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Резюме. Проведена валидация методики количественного определения левофлоксацина для теста кине-
тики растворения его таблеток. Количественное определение проводили методом УФ-спектрофотометрии. 
Разработанная методика была валидирована по следующим валидационным характеристикам: специфич-
ность, линейность, правильность, прецизионность, аналитический диапазон. По результатам исследова-
ния основные валидационные характеристики метода соответствуют критериям приемлемости, приве-
денным в ОФС «Валидация аналитических методик».
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VALIDATION OF UV-SPECTROMETRY ASSAY METHOD FOR DISSOLUTION PROFILE TEST  
FOR LEVOFLOXACINE TABLETS

A.A. Lvova1*, I.E. Shohin1, L.A. Menshikova1, T.N. Komarov1, Yu.E. Boldina1, Yu.V. Medvedev2

Abstract. Validation of UV-spectrometry assay method for dissolution profile test for levofloxacine tablets was carried 
out. The evaluated validation characteristics were: specificity, linearity, accuracy, precision, analytical range. It was shown 
than main validation characteristics meet the Russian State Pharmacopoeia requirements.

Keywords: validation, levofloxacin, UV-spectrophotometry, dissolution profile test.

Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
Важнейшее значение для разработ-

ки и анализа лекарственных средств (ЛС) 
в твердых дозированных лекарственных 
формах имеет испытание «Растворение» 
(ОФС 42-0003-04) [1], при помощи которого 
можно осуществлять выбор оптимального 
состава лекарственной формы, оценивать 
поведение действующего вещества при 
проведении сравнительных исследований 
in vitro, контролировать изменения в про-
цессе производства, определять качество 
готового препарата [2]. 

Как и любой другой аналитический ме-
тод, методики теста «Растворение» должны 
быть подвергнуты валидации. Валидация 
аналитической методики – это эксперимен-
тальное доказательство того, что методи-
ка обеспечивает получение необходимой и 
достоверной информации об объекте ана-
лиза и пригодна для практического исполь-
зования [3].

Критерии приемлемости основных ва-
лидационных характеристик теста «Раст- 
ворение» различаются в разных норматив-
ных документах (USP, ICH, АРФП), при этом 
лабораториям рекомендуется разработать 

собственную стандартную операционную 
процедуру по валидации теста «Раство-
рение» на основании указанных докумен-
тов [1, 4–6]. Валидацию проводят как для 
собственно теста «Растворение», так и для 
аналитической методики количественно-
го определения [7]. При этом для теста ки-
нетики растворения по сравнению с по-
казателем «Растворение» рекомендуется 
валидировать более широкий аналитичес- 
кий диапазон, а также учитывать необхо-
димость проведения исследования в не-
скольких (обычно с рН 1,2, 4,5, 6,8) средах 
растворения [7]. 

Целью данного исследования являлось 
проведение валидации методики количест- 
венного определения левофлоксацина при 
выполнении теста кинетики растворения. 
Количественное определение проводили 
методом УФ-спектрофотометрии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования

Таваник®, таблетки, покрытые пленоч-
ной оболочкой, 500 мг («Санофи Винтроп 
Индустрия», Франция), вспомогательные 
вещества: натрия стеарилфумарат, гипро-
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меллоза, кросповидон; пленочная оболочка: гипро-
меллоза, макрогол 8000, тальк, титана диоксид, железа 
оксид красный, железа оксид желтый.

Как и другие фторхинолоны, обладает широким 
спектром антибактериального действия. Превосходит 
другие хинолоны по активности в отношении пневмо-
кокков, микоплазм и хламидий. Эффективен в отно-
шении микроорганизмов, устойчивых к большинству 
антибиотиков и сульфаниламидам. Оказывает бакте-
рицидное действие. Применяют преимущественно 
при инфекциях дыхательных путей [8]. 

В качестве действующего вещества исследуе-
мое лекарственное средство содержит левофлокса-
цин: (-)-(S)-9-фтор-2,3-дигидро-3-метил-10-(4-метил-
1-пиперазинил)-7-оксо-7Н-пиридо[1,2,3-де]-[1,4]-
бензоксазин-6-карбоновой кислоты гемигидрат.

Структурная формула представлена на рисунке 1.

Согласно опубликованным данным левофлокса-
цин относится к 1 классу БКС [9, 10]. 

Оборудование

• УФ-спектрофотометр Agilent Technologies Cary 
8454 UV-Vis, США.

Пробоподготовка

Приготовление сред растворения.

0,1 М раствор хлористоводородной кислоты

В мерную колбу вместимостью 1000 мл вноси-
ли 500 мл воды очищенной, 8,7 мл хлористоводород-

ной кислоты концентрированной, доводили объем 
раствора до 1000 мл водой очищенной и тщательно 
перемешивали. 

0,2 М раствор уксусной кислоты

В мерную колбу вместимостью 1000 мл вносили 
200 мл воды очищенной, прибавляли 11,6 мл уксус-
ной кислоты ледяной, давали раствору охладиться до 
комнатной температуры, доводили объем раствора до 
метки водой очищенной и тщательно перемешивали.

Ацетатный буферный раствор рН 4,5

В мерную колбу вместимостью 1000 мл вноси-
ли 2,99 г натрия ацетата тригидрата и растворяли в 
200 мл воды очищенной. К полученному раствору при-
бавляли 14 мл 0,2 М раствора уксусной кислоты, до-
водили объем раствора до метки водой очищенной 
и тщательно перемешивали. Измеряли рН раствора 
на рН-метре, при необходимости доводили рН до 4,5 
0,2  М раствором уксусной кислоты или 0,1 М раство-
ром натрия гидроксида.

Фосфатный буферный раствор рН 6,8

4,67 г натрия гидрофосфата и 4,609 г калия ди-
гидрофосфата вносили в мерный стакан вместимос- 
тью 1000 мл, прибавляли 400 мл воды очищенной, пе-
ремешивали с использованием магнитной мешалки в 
течение приблизительно 30 мин до полного растворе-
ния, затем переносили в мерную колбу вместимостью 
1000 мл, доводили объем раствора до метки водой 
очищенной и тщательно перемешивали.

Измеряли рН раствора на рН-метре, при необхо-
димости доводили рН до 6,8 раствором фосфорной 
кислоты или 0,1 М раствором натрия гидроксида.

Приготовление стандартных растворов

Для приготовления исходного стандартного 
раствора левофлоксацина 51,0 мг субстанции помеща-
ли в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибавляли 
50  мл 0,1 М раствора хлористоводородной кислоты. 
Содержимое колбы перемешивали до полного раство-
рения навески, объем раствора доводили до метки со-
ответствующей средой растворения и перемешивали. 
Концентрация приготовленного раствора приблизи-
тельно равна 0,5 мг/мл (раствор А). 5,0 мл полученно-
го раствора помещали в мерную колбу вместимостью 
200 мл, объем раствора доводили до метки соответст- 
вующей средой растворения, перемешивали. Концент- 
рация приготовленного раствора приблизительно 
равна 0,0125 мг/мл (раствор Б). 

Стандартные растворы готовили путем разведе-
ния растворов А и Б средой растворения (таблица 1). 

Количественное определение проводили мето-
дом УФ-спектрофотометрии. Измеряли оптическую 
плотность стандартных растворов на спектрофото-
метре в кварцевой кювете с толщиной слоя 10 мм в об-
ласти максимального поглощения при длине волны 

Рисунок 1. Структурная формула левофлоксацина

Контроль качества химико-фармацевтических препаратов

Agilent Technologies Cary 8454 UV-Vis
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294 нм, используя в качестве раствора сравнения сре-
ду для растворения. 

Таблица 1.

Приготовление стандартных растворов левофлоксацина

Концентрация  
приготовленного  

раствора  
левофлоксацина, мг/мл

Количество компонента, мл

Стандартный 
раствор

левофлоксацина

Среда  
растворения

0,00125 2,5 (Б) до 25

0,00375 3 (Б) до 10

0,00625 10 (Б) до 20

0,00875 14 (Б) до 20

0,01125 9 (Б) до 10 

0,01375 5,5 (А) до 200

0,01625 6,5 (А) до 200

Программное обеспечение

• Agilent UV-Visible ChemStation, ver. B.05.02 [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Валидация методики

Валидацию методики проводили согласно ГФ XII, 
том 2, ОФС «Валидация аналитических методик» по 
следующим характеристикам: специфичность, линей-
ность, правильность, прецизионность (на двух уров-
нях: сходимость, промежуточная прецизионность), 
аналитический диапазон.

Специфичность

Для определения специфичности методи-
ки на спектрофотометре последовательно снимали 
спектры: 

– бланка (среда растворения – 0,1М HCl; ацетатный 
буферный раствор рН 4,5; фосфатный буферный раствор 
рН 6,8); 

– плацебо-раствора (смесь компонентов исследу-
емого ЛС, не содержащих левофлоксацина);

– стандартного раствора левофлоксацина с кон-
центрацией действующего вещества 100% в приведен-
ных средах растворения.

Определение специфичности проводили в дан-
ных средах растворения, т.к. тест «Растворение», со-
гласно «Руководству по экспертизе лекарственных 
средств», т. 1 [11], проводили в трех средах, моделиру-
ющих основные разделы ЖКТ, в которых происходит 
распадение, высвобождение и абсорбция активного 
ингредиента (0,1 М раствор хлористоводородной кис-
лоты; ацетатный буферный раствор 4,5; фосфатный бу-
ферный раствор 6,8).

 На полученных спектрах бланков и плацебо не 
наблюдалось пиков, соответствующих пику левоф-
локсацина в стандартном растворе с концентрацией 
действующего вещества 100%. Пример полученных 
спектров стандартного раствора левофлоксацина и 
среды растворения приведен ниже на рисунке 2.

Линейность

Проводили измерение оптической плотности 
7 образцов стандартных растворов левофлоксаци-
на с концентрациями: 0,00125 мг/мл, 0,00375мг/мл, 
0,00625мг/мл, 0,00875мг/мл, 0,01125мг/мл, 0,01375мг/мл, 
0,01625мг/мл. Для построения калибровочных кривых 
использовали линейную регрессию с нормированием 
1/x. Коэффициент корреляции составил 0,9997.

Отклонения концентраций калибровочных раство- 
ров, рассчитанных по уравнению линейной зависи- 
мости, от фактических значений приведены в 
таблице 2.

Правильность и прецизионность

Проводили анализ 3 образцов стандарт-
ных растворов левофлоксацина с концентрацией 
0,00125 мг/мл, 0,00875 мг/мл, 0,01625 мг/мл. Каждый 
раствор измеряли на спектрофотометре 5 раз. Ис-
следование проводили в двух последовательнос- 
тях, с участием двух разных аналитиков. Для полу-

Рисунок 2. Спектры стандартного раствора левофлоксацина с концентрацией действующего вещества 100% и среды растворе-
ния ацетатного буферного раствора с рН 4,5

Аналитические методики и методы контроля
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ченных значений концентраций были рассчитаны 
величины относительного стандартного отклоне-
ния (RSD, %) и относительной погрешности (ε, %), 
приведенные в таблицах 3 и 4.

Полученные величины относительного стандарт-
ного отклонения (прецизионность) и относительной 
погрешности (правильность) соответствуют нормам 
(не более 2,00%).

Аналитический диапазон

Интервал между верхним и нижним значением 
концентрации анализируемого компонента в про-
бе, в рамках которого доказана приемлемая пра-
вильность, прецизионность и линейность мето-
дики, – 0,00125 мг/мл и 0,01625 мг/мл (10% и 130% 
соответственно). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведена валидация методики количествен-

ного определения левофлоксацина методом УФ-
спектрофотометрии. Разработанная методика была 
валидирована по следующим валидационным харак-
теристикам: специфичность, линейность, правиль-
ность, прецизионность, аналитический диапазон. По 
результатам исследования основные валидационные 
характеристики соответствуют критериям приемле-
мости. Методика обладает достаточной точностью и 
селективностью для проведения теста «Растворение» 
методом УФ-спектрофотометрии.

Таблица 3.

Правильность и прецизионность (сходимость) методики 

Введено 
(мг/мл)

Найде-
но  

(мг/мл)

Найдено 
(мг/мл), 
среднее 

значение 
(n=5)

S.D. (n=5)
RSD, % 

(n=5)
ε, %

(n=5)

0,00125

0,00126

0,001243 0,00001039 0,83591 0,5530

0,00124

0,00124

0,00124

0,00124

0,00875

0,00868

0,008660 0,00007893 0,91145 1,0251

0,00865

0,00861

0,00858

0,00879

0,01625

0,01625

0,016190 0,00005121 0,31634 0,3714

0,01623

0,01619

0,01615

0,01613

Рисунок 3. Калибровочный график зависимости оптической 
плотности левофлоксацина от концентрации в растворе

Контроль качества химико-фармацевтических препаратов

Таблица 2.

Отклонения концентраций калибровочных растворов от фактических значений 

Код пробы Std 10% Std 30% Std 50% Std 70% Std 90% Std 110% Std 130% 

Cфакт, мг/мл 0,00125 0,00375 0,00625 0,00875 0,01125 0,01375 0,01625

Срассчит, мг/мл 0,00126 0,00378 0,00618 0,00879 0,001114 0,01392 0,01618

ε, % –0,9341 –0,7544 1,1441 –0,4003 1,0177 –1,2636 0,4372

Норма Не более 2,00%
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Таблица 4.

Правильность и прецизионность  
(промежуточная прецизионность) методики 

Введено 
(мг/мл)

Найде-
но  

(мг/мл)

Найдено 
(мг/мл), 
среднее 

значение 
(n=5)

S.D.
 (n=5)

RSD,% 
(n=5)

ε, %
(n=5)

0,00125

0,00126

0,001259 0,000006258 0,4971 -0,7110

0,00125

0,00125

0,00126

0,00126

0,00126

0,00875

0,00872

0,008655 0,00005157 0,5959 1,0905

0,00866

0,00863

0,00858

0,00868

0,00872

0,01625

0,01602

0,01608 0,00005445 0,3385 1,0280

0,01615

0,01612

0,01608

0,01604

0,01602
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