñå æå îñòàåòñÿ âàæíûì ñðåäñòâîì ðàç-

äåëåíèÿ è î÷èñòêè âèòàìèíîâ D äëÿ ïîñëåäóþùåãî

àíàëèçà (òàáë. 1) [12].

Òîíêîñëîéíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ (ÒÑÕ). ÒÑÕ ÿâëÿ-

åòñÿ âàæíûì ìåòîäîì îòäåëåíèÿ âèòàìèíîâ D îò äðó-

ãèõ æèðîðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ è ñòåðèíîâ, ÷àñòî

ñîïóòñòâóþùèõ èì â ïðèðîäíûõ èñòî÷íèêàõ è ëåêàð-

ñòâåííûõ ïðåïàðàòàõ. Ñâåäåíèÿ î íàèáîëåå õàðàêòåð-

íûõ ìåòîäàõ ÒÑÕ ñóììèðîâàíû â òàáë. 2. Íåêîòîðûå

èç ðàññìîòðåííûõ â òàáë. 2 ìåòîäîâ ïðèãîäíû äëÿ îò-

äåëåíèÿ âèòàìèíîâ ãðóïïû D îò âèòàìèíà A è ñòåðè-

íîâ.

Â ðàáîòå [33] ïðèâåäåíû âåëè÷èíû Rf äëÿ ýðãîêàëü-

öèôåðîëà, õîëåêàëüöèôåðîëà, âèòàìèíà A è D, L-
-òî-

êîôåðîëà (ñîîòâåòñòâåííî 0,35; 0,42; 0,17; 0,69) (ìåòî-

äîì ÒÑÕ íà ñèëèêàãåëå; îáðàáîòêà íèòðàòîì ñåðåáðà).

Íà äðóãèõ àäñîðáåíòàõ (òàáë. 3) áûëè îïðåäåëåíû

çíà÷åíèÿ âåëè÷èíû Rf ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ õðîìà-

òîãðàôèðîâàíèÿ âèòàìèíà D2 [34].

Äëÿ ðàçäåëåíèÿ êàëüöèôåðîëîâ è ðîäñòâåííûõ èì

ñîåäèíåíèé ìåòîäàìè ÒÑÕ ÷àùå âñåãî â êà÷åñòâå àä-

ñîðáåíòà èñïîëüçóþò ñèëèêàãåëü. Óäîáíî ïðèìåíÿòü

ãîòîâûå ïëàñòèíêè ñèëóôîë â ñèñòåìàõ õëîðîôîðì —

ìåòàíîë (96:4 èëè 90: 10); õëîðîôîðì; öèêëîãåêñàí —

ýôèð (1:1); áåíçîë — àöåòîí (9:1); ãåêñàí — áåíçîë

(1:1 èëè 2:1); àöåòîí — âîäà (4:1). Äëÿ îáíàðóæåíèÿ

ïÿòåí âåùåñòâ èñïîëüçóþò, êðîìå âûøåóïîìÿíóòûõ

ðåàêòèâîâ, 0,5 Ì ñïèðòîâîé ðàñòâîð ÊÎÍ è 1 % ðàñ-

òâîð 2,6-äèõëîðôåíîëèíäîôåíîëà [35]. Äëÿ âûÿâëåíèÿ

êàëüöèôåðîëîâ è ðîäñòâåííûõ ñîåäèíåíèé èëè îáðà-

çóþùèõñÿ èç íèõ ïðîäóêòîâ íà òîíêîñëîéíîé õðîìà-

òîãðàììå ïîñëåäíþþ îïðûñêèâàþò ðàñòâîðîì òðèõ-

ëîðèñòîé ñóðüìû â óêñóñíîé êèñëîòå èëè 0,2 %

KMnO4 â 1 % Na2CO3 [21]. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ïëàñòè-

íîê, ñîäåðæàùèõ ëþìèíîôîð, èëè ïîñëå îïðûñêèâà-

íèÿ ëþìèíîôîðîì, êàëüöèôåðîëû è ðîäñòâåííûå ñîå-

äèíåíèÿ âûÿâëÿþòñÿ â ÓÔ-ñâåòå â âèäå òåìíî-ôèîëå-

òîâûõ ïÿòåí íà ñâåòëîì ëþìèíåñöèðóþùåì ôîíå [3].

Â òàáë. 4 ïðèâåäåíû çíà÷åíèÿ Rf äëÿ âèòàìèíà D2,

ïðåäñòàâëåííûå â ðàáîòå [21].

Äëÿ òîãî ÷òîáû èçáåæàòü ïðîöåññà ðàçëîæåíèÿ è

ïîÿâëåíèÿ ïðîäóêòîâ ðàçëîæåíèÿ íà õðîìàòîãðàììàõ,

à òàêæå äëÿ òîãî ÷òîáû èçáåæàòü íåâîñïðîèçâîäèìûõ

ïîòåðü â ïðîöåññå êîëè÷åñòâåííûõ îïðåäåëåíèé, àâòî-

ðû ðàáîò [9, 10] ðåêîìåíäóþò ïðè àíàëèçå ïðèíèìàòü

ñëåäóþùèå ìåðû ïðåäîñòîðîæíîñòè:

à) ðàáîòàòü â ïðîõëàäíîì ïîìåùåíèè;

á) íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ïðîöåññà õðîìàòîãðàôèðî-

âàíèÿ èçáåãàòü âîçäåéñòâèÿ ïðÿìîãî ñîëíå÷íîãî ñâåòà.

Åñëè çîíû, êîòîðûå íåîáõîäèìî ýëþèðîâàòü, äåòåêòè-

ðóþò ïðè ÓÔ-îáëó÷åíèè, ïðîäîëæèòåëüíîñòü îáëó÷å-

íèÿ äîëæíà áûòü ìèíèìàëüíîé;

â) æåëàòåëüíî ïðîâîäèòü õðîìàòîãðàôèðîâàíèå â

àòìîñôåðå àçîòà èëè ââîäèòü â ðàñòâîðèòåëü àíòèîê-

ñèäàíò (0,002 % áóòèëîêñèòîëóîë [12]; 0,01 % ñêâàëåí

[21]; 0,05 % òðèëîí Á [3]);

ã) íåîáõîäèìî ïðèìåíÿòü ðàñòâîðèòåëè âûñîêîé

÷èñòîòû;

ä) ïîìåùàòü ïëàñòèíêó â õðîìàòîãðàôè÷åñêóþ êà-

ìåðó ñðàçó æå ïîñëå íàíåñåíèÿ èñïûòóåìîãî ðàñòâîðà,

íå âûñóøèâàÿ åãî, è, ïîñëå ðàçäåëåíèÿ çîí, äåòåêòèðî-

âàòü è ýëþèðîâàòü, íå äîæèäàÿñü èñïàðåíèÿ ðàñòâîðè-

òåëÿ [12].

Ãàçîâàÿ õðîìàòîãðàôèÿ (ÃÕ). Ìåòîä ÃÕ íàðÿäó ñ

èäåíòèôèêàöèåé è êîëè÷åñòâåííîé îöåíêîé ñîäåðæà-

íèÿ âèòàìèíà D îáåñïå÷èâàåò îòäåëåíèå îò ðÿäà ñî-

ïóòñòâóþùèõ ñîåäèíåíèé, à òàêæå äåëàåò âîçìîæíûì

ðàçäåëüíîå êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ýðãî- è õîëå-

êàëüöèôåðîëà [3]. Ñëåäóåò îòìåòèòü è ñðàâíèòåëüíî

âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà ÃÆÕ. Åñëè ó÷åñòü

íèçêóþ ëåòó÷åñòü è âûñîêóþ òåðìè÷åñêóþ íåóñòîé÷è-

âîñòü âèòàìèíîâ D, òî, åñòåñòâåííî, íåëüçÿ õðîìàòîã-

ðàôèðîâàòü èõ â íàòèâíîì âèäå. Îäíàêî ïðèìåíåíèå

ÃÕ âîçìîæíî, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò áîëüøîå ÷èñëî

ñòàòåé, ïîñâÿùåííûõ èñïîëüçîâàíèþ ãàçîâîé õðîìà-

òîãðàôèè äëÿ ðåøåíèÿ ðàçëè÷íûõ ïðàêòè÷åñêè âàæ-
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Ò à á ë è ö à 3
Âåëè÷èíû Rf âèòàìèíà D2 ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ õðîìàòî-
ãðàôèðîâàíèÿ [35]

¹

ï/ï
Ýëþåíò

Ñîîòíîøåíèå

ðàñòâîðèòå-

ëåé

Àäñîðáåíò Rf

1 Õëîðîôîðì —
ýòèëàöåòàò

14:4 Îêñèä àëþìèíèÿ 0,51

2 Òåòðàõëîðèä óãëå-
ðîäà — àöåòîí

10:1 Êèçåëüãåëü 0,59

Îêñèä àëþìèíèÿ 0,47

3 Áåíçîë — àöåòîí 9:1 Êèçåëüãåëü 0,60

Îêñèä àëþìèíèÿ 0,27

4 Áåíçîë — ýòèëà-
öåòàò

10:2,5 Îêñèä àëþìèíèÿ 0,51

Ò à á ë è ö à 4
Âåëè÷èíû Rf âèòàìèíà D2, ïîëó÷åííûå â ðàçëè÷íûõ ðàñòâî-
ðèòåëÿõ íà íåçàêðåïëåííûõ ñëîÿõ îêñèäà àëþìèíèÿ

¹ ï/ï Ðàñòâîðèòåëü Rf

1 Ìåòàíîë 0,8

2 Áåçâîäíûé ýòàíîë 0,91

3 Áóòàíîë 0,93

4 Áåíçèëîâûé ñïèðò 0,98

5 Ãåêñàí 0,79

6 Öèêëîãåêñàí 0,98

7 Ïåòðîëåéíûé ýôèð 0,05

8 Áåíçèí 0

9 Òîëóîë 0,17

10 Êñèëîë 0,12

11 Õëîðîôîðì 0,58

12 Òåòðàõëîðèä óãëåðîäà 0,09

13 Áåíçîë 0,24



íûõ àíàëèòè÷åñêèõ çàäà÷ [27, 36]. Ýòè ðàáîòû ìîæíî

ðàçäåëèòü íà 2 ãðóïïû. Â îäíîé ãðóïïå — âèòàìèíû D

ââîäÿò â ãàçîâûé õðîìàòîãðàô áåç ïðåäâàðèòåëüíîé

õèìè÷åñêîé îáðàáîòêè, â äðóãîé — ïîñëå ïåðåâîäà èõ

â òðèìåòèëñèëèëîâûå ýôèðû èëè òðèôòîðàöåòàòû [7].

Àëüòåðíàòèâíîå ðåøåíèå ñîñòîèò â èçîìåðèçàöèè âè-

òàìèíîâ D â ðàñòâîðå ïåðåä ïðîâåäåíèåì ãàçîõðîìà-

òîãðàôè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ [36]. Â ðàáîòå [12] èçó÷å-

íî âëèÿíèå ðåàêöèé òðèìåòèëñèëèëèðîâàíèÿ è òðèô-

òîðàöåòèëèðîâàíèÿ íà ðàçäåëåíèå âèòàìèíîâ D2, D3 è

ðîäñòâåííûõ ñîåäèíåíèé. Â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî

ñòàíäàðòà â ìíîãîêîìïîíåíòíûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîð-

ìàõ ïðè îïðåäåëåíèè âèòàìèíà D2 èñïîëüçîâàëè âèòà-

ìèí D3 [27, 36]. Øèðîêîå èñïîëüçîâàíèå ýòîãî ìåòîäà

îãðàíè÷èâàåòñÿ íåîáõîäèìîñòüþ òùàòåëüíîé ìíîãî-

ñòàäèéíîé ïðåäâàðèòåëüíîé î÷èñòêè èññëåäóåìîãî îá-

ðàçöà îò ñîïóòñòâóþùèõ ñîåäèíåíèé è âûñîêîé

ñòîèìîñòüþ õðîìàòîãðàôîâ, ïðèãîäíûõ äëÿ îïðåäåëå-

íèÿ êàëüöèôåðîëîâ (â ÷àñòíîñòè, ñíàáæåííûõ ñòåê-

ëÿííûìè êîëîíêàìè).

Âûñîêîýôôåêòèâíàÿ æèäêîñòíàÿ õðîìàòîãðà-

ôèÿ (ÂÝÆÕ). ÂÝÆÕ — ÷ðåçâû÷àéíî óäîáíûé ìåòîä

ðåøåíèÿ ïðàêòè÷åñêè âñåõ çàäà÷, âîçíèêàþùèõ â ïðî-

öåññå êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà âèòàìèíîâ ãðóïïû D

[27, 37, 38], è â áóäóùåì çíà÷åíèå ýòîãî ìåòîäà, âèäè-

ìî âîçðàñòåò. Ïðè÷èíà çäåñü â ñëåäóþùåì: âî-ïåðâûõ,

âûñîêàÿ ðàçðåøàþùàÿ ñïîñîáíîñòü ÂÝÆÕ ïîçâîëÿåò

ðàçäåëèòü ïðàêòè÷åñêè âñå èçîìåðû âèòàìèíîâ D.

Âî-âòîðûõ, ìåòîä ïîçâîëÿåò èñêëþ÷èòü ñòàäèè ïðåä-

âàðèòåëüíîãî ðàçäåëåíèÿ è î÷èñòêè, è/èëè ñîêðàòèòü
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Ò à á ë è ö à 5
Îïðåäåëåíèå âèòàìèíîâ D è èõ ìåòàáîëèòîâ ìåòîäîì ÂÝÆÕ [12]

Ðàçäåëÿåìûå ñîåäèíåíèÿ Îáðàçåö Êîëîíêà Ýëþåíò Çàìå÷àíèÿ

Âèòàìèíû D3, A, E è K Ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû Ïåðìàôàç ODS Ãðàäèåíòíîå ýëþèðîâàíèå:
ñíà÷àëà âîäîé, â êîíöå ìå-
òàíîëîì (5 %/ìèí) èëè
ñìåñüþ ìåòàíîë – âîäà
(78:22)

T = 70 èëè 50 °C

Âèòàìèí D2 àöåòàò
âèòàìèíà A

Ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû Çîðáàêñ SIL Äèõëîðìåòàí — ýòèëàöå-
òàò — ãåïòàí (4:12:48)

Âíóòðåííèé ñòàíäàðò —
4-íèòðîôåíèëàöåòîíèòðèë

Âèòàìèí D3 Ïèùåâûå äîáàâêè �-Ïîðàñèë, �-Áîíäàïàê
C18

0,4 % ðàñòâîð ýòàíîëà â
õëîðîôîðìå, àöåòîíè-
òðèë — ìåòàíîë (1:1)

Õðîìàòîãðàôèÿ â ñèñòåìå
ñ íîðìàëüíûìè, à çàòåì ñ
îáðàùåííûìè ôàçàìè

Âèòàìèíû D2, D3, A, E Ãîòîâûå ëåêàðñòâåííûå
ôîðìû

Âèäàê, îáðàùåííûå ôàçû Ìåòàíîë — âîäà (9:1) -

Âèòàìèíû D2, D3 Ñìåñü ñòàíäàðòîâ �-Áîíäàïàê C18
2,4 ã ñåðåáðà íèòðàòà â
100 ìë ñìåñè ìåòàíîëà è
âîäû (86,5:13,5)

-

Âèòàìèí D3 è åãî èçîìåðû Ìàñëà, êîíöåíòðàòû Ïàðòèñèë 10PX5 0,9 % ðàñòâîð ýòàíîëà â
èçîîêòàíå

–

Âèòàìèí D2, A, E Òàáëåòêè LDC RP-8 Ìåòàíîë — âîäà (19:1) Àâòîìàòèçèðîâàííàÿ ñèñ-
òåìà

Âèòàìèíû D2, A, E Òàáëåòêè Ìèêðîïàê CH-10 2 – 20 % ðàñòâîð âîäû â
ìåòàíîëå

–

Âèòàìèíû D2, D3 è èõ
èçîìåðû

Ìàñëà, êîíöåíòðàòû, òàá-
ëåòêè

�-Ïîðàñèë Ïåòðîëåéíûé ýôèð — äèõ-
ëîðýòàí — òåòðàãèäðîôó-
ðàí (85:8:7) è äð.

–

Âèòàìèíû A è D Ðûáèé æèð Ëèõðîñîðá SI-60 0,375 % ðàñòâîð àìèëîâî-
ãî ñïèðòà â ãåêñàíå

Âíóòðåííèé ñòàíäàðò äëÿ
âèòàìèíà D3 — âèòàìèí
D2

Âèòàìèí D2, àöåòàòû
âèòàìèíîâ A è E

Òàáëåòêè Ôåíèë — �-áîíäàïàê è

�-Áîíäàïàê C18

Ðàçíûå ãðàäèåíòíûå ïðî-
ãðàììû ñ ñîäåðæàíèåì îò
70 äî 100 % ìåòàíîëà â
âîäå

Âíóòðåííèé ñòàíäàðò —
áåíçîàò õîëåñòåðèíà

Âèòàìèí D2, A, E Òàáëåòêè Ïàðòèñèë 10 1,25 % ðàñòâîð 2-ïðîïàíî-
ëà â öèêëîãåêñàíå

Âíóòðåííèé ñòàíäàðò
4-îêñèáèôåíèë

Âèòàìèíû D2, D3 Ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû Ëèõðîñîðá SI-60, Ïàðòè-
ñèë 5

Ãåêñàí-àìèëîâûé ñïèðò
(997:3)

Êîëîíêà äëÿ î÷èñòêè ñ
RP-8, âíóòðåííèé ñòàí-
äàðò 4,6-õîëåñòàäèåíîë

Âèòàìèíû D2, D3 Ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû Ñèëèêàãåëü SI-5A Ãåêñàí (÷àñòè÷íî íàñû-
ùåííûé âîäîé) — õëîðî-
ôîðì — òåòðàãèäðîôóðàí
— óêñóñíàÿ êèñëîòà
(40:60:1,5:0,4)

Âíóòðåííèé ñòàíäàðò —
ïðîãåñòåðîí

Âèòàìèíû D2, D3, A,
E è K

Äåòñêèå ëåêàðñòâåííûå
ñðåäñòâà

Çîðáàêñ ODS Ãðàäèåíòíîå ýëþèðîâàíèå
ñìåñüþ ìåòàíîë — ýòèëà-
öåòàò (86:14) — àöåòîíèò-
ðèë

Âíóòðåííèé ñòàíäàðò —
ôåíèëàöåòàò õîëåñòåðèíà

Âèòàìèíû D2, A, E Òàáëåòêè ïîëèâèòàìèíîâ Ïàðòèñèë 10, Ïàðòèñèë
ODS

1,25 % ðàñòâîð 2-ïðîïaíî-
ëà â öèêëîãåêñàíå, ìåòà-
íîë — âîäà (9:1)

Âíóòðåííèé ñòàíäàðò
4-îêñèáèôåíèë



èõ ïðîäîëæèòåëüíîñòü. Â-òðåòüèõ, óñëîâèÿ ÂÝÆÕ íå

âûçûâàþò ðàçðóøåíèÿ èëè ïåðåãðóïïèðîâêè, êàê ýòî

÷àñòî ñëó÷àåòñÿ ñî ìíîãèìè èç ýòèõ ñîåäèíåíèé (÷óâ-

ñòâèòåëüíûìè ê íàãðåâàíèþ, àòìîñôåðíîìó êèñëîðî-

äó è ò. ä.). Êðîìå òîãî, ïðàêòè÷åñêè âñå ïîäëåæàùèå

îïðåäåëåíèþ ïðîèçâîäíûå èìåþò âûñîêèå ìîëÿðíûå

êîýôôèöèåíòû ïîãëîùåíèÿ â ÓÔ-îáëàñòè îò 260 äî

300 íì, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü èõ îáíàðóæåíèå è êî-

ëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå âïëîòü äî íàíîãðàììîâûõ

êîëè÷åñòâ ñ ïîìîùüþ ÓÔ-äåòåêòîðà [39 – 42]. Ýëåêò-

ðîõèìè÷åñêàÿ äåòåêöèÿ èíîãäà ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ êîëè-

÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíîâ D2 è D3 â ëåêàð-

ñòâåííûõ ïðåïàðàòàõ, â òîì ÷èñëå ïîëèâèòàìèííûõ

[27]. Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ òàáë. 5, äëÿ ðàçäåëåíèÿ è

îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíîâ D â ðàçëè÷íûõ îáðàçöàõ øè-

ðîêî èñïîëüçóþòñÿ àäñîðáöèîííûå è ðàñïðåäåëèòåëü-

íûå ñèñòåìû ñ îáðàùåííûìè ôàçàìè [12]. Äëÿ êîëè÷å-

ñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ èçîìåðîâ âèòàìèíà D ñ èñïî-

ëüçîâàíèåì ÂÝÆÕ ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî

ÓÔ-äåòåêòîð îáëàäàåò ñèëüíî ðàçëè÷àþùåéñÿ ÷óâñò-

âèòåëüíîñòüþ îòíîñèòåëüíî îòäåëüíûõ ïðîèçâîäíûõ

[12].

Â Ôàðìàêîïåå ÑØÀ 24 èçäàíèÿ [43] ïðåäñòàâëåíû

3 óíèôèöèðîâàííûå ìåòîäèêè àíàëèçà âèòàìèíà â

êàïñóëàõ è òàáëåòêàõ, ðàçëè÷àþùèåñÿ ãëàâíûì îáðà-

çîì ìåòîäàìè ïîäãîòîâêè ïðîáû (òàáë. 6) [27].

Ñ ïîìîùüþ ÂÝÆÕ òàêæå ìîæíî ëåãêî îòäåëèòü âè-

òàìèíû ãðóïïû D îò äðóãèõ æèðîðàñòâîðèìûõ âèòà-

ìèíîâ [27, 37, 39, 42, 44], ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü

îïðåäåëåíèå ïðîèçâîäíûõ ýòîãî âèòàìèíà â ëåêàðñò-

âåííûõ ôîðìàõ [45]. Âèòàìèí D ìîæíî îïðåäåëèòü â

êàïñóëàõ â ïðèñóòñòâèè áîëüøèõ êîëè÷åñòâ ñïèðòîâîé

ôîðìû âèòàìèíà A (ðåòèíîëà) è àöåòàòà âèòàìèíà A

(àöåòàòà) èëè àöåòàòà è ñóêöèíàòà âèòàìèíà E ñ èñïîëü-

çîâàíèåì ïðîñòîé ýêñòðàêöèè áåç õðîìàòîãðàôè÷åñ-

êîé î÷èñòêè ýêñòðàêòîâ [12].

Äðóãèå ìåòîäû. Îïèñàíî òèòðîâàíèå âèòàìèíà D3

òðèõëîðèäîì éîäà. Â ïðîöåññå òèòðîâàíèÿ îáðàçóåòñÿ

ãåêñàõëîðïðîèçâîäíîå, è êîíå÷íóþ òî÷êó ìîæíî îáíà-

ðóæèòü ôîòîìåòðè÷åñêè ïî îêðàñêå îñâîáîæäàþùåãî-

ñÿ éîäà [46]. Îïèñàí êîëè÷åñòâåííûé ñïåêòðîïîëÿðè-

ìåòðè÷åñêèé ìåòîä îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíîâ D â ìàñ-

ëÿíûõ ïðåïàðàòàõ [15]. Ðàçðàáîòàíî êîëè÷åñòâåííîå

ìèêðîîïðåäåëåíèå ýðãîêàëüöèôåðîëà â ñóáñòàíöèè è

ëåêàðñòâåííîé ôîðìå ñ èñïîëüçîâàíèåì N-áðîìñóêöè-

íèìèäà.

Â öåëîì, îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ âèòàìèíà D —

çàäà÷à âåñüìà òðóäíàÿ. ÓÔ-ñïåêòðîôîòîìåòðèÿ íå äî-

ñòàòî÷íî ïðèãîäíà äëÿ ýòîé öåëè, ïîñêîëüêó ïðèìåñè

è ïðîäóêòû ðàçëîæåíèÿ èìåþò ñâîé �max âáëèçè ìàê-

ñèìóìà ïîãëîùåíèÿ âèòàìèíîâ ãðóïïû D (265 íì).

Ïîýòîìó ðàçëè÷íûå Ôàðìàêîïåè, ñîäåðæàùèå ìåòîäè-

êè, îñíîâàííûå íà èçìåðåíèè ïîãëîùåíèÿ, íå ðåêî-

ìåíäóþò ÓÔ-ñïåêòðîôîòîìåòðèþ â êà÷åñòâå àíàëèòè-

÷åñêîãî ìåòîäà. Êîëîðèìåòðè÷åñêèå ìåòîäèêè ìàëî-

ïðèãîäíû äëÿ ýòîé öåëè, âñëåäñòâèå íèçêîé òî÷íîñòè

è ñëàáîé ñåëåêòèâíîñòè. Ïðåäâàðèòåëüíîå ðàçäåëåíèå

ñ ïîìîùüþ êîëîíî÷íîé èëè òîíêîñëîéíîé õðîìàòîã-

ðàôèè ìîãëî áû óñòðàíèòü òðóäíîñòè, íî âìåñòå ñ òåì

ââåäåíèå õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ñòàäèé ñîçäàåò íîâûé

èñòî÷íèê îøèáîê, êîòîðûå ìîãóò áûòü äàæå âûøå äî-

ïóñòèìûõ. Ôàðìàêîïåÿ VIII ßïîíèè, íàïðèìåð, ðåêî-

ìåíäóåò äëÿ ðåøåíèÿ ïîñëåäíåé çàäà÷è ðåàêöèþ ñ äè-

ãèòîíèíîì (îáëàäàÿ ñòðóêòóðîé ñòåðèíîâ, ïðîâèòàìè-

íû îñàæäàþòñÿ ýòèì ðåàãåíòîì, à âèòàìèíû D èì íå

îñàæäàþòñÿ) [47]. ÒÑÕ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñëóæèò

ëèøü äëÿ èäåíòèôèêàöèè è îáíàðóæåíèÿ ïðèìåñè

ïðîâèòàìèíà D [20]. Êîëè÷åñòâåííûé âàðèàíò ÒÑÕ

ïðåäúÿâëÿåò ïîâûøåííûå ìåòðîëîãè÷åñêèå òðåáîâà-

íèÿ êî âñåì ñòàäèÿì àíàëèçà: îò íàíåñåíèÿ ïðîáû íà

ïëàñòèíêó è äî âûáîðà ìåòîäà ðàñ÷åòà ñîäåðæàíèÿ

îïðåäåëÿåìîãî êîìïîíåíòà. Ïðîãðàììíîå îáåñïå÷å-

íèå “Sorbfil Videodensitometer” ïðåäóñìàòðèâàåò êîëè-

÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ëèøü ìåòîäîì âíåøíåãî

ñòàíäàðòà. ÃÔ XI èçäàíèÿ íå ñîäåðæèò ìåòîäèê àíàëè-

çà âèòàìèíîâ äàííîé ãðóïïû [48]. Â ÃÔ X èçäàíèÿ

ïðåäñòàâëåíà ôàðìàêîïåéíàÿ ñòàòüÿ òîëüêî íà ìàñëÿ-

íûé ðàñòâîð ýðãîêàëüöèôåðîëà [20]. Ýëåêòðîõèìè÷å-

ñêèå ìåòîäû â íàñòîÿùåå âðåìÿ îãðàíè÷åííî èñïîëü-

çóþòñÿ â ôàðìàöåâòè÷åñêîì àíàëèçå, ïî-âèäèìîìó,

èç-çà íåäîñòàòî÷íîé ðàñïðîñòðàíåííîñòè îáîðóäîâà-

íèÿ, à òàêæå òîêñè÷íîñòè èñïîëüçóåìîé â ïîëÿðîãðà-

ôàõ ðòóòè [27]. Áèîëîãè÷åñêèå ìåòîäû òðåáóþò èñïîëü-

çîâàíèÿ îñíàùåííûõ ïîìåùåíèé è ëàáîðàòîðíûõ æè-

âîòíûõ, à òàêæå âåñüìà òðóäîåìêè è äëèòåëüíû. Ìå-

òîä ßÌÐ 13C ÿâëÿåòñÿ íàäåæíûì ñïîñîáîì èäåíòèôè-

êàöèè ýðãî- è õîëåêàëüöèôåðîëà [24], îäíàêî îí íå

âñòðå÷àåòñÿ â íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèè íà ýòè âèòà-

ìèíû, ïî-âèäèìîìó, èç-çà ñëîæíîãî è äîðîãîñòîÿùåãî

îáîðóäîâàíèÿ. Òèòðèìåòðè÷åñêèå ìåòîäèêè, îòëè÷àþ-

ùèåñÿ âûñîêîé òî÷íîñòüþ, íî íèçêîé èçáèðàòåëüíî-

ñòüþ, ïðèìåíÿþòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì â àíàëèçå ëåêàð-

ñòâåííûõ âåùåñòâ — ñóáñòàíöèé è ìàëîïðèãîäíû äëÿ

àíàëèçà ìíîãîêîìïîíåíòíûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì

[27]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåòîä ÂÝÆÕ íå ïîëó÷èë øè-

ðîêîãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ â ôàðìàöåâòè÷åñêîé àïòå÷íîé

ïðàêòèêå â Ðîññèè ââèäó íåäîñòóïíîñòè îáîðóäîâàíèÿ

è äåôèöèòà êâàëèôèöèðîâàííûõ êàäðîâ. Êà÷åñòâåí-

íûé è êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ñóáñòàíöèé è ìîíîêîì-

ïîíåíòíûõ ïðåïàðàòîâ âûïîëíÿåòñÿ, â îñíîâíîì, áî-

ëåå ïðîñòûìè ìåòîäàìè: ÓÔ- è ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèÿ, êî-

ëîðèìåòðèÿ è ÒÑÕ [49]. Îäíàêî áóäóùåå â êîíòðîëå

êà÷åñòâà êàëüöèôåðîëîâ íåñîìíåííî ïðèíàäëåæèò

ÂÝÆÕ, êàê ìåòîäó, ïîçâîëÿþùåìó îäíîâðåìåííî ðå-
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Ò à á ë è ö à 6
Ïàðàìåòðû ìåòîäèê USP 24 àíàëèçà âèòàìèíà D â ïîëèâèòà-
ìèííûõ ïðåïàðàòàõ

Ìåòîä
Àäñîð-

áåíò
Ïîäâèæíàÿ ôàçà Ïðîáîïîäãîòîâêà

1 L8 Ãåêñàí — èçîïðî-
ïàíîë (99:1)

Ïÿòèêðàòíàÿ ýêñòðàêöèÿ èç ïðî-
áû, äèñïåðãèðîâàííîé â äèìå-
òèëñóëüôîêñèäå

2 L24 Ãåêñàí —
òðåò-áóòàíîë
(98,75:1,25)

Îäíîêðàòíàÿ ýêñòðàêöèÿ èçîîê-
òàíîì èç âîäíî-äèìåòèëñóëü-
ôîêñèäîìåòàíîëüíîé ïðîáû

3 L1 Àöåòîíèòðèë —
ìåòàíîë (91:9)

Ùåëî÷íîé ãèäðîëèç ñ ïîñëåäóþ-
ùåé îäíîêðàòíîé ýêñòðàêöèåé
ãåêñàíîì



øàòü âñå çàäà÷è, âîçíèêàþùèå ïðè àíàëèçå âèòàìèíîâ

ãðóïïû D.
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METHODS OF QUALITY CONTROL FOR GROUP D VITAMINS

O. V. Rybakova, E. F. Safonova, and A. I. Slivkin

Voronezh State University, Voronezh, Russia

Determination of the content of vitamin D is a rather difficult problem. In the present study, we have compared methods that are most widely used for deter-
mining group D vitamins. In recent years, physical and chemical methods of analysis find increasing use due to their simplicity, sensitivity, and informativity.
Various methods of the quality control are currently used, but the future in the analysis of calcipherols undoubtedly belongs to HPLC. This method is capable
of simultaneously solving all problems encountered in the analysis of group D vitamins.
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