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Введение
Статины относятся к классу гиполипиде-

мических соединений природного или синтети-
ческого происхождения [1], которые являются 
ингибиторами одного из основных ферментов 
синтеза холестирина [2]. Статины обладают 
также ярко выраженным комплексом антиокис-
лительных и антимутагенных свойств, антиате-
росклеротическим, антиангинальным, противо-
ишемическим, антитромбическим эффектами, 
вследствие этого широко используются в меди-
цине [3–6], прежде всего для поддержания здо-
ровья пожилых людей. Поскольку холестерин 
содержится в мясных продуктах, молоке, яйцах, 
рыбе, орехах и многих других продуктах, тре-
буется разработка разнообразных методов его 
определения в биологических объектах (жид-
костях, тканях), продуктах питания, пищевых 
добавках, биологически активных добавках и 
фармацевтических препаратах. 

Анализ методов определения статинов по-
казывает, что основное место отводится хро-
матографии, в основном высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) [7] и тон-
кослойной хроматографии (ТСХ) [8]. Отмечается, 
что ВЭЖХ позволяет одновременно проводить 
определение нескольких лекарственных ве-
ществ, вспомогательных компонентов и возмож-
ных токсичных примесей в многокомпонентных 
смесях, отличаясь высокой точностью и преци-
зионностью [9]. Обычно используют колонки с 
обращенной фазой, такие как «Supelcosil LC-18» 
(5 мкм, 150 × 4,6 мм) [10], «BecKmanCoulter» 
(5 мкм, 250 × 4,6 мм) [11], «Sherisorb ODS-C18» 
(5 мкм, 250 × 4,6 мм) [12] и др. Органическим 
компонентом подвижной фазы (ПФ) является 
ацетонитрил [10, 11, 13–17], иногда в сочетании 
с метанолом [18–23], муравьиной кислотой 

[24], уксусной кислотой [25], тетрагидрофураном 
[10] или триэтиламином [26]. Основой водной со-
ставляющей ПФ является фосфатный буферный 
раствор с рН 3–5 [10–13, 19, 27, 28]. При опреде-
лении статинов используются разные варианты 
детектирования: спектрофотометрическим, 
флуориметрическим детекторами, иногда после 
реакции дериватизации, а также кондуктометри-
ческим, масс-спектроскопическим и другими 
детекторами [29, 30]. Анализ литературы пока-
зал также, что в ацетонитрильных подвижных 
фазах недостаточно полно изучено влияние 
элюирующей силы ПФ и рН буферных раство-
ров на результаты хроматографирования. Однако 
это является важным для получения точных, 
воспроизводимых и правильных результатов. 
В связи с этим целью работы являлось изуче-
ние этих вопросов на примере наиболее рас-
пространенных статинов в фармацевтической 
практике – аторвастатина (Атв), розувастатина 
(Рзв) и симвастатина (Смв).

Материалы и методы
Реагенты. В экспериментальной части рабо-

ты были использованы –аторвастатин, розуваста-
тин и симвастатин фирмы Sigma Aldrich, США 
с содержанием основного вещества более 94%. 
Стандартные растворы исследуемых статинов c 
концентрацией 1 мг/мл готовили в этаноле рас-
творением точной навески. Рабочие растворы 
с концентрациями 1·10-6 –1·10-5 г/мл готовили 
разбавлением стандартного раствора в воде. Все 
растворы хранили в холодильнике. 

Для приготовления подвижных фаз исполь-
зовали ацетонитрил (о.с.ч.), наиболее распростра-
ненный в жидкостной хроматографии [10, 11 ]. 

В качестве буферов использовали ацетат-
но-аммиачный (pH 3–8) и фосфатный (pH 3–5) 
буферные растворы, значения pH которых кон-
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тролировали на приборе pH-метр (рН-673 М) со 
стеклянным индикаторным электродом и хло-
ридсеребряным электродом сравнения.

Аппаратура. Анализ в вариантах ВЭЖХ 
проводили на жидкостном хроматографе Стайер 
фирмы «Аквилон» со спектрофотометрическим 
детектором, на хроматографической колонке 
с неполярным сорбентом С18 (00F-4252-EQ, 
Luna 5u C18, диаметр 4,6 мм, длина 150 мм; Phe-
nomenex, США). Объем вводимой пробы 50 мкл, 
скорость потока 1 мл/мин. 

Хроматографирование в водно-ацетони-
трильной подвижной фазе проводили путем ва-
рьирования соотношения CH3CN – вода (буфер). 
С помощью микрошприца отбирали 50 мкл про-
бы, содержащей статины в концентрации 1·10-6 
и 1·10-5 г/мл, и вводили в хроматографическую 
колонку. Объем петли дозатора составлял 20 мкл. 
Регистрацию и обработку данных при λ=240 нм 
проводили с помощью программы «Мультихром 

2.4». Оптимальная длина волны при детекти-
ровании была выбрана на основании спектров 
поглощения статинов. 

В ВЭЖХ удерживание реагентов в непод-
вижной фазе (tR), параметры эффективности 
(число теоретических тарелок (N) и высоту, эк-
вивалентную теоретической тарелке, ВЭТТ (H)), 
разрешение (Rs) и селективность (α) определяли 
согласно [9]. 

Результаты и их обсуждение
В настоящей работе изучено влияние двух 

модификаторов ПФ на разделение и определение 
статинов. 

Элюирующая сила
С целью выбора ПФ провели хроматогра-

фирование, варьируя объемную концентрацию 
ацетонитрила и воды от 80 до 20 % и наоборот. 
В табл. 1, 2 приведены значения хроматографи-
ческих характеристик. 

Соотношение CH3CN – H2O /
Ratio CH3CN – H2O 

tR, мин / tR, min

Смв / Smv Атв / Atv Рзв / Rzv

80 : 20 4,53 1,42 1,34

70 : 30 6,62 1,57 1,35

60 : 40 12,77 1,63 1,40

50 : 50 14,71 3,92 2,49

40 : 60 – 9,77 3,79

30 : 70 – – 9,32

20 : 80 – – –

                                                                                                                            Таблица 1 / Table 1
Времена удерживания статинов в зависимости от соотношения компонентов ПФ 

(n = 3, Р = 0,95)
Retention times of statins depending on the ratio of MP components (n = 3, Р = 0,95)

                                                                                                                           Таблица 2 / Table 2
 Селективность разделения статинов в зависимости от соотношения компонентов в ПФ 

(n = 3, Р = 0,95)
Selectivity of the statins separation depending on the ratio of components in the MP 

(n = 3, Р = 0,95)

Соотношение CH3CN : H2О /
Ratio CH3CN – H2O Вещества / Substances Rs α

80 : 20
Смв-Атв / Smv-Atv 2,7 0,31

Смв-Рзв / Smv-Rzv 2,4 0,30

70 : 30
Смв-Атв / Smv-Atv 8,2 0,24

Смв-Рзв / Smv-Rzv 7,5 0,20

60 : 40
Смв-Атв / Smv-Atv 8,8 0,13

Смв-Рзв / Smv-Rzv 6,2 0,11

50 : 50
Смв-Атв / Smv-Atv 9,2 0,27

Смв-Рзв / Smv-Rzv 10,4 0,17
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По данным табл. 1 и 2 и с учетом хрома-
тографической картины можно сделать вывод, 
что оптимальной является система ацетонитрил 
: вода в соотношении 70 : 30, так как по мере 
уменьшения органической составляющей в ПФ 
и соответствующего уменьшения элюирующей 
силы ПФ происходит уширение хроматографиче-
ских пиков, сильное увеличение tR всех веществ 
и искажение хроматографической картины. 

Проведенные исследования показали, что 
время удерживания аторвастатина – 1,6 мин, ро-
зувастатина – 1,3 мин, симвастатина – 6,6 мин, что 
позволяет сделать вывод о возможном разделении 
этих веществ при совместном присутствии.

Буферные растворы
С целью улучшения качества разделения 

в водно-ацетонитрильных ПФ вместо воды ис-

пользовали фосфатный (ФБ) и ацетатно-аммиач-
ный (ААБ) буферные растворы с оптимальным 
значением рН 3–4. 

Установлено, что в присутствии буферных 
растворов существенно улучшается хромато-
графическая картина: увеличиваются значения 
∆tR между пиками, а хроматограммы становятся 
более узкими и симметричными. Поскольку 
для ФБ и ААБ оптимальные значения рН оди-
наковы, можно полагать, что основное влияние 
на наблюдаемые эффекты оказывает природа 
буфера, однако это требует дополнительных 
исследований.

Для сравнения эффективности разделе-
ния статинов в разных ПФ приведены данные 
табл. 3, которые подтверждают сделанное за-
ключение. 

Таблица 3 / Table 3
Селективность разделения статинов в ацетонитрильной ПФ (n = 3, Р = 0,95)

Selectivity of the statins separation in acetonitrile MP (n = 3, Р = 0,95)

Условия хроматографирования /
Chromatography conditions

Разделяемые вещества /
Substances to be separated

ΔtR, мин / 
ΔtR, min RS α

Ацетонитрил – Вода (70:30) /
Acetonitrile – Water (70:30)

Сим – Атв / Smv – Atv 4,36 1,0 0,24

Сим – Рзв / Smv – Rzv 4,81 0,9 0,20

Атв – Рзв / Atv – Rzv – – –

Ацетонитрил – Фосфатный буфер (70:30) (pH 3) /
Аcetonitrile – PhB (70:30) (pH 3)

Сим – Атв / Smv – Atv 3,96 3,8 0,41

Сим – Рзв / Smv – Rzv 4,30 4,0 0,32

Атв – Рзв / Atv – Rzv 0,56 0,7 0,79

Ацетонитрил – ААБ (70:30) (pH 4) /
Acetonitrile – AAB (70:30) (pH 4)

Сим – Атв / Smv – Atv 4,00 3,5 0,40

Сим – Рзв / Smv-Rzv 4,51 3,1 0,32

Атв – Рзв / Atv – Rzv 0,52 0,4 0,81

Таким образом, исходя из полученных рас-
четов можем сделать вывод, что наибольшая се-
лективность разделения статинов наблюдается 
при использовании подвижной фазы, состоящей 
из ацетонитрила и фосфатного буферного рас-
твора с pH 3 в соотношении 70 : 30, так как по-
зволяет разделить все исследуемые статины с 
высокой эффективностью.

Градуировочные зависимости для определения 
аторвастатина в реальных объектах
В данной работе показана возможность 

применения водно-органической ВЭЖХ для 
количественного определения аторвастатина 
в лекарственных препаратах. Для этого в вы-
бранных оптимальных водно-органических 
подвижных фазах были построены граду-
ировочные зависимости на аторвастатин: 
НФ : С18 , ПФ : ацетонитрил – вода (70:30); 

аце тонитрил – ФБ (pH 3) (70 : 30); ацетонит- 
рил : ААБ (рН 4) (70 : 30).

Для построения градуировочной зависимо-
сти был приготовлен исходный раствор аторва-
статина с концентрацией 5 мг/мл, из которого 
готовили рабочие растворы от 0,2 до 10 мкг/мл 
для ВЭЖХ последовательным разбавлением 
исходного раствора в объеме 5 мл дистилли-
рованной водой, отбирая точные аликвоты с 
помощью дозатора.

Были построены зависимости площади 
хроматографических зон аторвастатина от его 
концентраций в растворе. Площадь хроматогра-
фических писков ВЭЖХ определяли в условных 
единицах с помощью программы «Мультихром 
2.4». Ввиду полного совпадения градуировоч-
ных характеристик в ВЭЖХ в разных ПФ гра-
фики не приводятся, а полученные результаты 
обобщены в табл. 4. 
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Исходя из представленных данных в табл. 4, 
для определения Аст была выбрана оптималь-
ная подвижная фаза, содержащая ацетонитрил и 
фосфатный буферный раствор с pH 3. У этой ПФ 
более высокие показатели линейности и хрома-
тографические параметры лучше по сравнению 
с остальными ПФ.

Контроль правильности был проведен 
методом «введено–найдено» путем сравнения 
концентраций введенной аликвоты аторва-
статина с концентрацией, рассчитанной по 

градуировочному графику. Для этого были 
приготовлены растворы с тремя различными 
концентрациями аторвастатина и проведено 
их хроматографирование в водно-органической 
ПФ, модифицированной фосфатным буферным 
раствором с pH 3. Площади зон измеряли в 
графическом редакторе «Adobe Photoshop СС», 
затем с помощью градуировочной зависимости 
были найдены значения искомых концентра-
ций. Результаты исследований представлены 
в табл. 5.

Таблица 4 / Table 4
Сравнение метрологических характеристик градуировочных графиков в ВЭЖХ

Comparison of the metrological characteristics of calibration curves in HPLC

Характеристики /
Characteristics

CH3CN – H2O
CH3CN – ФБ (pH 3) /
CH3CN – PhB (pH 3)

CH3CN – ААБ (pH 4) /
CH3CN – AAB (pH 4)

Уравнение градуировочного графика /
Calibration curve equation y = 160x + 26 y = 167x – 11 y = 173x + 25

Коэффициент корреляции (R2) /
Correlation coeffi cient (R2) 0,987 0,999 0,996

Интервал линейности, мкг/мл /
Linearity interval, μg/ml 0,2–10 0,2–10 0,2–10

Чувствительность (tgα) /
Sensitivity (tgα) 0,2 0,06 0,1

                                                                                                                       Таблица 5 / Table 5
Результаты определения аторвастатина методом «введено–найдено» в ВЭЖХ 

(n = 3, P = 0,95)
Results of the determination of atorvastatin by the «introduced-found» method in HPLC 

(n = 3, P = 0,95)

Введено, мкг/мл /
Introduced, mcg/ml

Найдено, мкг/мл /
Found, mcg/ml

Метрологические характеристики /
Metrological characteristics

Sr Δx/xср, %

2 2,00 ± 0,05 0,01 2,27

4 3,98 ± 0,06 0,01 1,53

8 7,92 ± 0,54 0,03 6,78

Таким образом, из рассчитанных данных в 
табл. 5 видно, что значения Sr и относительной 
погрешности при определении аторвастатина не 
превышают 0,03 и 7% соответственно. Поэтому 
данная методика может быть использована для 
количественного определения аторвастатина в 
реальных объектах.

Количественное определение аторвастатина 
в лекарственных препаратах
В качестве объектов для количественно-

го определения аторвастатина были выбраны 
следующие фармацевтические препараты: 
«Аторвастатин-OBL» (Oblpharm, Россия), «Ту-

лип» (Sandoz, Словения), «Липримар» (Pfi zer, 
Германия). Содержание аторвастатина в таблет-
ках составляло 10 мг.

Методика определения аторвастатина 
в фармацевтических препаратах. 

Для исследования были взяты навески пре-
паратов Аторвастатин-OBL, Тулип и Липримар 
по 125 мг. Навески растворяли в этаноле в кол-
бе на 25 мл. Для проведения анализа в ВЭЖХ 
растворы готовили последовательным разбав-
лением до концентрации 5 мкг/мл. Хроматогра-
фический процесс в ВЭЖХ проводили в водно-
органической подвижной фазе, состоящей из 
ацетонитрила и фосфатного буферного раство-
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ра. С помощью микрошприца отбирали 50 мкл 
пробы, содержащей исследуемый раствор, и 
вводили в хроматографическую колонку. Объем 
петли составлял 20 мкл. Времена удерживания 
полученных пиков сравнивали со стандартным 
веществом аторвастатина. Регистрацию и об-
работку данных при λ = 240 нм осуществляли 
с помощью программы «Мультихром 2.4». 
Проводили три параллельных опыта. Содер-

жание аторвастатина в исследуемых объектах 
рассчитывали по градуировочной зависи-
мости.

Установили, что времена удерживания 
стандартного вещества совпадают со значе-
ниями в исследуемых объектах, что свиде-
тельствует о правильной идентификации. На 
рисунке представлены хроматограммы аторва-
статина в исследуемых объектах и стандарте.

Хроматограммы аторвастатина в фармацевтических препаратах: 1 – «Аторвастатин-OBL» (Oblpharm, Россия), 2 – «Ту-
лип» (Sandoz, Словения), 3 – «Липримар» (Pfi zer, Германия), 4 – стандартное вещество – аторвастатин 

Figure. Chromatograms of atorvastatin in pharmaceutical preparations. 1 – «Atorvastatin-OBL» (Oblpharm, Russia), 2 – «Tulip» 
(Sandoz, Slovenia), 3 – «Liprimar» (Pfi zer, Germany), 4 – reference substance – atorvastatin

Можно сделать вывод, что аторвастатин со-
держится в каждом из исследуемых объектов с 
одинаковыми значениями tR. 

В табл. 6 представлены результаты определе-
ния аторвастатина в фармацевтических пре-
паратах.

Таблица 6 / Table 6 
Результаты определения аторвастатина в лекарственных препаратах. ПФ: ацетонитрил – ФБ (70 : 30, рН 3), 

(n = 3, P = 0,95)
Results of the atorvastatin determination in medicinal preparations. MP: acetonitrile – PhB (70 : 30, pH 3), (n = 3, P = 0,95)

Объект / An objec
хср ± Δx, мг/мл /
xav ± Δx mg/nl

Sr
Δx/хср, % /
Δx/хav, %

Найдено Аст, мг /
Found Ast, mg

Паспортные данные 
объекта, мг /

Passport data object, mg

Аторвастатин-OBL /
Atorvastatin-OBL 4,9 ± 0,1 0,01 2,5 9,8

10Липримар / Liprimarin 4,9 ± 0,1 0,01 1,7 9,8

Тулип / Tulip 4,9± 0,1 0,01 2,8 9,7

1 2

3 4

А. А. Кутина и др. Определение статинов методом обращенно-фазовой ВЭЖХ 
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Из данных табл. 6 видно, что метод ВЭЖХ 
позволяет достигнуть достаточно близких 
результатов, что подтверждает правильность 
определения.

Заключение
Впервые систематически исследовано 

влияние основных модификаторов подвижной 
фазы в ВЭЖХ – элюирующей силы и буферного 
раствора на результаты хроматографирования 
наиболее значимых для медицины статинов – 
аторвастатина, розувастатина и симвастатина. 
Выбраны оптимальные модификаторы и на их 
основе разработана методика определения ста-
тинов в фармацевтических препаратах. Значение 
Sr составляет 0,03, относительная погрешность 
определения не превышает 7%. 
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