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ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ  
КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
МОКСИФЛОКСАЦИНА  
ДЛЯ ТЕСТА «РАСТВОРЕНИЕ»  
МЕТОДОМ УФ-СПЕКТРОФОТОМЕТРИИ
Л.А. Меньшикова1, А.А. Львова2*, И.Е. Шохин2,3, Ю.Е. Болдина2,  
Т.Н. Комаров2, Ю.В. Медведев1,2

Резюме. Проведена валидация методики количественного определения моксифлоксацина. Количественное 
определение проводили методом УФ-спектрофотометрии. Разработанная методика была валидирована по 
следующим валидационным характеристикам: специфичность, линейность, правильность, прецизионность, 
аналитическая область. По результатам исследования основные валидационные характеристики метода со-
ответствуют критериям приемлемости, приведенным в ГФ РФ XIII, ОФС «Валидация аналитических методик».
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VALIDATION OF UV-SPECTROMETRY ASSAY METHOD FOR DISSOLUTION PROFILE TEST FOR 
MOXIFLOXACINE TABLETS

L.A. Menshikova1, A.A. Lvova2*, I.E. Shohin2,3, Yu.E. Boldina2, T.N. Komarov2, Yu.V. Medvedev1,2

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, and analytical range. It was 
shown than main validation characteristics meet the Russian State Pharmacopoeia XIII requirements.
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ВВЕДЕНИЕ
Моксифлоксацин является антибакте-

риальным средством группы фторхиноло-
нов IV поколения, обладает бактерицидным 
действием [1, 2]. С 2012 года моксифлокса-
цин включён в перечень жизненно необхо-
димых и важнейших лекарственных препа-
ратов [3].

При разработке и анализе лекарствен-
ных средств (ЛС) в твердых дозированных 
лекарственных формах важное практичес- 
кое значение имеет испытание «Растворе-
ние для твердых дозированных лекарст- 
венных форм» (ГФ XIII, ОФС.1.4.2.0014.15) 
(далее – «Растворение») [4]. Данное испы-
тание позволяет осуществлять выбор оп-
тимального состава лекарственной фор-
мы, оценивать поведение действующего 
вещества при проведении сравнительных 
исследований in vitro, контролировать из-
менения в процессе производства, опреде-
лять качество готового препарата [5]. 

Валидация методики – эксперимен-
тальное доказательство того, что методи-
ка обеспечивает получение необходимой 
и достоверной информации об объекте 
анализа и пригодна для практического ис-
пользования. Валидация методики теста 
«Растворение», как и любой аналитической 

методики, также проводится по основным 
валидационным характеристикам [4, 7].

Критерии приемлемости основных ва
лидационных характеристик теста «Раст- 
ворение» различаются в разных норма-
тивных документах (USP, ICH, АРФП), при 
этом лабораториям рекомендуется раз-
работать собственную стандартную опе-
рационную процедуру по валидации теста 
«Растворение» на основании указанных до-
кументов [6–9]. Валидацию проводят как 
для собственно теста «Растворение», так и 
для аналитической методики количествен-
ного определения [7].

Целью данного исследования яв-
лялось проведение валидации методи-
ки количественного определения мок-
сифлоксацина с последующей оценкой 
полученных результатов. Количествен-
ное определение проводили методом 
УФ-спектрофотометрии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы

В качестве исследуемого соедине-
ния была взята субстанция моксифлок- 
сацина: 1-циклопропил-6-фтор-1,4-дигид- 
ро -8-метокси-7-[(4aS,7aS)- ок тагидро -
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6 H - п и р р о л о [ 3 , 4 - b] п и р и д и н - 6 - и л] - 4 - о к с о - 3 -
хинолинкарбоновая кислота (в виде гидрохлорида) [2]. 
Структурная формула представлена на рисунке 1.

Согласно опубликованным данным моксифлокса-
цин относится к 1 классу БКС [11]. 

Оборудование

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

Приготовление сред растворения

0,1 М раствор хлористоводородной кислоты. В 
мерную колбу вместимостью 1000 мл вносили 500 мл 
воды очищенной, 8,5 мл хлористоводородной кисло-
ты концентрированной, доводили объем раствора до 
1000 мл водой очищенной и тщательно перемешивали. 

Ацетатный буферный раствор с рН 4,5. В мер-
ную колбу вместимостью 1000 мл вносили 2,99 г нат- 
рия ацетата безводного и растворяли в 200 мл во-
ды очищенной. К полученному раствору прибавляли 
14 мл 2 Н раствора уксусной кислоты, доводили объ-
ем раствора до метки водой очищенной и тщательно 
перемешивали. Измеряли рН раствора на рН-метре, 
при необходимости доводили рН до 4,5 0,2 М раство-
ром уксусной кислоты или 0,1 М раствором натрия 
гидроксида.

Фосфатный буферный раствор с рН 6,8. 3,40 г ка-
лия дигидрофосфата и 3,55 г натрия гидрофосфата 
вносили в мерную колбу вместимостью 1000 мл, раст- 
воряли в 200 мл воды очищенной, доводили водой 
очищенной до метки. Измеряли рН раствора на рН-
метре, при необходимости доводили значение рН до 
значения 6,8 раствором фосфорной кислоты или 0,1 М 
раствором натрия гидроксида.

Приготовление стандартных растворов

Для приготовления исходного стандартного раст- 
вора моксифлоксацина 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 раст- 
ворения навески, объем раствора доводили до метки 
0,1 М раствором хлористоводородной кислоты и пе-
ремешивали. Концентрация приготовленного раство-
ра приблизительно равна 0,5 мг/мл (раствор А). 5,0 мл 
полученного раствора А помещали в мерную колбу 
вместимостью 200 мл, объем раствора доводили до 
метки соответствующей средой растворения, пере-
мешивали. Концентрация приготовленного раствора 
равна 12,5 мкг/мл (раствор Б). 

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

Таблица 1.

Приготовление стандартных растворов моксифлоксацина

Концентрация  
приготовленного  

раствора  
моксифлоксацина, 

мкг/мл

Количество компонента, мл

Стандартный рас-
твор

левофлоксацина

Среда  
растворения

1,25 2,5 (Б) до 25

3,75 3 (Б) до 10

6,25 10 (Б) до 20

8,75 14 (Б) до 20

11,25 9 (Б) до 10

13,75 5,5 (А) до 200

16,25 6,5 (А) до 200

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 
294 нм, используя в качестве раствора сравнения сре-
ду для растворения. 

Программное обеспечение

Валидированная автоматическая таблица Micro-
soft Excel для валидации методики количественного 
определения;

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

ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ
Валидацию методики проводили согласно ГФ 

РФ  XIII, ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитических ме-
тодик», по следующим характеристикам: специфич-

Рисунок 1. Структурная формула моксифлоксацина

Контроль качества химико-фармацевтических препаратов

Agilent Technologies Cary 8454 UV-Vis
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ность, линейность, правильность, прецизионность (на 
двух уровнях: сходимость, промежуточная прецизи-
онность), аналитическая область.

Специфичность

Для определения специфичности методики на 
спектрофотометре последовательно снимали спектры: 

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

– стандартного раствора моксифлоксацина с кон-
центрацией действующего вещества 100% в приве-
денных средах растворения.

Определение специфичности проводили в дан-
ных средах растворения, т.к. тест «Растворение» сог- 
ласно «Руководству по экспертизе лекарственных 
средств», т. 1 [11], проводили в трех средах, моделиру-
ющих основные разделы ЖКТ, в которых происходит 
распад, высвобождение и абсорбция активного ингре-
диента (0,1 М раствор хлористоводородной кислоты; 
ацетатный буферный раствор 4,5; фосфатный буфер-
ный раствор 6,8).

На полученных спектрах бланков не наблюдалось 
поглощения в диапазоне, соответствующему максиму-
му поглощения моксифлоксацина в стандартном раст- 
воре с концентрацией действующего вещества 100%. 
Пример полученных спектров стандартного раствора 
моксифлоксацина и среды растворения приведен на 
рисунке 2.

Линейность

Проводили измерение оптической плотности 7 
образцов стандартных растворов моксифлоксацина с 
концентрациями 1,25 мкг/мл, 3,75 мкг/мл, 6,25 мкг/мл, 
8,75 мкг/мл, 11,25 мкг/мл, 13,75 мкг/мл, 16,25 мкг/мл. Для 
построения калибровочных кривых использовали ли-
нейную регрессию с нормированием 1/x. По получен-
ным значениям был построен калибровочный график, 
приведенный на рисунке 3, совместно с уравнением 
калибровочной кривой. Коэффициент корреляции 
составил 0,9999. 

Отклонения концентраций калибровочных раст- 
воров, рассчитанных по уравнению линейной зависи-

мости, от фактических значений приведены в табли-
це 2.

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,  
мкг/мл

1,25 3,75 6,25 8,75 11,25 13,75 16,25

Срассчит, 
мкг/мл

1,23 3,80 6,24 8,69 11,27 13,81 16,21

ε, % 1,74 –1,23 0,08 0,69 –0,19 –0,47 0,27

Норма Не более 2,00%

Правильность и прецизионность

Проводили анализ 3 образцов стандартных 
растворов моксифлоксацина с концентрацией 
1,25 мкг/мл, 8,75 мкг/мл, 16,25 мкг/мл. Каждый раствор 
измеряли на спектрофотометре 5 раз. Исследование 
проводили в двух последовательностях с участием 
двух разных аналитиков. Для полученных значений 
концентраций были рассчитаны величины относи-
тельного стандартного отклонения (RSD, %) и относи-
тельной 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%).

Аналитическая область

Интервал между верхним и нижним значением 
концентрации анализируемого компонента в пробе, в 
рамках которого доказана приемлемая правильность, 
прецизионность и линейность методики, – 1,25 мкг/мл 
и 16,25 мкг/мл (10% и 130% соответственно). 

Рисунок 2. Спектры стандартного раствора моксифлоксацина 
с концентрацией действующего вещества 100% и среды раст- 
ворения ацетатного буферного раствора с рН 4,5

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

Аналитические методики и методы контроля
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Таблица 3.

Правильность и прецизионность (сходимость) методики 

Введено 
(мкг/мл)

Найдено 
(мкг/мл)

Найдено  
(мкг/мл),  
среднее  

значение (n=5)

RSD, % 
(n=5)

ε, %
(n=5)

1,25

1,27

1,24 1,57 0,74

1,25

1,24

1,23

1,22

8,75

8,63

8,69 1,35 0,59

8,91

8,67

8,65

8,63

16,25

16,24

16,19 0,39 0,33

16,26

16,13

16,13

16,23

Таблица 4.

Правильность и прецизионность  
(промежуточная прецизионность)  методики 

Введено 
(мкг/мл)

Найдено 
(мкг/мл)

Найдено 
(мкг/мл), 
среднее 

значение 
(n=10)

RSD, % 
(n=10)

ε, %
(n=10)

1,25

1,27

1,24 1,52 0,74

1,23

1,25

1,24

1,22

8,75

8,75

8,69 1,63 0,59

8,91

8,67

8,65

8,52

16,25

16,25

16,19 0,41 0,31

16,26

16,13

16,23

16,13

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведена валидация методики количествен-

ного определения моксифлоксацина методом УФ-
спектрофотометрии. Разработанная методика была 
валидирована по следующим валидационным харак-
теристикам: специфичность, линейность, правиль-
ность, прецизионность, аналитическая область. По 
результатам исследования основные валидационные 
характеристики соответствуют критериям приемле-
мости. Методика может быть использована для ко-
личественного определения моксифлоксацина мето-
дом УФ-спектрофотометрии при проведении теста 
«Растворение».
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