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Вbсовременном мире рыбий жир используется 
как вbлечебных, так и вbпрофилактических целях. 
Рыбий жир находит свое широкое применение вви-
ду содержания большого количества биологически 
активных компонентов, вbчастности витаминов 
группы D.bОднако, несмотря наbразнообразие това-
ров рыбьего жира иbсовременных требований кbпи-
щевому рыбьему жиру, оценка качества субстанции 
неbявляется унифицированной иbтребует новых 
современных методов. Целью данной работы яв-
лялась валидация новой разработанной методи-
ки качественного иbколичественного определения 
витамина D наb примере содержания вb образцах 
препаратов «рыбий жир дляbвнутреннего примене-
ния» иb«рыбий жир Тева». Вbрезультате качествен-
ного анализа удалось установить, что вbобразцах 
содержится только витамин D3. Витамин D2 об-
наружен неbбыл. Количественный анализ показал, 
чтоbконцентрация витамина D3 вbобразцах рыбье-
го жира отечественного производства находится 
вbдиапазоне 0,73–0,97 мкг/мл (29,2–38,8bМЕ). Вbоб-
разцах рыбьего жира Тева содержание находится 
вbдиапазоне 2,02–2,56 мкг/мл (80,8–102,4 МЕ). Вbре-
зультате качественного анализа, согласно мето-
дике ГФ XIV издания, также удалось установить 
только наличие витамина D3. Его содержание вbоб-
разцах рыбьего жира отечественного производ-
ства составляет отb0,690 мг/мл доb0,915bмг/мл 
(27,6–36,6 МЕ), в тоbвремя какb содержание вbоб-
разцах рыбьего жира зарубежного производите-
ляb— отb1,95 мкг/мл доb2,40 мкг/мл (78,0–96,0 MЕ). 
Разработанная методика анализа качественного 
иbколичественного содержания холекальциферола 
(витамина D3) наbоснове комбинации ВЭЖХ-МС об-
ладает высокой точностью выполнения иbболее 
быстрой пробоподготовкой.

Ключевые слова: валидация, рыбий жир, вита-
мин D, ВЭЖХ, холекальциферол

Вbнастоящее время наbотечественном фарма-
цевтическом рынке имеется широкий ассорти-
мент рыбьего жира, применяемого вbмедицинских 
целях дляbпрофилактики гиповитаминозов А иbD, 
аbтакже БАД, содержащих рыбий жир, являющийся 
источником ПНЖК иbвитаминов А, D, Е.bОсновной 
ассортимент представлен лекарственными форма-
ми дляbвнутреннего примененияb— капсулы иbмас-
ло дляbприема внутрь. Несмотря наbразнообразие 
товаров рыбьего жира иbсовременных требований 
кbпищевому рыбьему жиру, оценка качества суб-
станции неbявляется унифицированной иbтребует 
новых современных методовb[1]. Общепринятые 
методики анализа жирорастворимых витаминов 
вbжиросодержащих лекарственных препаратах, 
пищевых продуктах иb БАД кb пище чаще всего 
предусматривают гидролиз (омыление) проб сbпо-
следующим анализом методами спектрофотоме-
рии илиbвысокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ)b [2–7]. Кbчислу ихbнедостатков 
относят длительность иbтрудоемкость выполне-
ния, аb также сравнительно высокие погрешно-
сти получаемых результатов (наbуровне 10–15% 
иbвыше)b [7–8]. Поbмнению ряда авторов, кbпро-
блемам этой группы методик относится необхо-
димость ихbвалидации дляbразных типов объектов 
(вbобсуждаемом случае дляbрыбьего жира иbпро-
дуктов наbего основе), аbтакже аспект, связанный 
сbсуществованием витаминов вbразличных формах, 
например D2 иbD3 дляbвитамина D. Вbряде случаев 
методики предусматривают анализ только одной 
формы; ихbразделение затруднительно, иbнеобхо-
димы дополнительные стадии очистки (усугубляю-
щие перечисленные недостатки) илиbприменение 
более селективных способов детектирования (на-
пример, масс-спектрометрического, МС). Оbнизкой 
воcпроизводимости свидетельствуют, например, 
данныеb [6]: поbрезультатам анализа витамина D 
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маслянистой жидкостью сbхарактерным запахом. 
Анализ проводили методом ВЭЖХ-МС соbследую-
щей новой разработанной пробоподготовкой: ис-
следуемый образец рыбьего жира, точная навеска 
около 0,5 г, смешивали сbвнутренним стандартом 
(эргокальциферол) иb15bмл 39% этанольного рас-
твора гидроксида калия. Затем смесь нагревали 
приb60°С вbтечение 40bминут. Далее переносили 
содержимое вbделительную воронку иbпромыва-
ли 60 мл гексана. Встряхивали вbтечение 90 се-
кунд. Удаляли слой воды иbпромывали ещеbдва 
раза водой поb15 мл. Гексан пропускали через 
сульфат натрия, выпаривали досуха иbрастворя-
ли вb10 мл метанола. Фильтровали через тефло-
новый мембранный фильтр 0,02 нм. Приборная 
база: хроматограф фирмы Agilent LC QQQ 6460 
(США) сbмасс-селективным детектором Agilent LC 
QQQ (Model K6460). Определение содержания 
витамина D3 проводилось также согласно опи-
санным вbФС.3.7.0001.18 Государственной фарма-
копеи XIV издания «Печени рыб масло жирное» 
методикам. Полученные масс-спектры считали 
идентифицированными приbсовпадении сbбибли-
отечными масс-спектрами Wiley MS (коэффициент 
подобия >90%).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИbОБСУЖДЕНИЕ

Результаты исследования качественного иbко-
личественного содержания витамина D3 (холекаль-
циферола) вbобразцах серии А иbВbлекарственного 
препарата рыбьего жира отечественного произ-
водства представлены наbрис. 1 иb2. Изbсравнения 

вb5 контрольных пищевых объектах вb6 различных 
лабораториях относительное стандартное откло-
нение результатов (RSD, %) составило 35–50%, а 
поbданнымb[8], допустимые внутрилабораторные 
расхождения результатов измерений дляbметодик 
анализа жирорастворимых витаминов находятся 
наbуровне 20–35%, межлабораторныеb— наbуров-
не 30–55%.

Цель данной работыb— валидация новой ме-
тодики качественного иbколичественного опреде-
ления витамина D наbпримере содержания вbоб-
разцах препаратов «рыбий жир дляbвнутреннего 
применения» иb«рыбий жир Тева».

МАТЕРИАЛЫ ИbМЕТОДЫ

Объектами исследования являлись образцы 
лекарственных препаратов рыбьего жира разных 
серий (обобщенные результаты представлены 
далее какb серии А иbВ) российского производ-
ства ООО «Тульская фармацевтическая фабрика» 
иbразных серий производства «Тева Фармасью-
тикал Воркс Прайвэт Лимитед Компани» (Вен-
грия) (обобщенные результаты представлены 
далее какb серии С иbD). Лекарственная форма 
препарата рыбьего жира отечественного произ-
водстваb— масло дляbприема внутрь, представля-
ющее собой прозрачную маслянистую жидкость 
отbсветло-желтого доbжелтого цвета соbспецифи-
ческим непрогорклым запахом. Лекарственная 
форма препарата рыбьего жира производства 
Теваb— мягкие желатиновые капсулы, заполнен-
ные желтоватой прозрачной, безbвидимых частиц, 

РИС. 1. Хроматограмма раствора 
холекальциферола вbгексане образцов серииbА. 
Время удерживания (минут): 19,9b— время 

удерживания витамина D3

РИС. 2. Хроматограмма раствора 
холекальциферола вbгексане образцов серииbВ. 
Время удерживания (минут): 19,9b— время 

удерживания витамина D3

D3

D3
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D.bСледовательно, образцы двух серий неbотлича-
ются поbсвоему составу. Качественный анализ об-
разцов всех 4-х серий показал, чтоbисходно вbоб-
разцах содержится только витамин D3, витамин D2 
обнаружен неbбыл.

Результаты сопоставительного статистиче-
ского анализа содержания витамина D3 вbобраз-
цах рыбьего жира очищенного дляbвнутреннего 
применения иbрыбьего жира производства Тева 
представлены вbтабл. 1. Количественный анализ 

хроматограмм следует, чтоbчисло пиков вbобразце 
серии Аbсовпадает сbчислом пиков образцов се-
рииbВ.bЭто означает, чтоbобразцы двух серий неbот-
личаются поbсвоему составу.

Наbрис. 3 иb4 приведены хроматограммы ка-
чественного определения холекальциферола 
вbлекарственном препарате рыбьего жира произ-
водства Тева образцов серии C иbD. Изbсравнения 
хроматограмм следует, чтоbчисло пиков вbобразце 
серии C совпадает сbчислом пиков образцов серии 

РИС. 3. Хроматограмма раствора 
холекальциферола вbгексане образцов серииbС. 
Время удерживания (минут): 26,6b— время 

удерживания холекальциферола

РИС. 4. Хроматограмма раствора 
холекальциферола вbгексане образцов серииbD. 
Время удерживания (минут): 24,6b— время 

удерживания холекальциферола

VD3
VD3

VD2

VD2

Таблица 1

СОПОСТАВИТЕЛЬНЫЙ СТАТИСТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ ВИТАМИНА D3 
ВbОБРАЗЦАХ РЫБЬЕГО ЖИРА ОЧИЩЕННОГО ДЛЯbВНУТРЕННЕГО ПРИМЕНЕНИЯ 

СЕРИЙ А ИbВbИbРЫБЬЕГО ЖИРА ТЕВА СЕРИЙ С ИbD

№ 
опыта

Содержание 
витамина D3, мкг/мл 

(серия А) 

Содержание 
витамина D3, мкг/мл 

(серия В) 

Содержание витамина 
D3, мкг/мл (серия C) 

Содержание 
витамина D3, мкг/мл 

(серия D) 

1 0,973 0,729 2,21 2,02

2 0,971 0,732 2,34 2,15

3 0,966 0,731 2,42 2,2

4 0,969 0,727 2,47 2,32

5 0,971 0,729 2,56 2,37

Метрологические характеристики (Р=0,95, n=5) Метрологические характеристики (Р=0,95, n=5)

x— 0,970 0,730 2,4 2,21

S 0,0273 0,0199 0,0112 0,009

S2 0,0007 0,0004 0,0001 0,00008

Δx— 0,034 0,025 0,009 0,008

ε,% 3,5 3,4 0,4 0,3
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ВАЛИДАЦИЯ ВЭЖХ-МС МЕТОДИКИ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ХОЛЕКАЛЬЦИФЕРОЛА 
ВbОБРАЗЦАХ ПРЕПАРАТОВ «РЫБИЙ 

ЖИР ОЧИЩЕННЫЙ ДЛЯbВНУТРЕННЕГО 
ПРИМЕНЕНИЯ» Иb«РЫБИЙ ЖИР ТЕВА»

Валидация проводилась наbпримере содержа-
ния холекальциферола (рис. 5–6) какbкомпонента 
препарата «рыбий жир очищенный дляbвнутрен-
него применения» сb наибольшим содержанием 
вbанализируемой пробе.

Специфичность
Приbопределении специфичности установлено, 

чтоbпики других компонентов неbмешают иденти-
фикации витамина D3. Критерии пригодности хро-

показал, чтоbконцентрация витамина D3 вbобраз-
цах рыбьего жира отечественного производства 
находится вbдиапазоне 0,73–0,97 мкг/мл (29,2–
38,8bМЕ), а вbобразцах рыбьего жира Теваb— вbдиа-
пазоне 2,02–2,56 мкг/мл (80,8–102,4 МЕ).

Определение содержания холекальцифе-
рола проводилось также согласно описанным 
вbФС.3.7.0001.18 Государственной фармакопеи 
XIV издания «Печени рыб масло жирное» методи-
камb[2]. Вbрезультате анализа удалось установить, 
чтоb содержание холекальциферола составляет 
отb0,690 мг/мл доb0,915 мг/мл (27,6–36,6 МЕ) вbоб-
разцах рыбьего жира отечественного производ-
ства, а тоbвремя какbсодержание вbобразцах зару-
бежного производителя составляет отb1,95 мкг/мл 
доb2,40 мкг/мл (78,0–96,0 MЕ).

РИС. 5. Хроматограмма раствора витамина D3 
вbгексане образцов препарата «рыбий жир 
очищенный дляbвнутреннего применения». 
Время удерживания (мин): 19,9b— время 

удерживания холекальциферола

РИС. 6. Хроматограмма раствора витамина D3 
вbгексане образцов препарата «рыбий жир Тева». 

Время удерживания (мин): 26,6b— время 
удерживания холекальциферола

VD3

VD2

Таблица 2

КРИТЕРИИ ПРИГОДНОСТИ ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ 
ИbЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ ИХbВЫПОЛНЕНИЯ (ОБРАЗЦЫ СЕРИЙ А ИbВ)

Критерии пригодности Полученный результат

Пики других компонентов неbмешают определению основного вещества Соответствуют

Наbхроматограмме испытуемого раствора разрешение пика холекальци-
ферола сbлюбым другим пиком примеси вbпробе должно быть более 1,5

Соответствует Rs 
(вит. D3/соп.в-ва) = 6,5

Число теоретических тарелок поbпику холекальциферола 609293

Коэффициент асимметрии пика холекальциферола T0,05 T0,05 = 3,75

RSD площади пика холекальциферола, рассчитанное поb5 эксперимен-
тальным хроматограммам

7,24%

D3
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иbдисперсии. Промежуточная (внутрилаборатор-
ная) прецизионность оценивалась путем опреде-
ления содержания холекальциферола вbисследуе-
мых образцах препарата наbдвух разных приборах 
вbразные дни. Результаты приведены вbтабл. 4–5.

Изbполученных расчетных иbэксперименталь-
ных данных следует, чтоbдисперсии двух опреде-
лений имеют незначительные отличия, следова-
тельно, опытные данные сравнимы иbметодика 
достоверна. Доказано, чтоb различие дисперсий 
неbможет быть признано значимым, методика вос-
производима, аbрезультаты испытаний различают-
ся незначительно.

Вbрезультате проведения анализа установле-
но, чтоbразработанная методика неbтолько более 
чувствительная, позволяя точнее определять со-

матографической системы иbэкспериментальные 
результаты проверки ихbвыполнения подтвержда-
ют, чтоbпоказатели соответствуют такому параме-
тру валидации, какbспецифичность (табл.b2–3).

Линейность
Вb10 испытуемых образцах рыбьего жира оте-

чественного производства иb6 образцах рыбьего 
жира производства Тева вbвыбранном диапазоне 
концентрации соотношение между площадями 
пиков опытных образцов прямо пропорционально 
содержанию вbних витамина D3 (рис. 7–8).

Прецизионность
Прецизионность оценивалась поbхарактеристи-

ке повторяемости, промежуточной прецизионности 

Таблица 3

КРИТЕРИИ ПРИГОДНОСТИ ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ 
ИbЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ ИХbВЫПОЛНЕНИЯ (ОБРАЗЦЫ СЕРИЙ С ИbD)

Критерии пригодности Полученный результат

Пики других компонентов неbмешают определению основного вещества Соответствуют

Наbхроматограмме испытуемого раствора разрешение пика холекальци-
ферола сbлюбым другим пиком примеси вbпробе должно быть более 1,5

Соответствует Rs 
(вит. D3/соп.в-ва) = 1,92

Число теоретических тарелок поbпику холекальциферола 17689

Коэффициент асимметрии пика холекальциферола T0,05 1,16

RSD площади пика холекальциферола, рассчитанное поb3 эксперимен-
тальным хроматограммам

6,15%

РИС. 7. Линейная зависимость содержания 
холекальциферола отbвысоты пиков 

наbхроматограммах вbобразцах рыбьего жира 
отечественного производства

РИС. 8. Линейная зависимость содержания 
холекальциферола отbвысоты пиков 

наbхроматограммах вbобразцах рыбьего жира 
производства Тева

5,9

5,8

5,7

5,6

5,5

5,4

5,3

5,2

2,7

2,6

2,5

2,4

2,3

2,2

2,1

2,0

1,9
0 0,8 1,6 2,31 2,43 2,52 2,63 2,74

y = 1,6474x + 4,1608
R² = 0,99228

y = 0,0998x + 2,0842
R² = 0,99027
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иbболее быстрой пробоподготовкой. Исследование 
может стать отправной точкой дляbдальнейшего 
анализа холекальциферола вbобразцах рыбьего 
жира российского производства сbцелью выявле-
ния более оптимальных иbточных методов каче-
ственного иbколичественного анализа.
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держание холекальциферола, но иbболее простая 
вbисполнении, неbтребует специального оборудо-
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боподготовке кbанализу холекальциферола.

ВЫВОДЫ

Разработанная методика анализа качествен-
ного иbколичественного содержания холекальци-
ферола наbоснове комбинации ВЭЖХ-МС обла-
дает высокой точностью выполнения, простотой 

Таблица 4

СТАТИСТИЧЕСКАЯ ОБРАБОТКА РЕЗУЛЬТАТОВ АНАЛИТИЧЕСКОЙ МЕТОДИКИ 
(ПРЕПАРАТ ОТЕЧЕСТВЕННОГО ПРОИЗВОДСТВА)

Статистические характеристики
Результаты

Прибор 1 Прибор 2

Содержание холекальциферола Наименьшее значение, % 0,89 0,62

Наибольшее значение, % 1,05 0,85

Среднее значение, % 0,97 0,73

Стандартное отклонение 0,0206 0,0161

Коэффициент вариации, % 2,1 2,2

Доверительный интервал (приbР=95%) 0,97±0,03 0,73±0,02

Относительная ошибка отдельного значения 3,0% 2,7%

Таблица 5

СТАТИСТИЧЕСКАЯ ОБРАБОТКА РЕЗУЛЬТАТОВ АНАЛИТИЧЕСКОЙ МЕТОДИКИ 
(ПРЕПАРАТ ПРОИЗВОДСТВА ТЕВА)

Статистические характеристики
Результаты

Прибор 1 Прибор 2

Содержание холекальциферола Наименьшее значение, % 2,24 2,04

Наибольшее значение, % 2,45 2,22

Среднее значение, % 2,35 2,14

Стандартное отклонение 0,0112 0,0086

Коэффициент вариации, % 0,5 0,4

Доверительный интервал (приbР=95%) 2,35±0,009 2,14±0,008

Относительная ошибка отдельного значения 0,4% 0,3%
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VALIDATION OF THE HPLC–MS ANALYSIS OF VITAMIN D 
IN FISH OIL FOR MEDICAL USE

V. V.bLopatin, A. N.bFetisova
Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russia

In thebmodern world, fi sh oil isbused both forbtherapeutic andbprophylactic purposes. Fish oil isbwidely used 
due to thebcontent of ablarge number ofbbiologically active components, inbparticular vitamins ofbgroup D.bHowever, 
despite thebvariety ofbfi sh oil products andbmodern requirements forbfood fi sh oil, thebassessment of thebquality of 
thebsubstance isbnot unifi ed andbrequires new modern methods. Thebpurpose ofbthis work is tobvalidate thebnewly 
developed method for thebqualitative andbquantitative determination ofbVitamin D using thebexample of thebcon-
tent inbsamples of thebdrug &quot;fi sh oil forbinternal use&quot; andb&quot;fi sh oilb— Teva&quot;. As abresult of 
thebqualitative analysis, it was possible tobestablish that thebsamples contain only Vitamin D3. Vitamin D2 was not 
detected. Quantitative analysis showed that thebconcentration ofbVitamin D3 inbsamples ofbdomestically produced 
fi sh oil is inbthebrange ofb0.73 μg / mlb— 0.97 μg / ml (from 29.2 IU tob38.8 IU). Inbsamples ofbfi sh oilb— Teva, thebcon-
tent varies in thebrange ofb2.02 μg / mlb— 2.56 μg / ml (from 80.8 IU tob102.4 IU). As abresult ofbqualitative analysis, 
according to thebmethodology of thebState Pharmacopoeia of thebXIV edition, it was also possible tobestablish only 
thebpresence ofbvitamin D3, but its content inbsamples ofbfi sh oil ofbdomestic production ranges from 0.690bmg / 
ml tob0.915bmg / ml (from 27.6 IU tob36.6 IU), while thebcontent of abforeign manufacturer ranges from 1.95 μg / 
ml tob2.40 μg / ml (from 78.0 IU tob96.0 IU). Thebdeveloped method forbanalyzing thebqualitative andbquantitative 
content ofbcholecalciferol (Vitamin D3) based on abcombination of HPLC–MS has abhigh accuracy ofbexecution 
andbfaster sample preparation.

Keywords: fi sh oil, quantitative analysis, cholecalciferol, HPLC–MS analysis, validation.


