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Резюме
Введение. Количественное определение действующего вещества является необходимой и едва ли не самой значимой частью контроля 
качества лекарственного средства. Выполнение высоких требований, предъявляемых к аналитическим методикам количественного 
определения, гарантирует валидация используемых методик. Представленная работа посвящена разработке и валидации методики 
количественного определения действующего вещества методом спектрофотометрии в лекарственной форме отечественного 
противоопухолевого и антиангиогенного лекарственного средства «Димерный макроциклический танин (ДМТ) лиофилизат для 
приготовления раствора для инъекций 100 мг». 
Цель. Разработка и валидация методики количественного определения основного вещества для стандартизации препарата «ДМТ 
лиофилизат для приготовления раствора для инъекций 100 мг». 
Материалы и методы. В работе использованы «ДМТ лиофилизат для приготовления раствора для инъекций 100 мг» и ДМТ, активная 
фармацевтическая субстанция. Метод исследования: спектрофотометрия. 
Результаты и обсуждение. Разработана методика количественного определения действующего вещества в лиофилизированной 
лекарственной форме ДМТ методом прямой УФ-спектрофотометрии. Определены валидационные характеристики разработанной методики. 
Заключение. Результаты валидации показали, что методика количественного определения ДМТ в лекарственной форме обеспечена 
приемлемой правильностью, прецизионностью и линейностью. Полученные результаты соответствуют принятым критериям, что позволяет 
использовать разработанную методику для оценки качества лекарственного средства. 
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Abstract
Introduction. Quantitative assessment of the active substance is necessary and perhaps the most significant part of the drug quality control. 
Validation of the analytical methods of quantitative assessment ensures their compliance with high requirements. The present study describes the 
development and validation of a spectrophotometry method for the quantitative evaluation of the active substance in the drug form of the national 
antitumor and antiangiogenic drug «Dimeric macrocyclic tannin (DMT) lyophilizate for solution for injection, 100 mg». 
Aim. The development and validation of the assay method for the standardization of «DMT lyophilizate for solution for injection, 100 mg». 
Materials and metods. The study used «DMT lyophilizate for solution for injection, 100 mg» and the active substance DMT. 
Method – spectrophotometry.
Results and discussion. The methodof the quantitative assessment of the active substance in the DMT lyophilized drug by direct UV 
spectrophotometry was developed and the validation characteristics of the method were defined as a result of the study. 
Conclusion. The validation results showed that the assay method of DMT in the drug form has the appropriate accuracy, precision and linearity. 
The obtained results correspond to the approved criteria that allow the use of the developed methodology for evaluating the quality of the drug. 
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение представителей класса гидролизуемых 

таннинов в качестве потенциальных противовирус-
ных, иммуномодулирующих и противоопухолевых 
средств насчитывает не одно десятилетие. Это объ-
ясняется большим разнообразием потенциальных 
механизмов биологической активности соединений 
данного класса. Среди таких механизмов – антианги-
огенное и антиваскулярное действия, которые прояв-
ляются подавлением развития сосудистой сети опухо-
ли и уничтожением уже сформированных опухолевых 
микрососудов соответственно [1–3]. 

В ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.  Н. Блохина» 
Минздрава России из соцветий и побегов кипрея уз-
колистного Chamerion angustifolium (L.) (Иван-чая) вы-
делен комплекс гидролизуемых макроциклических 
таннинов. Основной частью этого комплекса (око-
ло 90 %) является димерный макроциклический тан-
нин (ДМТ), который в эксперименте проявил зна-
чительную противоопухолевую и антиангиогенную 
активность. Лекарственная форма (ЛФ) ДМТ пред-
ставляет собой лиофилизат для приготовления раст- 
вора для инъекций, не содержащий вспомогательных 
веществ [4–6]. 

Качество лекарственного средства обеспечивает-
ся стандартностью как активного вещества, так и ле-
карственных форм на их основе. Одним из наиболее 
важных разделов контроля качества и стандартиза-
ции лекарственного средства является количествен-
ное определение действующего вещества. К аналити-
ческим методикам, используемых для определения 
этого параметра, предъявляются высокие требова-
ния: они должны отличаться высокой достовернос- 
тью, точностью и, желательно, простотой исполнения. 
Правильность и точность результатов методик коли-
чественного определения гарантируется их валида-
цией, что особенно важно для стандартизации фар-
мацевтических препаратов [7–9].

Цель данного исследования – разработка и ва-
лидация методики количественного определения 
действующего вещества в лекарственной форме ди-
мерного макроциклического таннина, представляю-
щего значительный интерес в качестве антиангиоген-
ного средства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Препараты и реактивы. ДМТ, фармацевтическая 

субстанция (ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России); ДМТ лиофилизат для приготовле-
ния раствора для инъекций 100 мг (ФГБУ «НМИЦ онко-
логии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России). 

Приборы и аппаратура. Спектрофотометр 
Cary-100 (Varian, США); весы аналитические Sarto- 
rius  2405 (Sartorius AG, Германия); мерная посуда 1-го 
класса точности.

Методика (метод спектрофотометрии)

Для приготовления испытуемого раствора содер-
жимое флакона растворяли в воде очищенной, коли-
чественно переносили в мерную колбу вместимостью 
100 мл и доводили объём раствора до метки водой 
очищенной, перемешивали; 1 мл полученного раство-
ра переносили в мерную колбу вместимостью 50  мл  
и доводили объём раствора до метки водой очищен-
ной, перемешивали. 

Для приготовления раствора стандартного  
образца (СО) около 100 мг (точная навеска) субстан-
ции ДМТ растворяли в воде очищенной, переноси-
ли в мерную колбу вместимостью 100 мл и готови-
ли раствор в том же разведении, что и испытуемый 
раствор. 

Измерение оптической плотности полученных 
растворов проводили относительно воды в максиму-
ме при длине волны 265 ± 2 нм в кювете с толщиной 
слоя 10 мм.

Содержание ДМТ (Х, мг) во флаконе вычисляли по 
формуле: 

X
A a C
A

=
⋅ ⋅
⋅

1 0

0 100
,  

где A1 и A0 – оптическая плотность испытуемого раст- 
вора и раствора СО соответственно; а0 – навеска СО 
ДМТ, мг; Р – содержание ДМТ в СО, %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Макроциклические таннины кипрея узколистно-

го Chamerion angustifolium (L.) Holub принадлежат к 
классу эллаготаннинов, которые представляют со-
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бой сложные эфиры эллаговой и родственных ей гид- 
роксифенилкарбоновых кислот с глюкозой [3]. Аро-
матические циклы, входящие в состав молекулы ДМТ, 
ответственны за поглощение излучения в ультра- 
фиолетовом диапазоне длин волн. Это позволяет ис-
пользовать спектрофотометрию для количественного 
определения основного вещества в ЛФ. 

Электронные спектры поглощения водных 
растворов субстанции и лекарственной формы 
ДМТ содержат максимумы поглощения при дли-
нах волн 215 ± 2  нм, 265 ± 2 нм и их спектраль-
ные характеристики полностью совпадают (ри-
сунки 1 и 2). В качестве аналитического выбран 
максимум поглощения при длине волны 265 нм, по-
скольку в коротковолновой области спектра сильнее 
проявляются искажения из-за немонохроматичности  
излучения [10]. 

Интенсивность поглощения ДМТ в водных раство-
рах в максимуме при 265 нм зависит от их концентра-
ции, и нами было показано, что в диапазоне концент- 
раций от 0,01 до 0,03 мг/мл эта зависимость имеет ли-
нейный характер, т.  е. в данном максимуме поглоще-
ния соблюдается закон Бугера – Ламберта – Бера (ри-
сунок 3). 

Рабочей концентрацией раствора ДМТ была вы-
брана концентрация 0,02 мг/мл, при которой величи-
на оптической плотности укладывается в интервал от 
0,2 до 0,8, рекомендованный Государственной фар-
макопеей. В состав ЛФ ДМТ не входят вспомогатель-
ные вещества и, как видно из рисунков 1 и 2, спектры 
субстанции и ЛФ ДМТ близких концентраций совпа-
дают, поэтому в качестве раствора сравнения при 
проведении анализа использована вода. Для сниже-
ния систематических и случайных ошибок при опре-
делении действующего вещества в методику введен 
способ расчета по стандартному образцу. В качестве 
СО использовали субстанцию ДМТ с точно установ-
ленным содержанием активного вещества. Разрабо-
танная методика приведена в разделе «Материалы и 
методы». 

Поскольку предложенная методика будет ис-
пользоваться для количественного определения ос-
новного вещества при стандартизации и контроле 
качества лекарственного средства, она подлежит ва-
лидации. В соответствии с требованиями ГФ ХIV из-
дания для подобных аналитических методик опреде-
ляются следующие валидационные характеристики: 
специфичность, аналитическая область (диапазон 
применения), линейность, правильность, прецизион-
ность (повторяемость и промежуточная прецизи-
онность) [7, 11, 12]. 

Рисунок 1. Электронный спектр поглощения водного раствора 
субстанции димерного макроциклического таннина

Figure 1. Electronic spectrum of absorption of dimeric macrocyclic 
tannin substance water solution

Рисунок 2. Электронный спектр поглощения водного раство-
ра лекарственной формы димерного макроциклического 
таннина

Figure 2. Electronic spectrum of absorption of dimeric macrocyclic 
tannin dosage form water solution

Рисунок 3. Зависимость оптической плотности от концент- 
рации водного раствора димерного макроциклического 
таннина

Figure 3. The dependence of the optical density on the 
concentration of the water solution of dimeric macrocyclic tannin
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Специфичность методики обусловлена отсутст- 
вием в ЛФ ДМТ вспомогательных веществ, которые 
могли бы влиять на спектральные характеристики 
(положение и величину аналитического сигнала), что 
подтверждается идентичностью ЭСП субстанции и ЛФ 
(см. рисунки 1 и 2). 

В соответствии с требованиями ГФ ХIV издания 
методика количественного определения должна 
быть применима в интервале от 80 до 120 % от но-
минального содержания действующего вещества в 
единице лекарственного средства (диапазон приме-
нения методики). В указанном интервале результа-
ты, получаемые с использованием данной методики, 
имели приемлемый уровень линейности, правиль-
ности и внутрилабораторной (промежуточной) 
прецизионности.

Линейность предложенной методики проверяли 
экспериментально измерением аналитического сиг-
нала (оптической плотности) для проб с различным 
содержанием ДМТ в пределах аналитической обла-
сти методики от 80 до 120 % от номинального содер-
жания ДМТ во флаконе в диапазоне концентраций от 
0,016 до 0,024 мг/мл. На каждом уровне проводили по 
3 определения и рассчитывали среднее значение 
оптической плотности.

Анализ полученных экспериментальных данных, 
приведенных в таблице 1, показывает, что рассчитан-
ный коэффициент корреляции r равный 0,99915 отве-
чает необходимому условию |r| ≥ 0,99. Это свидетель-
ствует о наличии тесной линейной зависимости между 
концентрацией ДМТ и величиной оптической плот-
ности в аналитической области методики. Результа-
ты проведенных экспериментов хорошо описывают-
ся уравнением y = 37,37 · х – 0,005. Подтверждением 
линейной зависимости исследуемых величин являет-
ся графическое изображение регрессионной прямой 
(рисунок 4). 

Таблица 1. Определение параметров линейной зависимости 

Table 1. Determination of parameters of linear dependence
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80 % 0,0163 0,603
Угловой коэффициент ли-

нейной зависимости b = 37,37
Linear slope b = 37,37

90 % 0,0182 0,672

Свободный член линейной 
зависимости а = –0,005

Free term of linear depen- 
dence а = –0,005

100 % 0,0203 0,761

Коэффициент корреляции 
r = 0,99915

Correlation coefficient 
r = 0,99915

110 % 0,0221 0,823 y = 37,37 · х – 0,005 
120 % 0,0239 0,884

Для подтверждения правильности аналитичес- 
кой методики проводили анализ навесок ЛФ ДМТ в 
диапазоне от 80 до 120 % от номинального содержа-
ния основного действующего вещества в препарате. 
Приемлемыми критериями правильности спектро-
фотометрической методики являются величина отно-
сительной ошибки среднего результата, не превыша-
ющая 2,0 %, и отсутствие значимой систематической 
ошибки. На каждом уровне проводили 3 определения. 
Результаты анализа оценивали путем сравнения по-
лученного результата с ожидаемым значением. Дан-
ные исследования приведены в таблицах 2 и 3. 

Таблица 2. Результаты оценки правильности методики 

Table 2. The results of evaluating the correctness  
of the methodology 

№ п/п
№ p/p

Содержание ДМТ  
в анализируемой пробе 

ЛФ, мг 
DMT content in the analyzed 

Lf sample, mg

Найдено
Found

мг
mg

%

1 81,6 82,16 100,68
2 80,9 80,93 100,03
3 102,0 106,41 104,30
4 101,3 104,09 102,75
5 120,6 122,60 101,66
6 119,7 119,36 99,71

На основании данных, представленных в табли-
це 3, спектрофотометрическая методика может быть 
признана правильной, так как относительная ошиб-
ка среднего результата (ε

–
   = 1,82 %) не превышает 2 %; 

полученные результаты лежат внутри доверительного 
интервала среднего результата анализа (х–   ± Δx), кото-
рый составил 101,52 ± 1,85, и приближаются к истин-
ному значению. Численное значение коэффициента 
нормированных отклонений (коэффициента Стьюден-
та), рассчитанное по результатам анализа, состави-
ло t = 2,12, что ниже табличного значения коэффици-

Рисунок 4. Графическое изображение регрессионной прямой 

Figure 4. Graphical representation of the regression line
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ента Стьюдента, который при степени свободы f = 5 
и доверительной вероятности 95 % равен 2,57, т.  е. 
tвыч. < tтабл.. Таким образом, результаты, полученные 
данным методом, являются правильными и не отяго-
щены систематической ошибкой.

Прецизионность методики характеризуется рас-
сеянием результатов, получаемых с ее использова-
нием, относительно значения среднего результата. 
Прецизионность исследовали на однородных образ-
цах как повторяемость (сходимость) и промежуточную 
(внутрилабораторная) прецизионность. 

Сходимость методики оценивали по результатам 
анализов образцов в двух сериях, отличающихся вре-
менем выпуска. Измерения проводили в одинаковых 
условиях с использованием одного и того же прибо-
ра, одним и тем же исследователем, в короткий про-
межуток времени. Для двух серий выполнено по 6 па-
раллельных определений и проведена статистическая 
обработка полученных результатов. Результаты пред-
ставлены в таблицах 4 и 5.

Таблица 4. Результаты оценки сходимости методики 

Table 4. The results of the convergence assessment  
of the methodology

№ п/п
№ p/p

Найдено во флаконе, мг
Found in vial, mg

Серия 1
Series 1

Серия 2
Series 2

1 100,17 107,31

2 101,79 107,56

3 103,30 108,94

4 101,92 106,68

5 102,67 109,69

6 102,93 107,94

Среднее значение содержания ДМТ (х– , мг) в се-
риях 1 и 2 лекарственной формы равно 102,13 мг и 
108,02 мг соответственно. При сравнении табличного 
значения коэффициента Стьюдента tтабл. (95 %, 5) = 2,57 
и рассчитанных t(p, f) = 2,47 и 2,25 по результатам ана-
лиза двух выборок обнаружено, что tвыч. < tтабл.. Отно-

сительное стандартное отклонение измеряемой ве-
личины (Sr) составляет для серии 1 – 0,45 %; для серии 
2 – 0,35 %. 

При исследовании внутрилабораторной преци-
зионности анализ производили два сотрудника в раз-
ные дни. Результаты исследования приведены в таб- 
лицах 6 и 7.

Таблица 6. Результаты оценки  
промежуточной прецизионности 

Table 6. The results of evaluating the intermediate precision

Серия ЛФ
Dosage 

Form Series

№ п/п
№ p/p

Найдено ДМТ во флаконе, мг 
Found DMT in a vial, mg

Исследователь 1
Explorer 1

Исследователь 2
Explorer 2

Серия 1
Series 1

1 100,17 103,30

2 101,79 104,81

3 103,30 101,29

4 101,92 102,67

5 102,67 101,67

6 102,93 100,54

При сравнении результатов, полученных дву-
мя сотрудниками, видно, что различия между сред-
ними значениями результатов 1-го и 2-го иссле-
дователей незначительны. Численное значение 
коэффициента Стьюдента, рассчитанное по резуль-
татам анализа двух выборок, составило t(p,  f) = 2,47 и 
2,19. Табличное значение коэффициента Стьюдента –  
tтабл. (95 %, 5) = 2,57, т. е. tвыч.< tтабл.. Относительное стан-
дартное отклонение измеряемой величины (Sr) состав-
ляет для 1 исследователя – 0,45 %; для 2 исследовате-
ля  – 0,62 %. Таким образом, показано, что рассеяние 
результатов, получаемых с использованием разрабо-
танной методики относительно среднего результата, 
незначительно, т. е. данная методика анализа отвечает 
критерию прецизионности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований разра-

ботана спектрофотометрическая методика количест- 
венного определения действующего вещества для 

Таблица 3. Метрологические характеристики среднего результата анализа 

Table 3. Metrological characteristics of the average analysis result

№ m f Х
–
  , % S2 S Sх– Sr, % P, %

t(p, f) табл.
t(p, f) tab.

t(p, f) выч.
t(p, f) calc.

Δx ε–  , %

1 6 5 101,52 3,09254 1,75856 0,71793 0,71 95 2,57 2,12 1,85 1,82

Таблица 5. Метрологические характеристики среднего результата анализа

Table 5. Metrological characteristics of the average analysis result

 № серии
No. Series 

m f
Х
–
  , мг 

Х
–
  , mg

S2 S Sх– Sr, % P, %
t(p, f) табл.
t(p, f) tab.

t(p, f) выч.
t(p, f) calc.

Δx ε–  , %

Серия 1
Series 1

6 5 102,13 1,20604 1,11266 0,45832 0,45 95 2,57 2,47 1,18 1,15

 Серия 2
Series 2

6 5 108,02 1,23060 1,10932 0,45288 0,35 95 2,57 2,25 1,16 1,08
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контроля содержания ДМТ в единице ЛФ. Валидация 
подтвердила линейную зависимость величины ана-
литического сигнала от концентрации изучаемого ве-
щества в растворе, а также показала, что данная ме-
тодика в исследованном аналитическом диапазоне от 
80 до 120 % от номинального содержания основно-
го действующего вещества в единице ЛФ обеспечена 
приемлемой правильностью и прецизионностью. По-
лученные результаты соответствуют критериям, реко-
мендуемым Государственной фармакопеей, и не отя-
гощены систематической ошибкой. Использование 
данной методики позволяет достоверно установить 
содержание комплекса гидролизуемых таннинов в 
лекарственной форме и корректно контролировать 
качество лиофилизированного препарата.
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Таблица 7. Метрологические характеристики среднего результата 

Table 7. Metrological characteristics of the average result

Исследователь
Researcher

m f
Х
–
  , мг 

Х
–
  , mg

S2 S Sх– Sr, % P, %
t(p, f) табл.
t(p, f) tab.

t(p, f) выч.
t(p, f) calc.

Δx ε–  , %

1 6 5 102,13 1,20604 1,11266 0,45832 0,45 95 2,57 2,47 1,18 1,15

 2 6 5 102,38 2,38264 1,54358 0,63016 0,62 95 2,57 2,19 1,62 1,58
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