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Резюме. В данной работе представлены основные показатели, регламентируемые Государственной фармакопеей РФ XIII 
издания [1], которые могут применяться для стандартизации катионного производного бактериопурпуринимида. Анализ 
данного соединения проводится с целью его последующего использования в качестве фармацевтической субстанции (ФС), 
преимущественным путём применения которой является антимикробная фотодинамическая терапия (ФДТ).
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Abstract. In this paper key indicators due to Pharmacopoeia XIII [1] that can be used to standardize the cationic derivative of 
bakteriopurpurinimid as pharmaceutical substance (PS) are presented. The prime application of this compound to be a photosensitiser 
for antimicrobial photodynamic therapy (PDT). 

Keywords: standardization, quality control, pharmaceutical substance, antimicrobial photodynamic therapy, cationicderivative, 
bakteriopurpurinimid.

УДК 615.07

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ 
К настоящему времени известно более 

10  тыс. природных и синтетических антибиоти-
ков [2], которые проявляют бактерицидную ак-
тивность, ингибируя биосинтез белков клеточ-
ных стенок у бактерий на этапе их поперечного 
сшивания. Однако на данный момент в отноше-
нии большого количества активных соединений 
бактерии выработали обособленный механизм 
защиты [3]. 

Антимикробная ФДТ является достаточно 
новым, перспективным методом лечения заболе-
ваний, вызванных разными видами бактерий. Эф-
фективность метода показана как на грамотрица-
тельных, так и на грамположительных бактериях, 

а главным отличием от лечения антибиотиками 
является отсутствие резистетности к фотосенси-
билизатору [4].

Порфирины и родственные соединения на-
ходят широкое применение в различных облас- 
тях науки, техники и медицины благодаря их уни-
кальным фотофизическим свойствам [5]. Особое 
место среди них занимают природные соеди-
нения, в частности производные хлорофилла и 
бактриохлорофилла, которые активно исполь-
зуются в антимикробной ФДТ и флуоресцент-
ной диагностике (ФД) рака и доброкачественных 
новообразований.

На основе знаний о строении патогенных 
микроорганизмов [6] был сделан вывод, что 
универсальными фотосенсибилизаторами для 
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антимикробной ФДТ являются молекулы с положи-
тельными зарядами. Были синтезированы фотосенси-
билизаторы, содержащие пиридиновые группы, на ос-
нове порфиринов, фталоцианинов и фуллерена C60 [7]. 
Одним из полученных фотосенсбилизаторов являет-
ся катионное производное бактериопурпуринимида 
(БПИ).

В литературе описываются различные методы 
синтеза фотосенсибилизаторов на основе катионных 
производных [8, 9]. 

В данной работе представлены исследования, ко-
торые позволяют стандартизовать катионное произ-
водное БПИ для его дальнейшего применения в ка-
честве ФС. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Согласно общей фармакопейной статье (ОФС) 

1.1.0006.15 обязательными показателями, регламен-
тирующими качество ФС, являются описание, рас-
творимость, подлинность, родственные примеси, 
потеря в массе при высушивании, сульфатная зола, тя-
желые металлы, остаточные органические раствори-
тели, микробиологическая чистота и количественное 
определение.

Стандартизации подвергалось шесть лаборатор-
ных серий вещества.

Визуально было установлено, что ФС на основе ка-
тионного производного БПИ представляет собой кри-
сталлический порошок от багрового до тёмно-бордо-
вого цвета.

При проведении испытания согласно ОФС 
1.2.1.0005.15 было установлено, что ФС на основе кати-
онного производного БПИ растворима в хлороформе, 
этаноле, малорастворим в этилацетате, практически 
нерастворим в воде. Данные о растворимости испы-
туемого вещества используются при подборе раство-
рителей при проведении дальнейших испытаний по 
параметрам стандартизации.

Показатель подлинности вводится для установ-
ления достоверной природы исследуемого вещества, 
его полного структурного соответствия предоставля-
емой ФС. Для установления подлинности ФС предла-
гается использовать один из двух методов: метод 
спектроскопии ядерного магнитного резонанса  на 
ядрах 1Н (1Н-ЯМР-спектроскопия) или метод абсорбци-
онной спектрофотометрии в ультрафиолетовой (УФ) 
и видимой областях. В рамках исследования было ре-
шено проанализировать испытуемый образец обоими 
предложенными методами с целью получения более 
подтвержденного результата, позволяющего обосно-
вать подлинность катионного производного БПИ.

Установление подлинности методом 1Н-ЯМР-спек
троскопии (ОФС.1.2.1.1.0007.15) представляет собой 
высокочувствительный, точный метод анализа, поз- 
воляющий получить более полное и достоверное 

преставление о строении химического соединения, 
тем самым подтвердив его подлинность. 1Н-ЯМР-анализ 
осуществляют путем сравнения спектра испытуемого 
образца со спектром стандартного образца или с опуб- 
ликованным эталонным спектром. Спектры стандарт-
ных и испытуемых образцов должны быть получены 
в одинаковых условиях. Пики в сравниваемых спект- 
рах должны совпадать по положению, интегральной 
интенсивности и мультиплетности, значения которых 
следует приводить при описании спектров (отклоне-
ния значений химического сдвига испытуемого и стан-
дартных образцов должны быть в пределах ±0,1 м.д.) 

На 1Н-ЯМР-спектре раствора испытуемого образ-
ца должны наблюдаться характерные сигналы поло-
жения, интегральные интенсивности, мультиплетнос- 
ти и химические сдвиги сигналов которых долж-
ны соответствовать: 10,14 (д, J15Hz, 1Н, пиридин); 
9,28  (м, J2Hz, пиридин); 9,11 (с, 10-Н); 8,60 (д, J3Hz, 
5-Н); 8,48  (д, J6Hz, 20-Н); 8,40 (т, J6Hz, 1Н, пиридин); 
5,05 (м, 17-Н); 4,73 (с, N-CH3, пиридин); 4,16 (м, 18-Н, 7-Н); 
3,92  (м, 8-Н); 3,49 (с, 12-CH3); 3,45  (с, 175-CH3); 
3,43 (с, 2-CH3); 3,09 (с, 32-CH3); 2,54 (м, 81-CH2); 
2,33 (м, 172-CH2); 2,29 (м, 171-CH2); 1,94 (м, 7-CH3); 
1,71 (д, J9Hz, 18-CH3); 0,99 (т, J7Hz, 82-CH3); -0,3 (с, NH); 
–0,6 (c, NH).

На рисунке 1 представлен 1Н-ЯМР-спектр катион-
ного производного БПИ.

Около 50 мг образца растворяли в дейтерирован-
ном хлороформе («Химсервис», Россия), к которому до-
бавляли тетраметилсилан (из каталога ChemBioTrade, 
75-76-3) для калибровки химического сдвига. Далее об-
разец переносили в ампулу для ЯМР диаметром 5 мм, 
укупоривали и вводили в магнит ЯМР-спектрометра 
Avance Bruker DPX-300 для регистрации спектра при 
40 °С с рабочей частотой на протонах 300 МГц.

Менее трудоёмким и более распространённым 
методом подтверждения подлинности химического 
соединения является метод абсорбционной спектро-
фотометрии (ОФС.1.2.1.1.0003.15). Спектр поглощения 
раствора ФС в хлороформе должен иметь максиму-
мы при 366±2 нм, 551±2 нм, 825±2 нм. УФ-спектры по-
глощения испытуемого раствора и раствора стан-
дартного образца катионного производного БПИ, 
зарегистрированные при температуре 20 °С в кювете с 
толщиной слоя 10 мм относительно хлороформа, в об-
ласти длин волн от 190 до 900 нм должны иметь иден-
тичные максимумы.

Около 100 мг (точная навеска) испытуемого об-
разца помещали в мерную колбу, растворяли в хло-
роформе (х.ч., «ЛаборКомплект», Россия) и доводили 
до метки тем же растворителем (Раствор А). Аликвоту 
пробы 125 мкл помещали в мерную колбу вместимос- 
тью 100 мл и доводили до метки хлороформом хлоро-
формом (Раствор, Россия) (Раствор В). Спектр погло-
щения регистрировали на спектрофотометре СФ-104 
фирмы «Аквилон» при термостатировании до 20  °С в 
кювете с толщиной слоя 10 мм относительно хлоро-
форма в области длин волн от 190 до 900 нм. На рисун-
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ке 2 представлен УФ-спектр катионного производно-
го БПИ.

Идентификация родственных примесей прово-
дится для осуществления контроля за наличием про-
дуктов возможного разложения ФС и технологических 
примесей, возникновение которых обусловлено тех-
нологией производства. Примеси могут представлять 
собой соединения с установленным химическим стро-
ением (идентифицированные) и соединения, строение 
которых неизвестно (неидентифицированные). Пара-
метры содержания родственных примесей в ФС уста-
навливаются в зависимости от их безопасности.

Для контроля уровня примесей обычно исполь-
зуют хроматографические методы с использованием 
стандартных образцов и реже спектроскопические 
методы.

Определение родственных примесей в ФС про-
водят с использованием высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ) в соответствии с ГФ 
XIII, Т. 1, С. 496 с последующим расчётом при помощи 

метода внутренней нормировки. Типичная хромато-
грамма испытуемого раствора представлена на ри-
сунке 3.

Стандарт:

стандартный образец метилового эфира (N’-
никотинил)-N-аминобактериопурпуринимида (98,4%, 
МТУ, Россия).

Реактивы:

– вода (Milli-Q); 

– пентилсульфоната натрия (х.ч., «Диафарм СМ», 
Россия); 

– ацетонитрил для ВЭЖХ (Scharlau, № AC03292500). 

Подвижную фазу А получают следующим обра-
зом. В мерную колбу вместимостью 1000 мл помеща-
ют 870+0,5 мг пентилсульфоната натрия, приливают 
100–200 мл дистиллированной воды, тщательно пере-

Рисунок 1. 1Н-ЯМР-спектр катионного производного БПИ

Рисунок 2. УФ-спектр катионного производного БПИ

Рисунок 3. Типичная хроматограмма катионного производно-
го БПИ, полученная в ходе анализа методом ВЭЖХ

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля
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мешивают и доводят объём раствора до метки дистил-
лированной водой. Доводят рН до 3,5 ортофосфорной 
кислотой. 

Для получения подвижной фазы В смешивали 
400 мл подвижной фазы А и 600 мл ацетонитрила. По-
лученный раствор фильтровали и дегазировали.

В качестве холостой пробы использовали под-
вижную фазу.

Изначально для приготовления испытуемого 
раствора брали навеску 5,0 мг испытуемого образца 
вследствие отсутствия достаточного количества ве-
щества после синтеза, помещали в мерную пробир-
ку «Эппендорф» вместимостью 1,5 мл, растворяли в 
0,5 мл ацетонитрила и доводили ПФ А до метки 1 мл. 
Полученный раствор тщательно перемешивали и вы-
держивали при комнатной температуре 5 мин. Кон-
центрация раствора – 5,0 мг/мл.

В дальнейшем благодаря более точному прове-
дению синтеза появилась возможность получать ис-
пытуемое вещество в больших количествах. Поэтому 
для приготовления испытуемого раствора брали на- 
веску 50,0 мг испытуемой субстанции, помещали в 
мерную колбу объемом 10 мл, растворяли в 5 мл аце-
тонитрила и доводили ПФ А до метки. Полученный 
раствор тщательно перемешивали и выдерживали 
при комнатной температуре 5 мин. Концентрация 
раствора оставалась неизменной – 5,0 мг/мл.

Хроматографические условия.

– Колонка Luna C18(2), размер зерна – 5 μ, 
150×4,6 мм (Phenomenex).

– Соотношение подвижных фаз А:В – 40:60.

– Скорость потока – 1 мл/мин.

– Используется изократический режим элюиро- 
вания.

– Детектор спектрофотометрический.

– Длина волны – 360 нм.

– Температура колонки – 30 °С.

– Количество образца – 20 мкл.

Хроматографическая система считается пригод-
ной, если выполняются следующие условия:

1.	 Эффективность колонки по пику метилового эфи-
ра (N’никотинил)-N-бактериопурпуринимида на 
хроматограммах стандартного раствора должна 
составлять не менее 5000 теоретических тарелок;

2.	 Относительное стандартное отклонение пло-
щадей пиков метилового эфира (N’никотинил)-
N-бактериопурпуринимида на хроматограммах 
стандартного раствора № 1 должно составлять не 
более 5%.

В хроматограф, выведенный на рабочий режим, 
вводили раствор холостой пробы. На хроматограмме 

отмечали системные пики. В хроматограф, выведен-
ный на рабочий режим, вводили испытуемый раствор. 
Идентифицировали компоненты и определяли их пло-
щади. Системные пики, присутствующие на хромато-
грамме раствора холостой пробы, не учитываются. 
Определяли параметры пригодности системы. Каж-
дый из растворов вводили не менее 5 раз.

Метод внутренней нормализации предполага-
ет, что пики всех возможных компонентов смеси за-
фиксированы на хроматограмме и сумма их площадей 
(Si) равна 100%. Различия в чувствительности детекто-
ра к разным компонентам учитывается введением по-
правочных коэффициентов (Ki). Расчет проводили по 
формуле:

X
S K

S K

i i

i i
i

n
(%)

( )

,=
⋅

⋅

⋅

=
∑

1

100  

где n – число компонентов смеси; Si – площадь хрома-
тографического пика; Ki – поправочные коэффициен-
ты для каждого i-го компонента.

В настоящее время катионное производное 
БПИ находится на стадии доклинических исследова-
ний, продолжается активное изучение свойств его 
возможных примесей. На данный момент установ-
лено, что определяемая родственная примесь не 
является высокотоксичной, представляя собой ис-
ходный компонент последней стадии синтеза кати-
онного производного БПИ. В рамках проводимых 
исследований эмпирически при соблюдении выше- 
описанных условий ВЭЖХ анализа было выявлено, что 
в катионном производном БПИ количественное содер-
жание примеси метилового эфира (N’-никотинил)-N-
аминобактериопурпуринимида должно быть не более 
0,5%, а количество неидентифицированных приме-
сей – не более 2%. 

Испытание, проводимое для определения потери 
в массе при высушивании, вводят для контроля уров-
ня влажности и возможного содержания летучих ве-
ществ в субстанции (растворители, используемые в 
синтезе). 

Точную навеску испытуемого вещества помещали 
в предварительно высушенный до постоянной массы 
и взвешенный бюкс. Пробу сушили с открытой крыш-
кой бюкса в защищенном от света месте до постоян-
ной массы. Открытый бюкс вместе с крышкой поме-
щали в эксикатор для охлаждения на 50 мин, после 
чего закрывали крышкой и взвешивали. Последующие 
взвешивания проводили после каждого часа дальней-
шего высушивания до достижения постоянной массы. 

Содержание сульфатной золы в ФС, как правило, 
не должно превышать 0,1%, что контролируется стан-
дартным методом, описанным в фармакопейной ста-
тье ОФС.1.2.2.2.0014.15. Контроль содержания суль-
фатной золы позволяет судить о загрязненности ФС 
ионами металлов.

СЕКЦИЯ:   Контроль качества химико-фармацевтических препаратов
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Фарфоровый тигель прокаливали при темпе-
ратуре 550–650 °С в течение 30 мин, охлаждали в ла-
бораторном эксикаторе фирмы SciLabware  (Велико-
британия) над силикагелем (СТО  61182334-004-2011) и 
взвешивали по окончании прокаливания.

Точную навеску испытуемого вещества (около 
1 г) помещали в предварительно прокаленный тигель, 
смачивали 1 мл серной концентрированной кислоты 
(х.ч., «ТРАНСКЕМИКЛ-экспресс», Россия) и осторожно 
(избегая сильного вспенивания вещества) нагревали 
на электрической плитке с закрытым нагревательным 
элементом и терморегулятором до обугливания. Пос- 
ле охлаждения смачивали остаток 1 мл серной кон-
центрированной кислотой и осторожно нагревали 
до удаления паров серной кислоты. Затем тигель по-
мещали в лабораторную муфельную печь фирмы 
«Сикрон» и прокаливали при температуре 550–650 °С 
до тех пор, пока остаток полностью не превратился в 
пепел. По окончании прокаливания тигель охлажда-
ли в эксикаторе фирмы SciLabware  (Великобритания), 
взвешивали и рассчитывали процентное содержание 
остатка.

Определение предела содержания тяжелых ме-
таллов в ФС основано на максимальной суточной до-
зе препарата, произведенного из данной ФС, и дли-
тельности его возможного применения. Содержание 
тяжелых металлов в ФС не должно превышать 0,001% 
(ОФС.1.2.2.2.0012.15).

Готовили испытуемый раствор. Для этого зольный 
остаток, полученный после сжигания 1 г испытуемого 
образца в присутствии серной кислоты концентриро-
ванной, обрабатывали  при нагревании на сетке 2 мл 
насыщенного раствора аммония ацетата (AppliChem, 
A4716,0250), нейтрализованного раствором натрия 
гидроксида («ТРАНСКЕМИКЛ-экспресс», Россия), при-
бавляли 3 мл воды дистиллированной и фильтрова-
ли в пробирку через беззольный фильтр, предвари-
тельно промытый 1% раствором уксусной кислоты 
(«ТРАНСКЕМИКЛ-экспресс», Россия), а затем – горячей 
водой дистиллированной. Тигель и фильтр промывали 
5 мл воды дистиллированной, пропуская её через тот 
же фильтр в ту же пробирку.

Приготовление эталонного раствора 1 состоит в 
том, что в тигель помещали серную концентрирован-
ную кислоту в количестве, взятом для сжигания испы-
туемого образца, и далее поступали, как с испытуемым 
образцом, но промывание тигля и фильтра произво-
дили лишь 3 мл воды дистиллированной, после чего 
к фильтрату прибавляли 2 мл стандартного раствора 
иона свинца с концентрацией 5 мкг/мл (ГСО 7252-96, 
«Уральский завод химических реактивов», Россия).

Готовили эталонный раствор 2. Для этого в тигель 
помещали серную кислоту концентрированную в ко-
личестве, взятом для сжигания испытуемого образ-
ца, и далее поступали, как с испытуемым образцом, но 
промывание тигля и фильтра производили лишь 3 мл 
воды дистиллированной, после чего к фильтрату при-

бавляли 2  мл стандартного раствора иона свинца с 
концентрацией 10 мкг/мл (ГСО 7252-96, «Уральский за-
вод химических реактивов», Россия)

Контрольный раствор готовили так же, как и ис-
пытуемый раствор, но без испытуемого образца.

К полученным растворам прибавляли по 1 мл раз-
веденной 30% уксусной кислоты («ТРАНСКЕМИКЛ-экс-
пресс», Россия), 2 капли 2% раствора натрия сульфида, 
перемешивали и через 1 мин сравнивали окраску рас-
творов. В сравниваемых растворах допустима слабая 
опалесценция от выделившейся серы.

При проведении испытания ФС на остаточные ко-
личества органических растворителей следует учиты-
вать следующее. Содержание растворителей 1 клас-
са токсичности всегда контролируется независимо от 
стадии их использования. Присутствие растворите-
лей 2 класса токсичности обязательно должно контро-
лироваться при их применении на последней стадии 
производства ФС, а для используемых не на послед-
ней стадии в нормативной документации должен 
быть предусмотрен контроль их остаточного содер-
жания либо должно быть приведено обоснование от-
сутствия соответствующего контроля. В ФС контроль 
растворителей 3 класса токсичности необходим, если 
они используются на последней стадии производства. 

Поскольку при синтезе катионного производно-
го БПИ были использованы растворители 2 класса ток-
сичности (пиридин, хлороформ) и растворитель с не-
достаточно обоснованной токсичностью (н-гексан), их 
остаточное количество должно контролироваться. 

Определение остаточного содержания каждого 
из растворителей проводили с использованием газо-
жидкостной хроматографии (ГЖХ).

Испытание для пиридина проводили на газовом 
хроматографе «Кристаллюкс-4000М» («Аквилон», Рос-
сия) с пламенно-ионизационным детектором. Разде-
ление компонентов выполняли на колонке ZB-WAX 
с размером 30 м х 0,25 мм и номинальной толщиной 
пленки 0,25 мкм.

Реактивы:

этанол-ректификат (ГОСТ 5964-93).

Стандартный образец:

пиридин (№ L04893, AlfaAesar, Германия).

Для приготовления стандартного раствора в мер-
ную колбу вместимостью 100 мл вносили 50 мг пири-
дина, прибавляли 80 мл этанола-ректификата, раство-
ряли и доводили этанолом-ректификатом до метки. 
1 мл полученного раствора помещали в мерную колбу 
вместимостью 50 мл и доводили этанолом-ректифика-
том до метки. 

Для приготовления испытуемого раствора в мер-
ную колбу вместимостью 10 мл вносили 500 мг испы-
туемого образца, прибавляли 8 мл этанола-ректифи-
ката, растворяли и доводили этанолом до метки.
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Хроматографические условия:

Термостат при t=35–300 °С.

Температура колонки – 200 °С.

Температура испарителя – 250 °С.

Температура детектора – 260 °С.

Газ-носитель – гелий.

Давление на входе в колонку – 10 psi.

Деление потока – 1/10.

Расход водорода – 30 мл/мин.

Расход воздуха – 300 мл/мин.

Объем анализируемой пробы – 1,0 мкл.

Продолжительность анализа – 10 мин.

Перед началом испытания проводили проверку 
пригодности хроматографической системы. В хрома-
тограф, выведенный на рабочий режим, последова-
тельно вводили 5 раз стандартный раствор. Хромато-
графическая система считается пригодной для анализа 
при выполнении следующих условий:

1)	 эффективность колонки по пику пиридина на хро-
матограммах стандартного раствора составляет 
не менее 3000 теоретических тарелок;

2)	 хвостовой фактор для пика определяемого ве-
щества на хроматограмме стандартного раствора 
составляет не более 2;

3)	 среднеквадратичное отклонение площади пи-
ка пиридина на 5 хроматограммах стандартного 
раствора составляет не более 5%.

Для определения остаточного содержания пири-
дина в ФС в колонку хроматографа последовательно 
вводили стандартный раствор и испытуемый раствор 
по 5 раз каждый.

Типичная хроматограмма испытуемого раствора 
представлена на рисунке 4.

Содержание пиридина в исследуемом образце 
(Х, %) определяли по формуле:
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где S1 – площадь пика примеси пиридина на хрома-
тограмме испытуемого раствора; S0 – площадь пи-
ка пиридина на хроматограмме стандартного раство-
ра; а1– навеска испытуемого образца, мг; а0 – навеска 
стандартного образца, мг; P – содержание основного 
вещества в стандартном образце, %.

Эмпирическим путём на данном этапе исследова-
ний было установлено, что содержание пиридина в ФС 
должно быть не более 0,02% (200 ррm).

Испытание для хлороформа проводили на га-
зовом хроматографе «Кристаллюкс-4000М» («Акви- 

лон», Россия) с пламенно-ионизационным детек-
тором. Разделение компонентов выполняли на ка-
пиллярной колонке SPB-624 (неподвижная фаза: 6% 
полицианопропилфенилсилоксана и 94% полиди-
метилсилоксана) размером 30 м х 0,53 мм и номи-
нальной толщиной пленки 3  мкм или аналогичной. 
Температура колонки программируется от 40  °С 
(задержка 5 мин) до 150 °С со скоростью нагрева 
12 °С/мин (задержка 5 мин). 

Реактивы:

метанол (х.ч., «Химреактив», Россия).

Стандартный образец:

хлороформ (х.ч., Merck, кат. № 102445).

В мерную колбу вместимостью 100 мл помещали 
60 мг стандартного образца хлороформа и растворяли 
в метаноле, объем раствора доводили тем же раство-
рителем до метки и перемешивали. 1 мл полученно-
го раствора помещали в мерную колбу вместимостью 
100 мл и доводили метанолом до метки, тщательно пе-
ремешивали. 0,1 мл полученного раствора помещали в 
мерную колбу вместимостью 100 мл, перемешивали и 
доводили метанолом до метки. Раствор использовали 
свежеприготовленным. 

Для приготовления испытуемого раствора в мер-
ную колбу вместимостью 100 мл помещали 10 мг (точ-
ная навеска) исследуемого вещества и растворяли в 
метаноле, объем раствора доводили тем же раствори-
телем до метки и перемешивали. Раствор использова-
ли свежеприготовленным.

Хроматографические условия:

Температура инжектора – 150 °С.

Температура детектора – 250 °С.

Газ-носитель – азот.

Поток газа-носителя – 30 мл/мин.

Рисунок 4. Типичная хроматограмма катионного производно-
го БПИ, полученная в ходе анализа остаточного содержания 
пиридина методом ГЖХ
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Поток водорода – 30 мл/мин.

Поток воздуха – 300 мл/мин. 

Объем вводимой пробы – 1 мкл. 

Перед началом испытания проводили проверку 
пригодности хроматографической системы. Для это-
го в хроматограф вводили 5 раз стандартный раствор 
и записывали хроматограммы. Хроматографическая 
система считается пригодной для анализа при выпол-
нении следующих условий:

1)	 для пика хлороформа относительное стандарт-
ное отклонение должно быть не более 5%;

2)	 коэффициент асимметрии должен быть не бо-
лее 3; 

3)	 эффективность колонки по пику хлороформа не 
менее 5000 теоретических тарелок. 

Для определения остаточного содержания хлоро-
форма в анализируемом образце в колонку хромато-
графа последовательно вводили стандартный раствор 
и испытуемый раствор по 5 раз каждый.

Типичная хроматограмма испытуемого раствора 
представлена на рисунке 5.

Содержание хлороформа в исследуемом соеди-
нении (X) в процентах рассчитывали по формуле:
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где S1 – площадь пика хлороформа на хроматограмме 
испытуемого раствора; S0 – площадь пика хлороформа 
на хроматограмме стандартного раствора; a1 – на-
веска испытуемого образца, мг; a0 – навеска стандарт-
ного образца, мг; Р – содержание хлороформа в стан-
дартном образце, %.

Эмпирическим путём на данном этапе исследова-
ний было установлено, что содержание хлороформа в 
ФС должно быть не более 0,006% (60 ррm).

Для определения содержания н-гексана в иссле-
дуемом соединении применяли газовый хроматограф 
«Кристаллюкс-4000М» («Аквилон», Россия) с пламен-
но-ионизационным детектором. Разделение компо-
нентов выполняли на капиллярной колонке SPB-624 
(неподвижная фаза: 5% полицианопропилфенил- 
силоксана и 95% полидиметилсилоксана) размером 
30 м х 0,53 мм и номинальной толщиной пленки 3 мкм 
или аналогичной. Температура колонки программиру-
ется от 40 °С (задержка 5 мин) до 150 °С со скоростью 
нагрева 5 °С/мин (задержка 5 мин). 

Реактивы:

этанол-ректификат (ГОСТ 5964-93).

Стандартный образец:

н-гексан (ч.д.а., Acros CAS N: 110-54-3).

Для приготовления стандартного раствора в мер-
ную колбу вместимостью 100 мл помещали 290  мг 
(точная навеска) н-гексана и растворяли в 100 мл эта-
нола-ректификата, объем раствора доводили тем же 
растворителем до метки и перемешивали. 1,0 мл полу-
ченного раствора переносили в мерную колбу вмести-
мостью 100 мл, и доводили объем раствора до метки 
этанолом-ректификатом и перемешивали. 1,0 мл по-
лученного раствора помещали в мерную колбу вмес- 
тимостью 100 мл, перемешивали и доводили этано-
лом-ректификатом до метки. Раствор использовали 
свежеприготовленным.

Для приготовления испытуемого раствора в мер-
ную колбу вместимостью 100 мл помещали 10 мг (точ-
ная навеска) исследуемого образца и растворяли в 
этаноле-ректификате, объем раствора доводили тем 
же растворителем до метки и перемешивали. Раствор 
использовали свежеприготовленным.

Хроматографические условия:

Температура инжектора – 175 °С.

Температура детектора – 250 °С.

Газ-носитель – азот.

Поток газа-носителя – 30 мл/мин.

Поток водорода – 30 мл/мин.

Поток воздуха – 300 мл/мин.

Объем вводимой пробы – 1 мкл. 

Перед испытанием проводили тестирование при-
годности хроматографической системы. В хромато-
граф вводили стандартный раствор 5 раз и записы-
вали хроматограммы. Хроматографическая система 
считается пригодной для анализа при выполнении 
следующих условий:

Рисунок 5. Типичная хроматограмма катионного производно-
го БПИ, полученная в ходе анализа остаточного содержания 
хлороформа методом ГЖХ
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1)	 для пика н-гексана относительное стандартное 
отклонение должно быть не более 15%;

2)	 коэффициент асимметрии должен быть не бо-
лее 3; 

3)	 эффективность колонки по пику н-гексана не ме-
нее 5000 теоретических тарелок. 

Для определения содержания н-гексана в анали-
зируемом образце в колонку хроматографа последо-
вательно вводили стандартный раствор и испытуемый 
раствор по 5 раз каждый.

Типичная хроматограмма испытуемого раствора 
представлена на рисунке 6.

Содержание н-гексана в исследуемом образце (X) 
в процентах рассчитывали по формуле:

X
S a P

S a
S a P

S a
=

⋅ ⋅ ⋅ ⋅
⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅

=
⋅ ⋅

⋅ ⋅
1 0

0 1

1 0

0 1

100 100
100 100 100 100 10000

,

где S1 – площадь пика н-гексана на хроматограмме 
испытуемого раствора; S0 – площадь пика н-гексана 
на хроматограмме стандартного раствора; V – объем 
н-гексана, взятый для приготовления стандартно-
го раствора, a1 – субстанции испытуемого образца, г; 
a0 – навеска стандартного образца, мг; Р – содержание 
н-гексана в стандартном образце, %.

Эмпирическим путём на данном этапе исследова-
ний было установлено, что содержание н-гексана в ФС 
должно быть не более 0,029% (290 ррm).

ФС катионного производного БПИ в дальнейшем 
планируется использовать для создания парентераль-
ной стерильной лекарственной формы, поэтому необ-
ходимо провести анализ на микробиологическую чис- 
тоту и содержание бактериальных эндотоксинов. 

Микробиологическая чистота катионного произ-
водного БПИ как фармацевтической субстанции долж-

на соответствовать требованиям категории 1.2.  Б со-
гласно ОФС.1.2.4.0002.15. Для проведения анализа на 
содержание бактериальных эндотоксинов готовили 
исходный раствор ФС в диметилсульфоксиде с кон-
центрацией 1 мг действующего вещества на 0,5 мл, а 
затем разводили его не менее чем в 20 раз (ГФ XIII, Т. 1, 
С. 956). Предельное содержание бактериальных эндо-
токсинов в субстанции должно составлять не более 
5 ЕЭ/мг.

Ещё одним важнейшим параметром, необходи-
мым для стандартизации катионного производно-
го БПИ в качестве ФС, является его количественное 
определение. На основании данного показателя мож-
но установить содержание катионного производного 
БПИ в испытуемом образце. Это не только помогает 
зарегистрировать чистоту и соответствие анализиру-
емого вещества стандартному, но и позволит в даль-
нейшем при использовании стандартизуемой ФС для 
создания лекарственной формы нормировать дози-
ровку препарата. 

 Для количественного определения стандартизуе-
мого образца благодаря доступности, малой трудоём-
кости и возможности применения для качественного 
анализа был выбран метод УФ-спектроскопии. 

Около 10 мг (точная навеска) анализируемого об-
разца помещали в мерную колбу вместимостью 10 мл, 
растворяли в 5 мл хлороформа, доводили до метки 
тем же растворителем и перемешивали. Измеряли оп-
тическую плотность полученного раствора на спект- 
рофотометре СФ-104 фирмы «Аквилон» при максиму-
ме 825±2 нм, при котором проявляется биологическая 
активность исследуемого соединения при использо-
вании для ФДТ. 

Количественное содержание (Х) катионного про-
изводного бактериопурпуринимида в анализируемом 
образце в процентах рассчитывали по формуле:

X
A V W

k a
=

⋅ ⋅ ⋅ −
⋅

100 100( )
,

где А – оптическая плотность раствора катионного 
производного БПИ при λ=825±2 нм; k – коэффици-
ент экстинкции, равный 0,9964; V – объём испытуе- 
мого раствора, мл; а – масса пробы испытуемого об-
разца, мг.

Испытуемый образец должен содержать не ме-
нее 90,0% и не более 110,0% в пересчёте на сухое 
вещество.

Описываемые показатели позволяют с наиболь-
шей точностью определить соответствие качества ФС 
на основе катионного производного БПИ установлен-
ным стандартам.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Антимикробная ФДТ является достаточно перс- 

пективным методом для борьбы с патогенной микро-
флорой на основании использования положительно 

Рисунок 6. Типичная хроматограмма катионного производно-
го БПИ, полученная в ходе анализа остаточного содержания 
н-гексана методом ГЖХ
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заряженного производного порфирина  – катионно-
го производного бактериопурпуринимида в качест- 
ве ФС. 

Для того чтобы с наибольшей точностью охарак-
теризовать катионное производное БПИ как фарма-
цевтическую субстанцию, был исследован ряд па- 
раметров, регламентируемых Государственной фар- 
макопеей РФ XIII издания в качестве наиболее значи-
мых и необходимых для стандартизации ФС, которое 
в дальнейшем планируется использовать для получе-
ния парентеральной лекарственной формы.

На основании исследований, проведенных с при-
менением наиболее современных, точных и пригод-
ных для анализа методов, по каждому из испытуемых 
показателей были получены соответствующие экспе-
риментальные данные, на основании которых был раз-
работан проект спецификации на продукт, представ-
ленный в таблице 1.

Полученные данные представляют собой науч-
ную и техническую ценность, являясь материалом, не 
только позволяющим оценить качество получаемого 
катионного БПИ, но и предоставляющим возможность 
приступить к дальнейшему получению и изучению ле-
карственной формы на основе данного соединения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенных исследований полученное на 

основе порфирина химическое соединение, представ-
ляющее собой производное бактериохлорофилла а – 
метилового эфира 133-N-(N-метилникотинил) бактери-
опурпуринимида, было стандартизовано в качестве 
фармацевтической субстанции и может в дальнейшем 
применяться в новых лекарственных формах, в част-
ности для антимикробной ФДТ.

Работа выполнена в рамках гранта президента 
РФ по государственной поддержке ведущих научных 
школ РФ (НШ-7946.2016.11).
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Таблица 1. 

Проект спецификации на ФС катионное производное БПИ

Показатели Методы Нормы

1 2 3

Описание Визуальный Кристаллический поро-
шок от бордового до тём-
но-бордового цвета

Растворимость ГФ ХIII Растворим в хлороформе, 
этаноле, малорастворим в 
этилацетате, практически 
нерастворим в воде

Подлинность 1Н-ЯМР-спект- 
роскопия

1Н-ЯМР-спектр 2% раство-
ра субстанции, зарегист- 
рированный в CDCl3, по 
положению, интеграль-
ным интенсивностям, 
мультиплетности и хими-
ческим сдвигам сигналов 
должен соответствовать 
прилагаемому спектру 
(рисунок 1)

Спектрофо-
тометрия в 
УФ- и видимой 
областях

Спектр поглощения 
0,01  мг/мл субстанции в 
хлороформе в области 
от  190 до 900  нм должен 
иметь максимумы по-
глощения при 366±2  нм, 
551±2  нм, 825±2  нм (рису-
нок 2)

Родственные 
примеси

ВЭЖХ Метиловый эфир (N’-
никотинил)-N-аминобак- 
териопурпуринимида – не 
более 0,5%.
Неидентифицированные 
примеси – не более 2%

Сульфатная зола ГФ ХIII Не более 0,1%

Тяжелые металлы ГФ ХIII Не более 0,001%

Потеря в массе при 
высушивании

ГФ ХIII Не более 5,0%

Остаточные 
органические 
растворители

ГЖХ Пиридин – не более 0,02%.
Хлороформ – не более 
0,006%.
Н-гексан – не более 0,029%

Микробиологичес- 
кая чистота

ГФ XIII Категория 1.2 Б

Бактериальные 
эндотоксины

ГФ XIII Не более 5 ЕЭ/мг

Количественное 
определение

Спектрофо-
тометрия в 
УФ- и видимой 
областях

Не менее 90,0% и не более 
110,0% в пересчёте на су-
хое вещество

Упаковка По 100 мг во флаконе из темного стекла

Маркировка В соответствии с нормативной 
документацией (НД)

Хранение В сухом темном месте при температуре 
от 2 до 8 ºС

Срок годности 1 год
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