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Резюме
Введение. Ивермектин известен как ветеринарное средство с широким спектром действия в отношении эндо- и экзопаразитов 
сельскохозяйственных животных, что делает его применение перспективным. Поэтому в настоящее время исследуется возможность 
создания пролонгированнных парентеральных лекарственных форм с использованием полимерных биоразлагаемых носителей. 
Для осуществления их контроля качества необходима методика количественного определения активного вещества. Большинство 
предложенных ранее методик отличаются трудоемкой пробоподготовкой, сложным составом подвижной фазы или длительным 
временем анализа, поэтому в ходе разработки инъекционного пролонгированного препарата ивермектина на основе микрочастиц 
поликапролактона была предложена новая методика количественного определения ивермектина, отличающаяся простотой и пригодная 
для применения на производстве.
Цель. Разработка методики количественного определения ивермектина в составе микрочастиц поликапролактона и проведение ее 
валидации.
Материалы и методы. В качестве объекта исследования использовали микрочастицы поликапролактона содержащие 
инкапсулированный ивермектин. Методика количественного определения ивермектина в исследуемом образце разрабатывалась на 
высокоэффективном жидкостном хроматографе Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, США), оснащенном диодно-матричным 
детектором.
Результаты и обсуждение. В настоящей работе изучены различные условия количественного определения ивермектина в составе 
микрочастиц поликапролактона. На основании полученных данных и результатов разработана методика, обладающая оптимальной 
пробоподготовкой и условиями проведения анализа.
Заключение. В результате проведения разработки методики выбраны условия проведения анализа, которые позволяют оценивать 
количественное содержание ивермектина в образце. Проведена валидация методики по параметрам специфичность, аналитическая 
область, линейность, правильность, повторяемость и внутрилабораторная прецизионность.
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Abstract
Introduction. Ivermectin is known as a veterinary agent with a wide spectrum of action against endo-and exoparasites of farm animals, which 
makes its use promising. Therefore, the possibility of creating prolonged parenteral dosage forms using polymer biodegradable carriers is 
currently being investigated. To carry out their quality control, a method of quantitative determination of the active substance is necessary. Most of 
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the previously proposed methods are characterized by time-consuming sample preparation, complex composition of the mobile phase or a long 
analysis time, therefore, during the development of an injectable prolonged preparation of ivermectin based on polycaprolactone microparticles, 
a new method for the quantitative determination of ivermectin was proposed, which is simple and suitable for use in production.
Aim. Development of a method for the quantitative determination of ivermectin in the composition of polycaprolactone microparticles and its 
validation.
Materials and methods. Microparticles with ivermectin were used as the object of the study. The method of quantitative determination of 
ivermectin in the test sample was developed on a high-performance liquid chromatograph Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA), 
equipped with a diode-matrix detector.
Results and discussion. In this paper, various conditions for the quantitative determination of ivermectin in the composition of polymer 
microparticles are studied. Based on the obtained data and results, a method has been developed that has optimal sample preparation and 
analysis conditions.
Conclusion. As a result of the development, the conditions for the analysis were selected, which allow us to evaluate the quantitative content of 
ivermectin in the sample. The method was validated for the parameters specificity, analytical area, linearity, trueness, repeatability, intermediate 
precision.
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ВВЕДЕНИЕ 
Ивермектин представляет собой амакроцикли-

ческий лактон, который известен как противопараз-
итарное средство уже более 30 лет [1–3]. Он является 
ветеринарным средством с широким спектром дейст- 
вия, в отношении эндо- и экзопаразитов сельскохо-
зяйственных животных, проявляет очень высокую эф-
фективность против желудочно-кишечных и легоч-
ных нематод, а также против оводов и клещей  [4–5]. 
Благодаря своим свойствам ивермектин считается 
эффективным противопаразитарным средством для 
крупного рогатого скота, свиней и овец [6–8]. А так же 
является перспективным средством в борьбе с виру-
сом COVID-19 [9–11].

В настоящее время активно исследуется возмож-
ность создания пролонгированнных парентеральных  
лекарственных форм с использованием полимерных 
биоразлагаемых носителей [4, 5, 12]. Большинство 
методик, предложенных ранее для количественного 
определения ивермектина, отличаются трудоемкой 
пробоподготовкой, сложным составом подвижной 
фазы и длительным временем анализа [13–15]. В связи 
с этим в ходе разработки инъекционного пролонгиро-
ванного препарата ивермектина на основе микрочас- 
тиц поликапролактона нами предложена новая мето-
дика количественного определения ивермектина.

Ранее для анализа количественного содержания 
ивермектина в микрочастицах поликапролактона бы-
ла предложена методика, требующая использования 

токсичного метанола и длительной пробоподготовки, 
в ходе которой проводили отделение ивермектина  
от поликапролактона [16].

Подготовку образцов согласно данной методи-
ке проводили следующим образом: микрочастицы с 
ивермектином растворяли в хлористом метилене. По-
лученный раствор выдерживали в течение ночи при 
комнатной температуре для испарения растворителя 
и образования пленки, содержащей полимер и ивер-
мектин в не инкапсулированной форме. Затем в каж-
дый образец добавляли метанол для селективного 
извлечения ивермектина из полимера, который пол-
ностью нерастворим в метаноле. Далее, после двух-
часового перемешивания при 300 об/мин, суспензию 
фильтровали через нейлоновый мембранный фильтр 
0,45 мкм для отделения твердого полимера от раство-
ра ивермектина. Полученный таким образом раствор 
ивермектина анализировали методом ВЭЖХ.

Аналогичный метод экстракции применялся для 
определения ивермектина в составе полимерных  
имплантатов [17]. Для этого каждый имплантат из-
мельчался, пропитывался хлористым метиленом, а 
затем полученная суспензия проходила пробоподго-
товку полностью аналогичную описанной ранее. 

Проанализировав известные из литературных 
источников методики количественного определения 
ивермектина [13–17] мы пришли к решению изменить 
состав подвижной фазы, а также упростить процесс 
пробоподготовки, что позволит быстрее получать  
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воспроизводимые результаты и сделает метод до-
ступным для рутинного анализа. 

Цель работы заключалась в разработке методи- 
ки количественного определения ивермектина в со-
ставе микрочастиц поликапролактона и проведение 
ее валидации.

В ходе разработки методики количественного 
определения ивермектина в составе микрочастиц по-
ликапролактона было необходимо подобрать такие 
условия хроматографирования и пробоподготовки, 
которые бы минимизировали негативное влияние на 
оборудование полимера и при этом были максималь- 
но экспрессны и эффективны.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования

Микрочастицы поликапролактона (Мnср. = 80 000  Да, 
Sigma-Aldrich, США); с инкапсулированным ивермек-
тином (Huashu Pharmaceutical Corporation, Китай) [18].

Оборудование

Высокоэффективный жидкостный хроматограф 
Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, США) ос-
нащенный диодно-матричным детектором; хроматог- 
рафическая колонка Luna C18 (150 × 4,6 мм, диаметр 
частиц 5 µm, размер пор 100 Å) (Phenomenex, США); 
ванна ультразвуковая 1,3л/2 «Сапфир» ТТЦ (РМД); уста-
новка для фильтрования Millipore (Merck Millipore, 
США).

Используемые реактивы

Ивермектин (USP Reference Standard, кат. № 1354309), 
н-пропанол (х.ч., ООО «Компонент-Реактив», Рос-
сия), ацетонитрил (Panreac, Испания, HPLC-gradient 
grade, кат. № 200-835-2), вода для хроматографии 
(Milli Q или аналогичного качества), поликапролак-
тон (Мnср. = 80 000 Да, Sigma-Aldrich, США); ивермектин  
(Huashu Pharmaceutical Corporation, Китай).

Метод ВЭЖХ

Разделение проводили в изократическом режиме.
Приготовление подвижной фазы: В стеклянную 

бутыль вместимостью 500 мл помещали 50 мл воды, 
350  мл ацетонитрила и 100 мл 1-пропанола. Получен-
ный раствор перемешивали и дегазировали с помо-
щью ультразвука в течение 10 мин.

Образцы растворяли в подвижной фазе.
Приготовление стандартного раствора ивермек-

тина: В мерную колбу вместимостью 10 мл помеща-
ли около 10 мг (точная навеска) стандартного образца 
ивермектина, растворяли в ацетонитриле, перемеши-
вали и доводили объем раствора ацетонитрилом до 
метки.

0,1 мл полученного раствора, помещали в мер-
ную колбу вместимостью 10 мл, доводили объем раст- 
вора подвижной фазой до метки и перемешивали.

Приготовление испытуемого раствора: В мер-
ную колбу вместимостью 10 мл помещали около 10 мг 
(точная навеска) образца микрочастиц, растворяли в 
ацетонитриле, обрабатывали ультразвуком в течение 
5 мин, доводили объем раствора ацетонитрилом до 
метки и перемешивали.

0,2 мл полученного раствора помещали в мерную 
колбу вместимостью 10 мл, доводили объем раство- 
ра подвижной фазой до метки и перемешивали.

Приготовление раствора поликапролактона: В 
мерную колбу вместимостью 100 мл помещали 50  мг 
поликапролактона, прибавляли около 70 мл ацето-
нитрила, перемешивали и обрабатывали до раство-
рения с помощью ультразвука. Раствор доводили до 
метки ацетонитрилом.

0,1 мл полученного раствора, помещали в мерную 
колбу вместимостью 10 мл, доводили объем раство- 
ра подвижной фазой до метки и перемешивали.

Анализ ивермектина проводился на колонке Phe-
nomenex Luna C18  150 × 4,6 мм с диаметром частиц 
5  мкм и размером пор 100 Å. Скорость подвижной 
фазы 1 мл/мин. Температура колонки 40 °С. Детектиро-
вание осуществляли на длине волны 250 нм. Испыту- 
емый образец вводили объемом 20,0 мкл. Элюирова-
ние осуществляли в изократическом режиме.

В хроматограф, выведенный на рабочий режим, 
последовательно вводили не менее 5 раз стандарт-
ный раствор ивермектина для анализа. На хроматог- 
раммах идентифицировали пик ивермектина и опре-
деляли его площадь. Время удерживания ивермек- 
тина в данных условиях около 4,7 мин (рисунок 1). В 
качестве критерия пригодности хроматографической 
системы приняли, что число теоретических тарелок, 
рассчитанное по пику ивермектина на хроматограм-
мах стандартного образца не менее 5000.

Расчет:
Содержание ивермектина в полимерных микро-

частицах (X, %) определяли по формуле:

исп. 500
100 %,St

St

S C P
X

S a
⋅ ⋅ ⋅

= ⋅
⋅

где X – содержание ивермектина в образце, %; СSt  – 
концентрация раствора стандартного образца, мг/мл; 
SSt  – площадь пика стандартного образца, mAU · сек; 
Sисп.  – площадь пика испытуемого образца, mAU · сек; 
a  – навеска испытуемого образца, мг; 500 – коэффи- 
циент, учитывающий разбавление испытуемого об-
разца; P – содержание основного вещества в стан-
дартном образце, %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
Для сокращения времени и упрощения пробо-

подготовки нами было предложено проводить анализ 
растворов микрочастиц, а для снижения негативного 
воздействия поликапролактона на колонку снизить 
концентрацию анализируемого раствора до миниму-
ма. В качестве растворителя для пробоподготовки, 
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нами был использован ацетонитрил, в котором ана-
лизируемые микрочастицы хорошо растворяются.

С целью уменьшения негативного действия поли-
капролактона на колонку при сохранении достаточ-
ной эффективности пика и возможности его адекват-
но интегрировать было использовано разбавление 
анализируемого образца микрочастиц в 1000 раз, при 
котором искомая концентрация ивермектина состав-
ляла около 0,010 мг/мл. После использования хрома-
тографической колонки для лабораторного анали-
за полимерных микрочастиц в течение года (порядка 
1500 инжекций растворов микросфер), была прове-
дена оценка ее состояния в условиях, приведенных в  
сопроводительной документации. Число теоретичес- 
ких тарелок и фактор симметрии полученных пиков 
соответствовали предъявляемым в паспорте тре-
бованиям, что подтверждает то, что в подобранных  
условиях анализа поликапролактон действительно не 
оказывает негативного действия на хроматографи-
ческую колонку. 

Поскольку метанол, входящий в состав подвиж-
ных фаз, используемых в разработанных ранее ме- 
тодиках [16, 17], является токсичным и контролиру- 
емым согласно законодательству РФ растворителем, 
то было принято решение заменить его на менее ток-
сичный 1-пропанол в той же концентрации.

Полученная подвижная фаза, содержащая воду  
очищенную (15 % об.), 1-пропанол (34 % об.), ацето-
нитрил (51 % об.), имела достаточно высокую вяз-
кость. Это приводило к тому, что давление в сис- 
теме превышало верхний допустимый предел и дела-
ло подвижную фазу такого состава непригодной для 
использования. 

Увеличение содержания ацетонитрила до 70 %  об. 
и снижение содержания воды очищенной (10 % об.)  
и 1-пропанола (20 % об.) позволило получить под-
вижную фазу с удовлетворительной вязкостью.

Следует отметить, что более высокое содержание 
органических компонентов 1-пропанола и ацетонит- 
рила в подвижной фазе будет способствует удале-
нию с колонки поликапролактона, что положительно 
скажется на сроке ее службы.

Для подтверждения пригодности разработанной 
методики количественного определения ивермекти-
на в составе полимерных микрочастиц была прове-
дена ее валидация в соответствии с требованиями ГФ 
XIV  [19] по следующим параметрам: специфичность, 
правильность, линейность, прецизионность (повторя-
емость и внутрилабораторная сходимость).

Специфичность подтверждали на основе сравне-
ния результатов хроматографирования растворителя, 
раствора поликапролактона [рисунок 1 (3)], стандарт-

Рисунок 1. Хроматограммы идентификации пика ивермектина и определения его площади.

1 – хроматограмма раствора микрочастиц с ивермектином; 2 – хроматограмма стандартного раствора ивермектина; 3 – Хрома-
тограмма раствора поликапролактона

Figure 1. Chromatograms of identification of the ivermectin peak and determination of its area.

1 – chromatogram of a solution of microparticles with ivermectin; 2 – chromatogram of ivermectin standard solution; 3 – chromatogram 
of polycaprolactone solution
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ного раствора ивермектина [рисунок 1(2)], раствора 
полимерных микрочастиц с ивермектином [рисунок  
1 (1)].

На хроматограммах растворителя и раствора пла-
цебо отсутствуют пики, препятствующие определе-
нию ивермектина. Пик, соответствующий ивермектину  
на хроматограмме раствора полимерных микрочас- 
тиц для анализа [рисунок 1 (1)], имеет такое же время 
удерживания, как пик на хроматограмме стандартно-
го раствора ивермектина для анализа [рисунок 1 (2)].

Исходя из определяемого содержания ивермекти-
на составляющего около 50 %, аналитическая область 
методики находится в диапазоне 40–60 %. Линейность 
методики была проверена при анализе пяти концент- 
раций, находящихся в аналитической области (8,00; 
9,00; 10,00; 11,00; 12,00 мкг/мл) (таблица 1, рисунок 2).

Значение коэффициента корреляции составляет 
0,9931, что удовлетворяет требованиям критерия ли-
нейности. Линейность методики установлена.

Чтобы оценить правильность разрабатываемой 
методики готовили методом добавок растворы, соот-
ветствующие концентрационным уровням ивермек-
тина 80, 100, 120 %. В качестве критериев приемлемо-
сти выбрали следующие: среднее значение фактора  
отклика, относительное стандартное отклонение 
≤3,0 %, а доверительный интервал должен включать 
100 % значение. Результаты валидации по параме-
тру правильность приведены в таблице 2.

Для оценки прецизионности методики по пара-
метру повторяемость (сходимость) было проанали-
зировано шесть образцов полимерных микрочастиц 
с ивермектином одним сотрудником лаборатории 
в течении 1 дня на одном приборе (таблица 3). Для  
подтверждения внутрилабораторной прецизионнос- 
ти было проанализировано по 6 образцов одной се-
рии полимерных микрочастиц с ивермектином дву- 
мя сотрудниками лаборатории в разные дни на раз-
ном оборудовании (таблица 4).

Таблица 1. Валидация методики  
количественного определения ивермектина  
в полимерных микрочастицах по параметру линейность

Table 1. Validation of the method of quantitative determination  
of ivermectin in polymer microparticles by the linearity 
parameter
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80 8,00 4,3878 0,84
80 8,00 4,3684 0,28
90 9,00 4,8325 1,13
90 9,00 4,8239 0,91

100 10,00 5,1258 2,16
100 10,00 5,1220 2,25
110 11,00 5,6321 0,35
110 11,00 5,6545 0,12
120 12,00 6,1230 0,86
120 12,00 6,1171 0,75

Статистические 
характеристики 
Statistical 
characteristics

Результаты
Results

Критерии 
приемлемости
Eligibility criteria

Уравнение 
регрессионной 
прямой 
The equation of the 
regression line

y = 429,89x +
0,9198

y = bx + a

Коэффициент 
корреляции R2

Correlation 
coefficient R2

0,9931 ≥0,99

Относительное стандартное отклонение не долж-
но превышать 3,0 %. Требования критерия прецизи-
онность по параметру повторяемость (сходимость) 
выполнены. 

Рисунок 2. Графическое отображение параметра линейность

Figure 2. Graphical display of the Linearity parameter
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Таблица 3. Валидация методики  
количественного определения ивермектина  
в полимерных микрочастицах по параметру повторяемость 
(сходимость)

Table 3. Validation of the method of quantitative determination  
of ivermectin in polymer microparticles by the repeatability  
(convergence)parameter

Номер пробы
Sample 
number

Площадь пика 
ивермектина,  

mAU · мин
Ivermectin peak area, 

mAU · min

Содержание 
ивермектина 

в полимерных 
микрочастицах, %

The content of 
ivermectin in polymer 

microparticles, %

1 5,1244 48,90

2 5,1892 49,66

3 5,1226 48,88

4 5,1145 48,79

5 5,1591 49,31

6 5,2428 50,28

Статистические характеристики
Statistical characteristics

Результаты
Results

Среднее содержание, %
Average content, %

49,30

Стандартное отклонение, %
Standard deviation, %

0,58

Относительное стандартное 
отклонение, %
Relative standard deviation, %

1,18

Доверительный интервал (P = 95 %), мг
Confidence interval (P = 95 %), mg

±0,61

Относительное стандартное отклонение по ре-
зультатам измерений в течение двух дней должно со-
ставлять не более 3,0 %. Критерий Фишера составил 
1,01, что удовлетворяет предъявленным критериям. 
Требования критерия прецизионности по параметру 
внутрилабораторная прецизионность выполнены.

Полученные расчетные и экспериментальные  
значения, полностью удовлетворяли предъявленным  
критериям, что позволяет сделать заключение о кор-
ректности применения методики количественно-
го определения ивермектина в полимерных микро- 
частицах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проделанной работы удалось раз-

работать методику количественного определения 
ивермектина в составе полимерных микрочастиц. 
Полученная методика отличается экспрессностью, 
эффективностью и простотой процедуры пробопод-
готовки исследуемого образца. В завершении была 
проведена валидация разработанной методики по па-
раметрам специфичность, аналитическая область, ли-
нейность, повторяемость, внутрилабораторная пре-
цизионность. Тесты выполнены в полном объеме и 
удовлетворяют всем предъявляемым требованиям.

На следующем этапе планируется разработка ме- 
тодики определения родственных примесей в образ-
цах микрочастиц поликапролактона инкапсулирован-
ных ивермектином и изучение их стабильности.

Таблица 2. Валидация методики количественного определения ивермектина в полимерных микрочастицах  
по параметру правильность

Table 2. Validation of the method of quantitative determination of ivermectin in polymer microparticles by the correctness parameter

Уровень концентрации, %
Concentration level, %

Расчетное 
содержание, мкг/мл 
Calculated content, 

mcg/ml

Полученное 
содержание, мкг/мл 

The resulting 
content, mcg/ml

Отклик, %
Response, %

Среднее значение отклика, %
Average response value, %

80

8,00 7,94 99,31

99,958,00 7,98 99,75

8,00 8,06 100,78

100

10,00 10,02 100,20

100,1410,00 9,98 99,78

10,00 10,04 100,44

120

12,00 11,91 99,24

100,1212,00 11,99 99,88

12,00 12,15 101,24

Статистические характеристики
Statistical characteristics

Результаты, %
Results, %

Критерии приемлемости
Eligibility criteria

Среднее значение
Average value

100,07 95–105 %

Стандартное отклонение
Standard deviation

0,66 –

Относительное стандартное отклонение
Relative standard deviation

0,66 ≤3,0

Верхняя граница доверительного интервала (P = 95 %)
Upper bound of the confidence interval (P = 95 %)

100,58 должен включать 100 % 
значение

must include 100 % valueНижняя граница доверительного интервала (P = 95 %)
The lower limit of the confidence interval (P = 95 %)

99,56
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Таблица 4. Валидация методики  
количественного определения ивермектина  
в полимерных микрочастицах по параметру  
внутрилабораторная прецизионность

Table 4. Validation of the method of quantitative determination  
of ivermectin in polymer microparticles by the parameter  
intra-laboratory precision
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1 5,1244 48,90 5,2361 50,20

2 5,1892 49,66 5,2392 50,24

3 5,1226 48,88 5,1776 49,52

4 5,1145 48,79 5,1392 49,07

5 5,1591 49,31 5,2110 49,91

6 5,2428 50,28 5,2226 50,04

Статистические характеристики
Statistical characteristics

Среднее содержание, %
Average content, % 49,30 49,83

Стандартное отклонение, %
Standard deviation, % 0,58 0,45

Относительное стандартное отклонение, %
Relative standard deviation, % 1,18 0,91

Доверительный интервал (P = 95 %), мг
Confidence interval (P = 95 %), mg 0,61 0,47

F(5 %; 5;5) = 5,05 1,68
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