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Уважаемые читатели, авторы и партнеры!

Вы держите очередной номер научно-про-
изводственного рецензируемого журнала «Раз-
работка и регистрация лекарственных средств», 
входящего в перечень ведущих рецензируе-
мых научных журналов, включённых Высшей 
аттестационной комиссией России в список из-
даний, рекомендуемых для опубликования ос-
новных научных результатов диссертации на со-
искание учёной степени кандидата и доктора 
наук. В этом номере еще больше научных статей 
о новых разработках в области лекарственных 
средств. Конечно же, здесь вы найдете инфор-
мацию об актуальнейших изменениях в облас- 
ти законодательства и регулирования рынка 
производства, дистрибьюции и обращения ле-
карственных средств, рекомендации по прове-
дению различных видов исследований и конт- 
роля качества производимых лекарственных 
форм: рекомендации Европейской фармакопеи 
«регулирование условий хроматографирова-
ния» и их ограничения для методик определе-
ния примесей; практические аспекты патентной 
практики в деятельности научно-исследова-
тельского института.

Данный номер содержит обширный мате-
риал по фармацевтической технологии и нано-
технологиям: от этапа создания новых препара-
тов до их технологического контроля. 

В отчете о прошедшей летом междуна-
родной выставке упаковочного оборудования 
«RosUpack» вы сможете познакомиться с раз-
личными вариантами данного типа систем, в том 
числе, и с теми, которые позволят оперативно 
внедрить на вашем предприятии систему мар-
кировки лекарственных средств, соответствую-
щую международным стандартам.

Материалы из исторического экскурса ста-
новления фармации как науки позволят узнать 
об особенностях работы российских создате-
лей материально-технической базы данного 
направления. 

Надеемся, что представленные материалы 
будут полезны в вашей работе.

С уважением, Редакция журнала  
«Разработка и регистрация  

лекарственных средств»
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«ROSUPACK»: ЧТО НОВОГО В ОБЛАСТИ ОБОРУДОВАНИЯ  
ДЛЯ УПАКОВКИ ПРЕДСТАВЛЯЛИ В КОНЦЕ ИЮНЯ

26–29 июня в «Крокус Экспо» прошла 23-я Международная выставка упаковочной  
индустрии – «RosUpack», которая, по сути, завершила сезон зима-весна 2018 года 
конгрессно-выставочной индустрии. В этом году на площадке выставки были собраны 
самые разнообразные решения по упаковке всех типов продуктов, интересные для 
сегмента b2b. Первые дни выставки показали спрос на упаковку, и прежде всего на 
оборудование для групповой и индивидуальной упаковки, линии розлива различных 
продуктов химической промышленности с последующей укупоркой и этикетировкой, 
а также на машины для сериализации и агрегации. 

Мероприятия

Июнь уже давно у всех производителей самого 
широкого спектра продукции неразрывно ассоции-
руется с выставкой «RosUpack», на площадке которой 
можно подобрать не только фасовочное, укупорочное 
и этикетировочное оборудование, но и проработать 
полноценную производственную линию, от входного 
контроля сырья до автоматизации системы отбраков-
ки дефектного контейнера и нанесения одной или сра-
зу нескольких самоклеящихся этикеток. Каждый год 
производители и поставщики оборудования старают-
ся чем-то удивить гостей выставки, представить новые 
бренды или модели упаковочных машин. Что же мы 
видели в этом году?

Традиционно на стенде крупнейшего нацио-
нального дистрибьютора технологического и лабо-
раторного оборудования ГК «Фармконтракт» была 
представлена линия розлива и укупорки Spectrum, 
объединенная с этикетировочной системой Proxima. 
Данная система позволяет осуществлять розлив во 
флаконы объемом до 250 мл с производительностью 
3 тыс. бутылок в час, а за счет этикетировочной уста-
новки Proxima происходит нанесение 2 видов са-
моклеящихся этикеток. Стоит отметить, что в линии 
IMACO также имеются автоматические линейные од-
ноголовочные укупорочные машины для укупорки 
больших контейнеров серии Hermes и даже весовые 

системы розлива, обеспечивающие розлив еврокубов, 
канистр и баррелей, серии Gemini! Также в портфеле 
чешской компании можно найти и тубонаполнитель-
ные системы Geus и Sigma для розлива и укупорки 
металлических или пластиковых и ламинатных туб. 

Были на «RosUpack» и решения по востребован-
ной фармрынком сериализации и агрегации. Также 
для этой отрасли можно было найти решения по упа-
ковке продуктов для перорального применения в блис- 
теры на базе итальянской компании O.M.A.R. Кста-
ти, в портфеле итальянцев есть и решения по выпуску 
блистеров различной длины для упаковки монодоз, 
а также твердых продуктов перорального примене-
ния и даже медицинских изделий (шприцев, ампул, 
флаконов). Стоит отметить, что у итальянцев есть не 
только решения для массовых промышленных произ-
водств, но и лабораторные системы. Например, блис- 
терная машина Fantasy идеально подойдет для R&D-
процессов, клинических исследований и тестов на ста-
бильность, которые позволят выпускать блистеры из 
предварительно вырезанной фольги. В семействе ла-
бораторный блистерных машин O.M.A.R. есть даже 
самая маленькая машинка на всем рынке – Twin Pack, 
формирующая, запаивающая и обрезающая блистеры 
из предварительно обрезанной фольги. 
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Поскольку у O.M.A.R. накоплен колоссальный 
опыт в области упаковки продукции в блистеры, они 
представляют и машины для изъятия уже упакованно-
го продукта. Здесь можно подобрать как деблистер-
ные машины для изъятия как капсул, так и таблеток 
различных форм и даже мягких желатиновых капсул и 
драже.

Чем же завершился сезон и что показали  
производители и дистрибьюторы

С каждой выставкой становится все очевиднее, 
что в российской выставочной индустрии утвержда-
ются европейские тенденции: оборудования в выста-
вочных павильонах становится все меньше, по боль-
шей части стенды участников – это переговорные 
зоны, куда приходят постоянные клиенты для обсуж-
дения и согласования особенностей чертежей буду-
щих линий упаковки. 

Поскольку самым популярным продуктом для 
упаковки в этом году стали косметические средства 
и бытовая химия, холдинг ГК «Фармконтракт» пред-
ставил решения по упаковке таких милых дамских ве-
щиц, как губная помада и пудра, на базе оборудова-
ния корейского производства Leidex. 

В общем, каждый мог найти специфическое реше-
ние для своего типа продукта.

Так как гостей выставки всегда привлекает дело-
вая программа, стоит пару слов сказать о ней. В этом 
году уклон организаторы «RosUpack» сделали в сторо-
ну непосредственно самой упаковки, ее видов и ка-
чества как конкурентного преимущества. Потому гос- 
тей «RosUpack»  можно было чаще увидеть на стендах 
тех экспонентов, которые привезли интересные линии 
и упаковочные машины.

Если в день открытия гости выставки интересова-
лись преимущественно упаковкой косметики и быто-
вой химии, то самым популярным вопросом второго 
дня стала подготовка к переходу до 2019 или 2020 года 
на обязательную маркировку лекарственных средств. 

Главный вопрос 2-го дня «RosUpack»:  
как быстро и бюджетно подготовиться  
к обязательной маркировке? 

Второй день выставки «RosUpack» продемонстри-
ровал тенденцию российской фармпромышленности 
к вступлению в активную фазу подготовки к обязатель-
ной маркировке. Если раньше отечественные фарм-
заводы занимали скорее выжидательную позицию: 
сдвинут или не сдвинут сроки, будет ли переходный 

период для подготовки к обязательной маркировке 
лекарственных средств, то сегодня фармпромышлен-
ность активно ищет поставщиков систем Track&Trace. 
И пришли они в поисках решений по сериализации и 
агрегации на профильное мероприятие. 

В то же время в рамках выставочной экспозиции 
«RosUpack» предложить доступное и одновременно 
идеальное по качеству и международным стандартам 
решение для фармацевтической сериализации упа-
ковки могут, пожалуй, только 3–4 компании. Самый об-
ширный модельный ряд и широкий ценовой диапазон 
можно было увидеть на стенде крупнейшего нацио-
нального дистрибьютора технологического и лабора-
торного оборудования ГК «Фармконтракт». Здесь бы-
ли представлены немецкие установки сериализации 
Visiopharm, позволяющие проводить сериализацию 
как отдельной пачки, так и короба, и даже целой пал-
леты! Более того, эта система обеспечивает процесс 
идентификации, фиксации и обмена данными по стан-
дарту GS1. В результате каждый потребитель имеет 
доступ к информации о передвижении приобретаемо-
го лекарственного средства до аптечной полки

Что еще было на «RosUpack»
Помимо запросов на системы сериализации для 

фармпромышленности, экспоненты «RosUpack» го-
товы были удовлетворить запросы на целые техно-
логические линии, включающие розлив, укупорку и 
этикетировку. В частности, весовая система розлива 
еврокуба от Imaco Group может осуществлять розлив 
как над уровнем продукта, так и ниже или чуть выше 
уровня продукта, а ПЛК с цветным сенсорным экраном 
обеспечивает хранение параметров розлива. Данная 
система может быть дополнена и этикетировочной ма-
шиной Proxima, позволяющей наносить 1 и более са-
моклеющихся этикеток на сложные поверхности. Для 
нанесения этикеток на цилиндрические поверхности 
машину просто доукомплектовывают допустройства-
ми DRP. 

Также на выставке «RosUpack» можно было найти 
и достаточно бюджетные (что нисколько не сказывает-
ся на качестве) полнофункциональные этикетировоч-
ные машины корейского производства Sky. Напри- 
мер, машины бокового типа этого производите-
ля позволяют отслеживать сам процесс маркиров-
ки и осуществлять контроль за ним, проводить авто-
матическую отбраковку, включая проверку этикеток. 
Отличительным элементом такой установки является 
возможность нанесения маркировки на нижнюю часть 
флакона. Причем флаконы могут иметь самую разно- 
образную форму: круглую, квадратную, прямоуголь-
ную и проч.

Мероприятия
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ТЕХНОЛОГИИ ТРЁХМЕРНОЙ ПЕЧАТИ  
ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА ЛЕКАРСТВЕННЫХ ФОРМ

Е. В. Блынская1, С. В. Тишков1*, К. В. Алексеев2

Резюме. Развитие персонифицированной медицины требует новых подходов к созданию лекарственных форм (ЛФ), од-
ним из таких подходов является быстрое прототипирование, или, по-другому, трёхмерная печать таблеток, пластырей 
и других ЛФ. Данная технология позволяет реализовывать принцип индивидуального дозирования, точного пространст- 
венного расположения фармацевтической субстанции (ФС), возможность использования различных геометрических форм 
таблеток для корректирования скорости высвобождения в зависимости от потребности пациента, к тому же при создании 
ЛФ по представленной технологии имеется возможность создавать и быстро корректировать профиль высвобождения в 
зависимости от требований пациента. Особым толчком к развитию данной технологии послужило признание масштабиру-
емости быстрого прототипирования и выпуск в 2016 году в США с одобрения FDA (Food and Drug Administration) напечатан-
ной с использованием 3D-технологии ородиспергируемой таблетки Spritam® (levetiracetam). В данном обзоре представлены 
методы производства ЛФ при помощи трёхмерной печати, такие как процесс Theriform®, стереолитография, экструзионная 
печать, непрерывная струйная печать, печать на основе пропитанной нити, печать путём микровпрыскивания и т.д., дана 
классификация видов трёхмерной печати и особенностей применения каждого типа печати и оборудования, на котором 
происходит основной технологический процесс. Для наглядности процессов приведены составы и используемые вспомо-
гательные вещества (ВВ), например биоразлагаемые полимеры, такие как ПЛА, ПЛГА и др., составы «чернил» и порошковых 
подложек, необходимых для каждого вида процесса, а также экспериментальные данные, полученные из литературных ис-
точников, кривые высвобождения и технологические свойства модельных образцов. Продемонстрированы возможности, 
которые открывает трёхмерная печать лекарственных средств (ЛС) перед исследователями и разработчиками ЛФ, в част-
ности быстрая разработка и получение комбинаций нескольких ФС с пульсирующим, контролируемым, немедленным или 
другим видом последовательного высвобождения представленных ФС в одной ЛФ. Проведена оценка конструкционных 
особенностей, преимуществ, недостатков и показаны основные составляющие детали оборудования для трёхмерной пе-
чати ЛФ; основное внимание уделено таким элементам, как печатающие головки, так как именно от их скорости, механизма 
действий и устройства зависит тип быстрого прототипирования и свойства получаемой ЛФ. Сделаны выводы о перспекти-
вах данного направления в целом и каждой технологии в отдельности, оценены преимущества и недостатки представлен-
ных методов производства ЛФ.

Ключевые слова: 3D-печать лекарственных форм, быстрое прототипирование, аддитивные технологии, TheriForm™, контро-
лируемое высвобождение, персонализированная медицина, стереолитография.

THREE-DIMENSIONAL PRINTING TECHNOLOGY FOR THE PRODUCTION OF DOSAGE FORMS

E. V. Blynskaya1, S. V. Tishkov1*, K. V. Alekseev2

Abstract. The development of personalized medicine requires new approaches to the development of dosage forms (DF), one 
such approach is rapid prototyping or in a different way the three-dimensional printing of tablets, plasters and other DF. Since the 
principle of individual dosing, the exact spatial arrangement of the pharmaceutical substance (PS), the possibility of using various 
geometric tablet forms to adjust the release rate, depending on the patient's need, is also possible in this approach, moreover, when 
creating a DF for the presented technology, it is possible to create and Quickly adjust the release profile according to the patient's 
requirements. A special impetus to the development of this technology was the recognition of the scalability of rapid prototyping 
and the release in 2016 in the US: with the approval of the FDA (Food and Drug Administration) 3D-printed orodispersible tablet 
Spritam® (levetiracetam). In this review we present methods of production of DF by the method of three-dimensional printing, such 
as the Theriform® process, stereolithography, extrusion, continuous inkjet printing, impregnated thread printing, microprojection, 
etc., classification of 3D printing types and features of each type of printing and equipment, on which the main technological process 
is produced. For the sake of clarity of the processes, the compositions and auxiliary substances used (AS), for example biodegradable 
polymers such as PLA, PLGA, etc., compositions of «ink» and powder substrates required for each type of process are given, as 
well as experimental data obtained from literature sources, curves release and technological properties of model samples. The 
possibilities demonstrated by the 3D printing of drugs to researchers and developers of the DF, in particular the rapid development 
and production of combinations of several PS with pulsatile, controlled, immediate or any other type of sequential release of the 
present FS in one DF are demonstrated. The evaluation of design features, advantages and disadvantages is carried out and the 
main components of the equipment for 3D DF printing are shown, the main attention is paid to such elements as printheads. it is 
their speed, mechanism of action and device that determines the type of rapid prototyping and the properties of the received DF. 
Conclusions about the prospects of this direction, in general, and of each technology separately, are evaluated, the advantages and 
disadvantages of the presented methods of DF production are estimated.

Keywords: 3D-printing of medicinal forms, rapid prototyping, additive technologies, TheriForm™, controlled release, personalized 
medicine, stereolithography.

УДК 615.45

РАЗДЕЛ:   Фармацевтическая технология и нанотехнологии



112018 № 3 (24)       www.pharmjournal.ru      

ВВЕДЕНИЕ
Трехмерная печать (Three-dimensional printing, 

3DP) представляет собой форму аддитивного (путем 
послойного наращивания сырья) производства, в ко-
тором структура создается путем осаждения или свя-
зывания материалов в последовательных слоях для 
создания 3D-объекта [5, 4]. Аддитивное производство 
является подклассом быстрого прототипирования, ко-
торое включает в себя методы быстрого изготовления 
моделей и прототипов, однако в настоящее время оно 
считается масштабируемым производственным про-
цессом [14, 327]. Первый метод быстрого прототипи-
рования стал доступен в начале 1990-х годов в Масса-
чусетском технологическом институте, а выданная в 
Therics, Inc. (Принстон, Нью-Джерси) в 1994 году лицен-
зия охватывает использование 3DP для производства 
различных продуктов, включая лекарственные пре-
параты (ЛП). Применение этих технологий в области 
доставки лекарственных средств (ЛС) активно иссле-
довалось и в 2016 году реализовано в США: с одобре-
ния FDA с использованием 3DP напечатана ородиспер-
гируемая таблетка Spritam® (levetiracetam), что в еще 
большей степени продемонстрировало возможности 
3D-печати для производства сложных и индивидуаль-
ных лекарственных форм (ЛФ) [30, 3670; 29, 16; 20, 29].

Преимущества аддитивных методов в разработке 
ЛФ заключаются в способности точно контролировать 
пространственное распределение фармацевтических 
субстанций (ФС) в ЛФ, создавать сложные геометрии, 
осаждать очень малые количества ФС, уменьшать ко-
личество отходов и ускорять изготовление различ-
ных композиций для проведения скрининговых ис-
следований или подготовки индивидуализированных 
ЛП [29, 16; 20, 29; 3, 571; 17, 8]. Производственные дос- 
тоинства, связанные с печатью ЛП, состоят в уходе от 
традиционно сложных, медленных и дорогостоящих 
цепочек производства и способствуют получению бо-
лее персонифицированных ЛФ без необходимости вы-
сокого объема производства [9, 555].

ТЕХНОЛОГИИ 3D-ПЕЧАТИ
За последние 15 лет в индустрию быстрого прото-

типирования было внедрено большое количество тех-
нологий 3D-печати (рисунок 1). 

Несмотря на то что были разработаны другие кон-
курентные процессы, такие как лазерные печатающие 
системы или системы осаждения на основе форсунок, 
печатающие струйные системы по-прежнему остают-
ся наиболее часто используемыми методами трёхмер-
ной печати (рисунок 1).

Системы печати на основе струйных систем

Струйная печать является общим термином для 
описания систем, в которых реализовано цифровое 
управление формированием и размещением неболь-
ших капель жидкости на подложке с использованием 

устройства, генерирующего шаблон. В основном су-
ществуют два метода 3D-печати на основе струйных 
принтеров: непрерывная струйная печать (continuous 
inkjet printing, CIJ) и струйная печать по требованию 
(drop-on-demand, DoD). Оба типа принтеров характе-
ризуются наличием головки принтера (термической 
или пьезоэлектрической) и необходимостью контро-
лировать скорость образования капель и вязкость 
жидкости. Печатающая головка DoD обычно содер-
жит несколько форсунок (100–1000). По сравнению 
с термальными печатающими головками, примене-
ние которых ограничено летучими жидкостями, пье-
зоэлектрические печатающие головки могут исполь-
зоваться с большим количеством «чернил» [9, 556]. 
Термальные печатающие головки используют резис- 
тивные элементы для создания тока. Когда ток течет 
через резистор, появляется электрическое сопротив-
ление в этих элементах, температура поднимается до 
300 °C, что приводит к испарению небольшого объема 
жидкости. Получающийся пузырь расширяется и пере-
дает энергию, необходимую для извлечения капли (ри-
сунок 2а). В пьезоэлектрическом методе форма пьезо- 
электрического кристалла быстро изменяется (рису-
нок 2б), что приводит к резкому изменению объема и 
генерации акустического импульса, воздействие кото-
рого на текучую среду увеличивает скорость сдвига 
до 105 с-1, создавая достаточное давление для извле-
чения капли [31, 197]. Обе печатающие головки могут 
создавать капли диаметром от 10 до 50 мкм, что соот-
ветствует объему от 1 до 70 пиколитров [9, 554]. Счита-
ется, что пьезоэлектрическая печать позволяет лучше 
контролировать образование капель и протекает без 
выделения тепла, что делает этот способ печати более 
предпочтительным для использования при разработ-
ке ЛФ [29, 16; 19, 34].

Если головка принтера выталкивает сформиро-
ванные капли друг на друга для получения твердого 
слоя выстраиваемого материала, метод DoD называет-
ся «капельное осаждение», если она выталкивает кап-

Рисунок 1. Классификация методов трёхмерной печати [4, 9, 
17, 22] 
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ли на твердый материал, метод называется «осажде-
ние на твердой основе» [8, 138].

В то время как методы капельного осаждения ка-
жутся довольно трудными для реализации, осаждение 
на твердую основу (например, на порошковый слой) 
представляется подходящим методом для печати ши-
рокого спектра ФС [26, 3389]. В трехмерной печати на-
несение капель на твердую основу предпочтительно 
называют осаждением на порошок или осаждением на 
слой, так как капли связующего склеивают порошко-
вый материал [8, 138].

Нанесение капель на порошок:  
процесс TheriForm™

Процесс TheriForm™ является лицензированным 
приложением оригинального 3DP-патента [25], вы-
пущенного в Массачусетском технологическом ин-
ституте в 1993 году. Он заключается в распределении 
жидкости в тонком слое порошка посредством печа-
тающей головки с управляемым движением. Каждый 
напечатанный слой представляет собой двумерный 
срез ЛФ, которую нужно изготовить (рисунок 3). По-
рошковый слой наносится и равномерно распреде-
ляется после каждого прохода печати, затем процесс 
повторяется, формируя новый двумерный слой, до тех 
пор, пока ЛФ не будет полностью выстроена. Процесс 
позволяет разместить одну или несколько ФС в вы-

бранных местах внутри ЛФ вместе с другими вспомо-
гательными веществами (ВВ), которые контролируют 
скорость высвобождения ФС. С помощью TheriForm™ 
создаются ЛФ с уникальными и сложными профиля-
ми высвобождения, которые соответствуют наиболее 
приемлемому режиму дозирования.

Более ранние публикации показали, что процесс 
TheriForm® обладает высокой точностью размеще-
ния капелек жидкости, дозирования ФС и способнос- 
тью конструировать пероральные ЛФ со сложными 
профилями высвобождения [29, 7]. Сложные профи-
ли высвобождения обычно достигаются путем разме-
щения ФС в различных матрицах для контроля высво-
бождения. Эти матрицы часто являются отделениями 
в ЛФ, окруженной стенками из контролирующего вы-
свобождение материала. Отделения могут быть до-
вольно маленькими, от 500 нанометров до нескольких 
нанометров.

Изменения свойств ЛФ достигают путем измене-
ния нескольких рабочих параметров. Толщина слоя 
и расстояние между линиями печати оптимизирова-
ны для обеспечения адгезии между линиями и слоя-
ми. Скорость потока жидкого связующего и скорость 
перемещения закреплённой оси печатающей головки 
определяют количество связующего, нанесенного на 
единицу длины линии. Это позволяет получить таб- 
летки с более высокой прочностью и меньшей исти-
раемостью. Осаждение больших количеств связую-
щего может вызвать вытекание связующего, что при-
водит к неравномерности связывания и отделению 
поверхности.

В первом типе таблеток «рапид – ретард» как ос-
нование, так и верхняя часть ЛФ образованы шес- 
тью плацебо-слоями (200 мкм каждый) из сополиме-
ра аммоний-метакриловой кислоты типа B (Eudragit® 
RLPO). Известно, что Eudragit® RL является водоне-
растворимым, но проницаемым полимером незави-
симо от рН. Центр содержит восемь слоев Eudragit® 
RLPO, пропитанных малеатом хлорфенирамина. Вто-
рой слой таблетки сконструирован с 200-микромет- 
ровыми слоями катионного сополимера метакрило-
вого эфира Eudragit® E100, из которого состоят стен-
ки ЛФ. Eudragit® E100 характеризуется рН-зависимой 

Рисунок 3. Схема процесса создания ЛФ по технологии TheriForm® [17, 4]

РАЗДЕЛ:   Фармацевтическая технология и нанотехнологии

Рисунок 2. Схема печати DOD с (а) термическим и (б) пьезо- 
электрическим приведением в действие [9, 555]



132018 № 3 (24)       www.pharmjournal.ru      

СЕКЦИЯ:   Современные технологии создания лекарственных форм

растворимостью. Он растворяется при рН ниже 5,0 и 
проницаем при рН выше этого значения. Затем 30% 
мас./мас. водный раствор малеата хлорфенирамина 
вводится в круглую область в центре устройства (таб- 
лица 1). ЛФ сушили в течение ночи в сушилке с током 
азота, а затем помещали в вакуумную печь на 48 ча-
сов перед использованием.

Профили растворения такой системы показали 
увеличение высвобождения в течение первых полуто-
ра часов из-за растворения Eudragit® E 100 с последую-
щим 6-часовым пролонгированным высвобождением 
за счет диффузии ФС через нерастворимую область.

Разделяющиеся таблетки состоят из двух секций 
с замедленным высвобождением, изолированных  
быстро растворяющимся слоем (таблица 1). Блоки, со-
держащие ЛС, изготовливаются путем печати ацетон-
ного раствора с Eudragit® RLPO. В пропечатанные сек-
ции печатается метанольный раствор с диклофенаком 
и поливинилпирролидоном-К25 (ПВП-К25), затем сно-
ва ацетоновый раствор с Eudragit для закрытия сек-
ции, после чего быстрорастворимый слой (водный 
раствор ПВП-К25). Затем формируют ещё одну секцию 
в том же порядке, что и ранее. Через 30–45 минут в мо-
делируемой желудочной жидкости центральный слой 
растворяется, высвобождая обе субъединицы с замед-
ленным высвобождением, содержащие ФС.

Подобные печатные ЛФ могут выделять не только 
две, но и несколько активных единиц в зависимости от 
толщины слоев. В настоящее время однократное вве-
дение нескольких препаратов, характеризующихся 
различными профилями высвобождения, может вы-
полняться только с использованием нескольких сис- 
тем, таких как микросферы или гранулы.

Для получения энтеросолюбильной системы с 
двойным пульсирующим высвобождением в качестве 
связующих «чернил» использовали этанольный раст- 
вор сополимера анионного метакрилового эфира 
Eudragit® L-100 [28, 135], тогда как порошкообразный 
слой состоял из микрокристаллической целлюлозы, 
высушенной распылением лактозы и Eudragit® L-100 
(таблица 1). Он был сконструирован с использовани-
ем одной непрерывной фазы энтеросолюбильных ВВ, 
в которую диклофенак был напечатан в двух разделен-
ных областях [4]. Интересно, что после задержки вы-
свобождения в течение одного часа (вероятно, из-за 
постепенного растворения Eudragit® L в водной среде 
при рН 7,5) профиль растворения показал первый вы-
ход ФС в интервале от 1 до 4 часов. Вторая фаза вы-
свобождения наблюдалась между 8 и 13 часами ис-
пытаний. Описанная методика показала возможность 
создания ЛФ с пульсирующим высвобождением, что 
создает предпосылки для применения аналогичной 

Таблица 1. 

ЛФ, изготовленные по технологии TheriForm® [29, 16]

Модификации высвобождения  
и технологии 3D таблеток

Характеристика
Схематическое изображение лекарственных форм, 

полученных по технологии TheriForm®

Таблетки «рапид – ретард»
Немедленное высвобождение в желудке 
и пролонгированное диффузионное 
высвобождение в кишечнике 

Разделяющиеся таблетки
Быстрорастворимый слой окружён 
двумя сегментами с пролонгированным 
высвобождением 

Кишечное двойное пульсирующее 
высвобождение

Полимер является кишечнорастворимым, 
и растворение идёт за счёт эрозии. ФС 
печатается в две секции для двойного 
высвобождения в кишечнике

На рисунке схематично представлена таблетка в разре-
зе: стрелки в центральной части обозначают направле-
ние растворения таблетки; пунктирные линии отмечают 
форму постепенного растворения таблетки; «чёрные» 
линии иллюстрируют расположение ФС в таблетке; 
«цветные» линии демонстрируют послойное растворе-
ние таблетки.

Двойная пульсация

ФС содержиться в двух частях таблетки с 
противоположной pH-растворимостью. 
Двойное высвобождение в желудочной и 
кишечной жидкости
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технологии при получении системы пульсирующей 
доставки нескольких ФС, имитирующей циркадные 
циклы.

К тому же разработчики продемонстрировали, 
что 3DP позволяет изготавливать таблетки с двой-
ным пульсирующим высвобождением с двумя раз-
ными сополимерами (таблица 1) [30, 3667]. На основе 
предыдущих разработок кишечнорастворимая сек-
ция была составлена из диклофенака и Eudragit® L. Эта 
центральная матрица была покрыта как снизу, так и 
сверху слоями, содержащими те же ФС и Eudragit® E. 
Было показано, что диклофенак, диспергированный в 
желудочнорастворимом сополимере, быстро высво-
бождался в кислых средах. Затем, когда таблетки пере-
носятся в смоделированную кишечную жидкость, они 
демонстрируют замедленное высвобождение из-за 
прогрессирующей эрозии Eudragit® L. 

Перспективой развития вышеописанного под-
хода может стать разработка системы доставки с 
двойным высвобождением и двумя различными 
препаратами. Например, мизопростол, синтетичес- 
кое производное простагландина Е1, используе-
мое для профилактики язв, вызванных терапией не-
стероидными противовоспалительными средства-
ми (НПВС)  [7, 773], – может быть включен в матрицу 
Eudragit® E, тогда как НПВС может содержаться в ки-
шечнорастворимом сегменте.

Для систем с контролируемым высвобождением 
важно добиться протекания процесса с постоянной 
скоростью, не зависящей от градиента концентрации 
ЛС. Желательно, чтобы ЛП с нулевым или постоян-
ным высвобождением уменьшал колебания концент- 
рации ЛС в крови [24, 30]. В настоящее время разра-
ботка ЛФ с замедленным высвобождением нулевого 
порядка по-прежнему остается сложной задачей для 
провизоров-технологов.

Традиционными подходами к обеспечению вы-
свобождения нулевого порядка в таблетированных 

ЛФ являются: использование ВВ, характеризующихся 
различными физико-химическими свойствами, приме-
нение ЛФ со специальной геометрией или нескольки-
ми покрытиями или разработка структуры осмотичес- 
кого насоса. Однако эти подходы часто сопряжены 
с подключением относительно сложных процедур и 
не обладают возможностью регулировать парамет- 
ры высвобождения, применяя один технологических 
процесс получения ЛФ для достижения практических 
целей. Поэтому 3DP, похоже, способна устранить 
проблемы, связанные с разработкой и производством 
ЛФ с контролируемым высвобождением.

Помимо традиционной идеи системы с контро-
лируемым высвобождением, которая обычно означа-
ет поддержание и/или нацеливание на выпуск препа-
рата, состоящего из нескольких субъединиц, процесс 
TheriForm™ также позволяет разрабатывать концеп-
цию другого типа, представляющую собой быстро-
диспергируемую систему доставки лекарств. Этот про-
цесс может применяться как для контролируемого 
высвобождения ЛС при точном геометрически выве-
ренном распределении ФС в таблетке, так и при соз-
дании таблеток, диспергируемых в полости рта, где не 
имеет значения распределение ФС.

К тому же процесс TheriForm™ позволяет созда-
вать таблетки, диспергирующиеся в ротовой полости, 
или, по-другому, орально-диспергирующиеся таблет-
ки (ОДТ). Обычные способы изготовления таких ЛФ 
включают лиофилизацию, распылительную сушку, суб- 
лимацию, формование или уплотнение. Ограничение 
применения этих подходов заключается в их низкой 
производительности при получении таблеток доста-
точной твердости и прочности, обладающих высокой 
диспергирующей способностью [4, 119]. Для достиже-
ния этой цели 3DP предлагает подходящую альтерна-
тиву для модуляции пористости, чтобы обеспечить 
быструю абсорбцию воды при сохранении высокой 
механической прочности.

Lee с соавторами разработали ЛФ TheriFlash™, 
сконструированную в виде структуры «ядро – оболоч-
ка», где плацебо-оболочка, изготовленная из манни-
та и либо мальтита, мальтодекстрина, либо ПВП-K25, 
окружает слой порошка с ФС [18, 45]. Этот слой состоит 
из подобной порошкообразной смеси, в которой час- 
тицы связаны водным буферным жидким связующим, 
содержащим каптоприл и ПВП-K25. Структура внеш-
него слоя ЛФ TeriFash™ представляет собой сплошной 
образец, средний участок ОДТ неоднородный и содер-
жит свободные порошки ФС. Обе системы характери-
зовались средним временем распадаемости менее 
60 секунд, что соответствует общепринятым стандар-
там для ОДТ.

Как видно, процесс TheriForm™ обеспечивает 
простой, модульный и повторяемый процесс, который 

Рисунок 4. Схема структуры и профилей растворения для ЛФ 
диклофенака натрия с отсроченным высвобождением [29, 14] 
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превосходит обычные методы создания широкого 
спектра систем доставки лекарств. Однако этот метод 
подходит для производства крупных угловатых ЛФ, не 
обеспечивающих удобства при переоральном приме-
нении. До сих пор преимущества использования мето-
да TheriForm™ для производства пероральных ЛФ не 
были достаточно очевидными для фармацевтических 
компаний. Тем не менее коммерциализация Spritam® 
может иметь неоспоримые достоинства, чтобы проло-
жить путь маркетингу потенциальных будущих печат-
ных систем пероральной доставки ЛС.

Трёхмерная печать капельным осаждением

Капельное осаждение (drop-on-drop) – это метод 
прямой струйной печати, способный создавать микро-
скопические системы доставки лекарств с пространст- 
венной конфигурацией и относительно высокими до-
зировками ФС. Elele с соавторами использовали этот 
метод для печати капель ибупрофена с полиэтилен-
гликолем (ПЭГ), которые можно было впитать в порис- 
тую подложку из гидроксипропилметилцеллюлозы 
(ГПМЦ) [10, 2526]. Хотя наложение таких единиц мо-
жет создавать трехмерную ЛФ, субстрат целлюлозного 
производного ГПМЦ получают путем сублимационной 
сушки, и поэтому окончательная структура полностью 
не продуцируется в 3DP.

Также использование ПЛГА [поли(лакто-со-
гликолевой кислоты)] и ПЛА (поли-L-лактида) позво-
ляет применять технологию струйной печати с ка-
пельным осаждением для создания ЛФ [16, 6953]. В 
этом случае «чернила» и структурная подложка яв-
ляются одним и тем же материалом. Принцип заклю-
чается в том, чтобы напечатать первую каплю, содер-
жащую как ФС, так и полимер. Затем нагревательный 
элемент вызывает испарение растворителя и, таким 
образом, затвердевание полимера, что позволяет 
осаждать вторую каплю. Многократные перекрытия 
позволяют создавать трехмерные структуры высоко-
го разрешения.

Несмотря на то что технология струйной печати 
на основе капельного осаждения описывается как аль-
тернативный способ получения ЛФ, важно иметь в ви-
ду влияние как физико-химических, так и терапевти-
ческих свойств введенного препарата при включении 
в структуру ФС и возможные проблемы стабильно-
сти на этапе сушки. Более того, использование летуче-
го растворителя, который должен растворять как ЛС, 
так и полимер, резко ограничивает применение этой 
методики. Отсутствие твердой подложки приводит к 
необходимости получения подходящих по вязкости 
«чернил», чтобы избежать засорения форсунок и утеч-
ки жидкости. Таким образом, капельное осаждение 
имеет аналогичные ограничения, как и другие тради-
ционные способы изготовления ЛФ (таблетирование, 
капсулирование и т.д.). Однако этот метод перспекти-

вен в случае, если необходимо микрокапсулировать 
чувствительную ФС (например, белковые/пептидные 
ЛС), избегая широкого распределения по размеру и 
низкой воспроизводимости микросфер, а также дезак-
тивации белка во время его приготовления, хранения 
и высвобождения.

Системы осаждения  
с использованием форсунок

Основными признанными недостатками про-
цесса TheriForm™, который является наиболее рас-
пространенным методом на основе струйной печати, 
являются: недостаточная твердость получающейся 
таблетки, неудовлетворенное разрешение и низкое 
дозирование ФС [8, 139]. Низкая прочность таблетки 
обычно обусловлена высокой пористостью, в то вре-
мя как шероховатая поверхность может быть объясне-
на большим диаметром частиц и расстоянием между 
линиями печати. Решением данной проблемы может 
стать не отказ от применения раствора связующего на 
порошковом слое, а смешивание твердых компонен-
тов системы со связующим до начала 3D-печати. Такой 
процесс может быть осуществлен с использованием 
систем осаждения на основе форсунок.

Системы осаждения на основе форсунок позволя-
ют получать прямую печать, основанную на контроли-
руемых компьютером способах изготовления, при ко-
торых «чернила» наносят прямо через форсунку для 
создания слоя трехмерного рисунка с контролируе-
мым составом и структурой [11]. Такие системы в ос-
новном можно разделить на системы, основанные на 
плавлении материала, и системы без плавления мате-
риала, при этом особое внимание уделяется методам, 
опирающимся на микровпрыскивание под давлением 
(pressure-assisted microsyringes, PAM) и термоплавкую 
печать (hot melt printing, HMP).

Микровпрыскивание под давлением

Способ печати PAM основан на экструзии вязко-
го полужидкого материала из шприца-экструдера для 
создания желаемой трехмерной формы (рисунок 9). 
Процесс может быть выполнен с непрерывным пото-
ком при комнатной температуре [6, 3]. Поршень раз-
ливного автомата, как правило, создает давление ~3–
5 бар [15, 107].

Реологические свойства суспензий, которые в 
значительной степени зависят от типа и количества ВВ, 
а также загрузки твердого материала в дисперсии, мо-
гут рассматриваться как основной параметр контроля 
для получения воспроизводимых ЛФ [2, 630]. Действи-
тельно, паста должна характеризоваться подходящей 
(эффективной) вязкостью, вязкоупругими свойства-
ми и пределом текучести при сдвиге и сжатии, чтобы 
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быть гладкой и однородной во избежание блокировки 
форсунок [16, 6953].

В литературе описаны различные двухслойные 
таблетки гвайфенезина с замедленным высвобожде-
нием на основе ГПМЦ разных сортов [15, 107]. Исполь-
зуя головку принтера с двойным шприцем, матричный 
гель Methocel® E5 экструдировали для получения слоя 
с немедленным высвобождением, а для слоя с замед-
ленным высвобождением использовался матричный 
гель Methocel® K100M / Carbopol® 974P NF. Все гидро-
фильные таблетки соответствуют спецификациям USP 
с точки зрения хрупкости (<1%) и отклонений в весе 
(±5%). Кроме того, в зависимости от концентрации 
матричного геля в полимере они имеют профиль с 
пролонгированным высвобождением от 4 до 12 часов.

Наглядно продемонстрирована способность соз-
давать сложные системы доставки ЛС с использовани-
ем PAM. Основным недостатком этой техники, а также 
систем струйной печати является использование раст- 
ворителей, так как зачастую применяются токсичес- 
кие органические вещества, которые могут влиять на 
устойчивость ФС в процессе производства и на стадии 
сушки. К тому же возникает необходимость в дополни-
тельных стадиях сушки и разработке чувствительных 
аналитических методов для контроля ЛФ по показате-
лю содержания остаточных органических раствори-
телей, что вызывает сложности. Процесс сушки весь-
ма продолжителен и может привести к ухудшению 
качества ФС и ВВ. Применение высокоточных анали-
тических методов делает контроль качества эконо-
мически затратным. Более того, как медленное затвер-
девание, так и сжимание матричного геля часто влияют 
на конечные физико-химические свойства напечатан-
ных ЛФ. Поэтому разработка процесса трёхмерной пе-
чати, который не требует использования растворите-
ля или стадии сушки, представляется актуальной.

Технология осаждения  
полужидкого материала

В технологии осаждения полужидкого материала 
(fused-deposition modeling, FDM) расплавленная тер-
мопластичная полимерная нить экструдируется дву-
мя роликами через высокотемпературную форсунку, 
а затем затвердевает на сборочной платформе (рису-
нок 5) [6, 3]. Печатающая головка может перемещаться 
вдоль осей x и y, тогда как платформа, которая может 
быть термостатирована, способна двигаться верти-
кально по оси z, создавая трехмерные структуры слой 
за слоем путем слияния слоев вместе.

Типичными параметрами, которые необходи-
мо контролировать во время процесса FDM, являют-
ся плотность заполнения, скорость экструдера, высо-
та слоев и температура как форсунки, так и сборочной 
платформы [11, 88; 12, 158; 27, 13; 21, 572]. Плотность за-

полнения является параметром, который определяет 
количество материала, внесенного в объект, а также 
отвечает за пористость трехмерной печатной структу-
ры [23, 381]. Плотность заполнения может составлять 
от 0% до 100%, где 0% приводит к получению полнос- 
тью полого объекта, а 100% – к заполнению пор в пол-
ностью твердом объекте (рисунок 6). Скорость печати 
и высота слоев тесно связаны. Действительно, как вид-
но из рисунка 6, выбор скорости 3D-печати (стандарт-
ная, 90 мм/с) оказывает значительное влияние на тол-
щину осаждёного слоя (обычно от 100 до 400 мкм) и 
внешний вид систем.

Полимеры используются либо в виде нити с 
ФС, включённой в нее путём пропитывания раство-
ром ФС (fused-deposition modeling after impregnation, 
FMDi), либо в виде гранул с ФС, встроенной в структу-
ру в результате экструзии горячим расплавом (hot melt 
extrusion, HME) во время изготовления нити (fused-
deposition modeling after extrusion, FDMe) (рисунок 2).

После пропитывания полимерных нитей ФС, во 
время экструзии горячим расплавом, субстанции мо-
гут инактивироваться или даже частично разрушать-
ся. Например, в эксперименте включали преднизолон 

Рисунок 6. Схема процентного наполнения таблеток по техно-
логии FDM [30, 3671]

Рисунок 5. Схематичное изображение установки термоплав-
кой печати [31, 199]
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в ПВС-нити в результате инкубации в насыщенном ме-
танольном растворе при 30 °C в течение 24 часов [27, 
13]. Пропитанные нити затем высушивали в контакт-
ной сушке при 40  °С до стабильной массы. Далее пе-
чатали таблетки, которые имели форму эллипса. Было 
установлено, что во время экстракции в используе-
мую нить включено лишь 1,9% мас./мас. при незначи-
тельной деградации ФС. Из-за включения в структуру 
и высокой температуры процесса экструзии преднизо-
лон находился в аморфном состоянии в матрице ПВС. 
Однако его высвобождение могло быть продлено на 
период до 24 часов за счёт способности набухать при 
контакте с водными жидкостями.

В связи с тем, что процесс экстракции (импрегни-
рования) активного вещества в полимерную нить ос-
нован на пассивной диффузии, пропитывание следует 
проводить с использованием высококонцентрирован-
ных ЛС, чтобы добиться высокой степени включения 
ФС. Это условие делает пропитку дорогостоящим и 
трудоемким процессом, к тому же ФС должна быть 
очень термостабильной и растворитель не должен 
растворять и повреждать физическую целостность по-
лимерной нити. Поэтому был разработан альтернатив-
ный подход к производству, который основан на соче-
тании как трехмерной печати FDM, так и технологии 
экструзии (FDMe).

В технологии FDMe наполненную ФС нить сна-
чала изготавливают методом HME с использованием 
мини-экструдера в лабораторном масштабе (напри-
мер, ThermoScientific HAAKE MiniCTW Extruder, Герма-
ния; FilaBot®, США). Полимер, ФС и ВВ (например, плас- 
тификаторы) плавятся вместе при соответствующей 
температуре и гомогенизируются в экструдере перед 
выдавливанием нити. Таким образом, можно изготав-
ливать полимерные нити, которые еще не представле-
ны на рынке.

Например, Pietrzak и его коллеги изготовили сис- 
темы доставки на основе теофиллина с производны-
ми метакриловой кислоты [23, 381]. Они показали, что 
возможно модулировать температуру плавления пу-
тем добавления пластификаторов для уменьшения ве-
роятности термического разложения как ФС, так и по-
лимера. Выход экструдированной, загруженной ФС 
нити составлял почти 100%, поскольку параметры пе-
чати были адаптированы к окончательной пластич-
ности. В отличие от обычных кубических 3D-таблеток 
они могли печатать таблетки в форме облонгов, кото-
рые благодаря своим стереометрическим параметрам 
обеспечивают лучшую комплаентность пациента. Со-
храняя аналогичную форму и параметры печати нитей, 
дозировку можно легко адаптировать, изменяя объем 
таблеток. При использовании Eudragit® RL, RS или их 
смеси в качестве полимеров с замедленным высво- 
бождением высвобождение теофиллина длилось бо-

лее 16  часов в моделируемой желудочной жидкости 
(USP II, 50 об/мин, 37 °C, 750 мл). Также были напечата-
ны ЛП различной форме: кубик, пирамида, цилиндр, 
сфера и тороидальные ЛФ (рисунок 7). Независи-
мо от площади поверхности, массы или форм, кото-
рые могут быть установлены с помощью программы 
3D-рисования, обнаружено, что скорость высвобож-
дения ФС определяется только отношением площади 
поверхности к объему (S/V) таблеток, которое характе-
ризуется сходными тенденциями. Действительно, вре-
мя выпуска до 90% вещества варьировалось от 2 до 
12  часов для ЛП пирамидальной формы (самое высо-
кое отношение S/V) и сферической формы (самое низ-
кое отношение S/V) соответственно. Это исследова-
ние показало, что процесс FDM можно использовать 
для создания сложных геометрий и что в соответствии 
с формой системы доставки ЛС можно контролиро-
вать профиль растворения лекарственного средства.

FDM представляет собой недорогой производст- 
венный процесс, который является привлекательной 
альтернативой традиционным методам приготовле-
ния твердых дозированных ЛФ. Этот метод проде-
монстрировал возможность обеспечить требуемый 
уровень высвобождения путём изменения формы ЛФ 
при  постоянном объеме и содержании ЛС. Профиль 
высвобождения встроенного препарата также подда-
ется регулировке из-за безграничной возможности пе-
чати разнообразных геометрических ЛФ. По сравне-
нию с другими методами быстрого прототипирования 
FDM может легко производить ЛФ с закругленными 
краями и углами, что увеличивает комплаентность па-
циентов. Необходимость высоких температур для соз-
дания полимерной матрицы позволяет формировать 
аморфные структуры, что повышает растворимость 
слаборастворимых ФС. Тем не менее эта технология 
ограничена небольшим количеством и термостабиль-
ностью ФС, а также использованием лимитированного 
числа биодеградируемых термопластичных полиме-
ров, что снижает частоту ее применения. Кроме то-
го, в то время как пропитка приводит к очень низкому 
количеству вводимой ФС, процесс HME с высоким со-
отношением ФС/полимер может влиять на исходные 
термопластичные свойства полимера и последующую 
способность печатать ЛФ с высокой дозировкой ФС.

Рисунок 7. ЛФ разной геометриии, полученные при помощи 
3D-печати [23, 383] 
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Лазерные системы трёхмерной печати

Стереолитография, лазерная технология 3D-пе- 
чати, была разработана в 1986 году и стала первой 
коммерчески доступной техникой быстрого прототи-
пирования [22, 6128].

Общая концепция стереолитографии основа-
на на высвобождении молекул свободных радикалов 
при взаимодействии молекул фотоинициатора с ульт- 
рафиолетовым светом [13, 345]. Она использует УФ-
излучение для переноса геометрического рисунка на 
светочувствительный химический жидкий полимер на 
подложке. Сфокусированный луч УФ-лазера векторно 
сканирует поверхность ванны с фотополимеризуемой 
жидкой полимерной пластичной смолой. Полимери-
зация может происходить на несколько микрометров 
ниже поверхности, что приводит к затвердеванию 
смолы [22, 6128]. Когда первый слой сформирован, 
его опускают в ванну до глубины, эквивалентной тол-
щине полимеризованного слоя, который повторно по-
крывают жидкой смолой. После этого образец твер-
деет на втором слое, поскольку УФ-излучение имеет 
глубину проникновения, превышающую толщину 
слоя. Такая процедура способствует связыванию ра-
нее затвердевшего материала, что обеспечивает адге-
зию между слоями. Процесс повторяют до тех пор, по-
ка не будет получено множество наложенных друг на 
друга слоев, образующих желаемую часть; избыток не-
полимеризованной смолы смывается [25].

Основным параметром, который нужно контро-
лировать, является толщина затвердевших слоев, ко-
торая в основном зависит от энергии света, воздейст- 
вующего на смолу [22, 6129]. Выбор смолы также необ-
ходим, так как это должна быть жидкость, которая 
быстро затвердевает при освещении ультрафиолето-
вым светом. Более того, смола должна быть одобрена 
для использования человеком. По этим причинам низ-
комолекулярные полиакрилатные макромеры пригод-
ны для разработки ЛФ.

Стереолитография является привлекательной 
альтернативой в области печати микроструктур, по-
скольку реализовать этот процесс с использовани-
ем других методов трёхмерной печати гораздо слож-
нее. Однако из-за отсутствия доступных, одобренных 
FDA светочувствительных полимеров, которые также 
должны быть способны контролировать высвобожде-
ние объединенного препарата, и низкой загрузки ЛС 
стереолитография становится более сложным мето-
дом для промышленного применения, чем другие ме-
тоды трёхмерной печати.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.	 Технология трёхмерной печати – наиболее перс- 

пективное и динамично развивающееся направ-
ление в фармацевтической технологии, внедре-

ние которого тесно связано с развитием персони-
фицированной медицины [1, 16]; метод обладает 
несомненными преимуществами перед традици-
онными методами разработки и производства ЛП. 

2.	 Технология позволяет получать полифункцио-
нальные ЛФ с точным пространственным контро-
лем положения ФС и геометрической гибкостью, 
к тому же становится возможным разрабатывать 
и изготавливать сложные высокоинновационные 
комбинированные ЛП с различной программи-
руемой кинетикой высвобождения, которые мо-
гут значительно повысить комплаентность паци-
ентов в отношении ЛС со сложными режимами 
дозирования. 

3.	 Системы 3D-печати в соответствии со своей ос-
новной концепцией легко масштабируемы, име-
ют возможность настройки для использования 
в качестве полунепрерывных или непрерывных 
производственных линий как для производства  
небольших объемов продукции (например, ор-
фанные продукты), так и выпуска ее в промышлен-
ных масштабах. 

4.	 Возможность точного контроля дозирования ЛП, 
обладающих низкой дозировкой, может привес- 
ти к большей безопасности применения силь-
нодействующих ФС. В аптеке или в амбулатории 
трехмерная печать позволяет получать препа-
раты с различной дозировкой в зависимости от 
потребности пациента, обеспечивая беспреце-
дентную возможность индивидуализирования 
дозировки. 

5.	 Использование 3D-печати при скрининге, разра-
ботке и изготовлении систем доставки ФС будет 
расширяться, поскольку она дает возможность 
обеспечить специализированные профили вы-
свобождения ЛС для каждого пациента.

6.	 Дальнейшее развитие технологий 3D-печати ЛС 
должно идти по пути увеличения скорости произ-
водства ЛФ, так как, к примеру, для таблетирован-
ных форм скорость производства в десятки раз 
уступает скорости при традиционных способах 
изготовления ЛФ, при этом существует большая 
потребность во ВВ, пригодных для использования 
в технологическом процессе. В частности, необхо-
димы полимерные ВВ для технологии FDM, к тому 
же 3D-таблетки, полученные и струйной печатью, 
и FDM, значительно уступают традиционным таб- 
леткам по механической прочности и внешнему 
виду. 
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ВЫБОР ВСПОМОГАТЕЛЬНЫХ ВЕЩЕСТВ  
И ОПРЕДЕЛЕНИЕ ХАРАКТЕРИСТИК ГЕЛЯ  
ДЛЯ ПРИЁМА ВНУТРЬ «РАЛИТИН»

Е. Ю. Загорулько1*, А. А. Теслев1

Резюме. В статье представлены результаты исследований по выбору вспомогательных веществ геля для приёма внутрь «Ралитин» 
на основе извлечения из ромашки аптечной цветков, содержащего сумму флавоноидов и эфирное масло. Извлечение получено с 
помощью разработанной ранее технологии ультразвукового экстрагирования. Исследованы гелевые композиции извлечения с 
натрийкарбоксиметилцеллюлозой (Na-КМЦ), карбоксиметилцеллюлозой (КМЦ), агар-агаром, карбомером, ксантановой камедью, 
гуммиарабиком, пектином яблочным и их смесями: Na-КМЦ – гуммиарабик, КМЦ – гуммиарабик, пектин яблочный – агар, ксан-
тановая камедь – гуммиарабик. Проведены исследования по выбору корригентов вкуса и запаха из следующих веществ: арома-
тизаторов (апельсиновый, малиновый, банановый, кокосовый) и коммерчески доступных смесей подсластителей, содержащих 
натрия сахаринат, натрия цикламат, фруктозу, стевиозид, экстракт листьев стевии, инулин, сукралозу, эритриол. Исследовано 
введение в гелевые композиции кислоты лимонной в разных концентрациях в качестве подкислителя и регулятора pH. Для ге-
левых композиций оценивали внешний вид, pH 5% водного извлечения, устойчивость при повышенной температуре (40 °С), ре-
ологические характеристики: динамическую вязкость (при заданной скорости сдвига 50 с–1) и зависимость вязкости от скорос- 
ти сдвига в диапазоне скоростей сдвига от 10 до 200 с–1 и от 200 до 10 с–1. Органолептические характеристики гелевых компози-
ций оценивали с помощью профильного метода и метода оценки с использованием буквенных и числовых индексов И. А. Егоро-
ва. Для разработанного состава геля для приёма внутрь определяли стабильность, агрегативную устойчивость, реологические 
характеристики, высвобождение флавоноидов (тест «Растворение»), профиль вкуса. Агрегативная устойчивость геля «Ралитин» 
была изучена в условиях естественного хранения (20 °С) и при повышенной температуре (40 °С). Установлено, что значение коэф-
фициента кинетической устойчивости образцов гелей не изменялось в течение 6 месяцев хранения и оставалось равным 0, что 
позволяет считать данную систему агрегативно устойчивой. При исследовании высвобождения суммы флавоноидов установле-
но, что в течение первых 5 минут из геля «Ралитин» в среду растворения высвобождается около 90% суммы флавоноидов. При 
изучении стабильности геля в процессе хранения методом «ускоренного старения» установлено, что полученный гель стабилен 
в течение всего экспериментального срока хранения (2 года). В состав геля для приема внутрь «Ралитин» на основе извлечения 
из ромашки аптечной цветков входят: гелеобразователь – Na-КМЦ, консервант – кислота сорбиновая, корригенты – сукралоза с 
инулином, ароматизатор банановый, кислота лимонная. Таким образом, проведен выбор вспомогательных веществ геля для при-
ема внутрь «Ралитин». Полученный гель обладает приемлемыми реологическими характеристиками, профилем высвобождения 
и органолептическими свойствами.

Ключевые слова: гель для приема внутрь, разработка состава, ромашки аптечной цветки, флавоноиды, гелеобразователь, 
корригенты, профиль вкуса.

EXCIPIENTS SELECTION AND CHARACTERIZATION FOR «RALITIN» GEL FOR ORAL ADMINISTRATION

E. Y. Zagorulko1*, A. A. Teslev1

Abstract. The results of the investigation on the excipients selection for "Ralitin" gel for oral administration containing Matricaria 
flowers extractives (sum of flavonoids, essential oil) are presented in the article. The extractive was obtained using previously developed 
ultrasonic extraction technology. Gel compositions of the extractive with sodium carboxymethyl cellulose (Na-CMC), carboxymethyl 
cellulose (CMC), agar, carbomer, xanthan gum, gum arabic, apple pectin and mixtures thereof (Na-CMC – gum arabic, CMC – gum 
arabic, apple pectin – agar, xanthan gum – gum arabic) were studied. Studies on the selection of flavouring agents (orange, raspberry, 
banana, coconut) and commercially available sweeteners containing sodium saccharinate, sodium cyclamate, fructose, stevioside, 
stevia leaf extract, inulin, sucralose, and erythritol were carried out. Use of citric acid in the gel compositions at various concentrations 
as an acidulant and a pH regulator was investigated. The appearance, pH 5% aqueous solution, stability at elevated temperature (40 °C), 
rheological characteristics: dynamic viscosity (at a given shear rate of 50 s-1) and viscosity vs. shear rate (the shear rate measurement 
range was between 10 s−1 and 200 s−1 and vice versa) were evaluated for the gel compositions. The organoleptic characteristics of the 
gel compositions were evaluated using the profile method and the evaluation method with letter and numerical indexes by I. A. Egorov.  
The stability, aggregative stability, rheological characteristics, flavonoids release ("Dissolution" test), taste profile were determined for 
the developed gel composition for oral administration. The aggregative stability of "Ralitin" gel was studied under conditions of natural 
storage (20 ºС) and at elevated temperature (40 ºC). It was established that the value of the kinetic stability coefficient of the gel samples 
did not change during 6 months of storage and remained equal to 0, which allows considering the system as aggregatively stable. In 
examination of the sum of flavonoids release, it was found that about 90% of the total amount of flavonoids was released from "Ralitin" 
gel into the dissolution medium during the first 5 minutes. In studying stability of the gel during storage by the "accelerated aging" 
method, it was established that the obtained gel is stable during the entire experimental shelf life (2 years). "Ralitin" gel on the basis of 
Matricaria flowers extractive contains Na-CMC as a gelation agent, sorbic acid as a preservative, and flavouring agents – sucralose with 
inulin, banana flavour, and citric acid. Thus, the excipients selection for the formulation of "Ralitin" gel for oral administration has been 
carried out. Rheological characteristics, dissolution profile and organoleptic properties of the resulting gel are acceptable.

Keywords: gel for oral administration, formulation, Matricaria flowers, flavonoids, gelation agent, flavouring agents, taste profile.
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ВВЕДЕНИЕ
Гель для приёма внутрь является перспектив-

ной лекарственной формой (ЛФ), сочетающей в себе 
удобство приёма и биодоступность, сравнимую с жид-
кими пероральными ЛФ [1, с. 30; 32, с. 82]. 

В настоящее время на рынке представлены ле-
карственные препараты (ЛП), биологически активные 
добавки (БАД) к пище и продукты функционального 
питания в форме гелей для приема внутрь [9, c. 42–45]. 
Несмотря на распространенность БАД к пище, содер-
жащих фитокомпоненты, в настоящее время отсутст- 
вуют ЛП в форме гелей для приёма внутрь на основе 
лекарственного растительного сырья (ЛРС) [9, c. 47–48; 
6; 17].

Известно, что зарегистрированные в России ЛП в 
форме гелей для приёма внутрь предназначены для 
лечения заболеваний желудочно-кишечного трак-
та (ЖКТ), при этом среди препаратов данной группы 
не представлены спазмолитические средства [6]. Ге-
ли обладают обволакивающим действием и могут ока-
зывать благоприятное воздействие на слизистую, что 
делает эту ЛФ перспективной для использования при 
заболеваниях ЖКТ [9, c. 47; 32, с. 82]. 

Одним из достоинств пероральных жидких и мяг-
ких ЛФ является простота и естественность пути вве-
дения препарата, сочетающиеся с высокой биологи-
ческой доступностью таких форм. Выбор подобной 
формы позволяет комплексно решить проблемы кор-
рекции вкуса и запаха, стабильности и высвобожде-
ния ЛВ, технологичности процесса производства [32, 
с. 85; 19, с. 30–32; 33, с. 288].

Гели для приёма внутрь характеризуются удобст- 
вом применения, лёгкостью проглатывания (в отличие 
от многих твёрдых форм их не требуется запивать во-
дой). Применение данной ЛФ позволяет в некоторой 
мере решить проблему коррекции органолептических 
свойств лекарственных веществ (ЛВ): известно, что в 
вязких средах отмечен эффект ослабления вкусовых 
свойств продукта. Макромолекулы высокомолеку-
лярных соединений или мицеллы коллоидных систем, 
присутствующие в такой среде, покрывают большое 
количество вкусовых рецепторов языка и обволакива-
ют частицы ЛВ, препятствуя их взаимодействию и сни-
жая интенсивность вкусовых ощущений  [32, с. 82; 19, 
с. 235].

Одним из официнальных видов ЛРС, применяемо-
го для лечения заболеваний ЖКТ, являются ромашки 
аптечной цветки. Галеновые препараты на основе ро-
машки аптечной цветков назначают внутрь как спазмо-
литическое средство [15; 24; 25, с. 332–333]. Основными 
группами биологически активных веществ ромашки 
аптечной цветков, обеспечивающими развитие мио-
тропного спазмолитического эффекта, являются эфир-

ные масла и флавоноиды [15; 25, с. 332; 26, c. 247–250]. 
Таким образом, разработка геля для приёма внутрь на 
основе ромашки аптечной цветков представляет науч-
ный и практический интерес.

Целью работы являлся выбор вспомогательных 
веществ геля для приёма внутрь «Ралитин» на основе 
извлечения из ромашки аптечной цветков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследовании использовали извлечение из ро-

машки аптечной цветков (ЛРС – АО «Красногорсклек-
средства», серия 130616), полученное с помощью 
разработанной ранее технологии ультразвукового 
экстрагирования [11, с. 157]. Извлечение содержит сум-
мы флавоноидов в пересчете на рутин – 0,15–0,18%, 
эфирного масла – 0,05–0,07%. В состав извлечения в 
качестве солюбилизатора входит 0,1–0,3% твина-80 
(«НеваРеактив», Россия).

При разработке состава геля для приёма внутрь 
были изучены следующие гелеобразователи: натрий-
карбоксиметилцеллюлоза (Na-КМЦ) (Blanose™ 7 HF PH, 
Ashland™), карбоксиметилцеллюлоза (КМЦ) (Akucell® 
AF 2785, Akzo Nobel, Нидерланды), агар-агар (Агар 900, 
Qixiang, Китай), карбомер (Carbopol™ 971P NF, IMCD), 
ксантановая камедь (NOW® FOODS, США), гуммиара-
бик (Instantgum™ BA, CNI, Франция), пектин яблочный 
(APA 170, Yantai Andre Pectin Co. Ltd., Китай).

Ароматизаторы: апельсиновый (Frontier® Co-op, 
США), малиновый (Frontier® Co-op, США), банановый 
(Frontier® Co-op, США), кокосовый (Frontier® Co-op, 
США).

Смеси подсластителей: Рио® Голд (Sweet Life AG, 
Швейцария) – смесь 1, Süss (Nutrisun GmbH CoKG, Гер-
мания) – смесь 2, стевия (Nutrisun GmbH CoKG, Герма-
ния) – смесь 3, сукралоза с инулином (Nutrisun GmbH 
CoKG, Германия) – смесь 4, Фит® Парад №10 (OOO «Пи-
тэко», Россия) – смесь 5.

Кислоты: кислота сорбиновая («Вектон», Рос-
сия) – консервант, кислота лимонная («Вектон», Рос-
сия) – антиоксидант, стабилизатор, регулятор pH и 
подкислитель.

При получении гелей на основе КМЦ и Na-КМЦ по-
рошок гелеобразователя диспергировали в воде очи-
щенной (или в растворе гуммиарабика при получении 
соответствующих составов) и оставляли для набуха-
ния при комнатной температуре, затем нагревали при 
температуре 70 ºС до его растворения. 

В гелях, содержащих пектин яблочный, порошок 
пектина вводили при перемешивании в водный раст- 
вор сорбитола («НеваРеактив», Россия), нагретый до 
70 ºС, в результате чего образовывался гель пектина. 

Агар-агар растворяли в воде очищенной при на-
гревании 95–100 ºС. 

СЕКЦИЯ:   Современные ингредиенты лекарственных форм
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Извлечение из цветков ромашки аптечной вводи-
ли в указанные гели при температуре около 40 ºС и пе-
ремешивали до однородности. 

При получении гелей на основе ксантановой ка-
меди порошок гелеобразователя диспергировали в 
водном растворе извлечения из цветков ромашки при 
комнатной температуре и оставляли набухать до 
растворения и образования геля.

Порошок карбомера диспергировали в водном 
растворе извлечения из цветков ромашки. После на-
бухания полимера добавляли при перемешивании 
раствор трис(гидроксиметил)аминометана (тромета-
мола) («НеваРеактив», Россия), доводя pH до значений 
6–7.

Вязкость гелей определяли на программируе-
мом вискозиметре Brookfield DV-II+PRO (Brookfield 
Engineering Laboratories, Inc., США) при температуре 
20±1 ºС в диапазоне скоростей сдвига от 10 до 200 с–1.

Значения pH 5% водных извлечений гелей 
определяли потенциометрически на рН-метре-
милливольтметре рН-410 («Аквилон», Россия): навеску 
геля растворяли в воде очищенной, полученный раст- 
вор отфильтровывали и определяли рН фильтрата.

Агрегативную устойчивость определяли для об-
разцов геля сразу после их получения, а также после 
хранения при температурах 20 и 40 ºС в течение 7 су-
ток; 1,5; 3 и 6 месяцев. Навеску геля помещали в про-
бирку и центрифугировали при 6000 об/мин в течение 
5 минут. При этом определяли коэффициент кинети-
ческой устойчивости, который рассчитывали как отно-
шение высот выделившейся при центрифугировании 
фазы геля и общей высоты образца [4, c. 118; 22, c. 19]. 

Определение стабильности геля проводили мето-
дом «ускоренного старения». 

Для определения вкусоароматических характе-
ристик гелевых композиций использовали профиль-
ный метод органолептической оценки и метод оцен-
ки с использованием буквенных и числовых индексов 
И. А. Егорова [23, с. 664]. Для профильного метода ис-
пользовали 5-балльную шкалу: 0 – признак отсутст- 
вует; 1 – только узнаваемый или ощущаемый; 2 – сла-
бая интенсивность; 3 – умеренная интенсивность; 4 – 
сильная; 5 – очень сильная интенсивность [18, с.  79]. 
При оценке по методу И. А. Егорова использовали бук-
венные индексы вкуса: К (кислый), С (сладкий), Г (горь-
кий)  –и числовые индексы: 1 – признак отсутствует; 
2  – признак выражен слабо; 3 – признак нормальной 
интенсивности; 4 – признак выражен очень сильно [23, 
с. 664–665].

Исследование высвобождения проводили на 
установке для проведения испытаний на растворе-
ние DS 8000 Labindia (Labindia, Индия) в аппарате «Ло-
пастная мешалка»: скорость вращения мешалки –  

50 об/мин, среда растворения – вода очищенная, объ-
ём среды растворения – 500 мл, температура среды – 
37±0,5 ºС; масса образца – 30,0 г (масса содержимого 
однодозовой упаковки). Пробы отбирали через 2, 5, 10, 
15, 20, 30 и 45 минут. В пробах определяли содержание 
суммы флавоноидов в пересчёте на рутин методом 
дифференциальной спектрофотомерии по реакции 
комплексообразования с алюминия хлоридом. 

Статистическую обработку экспериментальных 
данных проводили в соответствии с требованиями 
ГФ XIII [7, с. 235–264].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Одним из основных этапов разработки состава ге-

ля для приёма внутрь является выбор гелеобразовате-
ля. При выборе гелеобразователя учитывали возмож-
ность его перорального приёма, физико-химические 
и технологические свойства, реологические харак-
теристики полученных гелевых композиций, орга-
нолептические свойства основы и возможность их 
коррекции. 

Широкое применение при создании пероральных 
продуктов с заданными реологическими свойствами 
находят гидроколлоиды – высокомолекулярные со- 
единения полисахаридной или белковой природы, 
применяемые в пищевой промышленности [31, c. 1–2].

Из гидроколлоидов, часто входящих в состав ге-
лей для приёма внутрь [10, с. 42], и гелеобразователей, 
разрешенных к пероральному приему [16, c. 30–33], 
выбраны следующие вещества: Na-КМЦ, КМЦ, агар-
агар, карбомер, ксантановая камедь, гуммиарабик, 
пектин яблочный и их комбинации. Введение гумми- 
арабика может улучшать текстурные свойства гелевых 
основ, увеличивая их текучесть в случае вязких гелей 
и способствуя загущению маловязких. Введение ага-
ра в пектиновые гели способствует получению более 
хрупкой текстуры геля [31, c. 91–96, c. 265–269].

Чаще всего в состав гелей для приёма внутрь в 
качестве консервантов входят сорбиновая, бензой-
ная кислоты или их соли [10, c. 42; 8, c. 27]. Кислота сор-
биновая – хорошо изученный консервант, широко ис-
пользуемый в течение длительного времени как для 
ЛП для приёма внутрь, так и для пищевых продуктов. 
В научной литературе представлены достаточные све-
дения о её безопасности при пероральном приёме. 
Сорбиновая кислота обладает высокой активностью 
в отношении дрожжевых и плесневых грибов, а так-
же антибактериальным действием [19, с. 243; 14, c. 131–
132]. Таким образом, её применение в качестве консер-
ванта геля для приёма внутрь целесообразно с учётом 
опыта её использования, подтвержденного практикой 
и данными научной литературы. Выбранная концент- 
рация (0,1%) соответствует нормам её использова-
ния [8, с. 29; 14, c. 132–133].
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Были изучены следующие диапазоны концентра-
ций гелеобразователей: Na-КМЦ – 0,5–4,0%, КМЦ  – 
0,5–4,0%, ксантановой камеди – 0,5–3,0%, агар-агара – 
0,1–1,0%, пектина – 2,0–10,0%, карбомера – 0,3–1,5% и 
различных их соотношений [Na-КМЦ – гуммиарабик 
(от 1:1 до 1:10), КМЦ – гуммиарабик (от 1:1 до 1:10), пек-
тин – агар (от 1:1 до 5:0,1), ксантановая камедь – гумми-
арабик (от 1:1 до 1:10)]. 

Известно, что гели для приёма внутрь должны 
обладать характеристиками, обеспечивающими лег-
кость их проглатывания [30, c. 347–348], которая может 
быть косвенно оценена по совокупности текстурных 
свойств, однородности и консистенции геля.

Выбор рабочей концентрации гелеобразовате-
лей осуществляли на основе данных исследований 

по результатам анализа обобщенной функции же-
лательности Харрингтона, позволяющей интеграль-
но оценить органолептические и потребительские 
свойства исследуемых гелевых композиций [27, 
c. 494–498]. В качестве откликов функции желатель-
ности использовали следующие: консистенцию, текс- 
туру, однородность и прозрачность полученных 
составов. 

Выбранные для дальнейшего изучения компози-
ции гелевых основ с извлечением из ромашки аптеч-
ной цветков представлены в таблице 1.

Оценивали внешний вид гелевых композиций, pH 
5% водного извлечения и динамическую вязкость (при 
заданной скорости сдвига 50 с–1). Результаты пред-
ставлены в таблице 2.

Таблица 1. 

Составы гелевых композиций с извлечением из ромашки аптечной цветков

Компонент
Номер состава

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Извлечение из ромашки аптечной 
цветков

15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0

Na-КМЦ 2,0 2,0 – – – – – – – –
КМЦ – – 1,5 1,5 – – – – – –
Ксантановая камедь – – – – 1,0 – – – – 1,0
Гуммиарабик – 5,0 – 5,0 – – – – – 5,0
Агар-агар – – – – – 0,1 – 0,1 – –
Пектин яблочный – – – – – – 8,0 3,0 – –
Карбомер С971 Р – – – – – – – – 0,5 –
Трометамола раствор 15% – – – – – – – – q.s. –
Сорбитол 70% кристаллизуемый – – – – – – 50,0 25,0 – –
Кислота сорбиновая 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Твин-80 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Вода очищенная до 100,0 до 100,0 до 100,0 до 100,0 до 100,0 до 100,0 до 100,0 до 100,0 до 100,0 до 100,0

Таблица 2. 

Характеристика гелевых композиций

Номер 
состава

Описание pH водного извлечения
Динамическая вязкость, 

мПа∙с

1
Однородная прозрачная вязкая гелеобразная масса 
желто-оранжевого цвета

4,8±0,2 7110±450

2
Однородная, слегка опалесцирующая подвижная гелеобразная 
масса коричневато-желтого цвета

4,6±0,2 6230±390

3
Однородная прозрачная вязкая гелеобразная масса 
желто-оранжевого цвета

4,8±0,1 2300±280

4
Однородная, слегка опалесцирующая подвижная гелеобразная 
масса коричневато-желтого цвета

4,9±0,2 2540±250

5
Однородная опалесцирующая непрозрачная вязкая текучая 
гелеобразная масса желто-коричневого цвета 

4,7±0,1 2520±180

6
Однородная, слегка опалесцирующая студневидная подвижная 
масса светло-коричневого цвета

4,2±0,2 2100±260

7
Однородная вязкая непрозрачная масса коричневого цвета с 
характерным запахом пектина яблочного 

3,1±0,2 10530±520

8
Однородная, слегка опалесцирующая вязкая малотекучая 
гелеобразная масса коричневато-кремового цвета

3,4±0,1 4400±450

9
Однородная прозрачная подвижная текучая гелеобразная масса 
желтого цвета

7,0±0,1 1735±30

10
Однородная опалесцирующая непрозрачная вязкая гелеобразная 
масса светло-коричневого цвета

4,6±0,2 2880±300
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Оценку устойчивости композиций гелевых основ 
с извлечением из цветков ромашки аптечной прово-
дили путем экспозиции при температуре 40 ºС в тече-
ние 7 суток. Установлено, что в составах 2, 4, 6, 8 и 10 
наблюдались признаки расслоения: в составах, содер-
жащих гуммиарабик (2, 4 и 10), обнаружено выделение 
светло-желтой опалесцирующей фазы, в составах 6 и 8, 
содержащих 0,1% агара, наблюдалось выделение жид-
кой фазы. В связи с этим указанные гелевые компози-
ции исключены из последующего изучения, для даль-
нейших исследований выбраны составы 1, 3, 5, 7, 9. 

Знание структурно-механических свойств гелей 
позволяет прогнозировать особенности процесса 
производства, а также в значительной мере определя-
ет выбор упаковки и удобство приёма, поэтому пред-
ставляло интерес изучить реологические свойства 
указанных составов. 

Значение вязкости системы при температуре про-
изводства является важным технологическим показа-
телем. Поскольку исследуемые составы получали при 
разных температурах, представляло интерес сравне-
ние реологических свойств гелей в одинаковых тем-
пературных условиях. В связи с этим была выбрана 
температура 20 ºС, находящаяся в температурном диа-
пазоне, соответствующем условиям хранения всех ге-
левых составов и оценке потребительских свойств ге-
ля. Указанный температурный режим используют при 
исследовании реологических свойств как мягких ле-
карственных форм в целом [21, c. 102–124], так и гелей 
для приёма внутрь [4, c. 119; 29, c. 317; 12, c. 28; 3, c. 99].

Представляла интерес оценка и сравнение рео-
логических свойств гелевых систем в широком интер-
вале скоростей сдвига. При определении вязкости на 
программируемом вискозиметре Brookfield DV-II+PRO 
(Brookfield Engineering Laboratories, Inc., США) диапа-
зон скоростей сдвига от 10 до 200 с–1 и от 200 до 10 с–1 

был выбран на основании данных о значениях крутя-
щего момента при заданном шпинделе. Для каждого 
исследуемого состава в диапазоне скоростей сдвига 
от 10 до 200 с–1 значения крутящего момента находи-
лись в допустимых пределах (от 10 до 100%). 

Кривые вязкости гелевых композиций представ-
лены на рисунке 1.

На основании анализа представленных данных 
(рисунок 1) установлено, что значения вязкости об-
разцов зависят от скорости сдвига: при её увеличе-
нии вязкость снижается. Составы 1, 3, 5 и 9, содержа-
щие Na-КМЦ, КМЦ, ксантановую камедь и карбомер 
соответственно, восстанавливают вязкость после при-
ложенного усилия в диапазоне скоростей сдвига от 10 
до 200 с–1 и от 200 до 10 с–1, что свидетельствует о на-
личии структуры в указанных композициях. У состава 
7, содержащего пектин яблочный, происходит измене-
ние структуры под воздействием приложенного уси-

лия сдвига, при этом значения вязкости после снятия 
нагрузки не восстанавливаются до исходных.

На комплаентность пероральных форм, особен-
но жидких и мягких, значительным образом влияют их 
органолептические свойства. Вкус гелей для приема 
внутрь во многом определяется вкусовыми характе-
ристиками гелеобразователя. 

Для оценки органолептических характеристик ге-
левых композиций использовали профильный метод. 
Профилограммы вкуса представлены на рисунке 2.

На основании анализа профилограмм вкуса (ри-
сунок 2) установлено, что все исследуемые компози-
ции имели растительный вкус и горькое послевкусие, 
свойственные данному ЛРС, что обуславливает необ-
ходимость корректировки вкусовых свойств гелевых 
основ.

Рисунок 1. Кривые вязкости гелевых композиций:

А – составы 1 и 7; Б – составы 3, 5 и 9

Рисунок 2. Профилограммы вкуса гелевых композиций
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При этом у некоторых составов отмечен также 
характерный вкус гелевой основы. Это относится к 
составу 7, который обладает выраженным кислым и 
сладким вкусом. Дополнительно отмечено, что харак-
терный вкус пектина яблочного подчеркивает и уси-
ливает растительный вкус данного образца. Состав 5 
имеет характерный привкус гелеобразователя уме-
ренной интенсивности. Поэтому для составов 5 и 7 не-
обходима дополнительная коррекция вкуса.

Состав 9 обладал слабым, невыраженным вкусом 
гелеобразователя. При этом важно заметить, что гели 
на основе карбомеров чувствительны к сдвигам pH, 
что может приводить к необходимости их дополни-
тельной стабилизации.

Наименее выраженный, близкий к нейтральному, 
вкус гелеобразователя наблюдался у составов 1 и 3 (на 
основе Na-КМЦ и КМЦ соответственно). Вкусовые ха-
рактеристики двух композиций в целом сходны, при 
этом отмечено, что состав 1 обладает несколько более 
плотной текстурой. 

Таким образом, оценка устойчивости, реологи-
ческих характеристик и органолептических свойств 
гелевых композиций показывает, что для разработки 
геля на основе извлечения из ромашки пригодны ге-
леобразователи, содержащиеся в составах 1, 3, 5, 7, 9.

При этом гели на основе Na-КМЦ отличает прос- 
тота технологии, стабильность в широком диапазоне 
температур и интервале значений pH 4–11, отсутствие 
необходимости введения регуляторов рН, загустите-
лей и т.п., приемлемые реологические свойства, а так-
же высокая микробиологическая стабильность [20, 
с. 20–24; 33, с. 296]. В связи с этим для дальнейших ис-
следований выбран состав 1 на основе Na-КМЦ.

Основной задачей улучшения вкусовых характе-
ристик указанной композиции является коррекция 
растительного вкуса и горького послевкусия, обуслов-
ленных ЛРС, что может быть достигнуто введением 
подсластителей, ароматизаторов и веществ, облада-
ющих кислым вкусом [5]. Выбор веществ для маски-
ровки вкусовых свойств проводили с учётом взаимо-
действия корригентов вкуса и запаха между собой 
и их способности снижать нежелательные вкусовые 
ощущения. 

Была изучена возможность применения следую-
щих ароматизаторов: апельсинового (0,30–0,01%), ма-
линового (0,30–0,01%), бананового (0,30–0,01%), коко-
сового (0,30–0,01%). 

Установлено, что растительный вкус геля снижа-
ется в присутствии всех исследуемых ароматизаторов. 
При этом апельсиновый и банановый ароматизаторы 
маскируют горький привкус в концентрации 0,1%. Од-
нако апельсиновый корригент придаёт ЛФ ярко вы-
раженный цитрусовый аромат, в то время как аромат 
бананового ароматизатора выражен умеренно. По-

скольку умеренные вкусоароматические характерис- 
тики являются более предпочтительными для ЛС, в 
качестве ароматизатора для разрабатываемого геля 
выбран банановый.

Одной из основных задач при улучшении вкуса ге-
ля для приёма внутрь является выбор подсластителя. 
На сегодняшний день существует широкий ассорти-
мент подсластителей и их комбинаций, составленных 
с учётом качественного и количественного синергиз-
ма степени сладости различных веществ [2, c. 67–70; 13, 
c. 54–55; 28, c. 159–161].

Были изучены коммерчески доступные смеси 
подсластителей, содержащие натрия сахаринат и нат- 
рия цикламат (смесь 1), натрия сахаринат, натрия цик- 
ламат и фруктозу (смесь 2), экстракт листьев стевии 
(смесь 3), инулин и сукралозу (смесь 4), эритриол, сук- 
ралозу и стевиозид (смесь 5). 

Установлено, что добавление смесей 1 и 2 при-
даёт гелю сладкий вкус, не снижая или незначитель-
но увеличивая при этом его горький привкус. Смеси 
3 и 5 усиливали горький привкус и в различной мере 
растительный вкус геля, что, возможно, обусловлено 
присутствием в составе данных подсластителей расти-
тельного гликозида стевиозида. Смесь 4 придавала ге-
лю сладкий вкус от выраженного до слабого, незначи-
тельно снижая при этом горькое послевкусие. 

Таким образом, в качестве подсластителя выбра-
на смесь 4, содержащая сукралозу и инулин. Экспери-
ментально подобранная концентрация – 0,12% – при-
даёт гелю умеренный сладкий вкус. 

Комплексные вкусоароматические ощущения за-
висят от сочетания основных вкусов. Улучшение вку-
совых характеристик геля может быть достигнуто при 
сочетании сладкого вкуса с кислым. В связи с этим це-
лесообразно дополнительное введение вещества, об-
ладающего кислым вкусом. С этой целью исследовали 
добавление лимонной кислоты, которая способна сни-
жать горький вкус [5].

Оценивали выраженность кислого и сладкого 
вкусов геля при добавлении лимонной кислоты (таб- 
лица 3). 

Таблица 3. 

Влияние лимонной кислоты на выраженность кислого  
и сладкого вкусов гелевой композиции

Содержание лимонной 
кислоты, %

Вкусовой индекс 
геля

0,30 К3С2Г2

0,15 К3С3Г2

0,02 К2С3Г2

Таким образом, для введения в состав геля выбра-
на концентрация лимонной кислоты – 0,02%, обеспе-
чивающая баланс кислого и сладкого вкусов.
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Комплексный вкусоароматический профиль геля 
представлен на рисунке 3.

Полученный гель представлял собой однород-
ную прозрачную гелеобразную массу желто-оран-
жевого цвета. Гель обладал мягкой текстурой, аро-
матом банана, умеренными сладким, кислым и 
растительным вкусами с незначительным горьким 
послевкусием. 

Значение pH 5% водного извлечения геля соста-
вило 4,6±0,2. Следует отметить, что данное значение 
находится в пределах рабочего диапазона антимик- 
робного действия кислоты сорбиновой на многие ви-
ды микроорганизмов [14, c. 133]. 

Представляло интерес изучить агрегативную 
устойчивость геля «Ралитин» как в условиях естествен-
ного хранения, так и при хранении в условиях повы-
шенной температуры. Для этого определяли коэф-
фициент кинетической устойчивости образцов гелей 
сразу после приготовления и после хранения в тече-
ние 7 суток; 1,5; 3 и 6 месяцев при температурах 20 и 
40 ºС. Установлено, что во всех случаях значения коэф-
фициента кинетической устойчивости равны 0, таким 
образом, данная система остаётся устойчивой в изу-
ченных условиях.

Изучали реологические свойства геля «Ралитин». 
Определяли вязкость геля в диапазоне скоростей 
сдвига от 10 до 200 c–1 и от 200 до 10 c–1 (рисунок 4).

При исследовании реологических характеристик 
установлено, что значения динамической вязкости 
геля после приложенного напряжения восстанавли-
вались до исходных. Таким образом, исследованные 
структурно-механические свойства геля «Ралитин» 
свидетельствуют о возможности обеспечить его при-
емлемые потребительские свойства, удобство приёма, 
фасовку и транспортирование.

При разработке пероральных ЛС важным крите-
рием оценки свойств является тест «Растворение». Ис-
следовали высвобождение суммы флавоноидов (%) 
в среду растворения. В ходе испытаний наблюдалось 
разрушение структуры геля: полное разрушение про-
исходило в течение первых трёх минут с начала теста. 
Усреднённый профиль высвобождения геля «Ралитин» 
представлен на рисунке 5.

Установлено, что в течение первых 5 минут из ге-
ля в среду растворения высвобождается около 90% 
суммы флавоноидов, поэтому можно считать, что вы-
бранные вспомогательные вещества позволяют полу-
чить гель для приёма внутрь с приемлемыми биофар-
мацевтическими свойствами in vitro.

Одним из ключевых вопросов разработки дис-
персных систем, содержащих большое количество во-
ды, является вопрос стабильности (в том числе мик- 
робиологической), точности дозирования и выбо-
ра первичной упаковки, обеспечивающей указанные 
свойства. Наиболее распространёнными видами упа-
ковки гелей для приема внутрь являются саше и ту-
бы [9, с. 47].

В качестве упаковки геля для приёма внутрь «Ра-
литин» использовали однодозовые саше, позволяю-

Рисунок 3. Профилограмма вкуса геля для приема внутрь 
«Ралитин»

Рисунок 4. Кривая вязкости геля для приема внутрь «Ралитин»

Рисунок 5. Усреднённый профиль высвобождения геля для 
приема внутрь «Ралитин»
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щие обеспечить точность дозирования ЛП в форме 
геля для приёма внутрь и микробиологическую ста-
бильность при приёме в сравнении с многодозовыми.

Стабильность геля в процессе хранения изучали 
методом «ускоренного старения». Установлено, что 
полученный гель стабилен в течение всего экспери-
ментального срока хранения (2 года). В настоящее вре-
мя продолжаются исследования стабильности геля 
при хранении в естественных условиях. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведен выбор вспомогатель-

ных веществ геля для приема внутрь «Ралитин» на ос-
нове извлечения из ромашки аптечной цветков: геле-
образователь – Na-КМЦ (Blanose™ 7 HF PH, Ashland), 
консервант – кислота сорбиновая («Вектон», Россия), 
корригенты: сукралоза с инулином (Nutrisun GmbH 
CoKG, Германия), ароматизатор банановый (Frontier® 
Co-op, США), кислота лимонная («Вектон», Россия).

Полученный гель обладает приемлемыми реоло-
гическими характеристиками, профилем высвобожде-
ния и органолептическими свойствами.
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ИЗУЧЕНИЕ ОСМОТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 
ОФТАЛЬМОЛОГИЧЕСКИХ ГЕЛЕЙ

М. Н. Анурова1, Е. О. Бахрушина1, И. В. Лапик1, А. С. Шитова1*, И. И. Краснюк1

Резюме. В статье приведены результаты изучения осмотической активности экспериментальных образцов офтальмологичес- 
ких гелей даларгина и эмоксипина на основе различных полимеров, а также ряда зарегистрированных на территории Рос-
сийской Федерации офтальмологических гелей. На основе сравнительного изучения осмотической активности гелей Видисик®, 
Солкосерил®, Корнерегель® и Офтагель®, а также 0,9% раствора натрия хлорида, использующегося как эталон осмолярности, 
был обоснован выбор наиболее перспективных для дальнейшего изучения экспериментальных составов гелей эмоксипина и 
даларгина. Было показано, что оптимальными значениями осмотической активности среди анализируемых образцов облада-
ет экспериментальный образец офтальмологического геля эмоксипина с содержанием Natrosol™ 250ННХ в концентрации 1, а 
также гели Офтагель® и Солкосерил®. 

Ключевые слова: глазные гели, осмотическая активность, диализ, эмоксипин, даларгин.

THE STUDY OF THE OSMOTIC ACTIVITY OF OPHTALMIC GELS

M. N. Anurova1, E. O. Bakhrushina1, I. V. Lapik1, A. S. Shitova1*, I. I. Krasnyuk1

Abstract. Studies of the osmotic activity of emoxypine and dalargine ophthalmic experimental gels samples based on various polymers 
and also studies of some marketed in Russia ophthalmic gels are presented in the article. Selection of the most promising for further 
study emoxypine and dalargine experimental gel compositions was based on the comparative study of Vidisic®, Solcoseryl®, Corneregel®, 
Oftagel® ophthalmic gels as well as 0,9% sodium chloride solution used as the standard of osmolality. Optimal values of osmotic 
activity have an experimental sample of an emoxypine ophthalmic gel containing Natrosol™ 250HHX at a concentration of 1%, as well 
as Oftagel® and Solcoseryl® gels.

Keywords: ophthalmic gels, osmotic activity, dialysis, emoxypine, dalargine.
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ВВЕДЕНИЕ
Во всем мире офтальмологические заболе-

вания имеют отрицательную статистику, поэтому 
в настоящее время большое внимание уделяется 
разработке современных лекарственных форм 
для рационального местного лечения различных 
заболеваний глаз. Одной из основных проблем, 
требующих решения, является проблема низкой 
биодоступности лекарственных субстанций пос- 
ле нанесения на глазное яблоко. Статические, 
динамические и метаболические барьеры гла-
за создают препятствия для местного примене-
ния офтальмологических лекарственных форм. 
Это вызвано, в частности, сложной анатомичес- 
кой структурой глаза, малой абсорбирующей по-
верхностью, низкой проницаемостью и липо-
фильностью эпителия роговицы, метаболизмом, 
ферментолизом, связыванием препарата белка-
ми слёзной жидкости и защитными механизмами, 
такими как моргание, образование слёз и отток 
жидкости через носоглоточный канал [21, 838; 20, 
10; 18, 1197].  Малый объем конъюнктивального 

мешка и различные защитные механизмы приво-
дят к уменьшению концентрации лекарственного 
вещества в месте нанесения и времени контакта 
препарата с абсорбирующей поверхностью [22,  
668].

Современные офтальмологические лекарст- 
венные формы, к которым относятся в том чис-
ле и гели, обладают рядом преимуществ перед 
традиционными формами, такими как капли. Они 
имеют большую биодоступность, в частности, за 
счет уменьшения чувствительности лекарствен-
ной формы к защитным механизмам глаза, увели-
чения времени контакта препарата с роговицей, 
увеличения способности препарата проникать 
через сложную анатомическую структуру гла-
за, а также обеспечения контролируемого вы-
свобождения, что позволяет уменьшить частоту 
применения [17]. Глазные гели, кроме того, мо-
гут наноситься как на роговицу глаза, так и на 
веки. Применение глазных гелей не только спо-
собно повысить приверженность терапии, но и 
является потенциально более безопасным с точ-
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ки зрения развития микробной контаминации препа-
рата и последующих бактериальных инфекций глаза. 
В исследованиях A. J. Tatham с соавторами было пока-
зано, что множественные ошибки, допускаемые паци-
ентами при самостоятельной инстилляции жидких 
лекарственных форм для офтальмологического при-
менения, в 42,4% случаев приводили ко вторичной 
микробной контаминации и развитию бактериаль-
ных инфекций. В то же время в экспериментах M. Krilis 
и М. Coroneo показано, что риск микробной контами-
нации в случае введения лекарственной формы с по-
мощью указательного пальца ведущей руки снижает-
ся [19, 203; 23, 1297].

Государственная фармакопея XIII издания не тре-
бует определения осмотической активности мягких 
лекарственных форм для офтальмологического при-
менения, нормируя только осмолярность и рН ле-
карственных форм [10, 121]. Однако зачастую при раз-
работке новых лекарственных форм осмотическая 
активность фигурирует как необходимый биофарма-
цевтический тест для обоснованного выбора осно-
вы [13, 7–10; 2, 46–47; 12, 367; 9, 139; 5, 3–4; 16, 142; 7, 22].

Осмотическая активность является значимым по-
казателем лекарственных форм, наносимых как на ко-
жу, так и на слизистые оболочки [2, 46–47; 5, 3–4; 7, 22]. 
Если при нанесении мазей или гелей на рану, характе-
ризующуюся экссудативными выделениями, высокая 
осмотическая активность является желаемым пока-
зателем лекарственной формы, так как она обеспечи-
вает отток гнойно-раневого содержимого, ликвидиру-
ет тканевую гипертонию и воспалительный отек и т.д., 
то при нанесении на глазное яблоко высокая осмоти-
ческая активность лекарственной формы приводит 
к дегидратации слизистой оболочки. Близость вели-
чины осмотической активности офтальмологическо- 
го геля к осмолярности слезной жидкости свиде- 
тельствует о безопасности применения изучаемого ге-
ля в офтальмологической практике [15, 62]. При этом 
необходимо принимать во внимание, что более низкая 
осмотическая активность по отношению к эпителию 
роговицы улучшает качество офтальмологических ге-
лей, поскольку гипотонический раствор оказывает 
лучший эффект на эпителий по сравнению с изотони-
ческим [3, 36].

Значимый вклад в величину осмотической актив-
ности вносят катионные или анионные вспомогатель-
ные вещества в составе лекарственной формы, одна-
ко большую роль играет также природа и количество 
действующих веществ [4, 150]. В ходе эксперимен-
тальных исследований были достоверно определе-
ны величины осмотической активности ряда фарма-
цевтических эксципиентов и показано, что величина 
осмотической активности не всегда линейно зависит 
от их концентрации [13, 7–10; 2, 46–47; 12, 368; 9, 139; 5, 
3–4; 16, 142; 7, 22; 15, 62; 14].

Для определения осмотической активности ис-
пользуются как инструментальные аналитические ме-
тоды (определение с помощью осмометра), так и наи-
более распространенный ввиду своей простоты и 
воспроизводимости гравиметрический метод опре-
деления данного показателя диализом через полупро-
ницаемую мембрану [13, 7–10]. Существует два вариан-
та определения величины осмотической активности 
равновесным диализом: без сравнения со стандарт-
ным образцом и с использованием в качестве стандар-
та воды очищенной или физиологического раствора. 
Существенное влияние на получаемые в ходе иссле-
дования данные оказывает тип диализной мембраны, 
используемой в эксперименте. Диализные мембраны 
различают по составу (целлюлозные или синтетичес- 
кие), размеру пор (от 1,0 до 30 кДа), а также электри-
ческому заряду [8, 36–37; 11, 288].

В настоящее время результаты определения ос-
мотической активности используются для обосно-
вания выбора основ в процессе разработки новых 
лекарственных форм. Ввиду многофакторного воз-
действия вариабельности на результаты эксперимен-
та не могут быть получены универсальные оптимумы 
осмотической активности и, следовательно, разрабо-
таны единые требования по данному показателю.

Даларгин и эмоксипин являются отечественными 
активными фармацевтическими субстанциями, перс- 
пективными для использования в офтальмологичес- 
кой практике различных заболеваний. Разработка но-
вых лекарственных форм на основе этих лекарствен-
ных веществ представляет актуальную проблему в 
рамках реализации стратегии «Фарма-2020». В ходе 
ранее проведенных исследований по разработке сос- 
тава и технологии офтальмологических гелей эмок-
сипина и даларгина [14; 1, 117–119] были получены ста-
бильные экспериментальные образцы на различных 
типах гелеобразователей. 

Целью данной работы является определение ос-
мотической активности экспериментальных составов 
офтальмологических гелей эмоксипина и даларгина и 
ее сравнение с данными определения осмотической 
активности глазных гелей, выпускаемых фармацевти-
ческой промышленностью.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования: экспериментальные об-

разцы офтальмологических гелей эмоксипина и да-
ларгина, разработанные на базе лаборатории кафед- 
ры фармацевтической технологии Сеченовского Уни-
верситета (таблица 1), удовлетворяющие требованиям 
ОФС.1.4.1.0003.15 «Глазные лекарственные формы» и 
ОФС.1.4.1.0008.15 «Мази», а также лекарственные пре-
параты в форме глазных гелей, зарегистрированные 
на территории РФ (таблица 2). Всего на российском 
фармацевтическом рынке присутствуют шесть ле-
карственных препаратов в форме офтальмологичес- 

СЕКЦИЯ:   Технологический контроль лекарственных форм
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ких гелей [6]. Для эксперимента были выбраны четыре 
препарата, так как оставшиеся два имеют схожий сос- 
тав и, предположительно, не будут демонстрировать 
значимых различий величины осмотической актив-
ности [2, 46–47]. 

Таблица 1. 

Составы гелей, полученных в лабораторных условиях

Компонент
Состав

1 2 3 4 5 6

Эмоксипин, г 1,0 1,0 1,0 – – –

Даларгин, г – – – 0,044 0,044 0,044

Натрия сульфит, г 0,1 0,1 0,1 – – –

Натрия гидрофосфат, г 0,5 0,5 0,5 – – –

Натрия бензоат, г 0,5 0,5 0,5 – – –

0,2 М раствор 
хлористоводородной 
кислоты, мл

22 22 22 – – –

Natrosol™ 250HHX, г 1,0 1,25 1,5 – – –

Natrosol™ 250G, г – – – 1,25 1,5 –

Natrosol™ 250H, г – – – – – 1,25

Натрия хлорид – – – 0,58 0,58 0,58

Натрия ацетата 
тригидрат

– – – 0,2 0,2 0,2

ЭДТА – – – 0,0058 0,0058 0,0058

Бензалкония хлорид, г 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02

Вода очищенная До 100,0 г

Таблица 2. 

Составы офтальмологических гелей  
промышленного производства 

Название Производитель Состав

Офтагель®
«Урсафарм 
Арцнаймиттель ГмбХ», 
Германия

Бензалкония хлорид 
Сорбитол 
Лизина моногидрат 
Натрия ацетат 
Поливиниловый спирт 
Карбомер 974Р 
Вода для инъекций 

Солкосерил®
«Меда Фарма ГмбХ», 
Австрия

Солкосерил 
Бензалкония хлорид 
Кармеллоза натрия, 
13 мг
Динатрия эдетата 
дигидрат, 1,0 мг
Сорбитол 70%, 50 мг
Вода для инъекций, 
до 1,0 г

Видисик®

«Др. Герхард 
Манн химико– 
фармацевтическое 
предприятие ГмбХ», 
Германия

Цетримид
Карбомер 
Сорбитол
Натрия гидроксид
Вода для инъекций до 
1,0 г

Корнерегель®

«Др. Герхард 
Манн химико – 
фармацевтическое 
предприятие ГмбХ», 
Германия

Дексапантенол
Цетримид 
Динатрия эдетат 
Карбомер
Натрия гидроксид 
Вода для инъекций

Осмотические свойства офтальмологических ге-
лей изучали методом равновесного диализа на при-
боре, состоящем из стеклянной трубки диаметром 30–
35 мм, один конец которой затянут диализной пленкой 
OrDialD14b с размером пор 12–14 кДа (Orange Scientific, 
Бельгия), по рекомендации производителя предвари-
тельно замоченной на 15 минут в воде очищенной. На-
веску геля массой около 2 г наносили на внутреннюю 
поверхность пленки, затем помещали в сосуд с водой 
очищенной на 2–3 мм и термостатировали в суховоз-
душном термостате ТС-80М-2 (АО «Медлабортехника», 
Украина) при температуре 37 °С в течение 24 часов. Че-
рез 1 час и через 24 часа после начала эксперимен-
та диализную трубку вынимали и взвешивали с точ-
ностью до 0,01 г. Увеличение или уменьшение массы 
трубки свидетельствовало о количестве поглощенной 
или отданной гелем жидкости по сравнению с перво-
начальной массой [13, 7–10]. Величину осмотической 
активности оценивали гравиметрически и выражали 
в процентах по отношению к первоначальной массе 
геля. Параллельно в аналогичных условиях проводи-
ли контрольный опыт с 0,9% раствором натрия хло-
рида [16, 142]. Величину осмотической активности рас-
считывали по формуле:

 0( )
100%,iM M

P
m
−

= ×

где P – осмотическая активность, %; M0 – масса диа-
лизного блока до термостатирования, г; Mi – масса 
диализного блока через определенный промежуток 
времени после начала термостатирования, г; m – мас-
са навески, г.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе проведенных исследований была опреде-

лена осмотическая активность при измерении спус- 
тя 1 час и 24 часа эксперимента для шести экспери-
ментальных образцов, четырех гелей промышленного 
производства и физиологического раствора, исполь-
зуемого в качестве эталона. Результаты представлены 
в таблице 3.

На рисунке 1 приведены графики, иллюстрирую-
щие изменения величины осмотической активности 
экспериментальных образцов 1–6 за 24 часа прове-
дения эксперимента. Как видно из данных таблицы 1 
и рисунка 1, наибольшей осмотической активностью 
после 24 часов наблюдений обладает образец 6, наи-
меньшей – образец 2. В координатах зависимости ос-
мотической активности в процентах от времени был 
построен диапазон величин осмотической активнос- 
ти для гелей промышленного производства для срав-
нения с ними экспериментальных образцов. Показа-
но, что составы 1, 2, 3, 4 и 6 лежат в пределах данного 
диапазона значений осмотичности, а прямая осмоти-
ческой активности состава пять находится выше гра-
ниц данного диапазона, что свидетельствует о его 
гиперосмолярности. 

РАЗДЕЛ:   Фармацевтическая технология и нанотехнологии
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Таблица 3. 

Осмотическая активность офтальмологических гелей

№ п/п Состав геля
Осмотическая 
активность, %

1 ч 24 ч

Эталон
0,9% раствор натрия 

хлорида
62,58±3,0% 456,22±5,0%

1
Эмоксипин 1% + Natrosol™ 
250ННХ 1%

17,41±3,0% 211,27±5,0%

2
Эмоксипин 1% + Natrosol™ 
250ННХ 1,25%

159,4±3,0% 165,84±5,0%

3
Эмоксипин 1% + Natrosol™ 
250ННХ 1,5%

211,3±3,0% 278,9±5,0%

4
Даларгин 0,044% + 
Natrosol™ 250Н 1,25%

154,1±3,0% 300,98±5,0%

5
Даларгин 0,044% + 
Natrosol™ 250G 1,25%

265,5±3,0% 347,78±5,0%

6
Даларгин 0,044% + 
Natrosol™ 250G 1,5%

154,7±3,0% 190,5±5,0%

7 Офтагель® 35,3±3,0% 117,5±5,0%

8 Солкосерил® 60,3±3,0% 137,25±5,0%

9 Видисик® 165,67±3,0% 298,51±5,0%

10 Корнерегель® 76,7±3,0% 319,41±5,0%

Было показано, что в первый час измерений ряд 
анализируемых образцов, в том числе и гели завод-
ского производства Видисик® и Корнерегель®, де-
монстрируют осмотическую активность выше, чем 
0,9% раствор натрия хлорида, то есть являются гипе-
росмолярными. Известно, что гиперосмолярность 
офтальмологических лекарственных форм может вы-
зывать неприятные ощущения при инстилляции и в 
целом уменьшает комплаентность терапии этими пре-
паратами [21, 838; 20, 10; 18, 1197]. 

Таким образом, оптимальными значениями ос-
мотической активности обладает экспериментальный 
образец офтальмологического геля эмоксипина с со-
держанием Natrosol™ 250ННХ в концентрации 1% (об-
разец 1), а также гели Офтагель® и Солкосерил®. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для корректной оценки осмотических харак-

теристик офтальмологических лекарственных форм 
важнейшим критерием является проведение конт- 
рольного опыта с эталонным раствором (0,9% раство-
ром натрия хлорида), позволяющее достоверно оце-
нивать сравнительную осмолярность исследуемых 
образцов. 

Оптимальными значениями осмотической актив-
ности обладает образец, содержащий эмоксипин в 
концентрации 1% и Natrosol™ 250ННХ в концентрации 
1%. Экспериментальные образцы гелей даларгина (об-
разцы 4, 5 и 6) являются гиперосмотическими, что ука-
зывает на необходимость коррекции их составов для 
улучшения биофармацевтических и потребительских 
характеристик.
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ХАРАКТЕРИСТИКА И ОЦЕНКА СТАБИЛЬНОСТИ 
ЛИПОСОМАЛЬНЫХ ПРЕПАРАТОВ

М. В. Дмитриева1*, Т. А. Тимофеева2, Н. А. Оборотова1,2, И. И. Краснюк2,  
О. И. Степанова2

Резюме. Основной целью фармацевтической технологии является максимальное использование «фармацевтических факто-
ров» для обеспечения высокого качества приготовляемых лекарственных средств, что совпадает со стратегической задачей 
биофармации, которая заключается в максимальном повышении эффективности лекарстенных средств и снижении до мини-
мума возможного нежелательного их действия на организм. Согласно биофармацевтическим исследованиям лекарственная 
форма существенно влияет на действие включенного в нее лекарственного вещества. В последние десятилетия значительная 
часть научных исследований в области фармации посвящена созданию лекарственных форм на основе направленных систем 
доставки диагностических и лекарственных веществ, среди которых наибольшую популярность завоевали липосомы. Липосомы 
рассматриваются как перспективные системы доставки препаратов в кровяное русло благодаря своим коллоидным свойствам, 
контролируемым размерам, поверхностным характеристикам, мембранотропности и биосовместимости. Однако коллоидные 
дисперсные системы являются термодинамически неустойчивыми, поэтому несомненную практическую значимость на стадии 
разработки и получения липосомальных препаратов представляет характеристика и оценка стабильности полученного продук-
та. С этой целью, как правило, используют 3 основных показателя – размер везикул, индекс полидисперсности и дзета-потенциал. 
Размер липосом является одним из основных показателей качества липосомального препарата, который в основном зависит от 
его компонентного состава и технологии получения. Дисперсность липосом в значительной степени влияет на скорость элими-
нации и характер распределения лекарственного вещества, концентрацию в биологических жидкостях и тканях, а также опре-
деляет механизм интернализации клеток. Поскольку в большинстве макромолекулярных и нанодисперсных систем молекулы и 
частицы неодинаковы, при описании свойств систем необходимо использовать функции распределения частиц по их парамет- 
рам, то есть при исследовании реальных систем учитывать их полидисперсность, так как монодисперсные приближения могут 
приводить к неверным заключениям о свойствах частиц. Ширину распределения частиц по размерам характеризуют по ин-
дексу полидисперсности. ζ-потенциал является важным индикатором поверхностного заряда частиц и мерой электростатичес- 
кого взаимодействия (отталкивания или притяжения) между частицами, а также одним из основных параметров, влияющих на 
стабильность дисперсных систем. Липосомы с высоким отрицательным или положительным ζ-потенциалом отталкиваются друг 
от друга и остаются монодисперсными и стабильными, а с низким ζ-потенциалом способны объединяться, агрегировать и об-
разовывать нестабильные составы. Кроме того, этот параметр также позволяет предсказать взаимодействие липосом и клеток. 

Ключевые слова: фармацевтические факторы, лекарственная форма, липосомы, липосомальная дисперсия, стабильность, 
дзета-потенциал, размеры липосом, индекс полидисперсности.

CHARACTERISTICS AND STABILITY ASSESSMENT OF LIPOSOMAL PREPARATIONS

M. V. Dmitrieva1*, T. A. Timofeeva2, N. A. Oborotova1,2, I. I. Krasnyuk2, O. I. Stepanova2

Abstract. The main objective of pharmaceutical technology is to maximize the use of «pharmaceutical factors» for ensuring the high 
quality of prepared medicines, which coincides with the strategic task of biopharmacy, which is to maximize the effectiveness of 
medicines and reducing to the maximum of their possible adverse effect on the body According to biopharmaceutical studies, dosage 
form substantially affect the validity of the included medicinal substances. In recent decades, a significant part of scientific research in the 
field of pharmacy is devoted to the creation of dosage forms based on targeted delivery systems of diagnostic and medicinal substances, 
among which liposomes have gained the greatest popularity. Liposomes are considered as promising delivery systems of drugs in the 
bloodstream because of its colloid properties, controlled size, surface characteristics, membranotropic and biocompatibility. However, 
the colloidal disperse systems are thermodynamically unstable, so the undoubted practical relevance in the development stage and 
the obtaining of liposomes presents a characterization and evaluation of stability of the resulting product. For this purpose, as a rule, 
use 3 core indicators – size of vesicles, polydispersity index and zeta-potential. The size of liposomes is one of the main indicators of 
the quality of liposomal preparation, which mainly depends on its component composition and technology. Dispersion of liposomes 
significantly affects the rate of elimination and distribution of the drug, the concentration in biological fluids and tissues, as well as 
determines the mechanism of cell internalization. Since in most macromolecular and nanodisperse systems molecules and particles 
are not the same, when describing the properties of systems, it is necessary to use the particle distribution functions according to their 
parameters, i.e. in the study of real systems to take into account their polydispersity, since monodisperse approximations can lead to 
incorrect conclusions about the properties of particles. The width of the particle size distribution is characterized by the polydispersity 
index. Zeta-potential is an important indicator of the surface charge of particles and a measure of electrostatic interaction (repulsion or 
attraction) between particles, as well as one of the main parameters affecting the stability of dispersed systems. Liposomes with high 
negative or positive zeta-potential repel each other and remain monodisperse and stable, and with low zeta-potential – are able to unite, 
aggregate and form unstable compounds. In addition, this parameter also allows you to predict the interaction of liposomes and cells.

Keywords: pharmaceutical factors, dosage form, liposomes, liposomal dispersion, stability, zeta-potential, size of the liposomes, 
polydispersity index.
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ВВЕДЕНИЕ
Лекарственная терапия – один из основных ме-

тодов лечения злокачественных опухолей, который 
динамично развивается на протяжении последних 
десятилетий, укрепляя и расширяя свои позиции в 
современной онкологии. В понятие лекарственное 
лечение входят все виды воздействия фармакологи-
ческих средств на опухоль: химиотерапия, гормоно-
терапия и био- или иммунотерапия. Таким образом, 
лекарственная терапия – это использование с лечеб-
ной целью средств, либо тормозящих пролиферацию 
опухолевых клеток, либо необратимо их повреждаю-
щих, то есть обладающих прямым цитостатическим 
действием [25].

Специалист, который занимается изготовлени-
ем лекарственных средств, должен быть профессио-
нально подготовлен и уметь учитывать влияние всех 
объективных и субъективных факторов на эффек-
тивность лекарственной терапии. Поэтому основной 
целью фармацевтической технологии является мак-
симальное использование «фармацевтических факто-
ров» для обеспечения высокого качества приготов-
ляемых лекарств, что совпадает со стратегической 
задачей биофармации, которая заключается в макси-
мальном повышении эффективности лекарств и сни-
жении до минимума возможного нежелательного их 
действия на организм. К «фармацевтическим факто-
рам» относятся:

•	 биологические факторы (физиологический статус 
пациента);

•	 физико-химические свойства лекарственных ве-
ществ (ЛВ) (физическое состояние и химическая 
модификация лекарственной субстанции, поли-
морфизм, степень дисперсности, агрегатное со-
стояние, растворимость и др.);

•	 вид лекарственной формы (ЛФ) и путь её 
введения;

•	 вспомогательные вещества, входящие в состав 
ЛФ;

•	 технологические операции (многофакторность 
воздействия на активное и вспомогательные ве-
щества в процессе приготовления ЛФ) [11, 31].

Биофармацевтическое развитие понятия ЛФ в 
настоящее время дает в руки исследователей раз-
нообразные и надежные инструменты для создания 
инновационных лекарственных препаратов с высо-
кими биофармацевтическими характеристиками эф-
фективности и безопасности. Появление новых про-
дуктов неразрывно связано с развитием технологии. 
В частности, новый виток эволюции технологии ЛФ 
обусловлен разработкой систем доставки лекарств. 
В первую очередь это актуально для гидрофобных 
лекарственных препаратов (ЛП), демонстрирующих 
низкие показатели биодоступности [11]. Для этого 

ЛВ включают в наноструктурированные системы до-
ставки (мицеллы, липосомы и др.) [14, 29, 37, 40, 41], 
получают твердые дисперсии [18], соединения-вклю-
чения [34, 52] и другие носители, то есть используют 
технологические приемы, позволяющие дезинтегри-
ровать до молекул, тем самым повысив раствори-
мость и абсорбцию [11].

В последние десятилетия большую популяр-
ность в качестве систем доставки ЛВ завоевали липо-
сомы благодаря успешному применению в клиничес- 
кой практике липосомальных ЛП. Успех применения 
липосом обусловлен тем, что они обладают рядом по-
лезных свойств, таких как биосовместимость и био-
деградируемость, малая активность в отношении ан-
тигенных, пирогенных, аллергических и токсических 
реакций. Кроме того, липосомы эффективно связыва-
ют и высвобождают ЛВ внутрь клеток, обеспечивают 
его интактность до взаимодействия с клетками-мише-
нями, пролонгируя действие и защищая внутреннее 
содержимое от инактивирующих воздействий физио-
логических жидкостей [27, 33].

ЛИПОСОМЫ  
КАК КОЛЛОИДНАЯ  
ДИСПЕРСНАЯ СИСТЕМА

Липосомы рассматриваются как перспективные 
системы доставки препаратов в кровяное русло благо-
даря своим коллоидным свойствам, контролируемым 
размерам, поверхностным характеристикам, мембра-
нотропности и биосовместимости [33]. 

Липосомы были открыты в середине 1960-х годов 
английским ученым Алеком Бэнгхемом. Выясняя роль 
фосфолипидов (ФЛ) в свертывании крови, он изучал 
структуру коллоидных дисперсий, образующихся при 
набухании ФЛ в избытке воды. На электронных микро-
фотографиях Бэнгхем увидел слоистые частицы, уди-
вительно похожие на мембранные структуры клетки. 
Следующее исследование показало, что неорганичес- 
кие ионы, присутствующие в растворе в момент набу-
хания ФЛ, включаются внутрь этих частиц и удержи-
ваются там длительное время, обмениваясь с иона-
ми наружного раствора с очень малой скоростью. Так, 
впервые было установлено, что ФЛ, являющиеся ос-
новными компонентами клеточных мембран, способ-
ны самопроизвольно образовывать в воде замкнутые 
мембранные оболочки. Эти оболочки захватывают в 
себя часть окружающего водного раствора, а образую-
щая их фосфолипидная мембрана обладает свойства-
ми полупроницаемого барьера, легко пропускающего 
воду, но препятствующего диффузии растворенных в 
ней веществ [3].

В общем плане липосомальные системы пред-
ставляют собой искусственные наноразмерные кол-
лоидные сферы, которые состоят из липидного бислоя 
(фосфолипиды, фосфолипид и холестерин), окружа-
ющего активный фармацевтический компонент (гид- 
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рофильные, гидрофобные, жирорастворимые, амфи-
фильные ЛВ) [2]. Однако нередко в научной литературе 
встречаются выражения «суспензия липосом», «липо-
сомальная эмульсия», что применительно к сложной 
структуре липосом не совсем верно. Так, согласно ГФ 
XIII, суспензия представляет собой гетерогенную дис-
персионную систему, содержащую одно или несколь-
ко твердых действующих веществ, распределенных в 
жидкой дисперсионной среде, а эмульсия – гетероген-
ную двухфазную дисперсную систему с жидкой дис-
персной фазой и жидкой дисперсионной средой  [10]. 
Помимо структуры, липосомальную дисперсию от 
обычных, крупнодисперсных жировых эмульсий от-
личают меньшие размеры частиц, меньшая вязкость, 
огромная суммарная площадь контакта со средой, 
большая устойчивость (не требуется введение ста-
билизатора – эмульгатора) и др., от наноэмульсий  – 
состав, а от грубых, быстро оседающих суспензий с 
низкой кинетической устойчивостью – условие высо-
кодисперсности [17, 26]. Отличительные особенности 
структуры эмульсионной, суспензионной и липосо-
мальной дисперсии представлены на рисунке 1. 

Свойства нанодисперсных систем существен-
но зависят от электрического заряда, дипольного мо-
мента и поляризуемости наночастиц, их размера и 
формы  [1]. Ввиду наличия частиц со свободной по-
верхностной энергией коллоидные дисперсные сис- 
темы, к которым относятся и липосомы, являются тер-
модинамически неустойчивыми, потому что стремле-
ние этой энергии к уменьшению приводит к агрега-
ции частиц  [26]. Поэтому несомненную практическую 
значимость на стадии разработки и получения липо-
сомальной ЛФ представляет характеристика и оцен-
ка устойчивости (стабильности) полученного про-
дукта, причем изучению последней уделено особое 
внимание. 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ  
ХАРАКТЕРИСТИКИ И ПОКАЗАТЕЛИ 
СТАБИЛЬНОСТИ ЛИПОСОМ

Для характеристики и оценки стабильности липо-
сомального препарата, как правило, используют 3 ос-
новных показателя – размер везикул, индекс поли-
дисперсности и дзета(ζ)-потенциал [38, 39, 43–45].

Размеры везикул

Измерение размеров малых молекул в настоя-
щее время представляет большой интерес во многих 
приложениях. Это, например, относится к белкам, ис-
пользуемым в фармацевтической промышленности в 
качестве активных составляющих ЛФ, и размер моле-
кул в этом случае может использоваться как критерий 
контроля качества [36]. Также размер применяется как 
показатель качества при получении наночастиц, ко-
торый определяет стабильность производимой про-
дукции [36, 49]. Это обусловлено тем, что изменение 
дисперсности влияет на природу систем. Так, с увели-
чением дисперсности частичек изменяется природа 
системы, постепенно теряется представление об агре-
гатном состоянии дисперсной фазы и возникает ис-
тинный раствор [32]. 

Говоря о размерах наночастиц, в частности липо-
сом, нельзя не отметить их естественное стремление 
к формированию более крупных структур (конъюгаты, 
агломераты и т.п.). К этому многих из них принуждают 
силы поверхностной активности, не уравновешенные 
внутренним состоянием атомарно-молекулярного 
взаимодействия [2].

В зависимости от размера везикул и числа образу-
ющих липидных слоев (ламелл) выделяют следующие 
классы липосом.

99 Мультиламеллярные везикулы, которые состо-
ят из нескольких десятков, а то и сотен липидных 
бислоев, разделенных водными промежутками, и 
имеют довольно крупные размеры – от 500 нм до 
50 мкм. Данный вид липосом может применяться 
для транспортировки в опухоль двух и более ком-
понентов, а также для транспортировки макромо-
лекул, таких как белки, пептиды и нуклеиновые 
кислоты.

99 Олиголамеллярные везикулы, которые в отличие 
от мультиламеллярных состоят из 2–4 бислоев 
с диаметром от 100 до 1000 нм.

99 Моноламеллярные везикулы, которые обра-
зованы одним липидным бислоем и подразде-
ляются на малые (20–100 нм) и большие (100–
1000  нм). Моноламеллярные везикулы обычно 
используют для доставки одного ЛВ [3, 21, 24, 35, 
48].

Рисунок 1. Структура дисперсных систем – эмульсии (тип «мас-
ло в воде»), суспензии и липосом. Обозначения: 1 – дисперсная 
фаза, 2 – дисперсионная среда, 3 – молекулы эмульгатора, 4 – 
капля масла, 5 – частица твердого вещества, 6 – липидный би- 
слой, 7 – неполярный «хвост» ФЛ, 8 – полярная «головка» ФЛ, 
9 – гидрофильное ЛВ, 10 – гидрофобное или жирорастворимое 
ЛВ
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Размер частиц зависит от двух основных групп 
факторов:

1. Компонентного состава – концентрации и 
свойств активного и вспомогательных веществ [22, 49].

Например, с увеличением концентрации ЛВ на-
блюдается образование более крупных везикул. Ис-
следования по получению липосом дексаметазона 
различного липидного состава, проводимые Н.  Л.  Ле-
парской и др. [20], показали, что увеличение исходной 
концентрации изучаемого глюкокортикоида приводит 
к сильному укрупнению агрегатов и образованию 
микрочастиц размером 2317±45 нм по сравнению с ис-
ходными 202±5 нм. Также на размер липидных частиц 
влияет концентрация и соотношение твердых и жид-
ких липидов. Замечено, что увеличение общей кон-
центрации липидов, а также доли твердых липидов в 
композиции относительно жидких способствует про-
порциональному росту частиц в размере [49].

2. Технология получения [39].

В настоящее время предложено много разно- 
образных способов приготовления липосом, которые 
дают возможность получать везикулы разного раз-
мера, состава, структуры и внутреннего объема [47]. 
В исследовании [19] было показано, что липосомы, 
полученные разными методами, гетерогенны по ве-
личине везикулы. Наиболее крупные липосомы по-
лучены с помощью метода ручного встряхивания 
(250–1900 нм). Липосомы, полученные методами эта-
нольной инжекции и выпаривания в обращенной фа-
зе, в среднем были приблизительно в 2 раза мельче – 
100–800 и 150–950 нм соответственно. Обработанные 
ультразвуком липосомы оказались более однород-
ными по размеру и очень мелкими (средний диаметр 
12 нм). Также в ряде исследований была продемонст- 
рирована зависимость размера липосом на этапе  
лиофилизации от таких технологических факторов, 
как тип криопротектора, его концентрация и этап 
введения в липосомальную дисперсию, а также ре-
жим сублимации [15, 28, 42, 53].

Дисперсность или размер частиц в значитель-
ной степени влияет на скорость элиминации и харак-
тер распределения ЛВ, концентрацию в биологичес- 
ких жидкостях и тканях. Так, установлено, что частицы 
диаметром более 200 нм могут активировать систе-
му комплемента в организме человека и удаляться из 
кровотока купферовскими клетками. Кроме того, во 
время фильтрации в селезенке захватываются части-
цы, размер которых превышает 200–250 нм, а во время 
печеночной фильтрации задерживаются частицы диа-
метром более 150 нм. Таким образом, липосомы мень-
шего диаметра имеют преимущества перед липосома-
ми больших размеров, поскольку они могут избегать 
фагоцитоза клетками ретикулоэндотелиальной систе-
мы и способны легко проникать в межклеточное прост- 
ранство. Однако частицы размером менее 100 нм име-

ют высокую тенденцию к образованию кластеров и 
агрегатов, которые также могут приводить к эмболиза-
ции и далее вызывать инсульты, инфаркты миокарда и 
других органов. В литературе подробно обсуждаются 
механизмы селективного накопления наноструктури-
рованных ЛВ в патологических очагах (опухолях, вос-
паленных тканях), при этом уровень и селективность 
накопления липосом в опухоли зависит от диаметра 
везикулы и его соотношения с размерами дефектов 
сосудов. В зависимости от типа опухоли эти дефекты 
имеют размеры от сотен нанометров до нескольких 
микрон. В связи с вышеизложенным в настоящее вре-
мя исследования в области нанофармации сосредото-
чены на частицах размером менее 200 нм [4, 12].

Размер частиц является решающим фактором и в 
трансдермальной доставке лекарств, поскольку им не-
обходимо преодолеть роговой слой [49]. Для прохож-
дения через эпидермис любой частице или веществу 
необходимо преодолеть узкие межклеточные проме-
жутки. Показано, что крупные молекулы (белки, поли-
сахариды) не в состоянии этого сделать. Кроме того, 
липиды, заполняющие эти промежутки, представля-
ют собой гидрофобную среду, не пропускающую водо-
растворимые соединения. Насыщенные жиры впиты-
ваются плохо, так как, смешиваясь с эпидермальными 
липидами, они делают их более жесткими и менее 
проницаемыми. Поэтому препараты на их основе ока-
зывают на кожный покров только поверхностное воз-
действие. Вместе с тем через липидный барьер легко 
просачиваются небольшие жирорастворимые молеку-
лы – компоненты масел и жиров, разжижая липидные 
пласты и повышая их проницаемость [23]. Таким обра-
зом, липосомальные системы являются оптимальными 
носителями для транспортировки как лекарственных, 
так и биологически активных веществ внутрь кожного 
покрова. 

Размер частиц является важным параметром, ко-
торый определяет механизм интернализации клеток. 
Показано, что частицы диаметром менее 200 нм вво-
дятся в клетки с помощью клатрин-опосредованного 
эндоцитоза, а частицы размером 200–500 нм поступа-
ют через кавеоло-опосредованный эндоцитоз [46].

Необходимость метрологической характеристики 
наночастиц вызвала потребность в соответствующем 
инструментарии, который обеспечивал бы должную 
точность и сопоставимость результатов измерений. 
Однако существует очень мало доступных (рутинных) 
методов измерения размеров малых молекул и частиц 
в растворах [36]. 

Размеры частиц дисперсных систем соизмеримы с 
длиной световых волн, поэтому, кроме общих для всех 
растворов явлений преломления и поглощения све-
та в различных областях спектра, коллоидные раство-
ры обладают также рядом своеобразных оптических 
свойств. Благодаря тесной связи оптических свойств 
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с внутренним строением и формой коллоидных час- 
тиц и точности оптических методов измерений они в 
настоящее время относятся к числу основных мето-
дов исследования коллоидных систем, в частности, 
при определении размеров дисперсных частиц и мак- 
ромолекул [26]. Частички тонкодисперсной системы 
можно обнаружить в ультра- или электронном микро-
скопе [32].

Для измерения размеров липосом (а также 
ζ-потенциала) чаще всего используют методы об-
щего динамического светорассеяния (Dynamic light 
scattering, DLS), которые заключаются в анализе дви-
жения частиц, вызванного тепловым шумом или элект- 
рофоретической силой. Диэлектрическая спектро-
скопия частиц с помощью общей микроскопической 
электроротации (electrorotation, ER) измеряет частот-
ную зависимость индуцированного полем вращения 
отдельных частиц для анализа присущей им диэлект- 
рической структуры. Электророторное рассеяние 
света (electrorotational light scattering, ERLS) измеря-
ет ER в ансамбле частиц с помощью гомодинной DLS-
установки. Вращение ER-индуцированных частиц из 
исходной декорреляции автокорреляционной функ-
ции интенсивности осуществляется с помощью про-
стой модели оптических частиц. Хотя абсолютная 
скорость вращения и направление вращения еще не 
доступны, ERLS устраняет утомительные микроскопи-
ческие измерения. Он предлагает компьютеризиро-
ванные статистически значимые измерения свойств 
диэлектрических частиц, которые особенно подходят 
для небиологических применений, например для из-
учения коллоидных частиц [44]. Размер, получаемый 
при измерении методом DLS, – это гидродинамичес- 
кий диаметр сферы, которая имеет такой же средний 
коэффициент диффузии, как и исследуемая молекула. 
Метод DLS является быстрым, дешевым, хорошо вос-
производимым. Нижний размерный предел метода 
динамического светорассеяния определяется интен-
сивностью избыточного рассеяния. Избыточное рас-
сеяние есть разница между рассеянием от исследуе-
мой молекулы или частицы и дисперсанта, в котором 
она находится. Эта разница, в свою очередь, зависит 
от нескольких факторов, таких как показатели прелом-
ления молекулы и дисперсанта, концентрация образ-
ца, мощность и длина волны используемого лазера, 
чувствительность детектора и оптическая конфигура-
ция анализатора. Помехи могут генерироваться при-
сутствующими в образце примесями, такими как еди-
ничные частицы пыли микрометрового размера, что 
приводит к искажению показателя светорассеяния от 
малых частиц. Кроме того, значительные трудности 
возникают при интерпретации данных для гетероген-
ных образцов (с большим разбросом частиц по разме-
рам) [9, 36].

Применительно к наночастицам рассматривае-
мый метод существенно усовершенствован за счет ис-
пользования трансмисионных решеток. Данная мо-
дификация широко применяется для установления 

распределения по размерам в диапазоне 10–100  нм 
различных типов наночастиц. При помощи метода DLS 
возможно измерение частиц субнанометровых разме-
ров при условии тщательной подготовки образцов и 
использования соответствующей оптической конфи-
гурации анализатора. Использование детектирования 
обратнорассеянного света в сочетании с волоконной 
оптикой обеспечивает исключительную чувствитель-
ность анализатора и достаточно высокое отношение 
сигнал/шум, что позволяет достоверно измерять об-
разцы с такими исключительно малыми размерами 
частиц [9, 36].

Прямым методом определения размеров и фор-
мы наночастиц является метод просвечивающей 
электронной микроскопии (ПЭМ). Размеры липосом, 
полученные с помощью электронной микроскопии, 
коррелируют с размерами липосом, полученными с 
помощью метода DLS. Размеры липосом, определен-
ные методом DLS, несколько больше (5–7%) размеров 
липосом, определенных методом ПЭМ. Такое расхож-
дение является типичным и объясняется тем, что при 
использовании DLS измеряется гидродинамический 
радиус частицы, который всегда больше реального. 
Однако следует учитывать сложную, длительную, до-
рогую и трудновоспроизводимую пробоподготовку 
образцов [6].

Индекс полидисперсности

Ширину распределения частиц по разме-
рам характеризуют по индексу полидисперсности 
(polydispersity index, PDI). В большинстве макромоле-
кулярных и нанодисперсных систем молекулы и час- 
тицы неодинаковы, и при описании свойств систем не-
обходимо использовать функции распределения час- 
тиц по их параметрам, то есть при исследовании ре-
альных систем учитывать их полидисперсность, так 
как монодисперсные приближения могут приводить 
к неверным заключениям о свойствах частиц [1]. Зна-
чения PDI ранжируются от 0 до 1. Чем ближе значение 
PDI к 0, тем частицы более гомогенны. Так же как и 
размер частиц, значение PDI зависит от состава про-
дукта, например увеличение количества ЛВ и твердых 
липидов в композиции приводит к увеличению уров-
ня PDI  [49]. Кроме того, значение PDI является очень 
чувствительным к присутствию агрегатов или загряз-
нений (пыли, инородных объектов). Ожидаемые зна-
чения PDI для монодисперсных образцов не должны 
превышать 0,05 [36].

Дзета-потенциал

ζ-потенциал является важным индикатором по-
верхностного заряда частиц и мерой электростати-
ческого взаимодействия (отталкивания или притя-
жения) между частицами, а также одним из основных 
параметров, влияющих на стабильность дисперсных 
систем. Согласно физической теории устойчивости 
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коллоидных систем ДЛФО (теория Дерягина, Ландау, 
Фервея, Овербека) стабильность коллоидных систем 
определяется двойным электрическим слоем и обра-
зованием вандерваальсовых сил, которые обуславли-
вают приближение частиц друг к другу. Энергетичес- 
кий барьер, представленный силами отталкивания, 
должен быть достаточно большим, чтобы предотвра-
тить контакт частиц друг с другом, их адгезию и обра-
зование агрегатов. Если этот энергетический барьер 
будет преодолен за счет сил Ван-дер-Ваальса, части-
цы будут взаимодействовать друг с другом, слипать-
ся, что является нежелательным для липосомальных 
систем доставки различных ЛВ [7, 13]. Однако следует 
отметить, что теория ДЛФО применима в отношении 
взаимодействия фосфолипидных бислоев в случаях, 
когда толщина водной прослойки превышает 3 нм. На 
меньших расстояниях наблюдается сильное отклоне-
ние от предсказаний теории ДЛФО, что обусловлено 
существованием специфических сил между поверх-
ностями в водном электролите на малых расстояниях 
(структурные силы), отличающихся от электростати-
ческих и вандерваальсовых сил [8]. 

Скорость внедрения новых рецептур является 
ключом к успеху. При приготовлении липосомальных 
форм важной задачей является получение стабильной 
монодисперсной системы, которая сохраняет моно-
дисперсность и размер частиц. В зависимости от зна-
ка заряда различают традиционные (отрицательно за-
ряженные) и катионные (положительно заряженные) 
липосомы, что обусловлено различием липидного 
состава или включением в рецептуру иных вспомо-
гательных компонентов. Классические, или традици-
онные, липосомы, полученные на основе природных 
и синтетических ФЛ (фосфотидилхолин, кардиоли-
пин, фосфотидилэтаноламин и др.), имеют нейтраль-
ный или отрицательный заряд. Для получения кати-
онных липосом, применяемых, как правило, с целью 
доставки генетического материала, используют по-
ложительно заряженные липиды и катионные поли-
меры (сфингазины, ганглиозиды, октадесеноамиды, 
полиамины, полипептиды и др.). Классические же ли-
посомы не могут непосредственно взаимодейство-
вать с отрицательно заряженной молекулой ДНК. Од-
нако они образуют мембранные пузырьки (везикулы) 
с большим внутренним объемом, способным заклю-
чать значительное количество генетического матери-
ала, и обладают некоторой трансфекционной активнос- 
тью [7, 16, 43, 50].

Измерение ζ-потенциала липосомальной дис-
персии представляет интерес по двум причинам. Во-
первых, величина ζ-потенциала липосом определяет 
их стабильность [7]. Измерение ζ-потенциала позволя-
ет глубже понять и лучше контролировать механизмы 
диспергирования, агрегации или флокуляции и может 
применяться для улучшения свойств различных дис-

персий, в том числе липосомальных, коллоидных раст- 
воров, эмульсий и суспензий на этапах разработки 
и производства [13, 51]. Липосомы с высоким отрица-
тельным или положительным ζ-потенциалом отталки-
ваются друг от друга и остаются монодисперсными и 
стабильными. Липосомы с низким ζ-потенциалом спо-
собны объединятся, агрегировать и образовывать не-
стабильные составы [7].

Во-вторых, этот параметр также позволяет пред-
сказать взаимодействие липосом и клеток [7]. Извест-
но, что поверхность клеточной мембраны благодаря 
присутствию кислых ФЛ отрицательно заряжена, по-
этому липосомы, несущие положительный заряд, луч-
ше включаются в клетки, в то время как использование 
для трансфекции ЛВ посредством липосом из нейт- 
ральных и отрицательно заряженных ФЛ не увенча-
лось значительным успехом, прежде всего вследствие 
их слабого взаимодействия с поверхностью клеток, 
что является необходимым условием для транспорта 
содержимого липосом в цитоплазме [5, 30]. 

Кроме того, измерение ζ-потенциала – это одна 
из возможностей сокращения периода проверки ста-
бильности за счет уменьшения количества разработок 
и, таким образом, сокращения длительности и затрат 
на тестирование и увеличения срока хранения. 

Существенным образом на значение ζ-по- 
тенциала при характеристике липосомальной сис- 
темы влияет пробоподготовка. Дело в том, что на изо-
электрическое состояние коллоидной системы вли-
яет концентрация образующих ее веществ. При раз-
бавлении коллоидного раствора до определенного 
предела происходит увеличение ζ-потенциала, так 
как толщина двойного электрического слоя возрас-
тает в результате уменьшения концентрации про-
тивоионов в диффузионном слое. При сильном раз-
бавлении такого раствора происходит десорбция 
потенциалопределяющих ионов, что приводит к 
уменьшению ζ-потенциалов. Может случиться, что 
электрокинетический потенциал будет равен нулю 
и система примет изоэлектрическое состояние. При 
повышении концентрации наблюдается сжатие двой-
ного электрического слоя липосомы [32].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Биофармацевтическое развитие понятия ЛФ в 

настоящее время дает в руки исследователей разно- 
образные и надежные инструменты для создания ин-
новационных лекарственных препаратов с высоки-
ми биофармацевтическими характеристиками эффек-
тивности и безопасности. В последние десятилетия 
большую популярность в качестве систем доставки 
ЛВ завоевали липосомы благодаря успешному при-
менению в клинической практике липосомальных ЛП. 
В общем плане липосомальные системы представля-
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ют собой искусственные наноразмерные коллоидные 
сферы, свойства которых существенно зависят от ряда 
физико-химических факторов. Ввиду наличия частиц 
со свободной поверхностной энергией коллоидные 
дисперсные системы являются термодинамически не-
устойчивыми. Поэтому несомненную практическую 
значимость на стадии разработки и получения липо-
сомальной ЛФ представляет характеристика и оцен-
ка устойчивости полученного продукта по 3 основным 
показателям – размеру везикул, индексу полидисперс-
ности и ζ-потенциалу.
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БИОДОСТУПНОСТЬ КУРКУМИНА  
И МЕТОДЫ ЕЕ ПОВЫШЕНИЯ  
(ОБЗОР)

Н. Л. Соловьёва1, М. С. Сокуренко1,2*, О. А. Зырянов1

Резюме. Куркумин – гидрофобное полифенольное соединение природного происхождения. Куркумин обладает широким 
спектром фармакологического действия. По своей природе полифенол плохо всасывается при пероральном приеме и обла-
дает низкой биодоступностью, частично за счет низкой скорости всасывания в кишечнике и частично за счет быстрого мета-
болизма (глюкуронирования), что ограничивает его клиническое использование. Одной из важных задач является разработ-
ка эффективных форм куркумина с целью повышения биодоступности этого соединения. Это достигается за счет включения 
куркумина в такие системы, как липосомы, наночастицы, мицеллы и др., образования комплексов с циклодекстринами, а так-
же использования биоэнхансеров. В частности, применение комплекса куркумина с пиперином, известным ингибитором про-
цесса глюкуронизации в печени и кишечнике, увеличивало биодоступность куркумина в несколько раз. Сочетание куркумина с 
фосфолипидами за счет встраивания его в липофильные мембраны увеличивало его максимальную концентрацию по срав-
нению с отдельно взятым куркумином. Куркумин в виде наночастиц оказывал фармакологический эффект в более низкой – в  
15 раз – концентрации, чем обычный куркумин. 

Ключевые слова: куркумин, биодоступность, биоэнхансеры, пиперин, липосомы, наночастицы, циклодекстрины.

BIOAVAILABILITY OF CURCUMIN AND METHODS OF ITS ENHANCING

N. L. Soloveva1, M. S. Sokurenkova1,2*, O. A. Zypyanov1

Abstract. Curcumin is a hydrophobic polyphenolic compound of natural origin. Curcumin has a wide range of pharmacological effects. 
Curcumin is inherently poorly absorbed when ingested and has low bioavailability, in part due to a low rate of absorption in the intestine 
and, in part, due to rapid metabolism (glucuronidation), which limits its clinical use. One of the important tasks is the development of 
effective forms of curcumin with the aim of increasing the bioavailability of this compound. This is achieved by including curcumin in 
such systems as liposomes, nanoparticles, micelles, etc., formation of complexes with cyclodextrins, and the use of bio-enhancers. In 
particular, the use of a complex of curcumin with piperine, a known inhibitor of the glucuronization process in the liver and intestine, 
increased the bioavailability of curcumin several times. Combination of curcumin with phospholipids due to its incorporation into 
lipophilic membranes, increased its maximum concentration in comparison with an individual curcumin. Curcumin in the form of 
nanoparticles had a pharmacological effect at a 15-fold lower concentration than conventional curcumin.

Keywords: curcumin, bioavailability, bio-enhancers, piperine, liposomes, nanoparticles, cyclodextrins.
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ВВЕДЕНИЕ
Куркума (лат. Cúrcuma) известна всему миру 

в качестве специи на протяжении тысячелетий. 
Куркумин [1,7-бис(4-гидрокси-3-метоксифенил)-
1,6-гептадиен-3,5-ион] (рисунок 1), также называ-
емый диферулоилметаном, является гидрофоб-
ным полифенолом, полученным из корневища 
растения Curcuma longa Linn. (сем. Zingiberaceae), 
произрастающего на территории Индии и дру-
гих стран Юго-Восточной Азии. Также известен 
под названием турмерик. Куркума на протяже-
нии веков широко используется в традиционной 
индийской медицине, аюрведе. В коммерческом 

куркумине содержится примерно 77% диферу-
лоилметана, 17% диметоксикуркумина и 6% бис-
диметоксикуркумина [32, с. 141–153].

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЕ  
ЭФФЕКТЫ И МЕХАНИЗМ  
ДЕЙСТВИЯ КУРКУМИНА

В последние годы полифенольные антиок-
сиданты приобрели большое значение благода-
ря высокому потенциалу при использовании в 
качестве профилактических и терапевтических 
средств при лечении рака, диабета, сердечно-со-
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судистых и аутоиммунных заболеваний, нейродегене-
ративных расстройств, при старении и ряде других за-
болеваний [17, с. 189–207].

Куркумин обладает широким спектром фармако-
логической активности, включая антиоксидантный, 
антиканцерогенный, противомикробный эффект, про-
являет противовоспалительные и антидиабетические 
свойства (рисунок 2) [45, с. 2–4; 27, с. 1632, 1642–1644; 
39, с. 1182–1183; 40, с. 70].

Установлено, что куркумин ингибирует фосфо-
рилирование молекул STAT3, индуцированное ин-
терлейкином IL-6, и вследствие этого – последующую 
транслокацию ядер молекул STAT3 в различных типах 
клеточных линий миеломы [2, с. 3863].

Исследования клеточной культуры показали, что 
куркумин предотвращает продукцию интерлейкинов 
IL-1 и IL-6, индуцируемых TNF-α (фактор некроза опухо-
ли), путем вмешательства в транскрипционный фактор 
(NF-κB) – ядерный фактор «каппа-би» – и сигнальные 
пути митогенактивируемых киназ (MAPK) [46, с. 3–4, 11; 
18, с. 438]. В клеточных линиях микроглиии макрофа-
га куркумин также оказывает ингибирующее действие 
на экспрессию циклооксигеназы-2 (СОХ-2) и индуци-
бельной синтазы оксида азота (iNOS), что приводит к 
снижению уровня простагландина Е2 (PGE2) и окси-
да азота (NO) [12, с. 438–441; 69, с. 105–125; 59, с. 21–26]. 
Кроме того, куркумин снижает выработку TNF-α+-IL-1, 
-2, -8 и -12 в форболмиристатацетат (PMA) или моноци-
тах, стимулированных липополисахаридами (LPS), и 
альвеолярных макрофагах в зависимости от концент- 
рации и времени, что свидетельствует о его противо-
воспалительном действии [73, с. 41–47]. Несмотря на 
то, что клинические испытания на людях продемонст- 
рировали его активность при онкологических забо-
леваниях [25, с. 20–22; 56, с. 15954–15964], артрите [6, 
с. 1719-1725], иммунодефиците [23, с. 19–35] и сердеч-
но-сосудистых заболеваниях  [51, с. 80], применение 
куркумина ограничивается низкой абсорбцией и био-
доступностью [48, с. 807–818]. Согласно фармакоки-
нетическим исследованиям было установлено, что 
куркумин имеет невысокий процент всасывания из ки-
шечника в нижнюю полую вену, а также быстрый мета-
болизм в печени и элиминацию почками [7, с. 86–92], 
что ограничивает терапевтическую эффективность 
куркумина. В результате перорального приёма в кро-
ви обнаруживаются следовые количества куркумина, 
большая его часть выводится с фекалиями. Преобла-
дающими метаболитами в плазме крови после перо-
рального введения куркумина являются глюкурониды 
и глюкуронидсульфаты. Основным ферментом фарма-
кокинетики куркумина является глюкуронидаза [49, 
с. 291–299].

Рисунок 1. Химическая структура куркумина, диметоксикур-
кумина и бис-диметоксикуркумина

Рисунок 2. Фармакологическое действие куркумина
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Результаты проведённых исследований на раз-
личных моделях животных [67, с. 73–75; 61, с. 124–127] 
и с участием людей [45, с. 14; 11, с. 10; 4, c. 2895–2900; 
21, с. 353–356] доказали, что куркумин безопасен да-
же в очень больших дозах. Например, три различных 
клинических исследования I фазы показали, что курку-
мин, принимаемый в дозе до 12 г в день, хорошо пере-
носится [11, с. 10; 4, с. 2895–2900;21, с. 353–356].

Таким образом, многочисленные исследования 
подтверждают эффективность куркумина при различ-
ных патологических процессах, однако ограничени-
ем применения является его низкая биодоступность. 
Поэтому одной из важных технологических задач яв-
ляется разработка эффективных лекарственных форм 
куркумина с целью повышения биодоступности этого 
соединения.

ПУТИ ПОВЫШЕНИЯ  
БИОДОСТУПНОСТИ КУРКУМИНА

В научных публикациях для повышения био- 
доступности куркумина используют энхансеры био-
доступности, которые способны блокировать мета-
болические пути куркумина, или включают его в сос- 
тав наночастиц, липосом, мицелл и фосфолипидных 
комплексов, которые обеспечивают лучшую проница-
емость и устойчивость к метаболическим процессам.

По данным литературных источников, концеп-
ция биоэнхансеров возникла в аюрведе и уже дав-
но используется в этой системе медицины. Аюрведа 
использует в качестве биоэнхансеров биологически 
активные вещества из растений Piper longum Linn., 
Zingiber officinale Rosc. и Glycyrrhiza glabra Linn., а так-
же иные методы увеличения биодоступности [62, 
с.  3–10]. Повышение биодоступности может привести 
к уменьшению терапевтической дозы основного пре-
парата, снижению токсичности и побочных эффектов, 
а также к потенцированию эффективности, снижению 
резистентности, потребности в сырье для производст- 
ва препаратов и в конечном счете снижению затрат на 
лечение.

По данным научных публикаций, в качестве био-
энхансера применяется алкалоид пиперин (1 – пипе-
рилпиперидин) (рисунок 3), являющийся основным 
биологически активным компонентом различных ви-
дов перца, в частности перца черного (Piper nigrum L.), 
перца длинного (Piper longum L.), перца явского длин-
ного (Piper retrofractum Vahl.). Это вещество имеет не-
сколько предполагаемых механизмов действия [29, 
с. 443–541]:

•	 ингибирование путей метаболизма лекарствен-
ного средства: он действует на ферменты, кото-
рые ответственны за метаболизм и деградацию 
лекарственных веществ. Пиперин ингибирует 
P-гликопротеин (P-gp) человека и цитохром P450 
3A4 (CYP3A4) [52, с. 645–700]; 

•	 ингибирование 5-дифосфатглюкуронилтрансфе-
разы [12, с. 258–262; 33, с. 518–524];

•	 увеличение абсорбции лекарственного вещества 
в желудочно-кишечном тракте, поскольку обла-
дает сосудорасширяющим действием, что приво-
дит к большей степени перфузии в области вса-
сывания [22, с. 24–26; 67, с. 73–75; 61, с. 124–127; 10, 
с. 1559–1568];

•	 стимуляция гамма-глутамилтранспептидазы 
(GGT): GGT является важным переносчиком ами-
нокислот, обнаруженным в области кишечника, 
его стимуляция усиливает поглощение аминокис-
лот, которые в конечном счете усиливают абсорб-
цию лекарственных средств за счет образования 
конъюгатов с аминокислотой [55, с. 1401–1407];

•	 действие в качестве рецептора для определен-
ных молекул или повышение чувствительности  
рецепторов [68, с. 1302–1305].

Нерастворимость в воде и низкая биодоступ-
ность куркумина в клетках побудили исследователей 
к разработке новых рецептур на основе биосовмести-
мых органических веществ и систем доставки, таких 
как липосомы, полиэтиленгликоли, биополимеры, цел-
люлоза, кукурузное масло, гидрогели и т. д. [1, с. 1513–
1522; 36, с. 1322–1331; 60, с. 2–18]. Сообщалось также о 
супрамолекулярных соединениях куркумина с цикло-
декстринами и кукурбитурилом. Эти комплексы пока-
зали не только повышение растворимости в воде, но 
и увеличение биодоступности куркумина. В этих сис- 
темах куркумин солюбилизируется путем попадания 
в гидрофобные карманы, главным образом посредст- 
вом гидрофобных взаимодействий. Интересно, что 
флуоресценция куркумина усиливается после раст- 
ворения в любой из этих систем, что позволяет лег-
ко оценить эффективность его связывания. Комплек-
сы прошли успешные испытания на противоопухоле-
вую активность в культурах раковых клетках и in vivo 
на животных, продемонстрировавшие значительное 
увеличение противоопухолевой активности за счет 
улучшения биодоступности куркумина. 

По мнению авторов работы [1, с. 1513–1522], од-
ним из наиболее эффективных способов повышения 
биодоступности куркумина является его включение 
в липосомы. Для получения липосомального курку-
мина использовали методы тонкопленочной диспер-
сии, замораживания – оттаивания, инъекционного 
введения, метод обращения фаз и т. д. [66, с. 602–604] 
(рисунок 4).

Рисунок 3. Химическая структура пиперина
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В докладе Chen и др. [26, с. 100–109] описаны спо-
собы получения липосом, содержащих куркумин и по-
крытых N-триметилхитозанхлоридом, методом тонко-
пленочной дисперсии. Липосомы получали из соевого 
фосфатидилхолина, холестерина и D-α-токоферила 
полиэтиленгликоля-1000 сукцината. Результаты пока-
зали, что эффективность захвата, эффективность заг- 
рузки, размер частиц и дзета-потенциал липосом с 
куркумином составляют 86,67±1,34%, 2,33±0,09%, 
657,7 нм и +15,64 мВ соответственно. Фармакокине-
тические параметры липосом с куркумином состав-
ляли: Cmax=46,13 мкг/л, t1/2=12,05 ч и AUC (площадь 
под кривой зависимости концентрация – время) =  
416,58 мкг/л·ч соответственно, тогда как для липо-
сом без покрытия: Cmax=32,12  мкг/л, t1/2=9,79  ч и 
AUC=263,77  мкг/л·ч. Было продемонстрировано, 
что введение куркумина в липосомы улучшает его 
биодоступность.

Gu с соавторами [31, с. 97–100] получали липосо-
мы куркумина с покрытием из карбопола с использо-
ванием метода тонкопленочной дисперсии. Эффек-
тивность инкапсулирования куркумина составила 
88,00±2,7% и несколько снизилась по сравнению с ли-
посомами без покрытия (89,21±2,3%). Однако оценка 
биодоступности липосом с покрытием из карбопо-
ла после перорального введения крысам показала, 
что относительная биодоступность липосом с покры- 
тием составляла 281%, что в 2,22 раза превышало био-
доступность липосом с куркумином без покрытия.

Метод тонкопленочной дисперсии дает большие 
и многослойные везикулы (MLV), которые могут быть 
обработаны небольшими однослойными везикула-
ми (SUV) 0,25–1 мкм путем воздействия ультразвуком. 
Sun с соавторами  [30, с. 66–72] получали липосомы с 
куркумином, гидрированным лецитином, холестери-
ном и полиамидоаминными (PAMAM) дендримерами 
в соотношении 1:20:3,26:1,6 (об./об.) с использовани-
ем метода тонкопленочной ультразвуковой диспер-
сии. Результаты показали, что средний размер частиц 
липосом с куркумином составил 97,08 нм, а эффектив-

ность захвата составляла 99,37±0,89%. Полученные ли-
посомы были стабильны при комнатной температуре 
в течение 3 месяцев.

Мицеллы и фосфолипидные комплексы могут 
улучшить биодоступность куркумина. В работе Liu 
и др. [5, с. 720–727] показано значительное повыше-
ние биодоступности куркумина в комплексе курку-
мин – фосфолипид. В этом исследовании куркумин  
(100 мг/кг) и фосфолипидный комплекс куркумина (со-
ответствующий 100 мг/кг куркумина) вводили перо-
рально лабораторным крысам вида Rattus. Комплекс 
куркумин – фосфолипид показал максимальный уро-
вень куркумина в плазме 600 нг/мл через 2,33 часа 
после перорального приема в отличие от введения 
свободного куркумина, имеющего максимальную кон-
центрацию в плазме 267 нг/мл после 1,62 ч перораль-
ного введения. 

Нанолипосомы обладают многими преимуще-
ствами: пролонгированным высвобождением, це-
ленаправленным действием, низкой токсичностью, 
стабильностью, высокой биодоступностью и, как 
следствие, меньшей дозировкой при пероральном 
приеме препаратов [44, с. 29–50]. Sun с соавтора-
ми [71, с. 173–178] использовали для разработки сис- 
тем наночастиц куркумина хитозан, который широ-
ко используется в фармацевтической технологии в 
качестве полимерного носителя, и триполифосфат в 
соотношении куркумин : хитозан : триполифосфат = 
3:24:8 (m/m). Испытание показало, что средний размер, 
дзета-потенциал и нагрузка нанолипосом куркуми-
ном составляют 110,5±5,6 нм, 18,3±0,7 мВ и 13,7±0,12% 
соответственно.  Инкапсуляция достигала 84,2±2,50%. 
Исследования стабильности показали, что нанолипо-
сомы с куркумином стабильны в течение 10 мес. при 
температуре 4 °C. После того как крысам вводили на-
нолипосомы с куркумином per os в дозе 100 мг/кг и 
суспензию куркумина в качестве контроля, анализи-
ровали образцы плазмы методом ВЭЖХ. Было обна-
ружено, что Cmax и площадь под кривой нанолипосом 
с куркумином была больше, чем у суспензии курку-

Рисунок 4. Схема включения куркумина в липосому 
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мина. Кроме того, относительная биодоступность на-
нолипосом достигла 448%, что свидетельствует о зна-
чительном увеличении биодоступности куркумина. 
Улучшение биодоступности, вероятно, было связа-
но с тем, что хитозан с положительным зарядом прод-
левает время контакта лекарственного средства с аб-
сорбирующей поверхностью, что приводит к лучшей 
биодоступности.

В другом исследовании Shin и др. [24, с. 111–119] 
получали обработанные хитозаном куркуминовые на-
нолипосомы. Инкапсуляция, размер частиц и дзета-по-
тенциал полученных нанолипосом с 0,1% покрытием 
из хитозана составляли 54,70%, 101,42 нм и –14,10 мВ 
соответственно. Стабильность нанолипосом оценива-
ли путем измерения изменения среднего размера при 
4 и 25 °C в течение 40 дней. Размер частиц измеряли 
через 1, 3, 5, 7, 15 и 40 дней. Результаты показали, что 
средний размер незначительно (Р<0,05) увеличивался 
как при 4 °С, так и при 25 °С до 5 дней и немного умень-
шался во время хранения, что продемонстрировало 
удовлетворительную стабильность липосом. Однако 
инкапсуляция нанолипосом не может предотвратить 
гидролиз куркумина при рН 12,0, поскольку высо-
кая щелочность вызывает деградацию слоя фосфоли-
пидов нанолипосом, что приводит к быстрой утечке 
и гидролизу [66, с. 602–604]. В целом нанолипосомы 
являются одним из доступных методов улучшения 
стабильности, устойчивого высвобождения и био- 
доступности куркумина.

Циклодекстрины (ЦД) относятся к классу природ-
ных макроциклических олигосахаридов, получаемых 
из крахмала путем циклизации в присутствии фермен-
та циклогликозилтрансферазы.

Благодаря своей уникальной структуре они спо-
собны формировать комплексы соединений вклю-
чения по типу «гость – хозяин» с различными типами 
молекул: органическими, неорганическими, металло-
органическими и др. (рисунок 5). В настоящее время  

циклодекстрины и их производные широко использу-
ются в адресных системах доставки лекарств в орга-
низме, поскольку активные субстанции в комплексах 
с циклодекстринами обладают улучшенными фарма-
кокинетическими параметрами и приобретают новые 
свойства, расширяющие область их фармакологичес- 
кого применения.

Обычно β-циклодекстрин используется в качест- 
ве инкапсулирующего агента. Проведены исследо-
вания влияния γ-циклодекстрина как инкапсулиру-
ющего агента. γ-циклодекстрины имеют больший 
диаметр и более высокую растворимость по срав-
нению с β-циклодекстрином, полностью усваивают-
ся слюной и гидролизуются панкреатической ами-
лазой. В опытах на животных введение комплекса 
токотриенол-γ-циклодекстрина приводило к повы-
шению концентрации токотриенола в плазме и тка-
нях за счет усиления абсорбции в кишечнике [58, 
с.  1452–1457]. В работе Purpura и др. [38, с. 19] иссле-
довали биодоступность новой рецептуры куркуми-
на в комплексе с γ-циклодекстрином. Эта композиция 
сравнивалась со стандартным образцом куркумина и 
двумя препаратами куркумина с предполагаемой по-
вышенной биодоступностью: композицией куркуми-
на с фитосомами и композицией куркумина с эфир-
ными маслами. В исследовании принимали участие 
12 добровольцев. Концентрацию в плазме отдель-
ных куркуминоидов, которые присутствуют в курку-
ме, а именно куркумина, деметоксикуркумина и бис-
деметоксикуркумина, определяли в начале и через 
различные промежутки времени после перорально-
го приема. Комплекс куркумина с γ-циклодекстрином 
показал самые высокие концентрации в плазме кур-
кумина и суммы куркуминоидов, тогда как введение 
комплекса куркумин – фитосомы приводило к самым 
высоким уровням бис-деметоксикуркумина. Комплекс 
куркумина с γ-циклодекстрином показал значитель-
но увеличенную относительную биодоступность (в 
39 раз) общих куркуминоидов (AUC0-12) по сравне-
нию со стандартным образцом куркумина. В иссле-
довании, проведенном Kazemi-Lomedasht и др. [20, 
с. 127–130], было продемонстрировано, что комплекс 
β-циклодекстрин  – куркумин улучшает доставку кур-
кумина в клетки рака молочной железы.

Мезопористые наночастицы кремния (МНК) час- 
то используются при создании наносистем для улуч-
шения биодоступности слаборастворимых в воде ле-
карств [63, с. 5661–5665; 14, с. 3641–3645; 3, с. 862–871; 
28, с. 8373–8377; 13, с. 1616–1620; 16, с. 60–68; 53, с. 9632–
9637; 65, с. 602–604; 37, с. 646–654]. Благодаря упорядо-
ченным нанопористым структурам, большой области 
поверхности, большим объемам пор и высоким по-
верхностным плотностям гидроксильных групп МНК 
могут быть легко функционализированы. Они био-
совместимы и широко используются в фармацевти- Рисунок 5. Структура циклодекстринов
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ческой технологии. Куркумин связывается ковалентно 
через кремний-кислородную связь в дикето-фрагмен-
те (рисунок 6) [34, с. 291–212]. В работе Ma’Mani и др. [37, 
с. 646–654] наночастицы кремния использовались для 
доставки куркумина в клетки рака молочной железы. 
Средний размер полученных наночастиц кремния и 
наночастиц с куркумином составлял 60 и 70 нм соот-
ветственно. Наночастицы продемонстрировали высо-
кую загрузку, устойчивый профиль высвобождения и 
высокую противоопухолевую эффективность в кле-
точных линиях рака человека.

Наночастицы на основе золота находят приме-
нение в технологии доставки лекарств, диагностике 
и лечении рака, других областях биологии и меди-
цины [35, с. 1808–1814; 15, с. 1882–1893; 4, с. 2895–2900; 
54, с. 2659–2663]. Для получения золотых наночастиц 
используют различные методы: дисперсионный (ос-
нован на диспергировании металлов) и конденсаци-
онный (наночастицы восстановленного металла обра-
зуются из ионов соответствующих солей) [74, с. 37–46].

В работе Muddineti и др. [47, с. 32–51] для син-
теза наночастиц золота использовались гидрат тет- 
рахлораурата (III) водорода, аскорбиновая кислота и 
ксантановая смола в качестве восстановителя и ста-
билизатора соответственно. Водорастворимый курку-
мин  готовили с использованием поливинилпирроли-
дона PVP-K30 в виде твердой дисперсии, загружали в 
полученные наночастицы золота и оценивали их пог- 
лощение клетками и цитотоксичность на клетках ме-
ланомы. Результаты показали эффективность по-
лученных наночастиц по сравнению со свободным 
куркумином. Интерес представляет получение нано-
конъюгантов куркумина на основе наночастиц кобаль-
та и серебра, которые обладают антимикробной ак-
тивностью [50, с. 1254–1262; 57, с. 92–97; 70, с. 228–236]. 

Исследователей привлекают магнитные наночас- 
тицы, где в основном используется оксид железа в ка-
честве средства доставки лекарственных средств и 

контрастные агенты для изображения магнитного ре-
зонанса [41, с. 1471–1480; 42, с. 1761–1779; 43, с.  1890–
1905]. В исследовании Yallapu и др. готовили компози-
цию магнитных наночастиц, загруженных куркумином 
(МНЧ с куркумином), и оценивали терапевтическую 
эффективность этой композиции на модели рака под-
желудочной железы. МНЧ с куркумином эффектив-
но ингибировали рост раковых клеток поджелудоч-
ной железы человека (HPAF-II), а также подавляли рост 
опухоли поджелудочной железы на модели ксенотран-
сплантата HPAF-II мышей и повышали выживаемость 
мышей за счет замедления роста опухоли [70, с. 228–
236; 41, с. 1471–1480; 42, с. 1761–1779; 43, с. 1890–1905].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на низкую биодоступность куркуми-

на, обзор данных литературных источников о про-
веденных исследованиях показывает, что куркумин 
обладает терапевтической эффективностью по отно-
шению к различным заболеваниям человека, включая 
рак, диабет, артрит, сердечно-сосудистые и невроло-
гические заболевания. Для улучшения биодоступнос- 
ти куркумина ученые предлагают различные методы. 
Они включают использование энхансеров, соедине-
ний, способствующих доставке биологически актив-
ных веществ, таких как алкалоид пиперин, который 
препятствует глюкуронидации; включение куркумина 
в липосомы и наночастицы; использование комплекса 
куркумин – фосфолипид, комплексов с циклодекстри-
нами и др. Увеличение биодоступности куркумина в 
ближайшем будущем, вероятно, выведет его на пер-
вый план в качестве препарата из растительного сы-
рья для лечения заболеваний человека. 
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Резюме. Разработан процесс экстрагирования травы эхинацеи (Echinаcea Moench) последовательно рядом водно-спиртовых 
растворов с концентрацией спирта 70, 40 и 20%. Экстрагирование проводили в режиме вакуумного кипения с периодически-
ми пульсациями вакуума. Такой режим обеспечил высокую скорость процесса и возможность извлечения как липофильных 
(производные хлорофилла, каротиноиды), так и гидрофильных (цикориевая кислота и ее производные) БАВ. Изучена кинетика 
извлечения БАВ на трех стадиях мацерации: цикориевая кислота извлекается полярным экстрагентом на всех стадиях экстра-
гирования; липофильные компоненты переходят в извлечение на стадии обработки спиртом 70%. Методом микропрепара-
тивной тонкослойной хроматографии с элюированием и СФ-анализом элюатов определены группы извлекаемых БАВ. Прове-
дено сравнение сухих экстрактов, получаемых экстрагированием водой, спиртом 24% и рядом экстрагентов с последовательно 
возрастающей полярностью. Установлено, что способ полиэкстракции позволяет получить продукт, содержащий наиболее ши-
рокий спектр БАВ эхинацеи. 

Ключевые слова: природные иммуномодуляторы, трава эхинацеи, экстрагирование, УФ-спектроскопия, ТСХ, цикориевая кис-
лота, эхинакозид.

POLYEXTRACTION OF HERBS OF ECHINACEA BY SYSTEMS OF EXTRACENTS WITH RISING POLARITY

V. A. Vainshtein1*, I. E. Kauhova1, P. S. Amelina1, Yu. A. Koldashova1, S. A. Minina1, A. V. Ivanova1

Abstract. The process of extracting the Echinacea herbs (Echinacea Moench) has been developed with a series of water-alcohol solutions 
with an alcohol concentration of 70%, 40%, 20%. Extraction was carried out in the vacuum boiling mode with periodic pulsations of the 
vacuum. Such a regime provided high speed of the process and the possibility of extracting both lipophilic (chlorophyll derivatives, 
carotenoids) and hydrophilic (chicory acid and its derivatives) BAS. The kinetics of BAS extraction at three stages of maceration was 
studied: chicory acid is extracted by the polar extractant at all stages of extracting; the lipophilic components pass into the extraction 
at the stage of treatment with an alcoholconcentration of 70%. Method of micropreparative thin-layer chromatography with eluting 
and UV-analysis of the eluates was used to determine the groups of extractable BAS. A comparison of dry extracts obtained by water 
extraction, 24% alcohol extraction and extraction of a number of extractants with sequentially increasing polarity was made. It is 
established that the method of polyextraction allows to obtain a product containing the widest spectrum of BAS Echinacea. 

Keywords: natural immunomodulators, herb echinacea, extraction, UV spectroscopy, TLC, chicory acid, echinacoside.
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РАЗДЕЛ:   Фармацевтическая технология и нанотехнологии

ВВЕДЕНИЕ 
Эхинацея как лекарственное растительное 

сырье, известное эффективными иммуномоду-
лирующим, противовоспалительным и противо-
микробным действиями, широко используется 
в фармацевтической и медицинской практике и 
представляет значительный интерес для научных 
исследований по созданию новых препаратов на 
ее основе [1–3, 10].

Достаточно широко известны и применяют-
ся в современной медицине препараты эхина-
цеи, в частности рода Echinаcea Moench. Тем не 
менее постоянно возрастает интерес к разработ-
ке и использованию лекарственных препаратов и 
БАД на основе эхинацеи, что обусловлено широ-

ким спектром состава и лечебных свойств этого 
растения [1–3, 9, 10].

Фармакологическую активность эхинацеи 
определяют:

– фенолкарбоновые кислоты и 
их производные: цикориевая кислота 
(2,3-О-дикофеилвинная, далее ЦК) (рисунок 1), 
эхинакозид (глюкозид 2,3-О-дикофеилвинной 
кислоты) (рисунок 2), кофейная, каффаровая и 
хлорогеновая кислоты (рисунок 3), цинарин;

– флавоноиды: лютеолин и лютеолин-7-
глюкозид, кемпферол и его 3-глюкозид и 3-рути-
нозид, кверцетин и его 3-глюкозид, 3-ксилозид, 
3-арабинозид и другие;
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– полисахариды и их олигомеры, в частности 
инулин и фруктаны, содержание которых в корнях мо-
жет достигать 5,9%;

– ненасыщенные углеводороды (полие-
ны), входящие в состав эфирного масла: эхинолон 
(10-Е-гидрокси-4,10-диметил-4,11-додекадиен-2-он), 
1-пентадецен, 1,8Z-пентадекадиен;

– алкиламиды ненасыщенных кислот, 
в частности эхинацеин (изобутиламид додека-
2Е,6Z,8Е,10Е-тетраеновой кислоты), изобутилами-
ды додека-2Е,4Е,8Z,10Е-тетраеновой и додека-
2Е,4Е,8Z,10Z-тетраеновой кислот;

– пигменты, которые проявляют биологичес- 
кую активность в комплексе с другими БАВ, в частнос- 
ти сумма хлорофиллов (далее СХ), а также некоторые 
каротиноиды.

Основным БАВ группы кофейных кислот эхина-
цеи является цикориевая кислота (ЦК). Её макси-
мальное количество содержится в эхинацее пурпур-
ной и колеблется от 0,2 до 1,29%, причем соцветия и 
листья содержат ЦК больше, чем корни и стебли. Коли-
чество ЦК даже в пределах одного вида может варьи-
роваться в зависимости от возраста растений, продол-
жительности их культивирования и фазы вегетации. 
Эхинакозид обладает бактерицидной активностью в 
отношении золотистого стафилококка, стрептококка, 
гипотензивными и анальгетическими свойствами. В 
конце 1980-х годов в Германии были запатентованы экст- 
ракты эхинацеи с содержанием цикориевой кислоты, 
обладающей иммуностимулирующими свойствами. 

Биологическая активность отдельно взятых очи-
щенных компонентов эхинацеи незначительна. Ле-
чебный эффект суммарных извлечений эхинацеи – на-
стоек, экстрактов, консервированного сока – более 

высокий, чем у индивидуальных веществ. В наиболь-
шей степени иммуномодулирующие, противовирус-
ные, репаративные, противовоспалительные свойства 
проявляет суммарный (нативный) комплекс БАВ эхина-
цеи, близкий к природному составу растения, напри-
мер сок травы эхинацеи [4, 7]. 

Выпускаемые из неё препараты представляют со-
бой извлечения из всех частей как свежего, так и высу-
шенного растения. На сегодняшний день зарегистри-
рованы и выпускаются более десяти наименований 
различных лекарственных препаратов и биологически 
активных добавок на основе эхинацеи отечественных 
и зарубежных производителей [11].

Создание суммарных (галеновых) препаратов яв-
ляется дополнением, а иногда альтернативой созда-
нию индивидуальных, так как нативные комплексы 
БАВ обладают широким спектром действия и меньшей 
токсичностью для организма, являясь природным, 
естественным, сбалансированным состоянием дейст- 
вующих веществ [6, 11].

В технологии фитопрепаратов известны поли- 
экстракты (полифракционные экстракты) – суммар-
ные препараты, полученные путем последовательно-
го экстрагирования ЛРС несколькими системами экст- 
рагентов, например с возрастающей полярностью. Из 
полученных извлечений получают полиэкстракт, об-
ладающий широким спектром фармакологической 
активности.

Целью настоящего исследования является полу-
чение и характеристика полиэкстракта травы эхина-
цеи, содержащего широкий спектр БАВ, предназна-
ченного для лечения и профилактики простудных 
заболеваний и вирусных инфекций. 

Рисунок 1. Структурная формула цикориевой кислоты

Рисунок 2. Структурная формула эхинакозида

Рисунок 3. Структурные формулы оксикоричных (фенолкар-
боновых) кислот и некоторых их производных
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Приборы и оборудование 

•	 спектрофотометр СФ-2000;

•	 весы аналитические Adventurer, диапазон измере-
ний 0,1 мг – 210 г; 

•	 весы препаративные Adventurer, диапазон изме-
рений 0,01 – 510 г;

•	 роторно-вакуумный испаритель;

•	 эксикатор вакуумный;

•	 электроплитка с закрытым обогревом; 

•	 водяная баня;

•	 сушильный шкаф ШС-80-01 СПУ;

•	 установка для проведения экстракции в режиме 
вакуумного кипения (колба с обратным холодиль-
ником и подводом вакуума, обогреваемая на во-
дяной бане);

•	 комплект для ТСХ «Ленхром»: термостолик для 
ТСХ, пластинки «Сорбфил» ПТСХ-АФ; камеры стек- 
лянные, ультрафиолетовый кабинет-облучатель 
254/365.

Основным материалом исследования в данной 
работе являлась трава эхинацеи сухая.

Реактивы

•	 спирт этиловый ректификованный (ГОСТ 
Р 5165252-2000);

•	 вода очищенная (ФС 42-2619-97);

•	 хлороформ (ГОСТ 3160-51);

•	 н-бутанол (ГОСТ 6006-78);

•	 уксусная кислота ледяная (х.ч., ГОСТ 61-75);

•	 ацетон (ГОСТ 2603-79);

•	 раствор аммиака водный (ч.д.а., ГОСТ 3760-79);

•	 серная кислота (ч.д.а., ГОСТ 4202-77);

•	 н-гексан (ГОСТ 5542-87);

•	 метанол; 

•	 алюминия хлорид; 

•	 квасцы железоаммонийные;

•	 железо(+3) хлорное.

Физико-химические методы анализа.  
ТСХ (качественная, микропрепаративная  
с элюированием, обнаружение)

Качественный анализ сухого полиэкстракта 
эхинацеи (далее СПЭ) методом ТСХ.

Подготовка проб 

Во флакон с герметичной пробкой емкостью 
20  мл вносили навеску сухого экстракта массой око-
ло 0,1 г (точная навеска). Приливали 5,0 мл хлорофор-
ма, 10,0 мл воды, закрывали пробкой и перемешивали 
встряхиванием в течение 2 часов. Фазы разделяли 
отстаиванием. Нижнюю хлороформенную фазу (раст- 
вор А) использовали для анализа липофильной фрак-
ции, верхнюю водную (раствор Б) – для анализа окси-
коричных кислот и полисахаридов.

Липофильная фракция

На пластину «Сорбфил» ПТСХ-АФ микрошприцем  
наносили в точку 40–50 мкл раствора А. Хроматогра-
фировали восходящим способом в заранее приготов-
ленной и насыщенной камере в системе растворите-
лей гексан : ацетон (7:3).

После прохождения фронта системы до 5–10  мм 
от края пластинки ее извлекали, отмечали линию 
фронта и подсушивали в вытяжном шкафу.

Пластинку просматривали в видимом свете и 
наблюдали шесть разделившихся пятен: три темно-
зеленых (в области Rf=0,4–0,65, производные хло-
рофиллов разной полярности), из которых одно не 
сдвигалось со стартовой линии, два желто-зеленых 
и одно ярко-желтое. Для сдвига пятна со старта эту 
же пластину помещали в систему растворителей 
хлороформ : метанол : уксусная кислота (4:0,5:0,1) на 
1–2 мин, вынимали и подсушивали в вытяжном шкафу 
(рисунки 9, 10, 11). 

Микропрепаративная хроматография  
липофильной фракции с элюированием  
и спектроскопией элюатов

На линию старта пластины «Сорбфил» ПТСХ-АФ 
микрошприцем наносили полосой 400–500 мкл раст- 
вора А. Хроматографировали по методике, описанной 
выше. Получали пластинку с разделившимися шестью 
полосами. Нумеровали полосы на пластинке сверху 
вниз (рисунок 12). Вырезали каждую полосу по конту-
ру, измельчали, помещали в отдельные флаконы, при-
ливали по 5 мл спирта, перемешивали встряхиванием 
в течение часа. Полученные элюаты фильтровали че-
рез фильтр с величиной пор 0,45 мкм (Millipore), поме-
щали в кварцевые кюветы толщиной 1 см. Записывали 
УФ-спектр в диапазоне от 250 до 700 нм на спектрофо-
тометре СФ-2000 (рисунок 13). Полученные спектры 
соотносили с данными в литературе и делали выводы 
по составу липофильной фракции СПЭ.

Гидрофильная фракция

На пластину «Сорбфил» ПТСХ-АФ микрошпри-
цем наносили в точку 5–10 мкл раствора Б. Хроматог- 
рафировали восходящим способом в системе раст- 
ворителей н-бутанол : уксусная кислота : вода (4:1:1).
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После прохождения фронта системы до 10–15 мм от 
края пластинки ее вынимали, отмечали линию фрон-
та и подсушивали в вытяжном шкафу 15–20 минут (ри-
сунок 14). Делали 3–4 одинаковых пробы для различ-
ных способов детекции. Пластинки просматривали в 
УФ-свете при 365 нм. На темном фоне наблюдали 2 го-
лубых пятна: с Rf=0,25–0,35 (эхинакозид) и с Rf=0,45–
0,55 (цикориевая кислота). Пластинку 1 окунали в 5% 
раствор хлорного железа в 50% спирте и подсушива-
ли на воздухе. Наблюдали два темно-серых пятна с те-
ми же значениями Rf, причем верхнее пятно (цикорие-
вая кислота) имело более темный оттенок, чем нижнее 
(эхинакозид). Для пластинки 2 использовали обнару-
жение пятен в парах аммиака, наблюдали такие же пят-
на с теми же значениями Rf, бежево-розоватого оттен-
ка. Интенсивность цвета верхних пятен была сильнее, 
чем нижних. Пятна на пластинке 3 обнаруживали с по-
мощью серной кислоты: окунали в 30% раствор сер-
ной кислоты в 50% спирте, вынимали, ополаскивали 
водой и выдерживали в сушильном шкафу при 120 °С. 
Наблюдали темно-серое пятно с Rf=0,45–0,55 (цикорие- 
вая кислота), темно-серое пятно меньшей интенсив-
ности с Rf=0,25–0,35 (эхинакозид) и черное продолго-
ватое пятно в области с Rf=0,01-0,25 (полисахариды и 
олигосахариды).

Количественное определение оксикоричных 
кислот методом спектроскопии: а) в жидких извле-
чениях; б) в сухих экстрактах.

А) Определение оксикоричных кислот в жид-
ких извлечениях (в пересчете на цикориевую кисло-
ту). Во флаконы с пробками отбирали пробы жидких 
последовательных извлечений эхинацеи. 

0,25 мл жидкого извлечения вносили в мерную 
колбу вместимостью 50 мл, доводили водой до мет-
ки, получая разбавление в 200 раз. Записывали УФ-
спектры разведения в диапазоне от 250 до 350 нм. По-
лученные спектры имели максимум поглощения при 
325±5 нм и плечо в интервале от 295 до 310 нм (рису-
нок 4). Измеряли оптическую плотность полученного 
раствора при длине волны максимума в кювете с тол-
щиной слоя 10 мм. В качестве раствора сравнения ис-
пользовали воду очищенную.

Содержание суммы оксикоричных кислот в пере-
счете на цикориевую кислоту в жидком извлечении 
рассчитывали по формуле: 

2
ЦК   ,

782 
D V

С
v

⋅
=

⋅

где СЦК – концентрация цикориевой кислоты в раство-
ре, %; D – оптическая плотность при максимуме в об-
ласти 325 нм; V2 – объем разведенного раствора, мл; 
v – объем пробы раствора (фильтрованного), мл; 782 – 
удельный показатель поглощения цикориевой кисло-
ты в воде при 325 нм. 

Б) Определение оксикоричных кислот (цикори-
евой кислоты и эхинакозида) в сухих экстрактах. 0,5 мл 
раствора Б вносили в мерную колбу объемом 50  мл и 
доводили объем до метки водой очищенной. 

Снимали УФ-спектр в диапазоне от 250 до 350 нм 
на спектрофотометре СФ-2000. Измеряли оптичес- 
кую плотность раствора при длине волны максиму-
ма. В качестве раствора сравнения использовали воду 
очищенную.

Содержание суммы оксикоричных кислот в пере-
счете на цикориевую кислоту и сухой экстракт в про-
центах (X) вычисляли по формуле:
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где D – оптическая плотность испытуемого раствора; 
m – масса навески экстракта, г; w – потеря в массе при 
высушивании испытуемого экстракта, %; 782 – удель-
ный показатель поглощения цикориевой кислоты при 
325 нм.

Количественное определение суммы хло-
рофиллов: а) в жидких извлечениях, б) в сухих 
экстрактах.

А) Определение суммы хлорофиллов в жидких 
экстрактах (в пересчете на феофитин). 0,5 мл жид-
кого извлечения вносили в мерную колбу объемом 
10 мл, доводили спиртом до метки, получая разбавле-
ние в 20 раз. Записывали УФ-спектры разведения в 
диапазоне от 350 до 700 нм. Полученные спектры име-
ли максимум поглощения при 410±5 и 665±5 нм (рису-
нок 5). Измеряли оптическую плотность полученного 
раствора при длине волны максимума 665±5 нм в кю-
вете с толщиной слоя 10 мм. В качестве раствора срав-
нения использовали спирт.

Рисунок 4. Электронные спектры цикориевой кислоты и эхи-
накозида в трех последовательных извлечениях эхинацеи 
пурпурной из раствора Б
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Содержание суммы хлорофиллов в пересчете 
на феофитин в жидком извлечении рассчитывали по 
формуле: 

1
хл
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где Схл– концентрация суммы хлорофиллов в раство-
ре в пересчете на феофитин, мг%; D – оптическая плот-
ность при максимуме в области 665 нм; V1 – объем раз-
веденного раствора, мл; v – объем пробы раствора 
(фильтрата после растворения навески и фильтрова-
ния раствора), мл; 755 – удельный показатель поглоще-
ния суммы хлорофиллов в спирте при 665 нм; 1000 – 
коэффициент пересчета в мг%.

Б) Определение суммы хлорофиллов в сухих 
экстрактах (в пересчете на феофитин). 1 мл раствора 
А вносили в мерную колбу вместимостью 10 мл и дово-
дили объем до метки спиртом. Снимали УФ-спектр в 
диапазоне от 350 до 700 нм на спектрофотометре СФ-
2000. Измеряли оптическую плотность раствора при 
длине волны максимума в области 665±5 нм. В качест- 
ве раствора сравнения использовали спирт. Содержа-
ние суммы хлорофиллов в пересчете на феофитин и 
сухой экстракт в процентах (X) вычисляли по формуле:
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где D – оптическая плотность испытуемого раствора; 
m – масса навески экстракта, г; w – потеря в массе при 
высушивании испытуемого экстракта, %; 755 – коэффи-
циент удельной экстинкции при длине волны максиму-
ма в области 665±5 нм (равен оптической плотности 
раствора феофитина А при концентрации 1% и толщи-
не кюветы 1 см).

Определение доли сухого остатка  
в суммарной вытяжке травы эхинацеи после 
проведения трехступенчатой мацерации

В предварительно взвешенные 2 бюкса налива-
ли по 10–15 мл раствора (точная навеска). Помещали 
в сушильный шкаф при 90 ºС. Сушили до постоянной 
массы. Взвешивали после сушки и рассчитывали сухой 
остаток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Экстрагирование осуществляли в режиме вакуум-

ного кипения. 

Для исследования процесса экстракции в режи-
ме вакуумного кипения была собрана установка, пред-
ставленная на рисунке 6. 

Экстрактор представляет собой круглодон-
ную колбу (1) вместимостью 1 л с тубусом для отбо-
ра проб  (9). В качестве нагревателя использовали во-
дяную баню (2) на плитке (3), температуру измеряли 
термометром (6). Вакуум создавали с помощью мемб- 
ранного или водоструйного насоса, к которому через 
ресивер (5) подключен обратный холодильник (4). 

Проводили экстракцию методом трехступенча-
той мацерации с возрастанием полярности экстра-
гента (70, 40 и 15–20% этиловый спирт). Такая по-
следовательность экстрагентов была выбрана для 
возможности извлечения как липофильной, так и гид- 
рофильной фракций БАВ. 

Рисунок 5. Электронные спектры поглощения в трех последо-
вательных извлечениях эхинацеи пурпурной в спирте 95%, 
полученные из раствора А

Рисунок 6. Установка для экстрагирования в режиме вакуум-
ного кипения: 1 – колба-экстрактор; 2 – водяная баня; 3 – элект- 
роплитка; 4 – обратный холодильник; 5 – ресивер; 6 – термо-
метр; 7 – штатив; 8 – экстрагируемое растительное сырье и 
экстрагент; 9 – тубус для отбора проб
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Методика проведения работы: собирали уста-
новку для вакуумного кипения, предварительно взве-
сив пустую колбу-экстрактор (1). 

Проводили последовательно 3 мацерации со сме-
ной экстрагента (таблица 1). 

Первая мацерация: в колбу загружали 100 г су-
хого сырья травы эхинацеи, 500 г этилового спир-
та 70% (в соответствии с модулем экстракции 1:5 по 
массе), помещали на водяную баню. Нагревали баню 
до 60 ºС и включали вакуум. Доводили вакуум до ак-
тивного кипения в колбе, что обеспечивало эффек-
тивное перемешивание и обработку массы сырья па-
рожидкостной смесью экстрагента при пониженной 
температуре (50–60  ºС); в этих условиях достигает-
ся наиболее полное извлечение экстрактивных ве-
ществ, а также сохранность структуры и свойств из-
влекаемых БАВ.

Через 30 мин впускали воздух в систему и дела-
ли через тубус колбы первый отбор пробы (2 мл). Зак- 
рывали пробку и снова подавали вакуум. Температу-
ра в бане поддерживалась на уровне 50–60 ºС, в кол-
бе – бурное кипение. Таким образом, благодаря пери-
одическому включению вакуума создавался режим 
вакуумной пульсации, позволяющий экстрагенту про-
никать в поры растительного сырья и лучше извлекать 
БАВ. При таком режиме не происходит измельчения 
сырья в процессе экстрагирования. Делали пять от-
боров для анализа (через 30, 60, 90, 120 и 150 мин от 
начала кипения). После окончания первой мацерации 
(спустя 150 мин от начала кипения) экстракт 1 сливали 
через сито капроновое № 69 в предварительно взве-
шенный флакон. Взвешивали и регистрировали мас-
су и объем экстракта 1 и шрота влажного по разности 
массы колбы со шротом и пустой. 

Вторая мацерация: рассчитывали необходи-
мое количество добавляемого этилового спирта и во-
ды для получения 40% экстрагента в соответствии с за-
данным модулем экстракции. Приливали через тубус 
рассчитанные количества спирта и воды. Включали 
нагрев, периодически включали вакуум. Дальнейшие 
операции с отборами проб выполняли, как в первой 
мацерации.

Третья мацерация: на основании массы влаж-
ного шрота и модуля экстракции к шроту прибавля-
ли только рассчитанное количество воды (без спирта). 
Рассчитывали содержание спирта в третьем экстра-
генте. Проводили процесс аналогично предыдущим с 
отборами проб. 

Объединяли все три вытяжки, хранили в герме-
тичном контейнере.

Доля сухого остатка суммарного извлечения 
составила в среднем 2,40±0,59%. 

Таблица 1. 

Загрузки, параметры и выходы полупродуктов  
в процессе экстракции эхинацеи в режиме  

вакуумного кипения

1 мацерация

Загружено, г
Номер партии (варианта)

1.01 2.01
Экстрагент и модуль 
экстракции

70% спирт; 
5:1 по массе

70% спирт; 
5:1 по массе

Эхинацеи трава сухая 100 200 
Этиловый спирт 95% 368 736 
Вода 132 264 
Итого 600 1200 

Получено, г
Вытяжка 1 210 527
Шрот влажный, 
в его составе 314 619

Шрот сухой 100 200
Этиловый спирт 150 293
Вода 64 126
Потери 76 54
Итого 600 1200

2 мацерация
Загружено, г

Экстрагент и модуль 
экстракции

40% спирт; 
6:1 по массе

40% спирт; 
6:1 по массе

Шрот влажный, 
в его составе 314 619 

Шрот сухой 100 200
Спирт 150 293
Вода 64 126
Этиловый спирт 95% 95 197
Вода 291 584
Итого 700 1400

Получено, г
Вытяжка 2 298 583

Шрот влажный, 
в его составе 394 768

Шрот сухой 100 200
Этиловый спирт 118 227
Вода 176 341
Потери 8 49
Итого 700 1400

3 мацерация
Загружено, г

Экстрагент и модуль 
экстракции

20% спирт; 
6:1 по массе

16,2% спирт; 
7:1 по массе

Шрот влажный, г; 
в его составе 394 768 

Шрот сухой 100 200
Этиловый спирт 118 227
Вода 176 341
Вода 306 832
Итого 700 1600

Получено, г
Вытяжка 3 220 830
Шрот влажный 410 720
Потери 70 50
Итого 700 1600

Объединение трех полученных извлечений
Получено 
объединенного жидкого 
извлечения, г

700 1940
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Кинетика процесса экстрагирования  
в режиме вакуумного кипения

Представляло интерес изучение характера из-
влечения гидрофильных и липофильных фракций в 
процессе трех экстракций с переменным составом 
экстрагента. 

Для изучения кинетики использовали отборы из-
влечений, взятые в ходе проведения экстракции (таб- 
лица 1). 

Результаты определения ЦК и СХ в пробах извле-
чений при изучении кинетики в режиме вакуумного 
кипения приведены на рисунках 7 и 8.

Как видно из полученных результатов, концентра-
ция цикориевой кислоты и эхинакозида при экстра-
гировании 70% спиртом возрастает в течение 2,5 ча-
сов по логарифмическому закону (рисунок 7, кривая 
1). При замене экстрагента на 40% спирт извлечение 
этой группы веществ происходит наиболее эффектив-
но; при этом сказывается обработка шрота предыду-
щим экстрагентом (рисунок 7, кривая 2). Дальнейшее 
увеличение воды в экстрагенте (20% спирт) приводит 
к меньшим концентрациям экстрактивных веществ в 
извлечении, что связано также с постепенным истоще-
нием сырья (рисунок 7, кривая 3).

Липофильная сумма производных хлорофилла 
преимущественно извлекается 70% спиртом и значи-
тельно меньшая часть – 40% спиртом (рисунок 8). В 
20% спирте СХ и близкие к ним по полярности вещест- 
ва практически не обнаруживаются.

Установлено, что скорость извлечения цикорие- 
вой кислоты выше на первой мацерации, когда 70% 
этиловый спирт подается на свежее сырье (траву эхи-
нацеи сухую) и вытяжка наиболее обогащена БАВ, в 
том числе цикориевой кислотой. Однако степень из-
влечения больше на второй мацерации 40% этиловым 
спиртом, в котором цикориевая кислота лучше раст- 
ворима. Остаточное количество цикориевой кислоты 
извлекается ~20% спиртом на третьей мацерации.

Скорость и степень извлечения липофильной 
фракции максимальны на первой мацерации с 70% 
спиртом. На второй мацерации 40% спиртом хлоро-
филлы извлекаются незначительно, их обнаружение 
связано в основном с разбавлением влажного шрота 
следующей порцией экстрагента после 1-й мацерации.

Таким образом, способ последовательной экст- 
ракции рядом экстрагентов с возрастающей поляр- 
ностью дает на первой мацерации максимальный вы-
ход по хлорофиллам, на второй – по фенилпропано- 
идам (цикориевой кислоте); третья мацерация позволя-
ет извлечь, кроме цикориевой кислоты, значительную 
часть полисахаридов. При 4-й мацерации истощенно-
го шрота водой извлекается остаток полисахаридов.

Поскольку практической целью исследования яв-
лялось получение сухого полиэкстракта, обогащенно-
го как липофильными, так и гидрофильными БАВ эхи-
нацеи, жидкие извлечения из трех мацераций перед 
последующей сушкой объединяли (таблица 1).

Для получения сухого полиэкстракта эхинацеи 
проводили упаривание и сушку объединенного жид-
кого извлечения эхинацеи.

Взвешенное объединенное извлечение помеща-
ли в колбу вакуум-роторного испарителя для удале-
ния основной массы растворителя. Упаривание вели 
под вакуумом при температуре 50–60 ºС до того мо-
мента, как вытяжка становилась густой. Отгон собира-
ли в отдельную колбу и направляли на регенерацию 
спирта.

Рисунок 7. Кинетика извлечения цикориевой кислоты и эхи-
накозида при трех мацерациях в режиме вакуумного кипения

Рисунок 8. Кинетика извлечения суммы хлорофиллов при 
двух мацерациях в режиме вакуумного кипения

РАЗДЕЛ:   Фармацевтическая технология и нанотехнологии



612018 № 3 (24)       www.pharmjournal.ru      

Сгущенную вытяжку сушили в сушильном шкафу 
при температуре 70 ºС до очень вязкого, слаботекуче-
го состояния.

Остаток досушивали в вакуум-сушильном шкафу 
или вакуум-эксикаторе до постоянной массы. Затем 
измельчали и просеивали сухой полиэкстракт.

Полученный сухой полиэкстракт эхинацеи пред-
ставляет собой порошок зелено-бурого цвета, гигро-
скопичный, плохо сыпучий, с характерным запахом. 
Качественный состав суммарного сухого полиэкстрак-
та показан на рисунке 9.

Сравнительная характеристика  
сухих экстрактов эхинацеи,  
полученных различными способами

В России зарегистрированы и выпускаются 2 ви-
да сухих экстрактов эхинацеи (далее СЭЭ), предназ- 
наченные для производства готовых лекарственных 
форм экстракцией водой (СЭЭ-в) [12] и экстракцией 
24% этиловым спиртом (СЭЭ-в/с) [8]. 

Представляло интерес сравнение составов и не-
которых свойств разрабатываемого нами полиэкст- 
ракта с выпускаемыми экстрактами. 

Качественную сравнительную характеристику 
проводили путем анализа сухих экстрактов методом 
ТСХ. Хроматограммы представлены на рисунках 10 и 
11.

Сухой полиэкстракт эхинацеи (образец 3, рисун-
ки 10 и 11) содержит более широкий спектр липофиль-
ных веществ, причем в этой области могут находиться 
и минорные липофильные вещества, укладывающиеся 
по величине Rf между полярными и неполярными хло-
рофиллами и каротиноидами. 

Липофильная фракция сухого экстракта эхинацеи, 
полученного экстракцией 24% этанолом, содержит 
незначительное количество только полярных произ-

Рисунок 9. Тонкослойная хроматография четырех извлече-
ний, полученных методом последовательной экстракции 
травы эхинацеи рядом экстрагентов с возрастающей поляр-
ностью. Хроматограмма в системе гексан : ацетон (7:3), допол-
нительно проявленная в системе бутанол : уксусная кислота : 
вода (4:1:1), обнаружение в парах аммиака.

1 – первое извлечение 70% спиртом; 2 – второе извлечение 
40% спиртом; 3 – третье извлечение 15–17% спиртом; 4 – чет-
вертое, остаточное, извлечение 5–10% спиртом

Рисунок 10. Хроматограмма, полученная в системе гексан  : 
ацетон (7:3) с нанесенными на нее образцами трех СЭЭ с на-
грузкой 50 мкл

1 – СЭЭ-в – экстракция горячей водой; 2 – СЭЭ-в/с – экстракция 
24% этиловым спиртом; 3 – СПЭ – экстракция с возрастанием 
полярности экстрагента

Рисунок 11. Хроматограмма, полученная в системе гексан : 
ацетон (7:3) и дополнительно помещенная в систему хлоро-
форм : метанол : уксусная кислота (4:0,5:0,1) для сдвига стар-
товых (полярных) хлорофиллов. Обозначения те же, что на ри-
сунке 10
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водных хлорофилла (1 пятно), что позволяет предпо-
ложить отсутствие фармакологических свойств, об-
условленных липофильными БАВ эхинацеи. Сухой 
экстракт эхинацеи, полученный экстракцией водой, 
совсем не содержит хлорофиллов, то есть липофиль-
ной фракции БАВ. 

Для анализа и частичной идентификации липо-
фильной фракции СПЭ проведена микропрепаратив-
ная ТСХ с разделяющей системой гексан : ацетон (7:3) 
(рисунок 12) и последующим элюированием и спект- 
роскопией элюатов (рисунок 13).

Полученные спектры сопоставили с данными ли-
тературы. Установлено наличие неполярных и поляр-
ных производных хлорофиллов (пятна № 1, 2, 3, 6), 
а также каротиноидов (№ 5). Спектр, снятый с пятна 
№ 4, не идентифицирован, вероятно, содержит следы 
хлорофиллов.

Проведен также качественный анализ группы по-
лярных БАВ эхинацеи – фенилпропаноидов – в трех су-
хих экстрактах, полученных различными способами 
(рисунок 14).

Гидрофильная фракция всех сравниваемых СЭЭ 
содержит два пятна производных оксикоричных кис-
лот, по-видимому, цикориевой кислоты и эхинакозида, 
видимых при проявлении аммиаком и серной кисло-
той. Сумма этих производных в пересчете на цикорие-
вую кислоту в трех экстрактах примерно одинакова и 
составляет 7,2-7,6% от сухого экстракта.

При обнаружении серной кислотой на старте на-
блюдаются темные пятна полисахаридов, которых 
больше всего в СЭЭ, полученном экстракцией водой. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Экстракция травы эхинацеи, проведенная мето-

дом трехступенчатой мацерации в режиме вакуумно-
го кипения с возрастанием полярности экстрагента 
(70, 40 и 15–20% спирт), позволила получить полиэкст- 
ракт, содержащий гидрофильные и липофильные ве-
щества, близкий по составу к нативному комплексу 
БАВ эхинацеи.

Рисунок 12. Микропрепаративная хроматограмма с разделив-
шейся липофильной фракцией (6 полос) полиэкстракта эхина-
цеи для элюирования

Рисунок 13. Электронные спектры элюатов полос на микро-
препаративной хроматограмме (рисунок 12)

Рисунок 14. ТСХ образцов трех СЭЭ в системе н-бутанол : уксус-
ная кислота : вода 4:1:1 (БУВ), нагрузка – по 5 мкл. Обнаруже-
ние в парах аммиака (а) и серной кислотой (б)
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Конечный продукт – сухой полиэкстракт эхина-
цеи – отличается от выпускаемых промышленных 
аналогов наличием широкого спектра липофильных 
веществ, из которых частично идентифицированы по-
лярные и неполярные производные хлорофиллов, а 
также каротиноиды.

Гидрофильная фракция трех сравниваемых экст- 
рактов содержит по два характерных пятна производ- 
ных оксикоричных кислот, вероятно, цикориевой кис-
лоты и эхинакозида. Сумма этих производных в пере-
счете на цикориевую кислоту в трех экстрактах при-
мерно одинакова и составляет 7,2–7,6% от сухого 
экстракта.
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Резюме. Целью исследования является разработка условий экстрагирования череды трехраздельной травы, золотарника ка-
надского травы, репешка обыкновенного травы в технологии сухих экстрактов. Изучено влияние факторов на процесс экст- 
рагирования действующих веществ череды трехраздельной травы, золотарника канадского травы, репешка обыкновенного 
травы. Изучены особенности и установлены закономерности экстрагирования золотарника канадского травы, череды трех-
раздельной травы, репешка обыкновенного травы.
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AND AGRIMONIA EUPATORIA L. HERBS
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Abstract. The aim of the study on the development conditions for extraction of a series of three-part herbs, Bidens tripartita L., Solidago 
canadensis L. and Agrimonia eupatoria L. herbs in the technology of dry extracts. The influence of factors on the process of extraction 
of activety substances of a series of three-part herbs, Bidens tripartita L., Solidago canadensis L. and Agrimonia eupatoria L. have been 
studied. Features are studied and regularities of extraction of Bidenst ripartita L., Solidago canadensis L. and Agrimonia eupatoria L. herbs.
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ВВЕДЕНИЕ
Болезни почек являются наиболее сложны-

ми с клинической точки зрения. В связи с этим 
разработка новых препаратов для лечения за-
болеваний почек и увеличение ассортимента не-
фропротекторных средств на фармацевтическом 
рынке представляются особенно актуальными. 
Фитотерапия, как метод безопасного базисного 
лечения многих заболеваний с помощью гармо-
низации естественных процессов детоксикации, 
направлена на улучшение функционального со-
стояния почек и может существенно повысить 
как эффективность, так и безопасность базисной 
фармакотерапии [1, 2].

Первым этапом разработки новых фитопре-
паратов для лечения и профилактики пораже-
ний почек явился выбор лекарственного рас-
тительного сырья. В качестве сырья были взяты 
следующие официнальные лекарственные рас-
тения: трава череды трёхраздельной (содержит 
флавоноиды, обладает выраженными иммуно-
модулирующими и диуретическими свойствами, 

а также противоаллергическим действием); тра-
ва золотарника канадского (содержит тритер-
пеновые сапонины, входит в состав различных 
урологических препаратов); трава репешка обык-
новенного (содержит дубильные вещества, обла-
дает гастро- и гепатопротекторными свойства-
ми, улучшает работу органов пищеварения) [4–6]. 
Подобная комбинация ранее нигде не описыва-
лась, а для лечения заболевания почек исполь-
зовались лишь по отдельности череда трёхраз-
дельная и золотарник канадский. В то же время с 
фармакологической точки зрения усматривается 
отчётливое синергическое действие [8, 9].

Одной из основных задач в технологии фи-
тосубстанций, в частности сухих экстрактов, яв-
ляется подбор оптимальных условий, режимов 
экстрагирования для получения извлечений, ко-
торые будут максимально обогащены биоло-
гически активными веществами. Исследовано 
влияние различных технологических факторов, 
которые могут оказать существенное влияние на 
выход экстрактивных веществ, таких как:



652018 № 3 (24)       www.pharmjournal.ru      

•	 метод экстрагирования;

•	 подбор экстрагента и его концентрации;

•	 соотношение используемого сырья и выбранного 
экстрагента (модуль экстракции).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для настоящего исследования использовали че-

реды трехраздельной траву, золотарника канадско-
го траву, репешка обыкновенного траву, заготовлен-
ные в 2014–2015 гг.на базе питомника ФГБОУ ВО СПХФА 
(пос. Лемболово, Ленинградской обл.) и высушенные  
при температуре 50–60  °C до остаточной влажности 
12±1%. Для заготовленных партий сырья установлено, 
что сырье соответствует требованиям Государствен-
ной фармакопеи (ГФ) 13 издания [3, 7].

Экстракцию сырья проводили следующим обра-
зом: навеску растительного сырья, измельченного до 
размера частиц 1,0–1,5 мм, загружали в экстрактор, 
заливали экстрагентом. Экстрагент, время экстрак-
ции, соотношение сырья и экстрагента (модуль) ва-
рьировались. Для извлечения действующих веществ 
из сырья методом мацерации экстракцию проводили 
на кипящей водяной бане в течение 2 ч (120 мин) при 
температуре 100 ºС с использованием обратного хо-
лодильника. Ультразвуковую экстракцию проводили 
с использованием ультразвуковой ванны ПСБ-1335-
05 (Россия) с рабочей частотой 35 кГц. Затем получен-
ное спиртоводное извлечение отфильтровывали, упа-
ривали в роторно-пленочном испарителе [DAIHAN 
Scientific Co., Ltd. (Witeg Labortechnik GmbH)] до гус- 
того кубового остатка и сушили в сушильном шкафу 
ШС-80-01 (Россия) при 55–60 ºС до получения сухого 
экстракта. Определение экстрактивных веществ про-
водили в соответствии с требованиями ГФ 13 изд. [3]. 
Статистическую обработку результатов проводили в 
соответствии с требованиями ГФ 13 изд. [3].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Подбор экстрагента и модуля экстракции  
при проведении мацерации

Одним из основных критериев наиболее полно-
го извлечения из лекарственного растительного сы-
рья целевых биологически активных веществ являет-
ся подбор оптимального экстрагента. 

В качестве экстрагента использовались спирто-
водные растворы различной концентрации, позволя-
ющие извлекать соединения различной полярности, с 
последующим выбором одного из них.

Для экстрагирования череды трехраздельной 
травы, содержащей в качестве основных БАВ флаво- 
ноиды, использовался спирт этиловый в концентрации 
40% и 70%. Также параллельно определяли влияние 
модуля экстракции на выход экстрактивных веществ. 
Полученные результаты представлены на рисунке 1.

На основании анализа полученных данных уста-
новлено, что наибольший выход суммы экстрактивных 
веществ из травы череды трёхраздельной наблюдает-
ся при использовании в качестве экстрагента спирта 
этилового 70%-го и при соотношении исходного сы-
рья и экстрагента 1:20.

Для установления полноты извлечения суммы 
экстрактивных веществ из травы золотарника канад-
ского был использован спирт этиловый с концентра-
циями 40%, 50% и 70%.

Для определения влияния модуля экстракции на 
выход экстрактивных веществ были взяты соотноше-
ния сырья и экстрагента 1:10 и 1:20. На основании ана-
лиза полученных данных, представленных на рисунке 
2, установлено, что наибольший выход суммы экстрак-
тивных веществ из травы золотарника канадского 
достигался при использовании в качестве экстрагента 
спирта этилового 40%-го и при соотношении исходно-
го сырья и экстрагента 1:20.

Для установления полноты извлечения суммы 
экстрактивных веществ из репешка обыкновенного 
травы был использованы спиртоводные растворы в 
концентрации 40% и 70%.

Для определения влияния модуля экстракции на 
конечный выход экстрактивных веществ были взяты 
соотношения сырья и экстрагента 1:10 и 1:20. На осно-

Рисунок 1. Влияние природы экстрагента и модуля экстракции 
на выход веществ из череды трехраздельной травы

Рисунок 2. Влияние природы экстрагента и модуля экстракции 
на выход веществ из золотарника канадского травы

СЕКЦИЯ:   Лекарственные средства из природного сырья
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вании анализа полученных данных установлено, что 
наибольший выход суммы экстрактивных веществ из 
травы репешка обыкновенного происходит при ис-
пользовании в качестве экстрагента спирта этилово-
го 40%-го и при соотношении сырья и экстрагента 1:20 
(рисунок 3).

Установленные условия экстрагирования череды 
трехраздельной травы, золотарника канадского тра-
вы, репешка обыкновенного травы представлены в 
таблице 1.

Таблица 1. 

Условия экстрагирования череды трехраздельной травы,  
золотарника канадского травы,  
репешка обыкновенного травы
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Череда 
трёхраздельная

Спирт 
этиловый 
70%

1:20
Мацерация 
на кипящей 
водяной бане с 
использованием 
обратного 
холодильника

120 мин

Золотарник 
канадский

Спирт 
этиловый 
40%

1:20 120 мин

Репешок 
обыкновенный

Спирт 
этиловый 
40%

1:20 120 мин

Методы интенсификации процесса 
экстрагирования

Для интенсификации процесса экстрагирования 
растительного сырья был использован ультразвук и 
проведена сравнительная экстракция экстрактивных 
веществ из череды трёхраздельной травы, золотарни-
ка канадского травы и репешка обыкновенного травы. 
Известно, что применение ультразвука для экстраги-
рования растительного сырья в ряде случаев значи-
тельно ускоряет процесс и обеспечивает более пол-
ное извлечение действующих веществ из сырья [10].

Процесс экстрагирования проводили при исполь-
зовании тех же экстрагентов и модулей экстракции, 
которые были установлены ранее опытным путём. 
Время воздействия ультразвука было выбрано в диа-
пазоне от 20 до 25 мин на основании предварительно 
проведенных исследований. Температурный режим 
был выдержан в пределах от 40 до 50 ºС, так как дан-
ная температура полностью исключает возможность 
разложения термолабильных веществ, а также уско-
ряет процесс извлечения биологически активных ве-
ществ. Из извлечений были получены сухие экстрак-
ты по типовой схеме [7]. Результаты представлены на 
рисунке 4.

При анализе полученных данных о проведении 
ультразвуковой экстракции можно сделать вывод о 
том, что выход экстрактивных веществ при исполь-
зовании ультразвука значительно выше, чем при ис-
пользовании мацерации на кипящей водяной бане. 
При этом увеличение выхода суммы экстрактивных 
веществ варьировалось от 13,8% (для череды трёхраз-
дельной травы) до 16,5% (для репешка обыкновенно-
го травы).

Подобранные параметры процесса экстрагирова-
ния при помощи ультразвука и сравнительная харак-
теристика методов экстракции представлены в табли-
цах 2 и 3 соответственно:

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучено влияние различных параметров на из-

влечение суммы экстрактивных веществ, а также раз-
работаны условия экстрагирования череды трёх-
раздельной травы, золотарника канадского травы и 
репешка обыкновенного травы.

Исследованы особенности и установлены законо-
мерности экстрагирования золотарника канадского 
травы, череды трехраздельной травы, репешка обык-
новенного травы. Установлено, что спиртоводный 
экстрагент в концентрации 40% извлекает большее 
количество экстрактивных веществ из золотарника ка-

Рисунок 3. Влияние природы экстрагента и модуля экстракции 
на выход веществ из репешка обыкновенного травы

Рисунок 4. Сравнительная характеристика методов экстрак-
ции в технологии сухих экстрактов 

РАЗДЕЛ:   Фармацевтическая технология и нанотехнологии
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надского и репешка обыкновенного, а спиртоводный 
экстрагент в концентрации 70% – из череды трехраз-
дельной. При этом модуль экстракции для всех видов 
сырья составляет 1:20.

Таблица 2.

Параметры процесса экстракции травы  
череды трёхраздельной, травы золотарника  
канадского и травы репешка обыкновенного  

с использованием ультразвука
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1:20 25 40…50
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канадский

Спирт 
этиловый 40%

1:20 20 40…50

Репешок 
обыкновенный

Спирт 
этиловый 40%

1:20 25 40…50

Таблица 3. 

Влияние метода экстракции на выход БАВ травы  
череды трёхраздельной, травы золотарника канадского  

и травы репешка обыкновенного
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Череда 
трёхраздельная

19,50 ± 0,25 33,30 ± 0,85 13,80

Золотарник 
канадский

27,50 ± 0,74 43,80 ± 0,57 16,30

Репешок 
обыкновенный

17,50 ± 0,65 34,00 ± 0,74 16,50

 Установлено, что применение ультразвуковой 
экстракции в технологии сухих экстрактов череды 
трёхраздельной травы, золотарника канадского тра-
вы и репешка обыкновенного травы повышает выход 
экстрактивных веществ на 13,8–16,5% по сравнению с 
методом мацерации.
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ИЗУЧЕНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ КАЧЕСТВА  
И ТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК ЛИСТЬЕВ  
И ТРАВЫ INULA VISCOSA (L.)  
КАК ПЕРСПЕКТИВНЫХ ВИДОВ СЫРЬЯ

Р. Мусса1*, Н. В. Шинева1, В. В. Вандышев1, С. Н. Суслина1

Резюме. В статье рассматривается фрагмент комплексного исследования по введению в фармацевтическую практику девясила 
липкого (Inula viscosa L.). Девясил липкий (Inula viscosa L.) – растение, произрастающее в Сирии, водные извлечения из которого, а 
также порошок листьев используются этномедициной Средиземноморья при лечении дерматолокализованных патологий. Ис-
ходя из опубликованных научных данных по антимикробной активности и выявленных перспектив получения и использования 
препаратов на основе Inula viscosa L., проводится фармакогностическое и технологическое изучение сырья листьев и травы с 
использованием современных фармакопейных методов исследования и стандартизации. Представлены результаты исследова-
ния некоторых технологических и фармакогностических характеристик новых видов сырья: листьев и травы девясила липкого 
(Inula viscosa L.). Установлены показатели качества сырья: влажность листьев – не более 5%, травы – не более 8%, содержание 
золы общей в листьях и траве – не более 11%, а золы, нерастворимой в 10% растворе кислоты хлористоводородной, – не более 
1% в обоих видах сырья, содержание экстрактивных веществ, извлекаемых водой, – около 32%. Изучены технологические ха-
рактеристики измельченного сырья: насыпная масса, объемная масса, коэффициенты поглощения растворителей с различным 
содержанием этанола, на основании значений которых в качестве экстрагента для получения извлечения выбран 70% этанол, 
как извлекающий многокомпонентный целевой комплекс веществ, включающий фенольные кислоты, флавоноиды, танины,  
сесквитерпеноиды. Установлены коэффициенты поглощения этого экстрагента: 1,15 мл/г – для травы и 1,22 мл/г – для листьев. 
Для установления подлинности сырья предложено использование ТСХ водного и спиртового извлечения для обнаружения фла-
воноидов и фенолкарбоновых кислот – кофейной, хлорогеновой. В УФ-спектре спиртового извлечения из ЛРС девясила липко-
го выявлены два максимума поглощения при длинах волн 298 и 329 нм, что позволяет предполагать присутствие в извлечении 
фенолкарбоновых кислот других фенольных соединений, в том числе дубильных веществ и флавоноидов. Полученный спектр 
поглощения может служить специфичной характеристикой для установления подлинности лекарственного растительного 
сырья и из извлечения Inula viscosa L. Для разработки технологии экстрактов определен фракционный состав измельченного 
сырья девясила липкого. В измельченной траве девясила липкого основную массу (около 44%) составляет фракция, размеры 
частиц которой больше 2 мм, тогда как в измельченных листьях преобладает (около 45%) фракция более мелких частиц разме-
ром менее 2 мм, но более 1 мм. Полученные данные предполагается использовать для разработки проектов нормативной до-
кументации на сырье девясила липкого и технологии получения экстракционных препаратов на его основе.

Ключевые слова: Inula viscosa (L.), сырье, листья, трава, показатели качества, технологические характеристики, фенол-
карбоновые кислоты, флавоноиды.

STUDY OF QUALITY INDICATORS AND TECHNOLOGICAL CHARACTERISTICS OF LEAVES, STEMS AND FLOWERS  
OF INULA VISCOSA (L.) AS PROMISING RAW MATERIALS

R. Mussa1*, N. V. Sineva1, V. V. Vandyshev1, S. N. Suslina1

Abstract. The article contains information about the fragment of the complex study on the introduction of Inula viscosa L. to the 
pharmaceutical practice. Inula viscosa L. is a plant growing in Syria. Its aqueous extraction and leaf powder is  used in the Mediterranean 
traditional medicine for the treatment of dermatological pathologies. Based on the published scientific data on antimicrobial activity and 
the identified prospects for the production and use of preparations based on Inula viscosa L., a pharmacological and pharmacognostic 
study of leaf and herb raw materials is carried out using modern pharmacopoeial methods of research and standardization. The results 
of research of some pharmacognostic characteristics of new types of raw materials are presented for Inula viscosa L. leaves and herb. 
Quality indicators of raw materials are established: moisture content in leaves is not more than 5%, amount of herb is not more than 
8%, ash content is not more than 11% in leaves and herb and ash, insoluble in 10% solution of hydrochloric acid is not more than 1% in 
both types of raw materials, content of substances extracted by water is about 32%. The technological characteristics of the crushed 
raw materials are studied: bulk density, bulk mass, absorption coefficients of solvents with different ethanol content, based on the 
values of which 70% ethanol is selected as extractant for extraction. 70% ethanol is able to extract a multicomponent target complex of 
substances including phenolic acids, flavonoids, tannins, sesquiterpenoids. The absorption coefficients of this extractant are 1,15 ml/g 
for herb and 1,22 ml/g for leaves. TLC is proposed for the identification of the plant raw materials and for the detection of flavonoids 
and phenolcarbonic acids (caffeic and chlorogenic acids) in aqueous and alcoholic extracts. There were identified two maxima of the 
absorption in the UV spectrum of the alcoholic extraction of Inula viscosa L. at wavelength 298 and 329 nm. It allows to assume the 
presence of phenolcarbonic acids and other phenolic substances including tanning substances and flavonoids in the extraction. The 
obtained absorption spectrum can serve as a specific characteristic for identification of medicinal plant material and extraction of Inula 
viscosa L. To develop the technology of extracts, the fractional composition of the Inula viscosa L. crushed raw material is determined. The 
majority of particles (about 44%) in the crushed herb of Inula viscosa L. have the size more than 2 mm, while the crushed leaves represent 
the fraction with majority of particles (about 45%) having size less than 2 mm but more than 1 mm.  The obtained data is supposed 
to be used for the development of the draft normative documentation for Inula viscosa L. raw materials and for the development of 
technology for obtaining extraction preparations based on it.

Keywords: Inula viscosa (L.), medicinal plant raw materials, technological characteristics, phenol carboxylic acids, flavonoids.
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ВВЕДЕНИЕ
В этнофармации стран Средиземноморья, и в 

частности в Сирии, активно используют водное извле-
чение из листьев девясила липкого (Inula viscosa L.) в 
качестве противовоспалительного и ранозаживляю-
щего средства для наружного применения. Опублико-
ванные научные данные о биологической активности 
комплексов биологически активных соединений (БАС), 
содержащихся в этом растении, подтверждают целе-
сообразность его углубленного изучения и примене-
ния [6, 341–354; 7, 20–26]. 

Девясил липкий (Inula viscosa (L.), или Dittrichia 
viscosa (L.) Greuter), относящийся к семейству астровых 
(сложноцветных) (Asteraceae), – полукустарник или 
многолетнее травянистое растение, широко распрост- 
раненное в Средиземноморье и образующее зарос-
ли в степной и полупустынной местности [5, 329–331]. 
Основными группам БАС, накапливаемых растением, 
являются флавоноиды, сесквитерпеновые соединения 
и эфирное масло [4, 27–35; 3, 124–127]. Сырьем девяси-
ла липкого обычно служат листья, собранные с об-
лиственных цветоносных побегов, которые в услови-
ях жаркого сухого климата можно собирать несколько 
раз за сезон. Однако в перспективе рассматривается 
использование и верхушечной травянистой части рас-
тения – побегов длиной до 30 см. 

Следует отметить, что при широком применении 
в этномедицине девясил липкий и его сырье не яв-
ляются официнальными, поэтому их стандартизация 
осуществляется не на должном уровне. В соответст- 
вии с требованиями Государственной фармакопеи 
(ГФ) Российской Федерации [1, Т. 1, ОФС.1.5.1.0001.15] 
для определения качества лекарственного раститель-
ного сырья (ЛРС) среди других показателей опреде-
ляют: влажность, содержание зольного остатка (зола 
общая и зола, нерастворимая в 10% растворе кис-
лоты хлористоводородной), тяжелых металлов и мы-
шьяка. Определение содержания экстрактивных ве-
ществ c использованием различных растворителей 
и схем экстракции позволяет выявить наиболее под-
ходящий экстрагент для извлечения БАС целевого 
фрагмента метаболома. Изучение технологических 
характеристик сырья, таких как насыпная масса, объ-
емная масса, содержание экстрактивных веществ, ко-
эффициенты поглощения экстрагентов сырьем, позво-
лит разработать оптимальную технологию получения 
фитопрепарата. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования явились два вида сы-

рья девясила липкого – трава и листья. Цельное сы-
рье заготавливали в течение 2015–2017 гг. в сирийской 
провинции Хомс: верхушечные облиственные цвето-
носные побеги длиной до 30 см – в период цветения 
растений, хорошо развитые листья – до цветения.

Сушку сырья проводили воздушно-теневым спо-
собом (ГФ XIII, «Общие методы анализа»): при ком-
натной температуре с умеренной вентиляцией, раз-
ложив в один слой на подстилках и периодически 
переворачивая.

Сырье упаковывали и хранили при комнатной 
температуре в сухом, хорошо вентилируемом по-
мещении, не зараженном вредителями запасов, не 
допуская попадания на сырье прямых солнечных  
лучей.

Измельчение высушенных травы и листьев Inula 
viscosa проводилось на электрической мясорубке 
(Nova Meat Grinder). 

Для определения дисперсного состава частиц 
измельченное сырье просеивали через ряд сит с 
отверстиями различных размеров – от 2,50 мм до 
0,25 мм. Использованные сита отвечают требованиям 
ТУ  23.2.2068-89. Оценка фракционного состава сырья 
девясила липкого осуществлялась в соответствии со 
статьей ГФ XIII ОФС.1.1.0015.15 «Ситовой анализ».

Определение сыпучести измельченного сырья 
девясила липкого проводили в соответствии с мето-
дикой ГФ XIII, приведенной в ОФС.1.4.2.0016.15 «Сте-
пень сыпучести порошков». Для определения данной 
характеристики сырья использовали тестер для опре-
делния сыпучести гранулята ERWEKA Granulate Flow 
Tester GT (ERWEKA, Германия).

Определение насыпного объема измельченно-
го сырья девясила липкого проводили в соответствии 
с методикой ГФ XIII, приведенной в ОФС.1.4.2.0016.15 
«Степень сыпучести порошков», на тестере насыпной 
плотности ERWEKA SVM 101/201 Tapped Density Tester 
(ERWEKA, Германия).

Определение влажности сырья девясила лип-
кого проводили согласно методике, приведенной в 
ОФС.1.5.3.0007.15, с помощью влагомера термографи-

Тестер для определения сы-
пучести гранулята  

ERWEKA GT
Тестер насыпной плотности 

ERWEKA серии SVM
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ческого инфракрасного «Аквилон АВ-50» (ЗАО «НПКФ 
Аквилон», Россия).

Изучение содержания общей золы и золы, нераст- 
воримой в 10% хлористоводородной кислоте, прово-
дили согласно ОФС.1.2.2.2.0013.15 и ОФС.1.5.3.0005.15 
ГФ XIII.

Изучение коэффициентов поглощения различ-
ных экстрагентов (воды, водного спирта различной 
концентрации) и расходных коэффициентов видов 
сырья девясила липкого проводили по методике, из-
ложенной в ОФС.1.5.3.0012.15. При исследовании ко-
эффициентов поглощения различных экстрагентов 
сырье заливали растворителями в соотношении 1:10. 
После экстракции в соответствии с ОФС.1.4.1.0018.15 
«Настои и отвары» и ОФС.1.4.1.0019.15 «Настойки»  
извлечения фильтровали и шрот отжимали в перфори-
рованном стакане, после чего измеряли объем полу-
ченного извлечения.

При определении содержания экстрактивных ве-
ществ в сырье девясила липкого была применена мно-
гократная экстракция согласно ОФС.1.5.3.0006.15.

При установлении подлинности сырья по це-
левым группам БАС были использованы УФ-
спектрофотометрия и ТСХ. Для экстракции и приго-
товления хроматографических систем использовали 
растворители марки «ч.» и «х.ч.», производства «Хим-
мед» (Россия). Концентрирование извлечений и отгон-
ку растворителей проводили с помощью ротацион-
ного испарителя Heidolph® Laboratory 4002, (Heidolph, 
Германия). 

Спектры в УФ- и видимой области спектра регист- 
рировали с помощью спектрофотометра Cary WIN UV 
(Varian, США) в кюветах с толщиной поглощающего 
слоя 1 см.

Идентификацию и разделение веществ осуществ- 
ляли методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) на 
пластинках Fluca (Merck, Германия) с силикагелем на 
алюминиевой подложке и флуоресцентным индика-
тором 254 нм. Испытание методом ТСХ проводили в 
системе н-бутанол – кислота уксусная ледяная – во-
да (4:1:1) – все растворители марки «ч» производства 
«Химмед», Россия. Обнаружение зон адсорбции в УФ-
свете проводили при длине волны 365 нм до и после 
обработки хроматораммы последовательно раство-
рами дифенилборилоксиэтиламина SigmaАldrich (Гер-
мания) и полиэтиленгликоля-400 (Ferak, Германия). В 
качестве испытуемого раствора использовали извле-
чения из ЛРС, в качестве стандартных растворов – та-
ковые рутина (содержание 90,00%, Carl Poth GmbH, 
Германия, серия 250249-75-3, годен до 01.12.2019), ко-
фейной кислоты (содержание 98,00%, Sigma, Швей-
цария, серия 047к1609, годен до 01.09.2019), галло-
вой кислоты (содержание 98,00%, Sigma, Китай, серия 
117к0057, годен до 01.09.2019) в этаноле (95% ОАО Фло-
ра Кавказа, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты определения числовых показателей 

сырья девясила липкого приведены в таблице 1.
Таблица 1.

Числовые показатели двух видов сырья девясила липкого

Числовой показатель
Трава девясила 

липкого
Листья девясила 

липкого

Влажность, % 7,05±0,5 3,78±0,10

Зола общая, % 10,4±0,5 10,75±0,5

Зола, нерастворимая в 
10% растворе HCl, %

0,997±0,03 0,645±0,03

Как видно из представленных в таблице данных, 
влажность образцов травы девясила не превышала 
8%, а влажность листьев – 5%, что соответствует уров-
ню значений для официнального сырья этих морфо-
логических групп – не более 14%. Содержание золы 
общей в траве установлено порядка 10%, а золы, не-
растворимой в 10% растворе HCl, в траве – до 1%, а в 
листьях – до 0,7%, что составляет не более 10% от зо-
лы общей. Сравнение показателей зольности сви-
детельствует о низком содержании в сырье девясила 
липкого элементов, не образующих с соляной кисло-
той растворимых в воде солей. 

Исследования по выявлению приемлемого экст- 
рагента, максимально извлекающего комплекс БАС из 
травы и листьев девясила липкого, проводили с ис-
пользованием нескольких растворителей: спирта эти-
лового различной концентрации (90, 70 и 40%) и во-
ды очищенной. Результаты определения содержания 
экстрактивных веществ представлены в таблице 2.

Таблица 2. 

Содержание экстрактивных веществ в двух видах сырья  
девясила липкого

Экстрагент
Содержание экстрактивных 

веществ, %

трава листья

Вода очищенная 31,22±1,5 31,18±1,5

Спирт этиловый 40% 31,27±1,5 32,70±1,5

Спирт этиловый 70% 27,28±1,5 32,42±1,5

Спирт этиловый 90% 23,61±1,5 29,89±1,5

Из данных таблицы 2 видно, что сопоставимо вы-
сокий выход (30–31%) экстрактивных веществ как из 
травы, так и из листьев достигается при экстракции 
этих видов сырья водой и водно-этанольным раство-
ром с низким содержанием спирта. Содержание же 
гидрофобных веществ, переходящих в более креп-
кие спиртоводные смеси, в листьях несколько выше, 
чем в траве. Таким образом, учитывая уровень со-
держания экстрактивных веществ в сырье девясила 
липкого при извлечении их водой и 40% этанолом, 
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целесообразно использовать для стандартизации по-
казатель «содержание экстрактивных веществ, извле-
каемых водой». 

Результаты изучения поглощающей способности 
сырья девясила липкого в отношении различных 
экстрагентов представлены в таблице 3.

Таблица 3.

Коэффициенты поглощения двух видов  
измельченного сырья девясила липкого в зависимости  

от растворителя

Экстрагент
Коэффициент поглощения, мл/г

травы девясила 
липкого 

листьев девясила 
липкого 

Вода очищенная 1,85±0,08 1,65±0,07

Спирт этиловый 40% 1,35±0,05 1,35±0,06

Спирт этиловый 70% 1,15±0,05 1,22±0,05

Спирт этиловый 90% 1,12±0,05 1,15±0,05

Как видно из данных таблицы 3, наибольшим ко-
эффициентом поглощения как трава, так и листья 
(1,85–1,65 мл/г) девясила обладают в случае экстрак-
ции водой. В случае спиртоводных вариантов экстра-
гента трава и листья удерживают примерно в 2 раза 
меньше растворителя и коэффициент поглощения на-
ходится в интервале 1,12–1,35 мл/г. Такое различие мо-
жет быть обусловлено наличием в исследованном сы-
рье полисахаридного комплекса.

Для разработки технологии получения экстрак-
тов нами определены фракционный состав и некото-
рые технологические параметры раздельно для каж-
дого вида измельченного сырья девясила липкого. 
Результаты этих исследований приведены в таблицах 
4 и 5.

Таблица 4. 

Фракционный состав частиц измельченного сырья  
девясила липкого 

Частиц на сите с отверстиями 
размером:

Содержание фракции, % 

трава листья

3 мм 0,36 0,17

2 мм 43,84 29,60

1 мм 33,36 45,33

0,5 мм 11,12 14,43

0,1 мм 9,36 9,13

Частиц, прошедших сквозь сито 
0,1 мм

1,96 1,34

Данные таблицы 4 показывают, что в измельчен-
ной траве девясила липкого основную массу (около 
44%) составляет фракция, размеры частиц которой 
больше 2 мм, тогда как в измельченных листьях преоб-
ладает (около 45%) фракция более мелких частиц раз-
мером менее 2 мм, но более 1 мм.

Таблица 5. 

Технологические характеристики измельченного сырья  
девясила липкого 

Название технологической 
характеристики сырья

Вид сырья девясила 
липкого

трава листья

Насыпной объем до уплотнения, мл 80 80

Насыпной объем после уплотнения 
(1250), мл

69,5 66,5

Насыпная плотность до уплотнения, г/см3 0,36 0,37

Насыпная плотность после уплотнения, 
г/см3 0,42 0,44

Коэффициент поглощения сырья при 
экстракции 70% этанолом, мл/г

1,15 1,22

На основании ранее полученных результа-
тов [2, 93–99] в качестве растворителя для получе-
ния извлечения выбран 70% этанол как экстрагент 
многокомпонентного целевого комплекса БАС (фе-
нольные кислоты, флавоноиды, танины, сесквитер-
пеноиды), коэффициенты поглощения которого со-
ставляют 1,15  мл/г и 1,22 мл/г для травы и листьев 
соответственно.

В спектре спиртового извлечения из ЛРС девяси-
ла липкого в УФ-области отмечается два максимума 
поглощения при длинах волн 298 и 329 нм. На основа-
нии этих данных можно предположить присутствие в 
извлечении фенолкарбоновых кислот, а также других 
фенольных соединений (дубильных веществ, флаво-
ноидов). Полученный спектр поглощения может слу-
жить специфичной характеристикой для установле-
ния подлинности извлечения и ЛРС из Inula viscosa 
(рисунок 1).

При проведении ТСХ спиртоводного извлечения 
из листьев девясила липкого были получены данные, 
приведенные на рисунке 2.

На хроматограмме стандартных растворов вид-
ны зоны рутина с Rf около 0,58, кофейной кислоты с Rf 
около 0,75 и галловой кислоты с Rf около 0,76.

СЕКЦИЯ:   Лекарственные средства из природного сырья

Рисунок 1. УФ-спектр поглощения извлечения 70% спиртом 
этиловым из сырья девясила липкого
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На хроматограмме испытуемого извлечения в УФ-
свете при 365 нм обнаруживается ряд зон с голубой 
флуоресценцией (фенолкарбоновые кислоты), самые 
интенсивные из которых имеют Rf около 0,30 (эта рас-
тянутая зона относится к хлорогеновой кислоте), 0,52 
и 0,76 (соответствует кофейной кислоте). Видны также 
зоны коричневатого цвета (сливаются с зонами голу-
бого цвета), одна из которых на уровне пятна стандар-
та рутина, другая – чуть выше зоны стандарта галловой 
кислоты. Ближе к фронту подвижной фазы присутству-
ет зона красного цвета, обусловленная хлорофиллом.

После опрыскивания хроматограммы метаноль-
ными растворами дифенилборилоксиэтиламина и по-
лиэтиленгликоля-400 зоны, относящиеся к фенолкар-
боновым кислотам, приобретали сине-зеленоватую 
флуоресценцию, зоны флавоноидов с Rf около 0,58, 
0,68 и 0,77 – оранжевую, а пятно галловой кислоты – 
фиолетовую. Последнюю трудно различить на ТСХ ис-
пытуемого раствора из-за наложения на нее зон фе-
нолкарбоновых кислот.

Таким образом, определение качественного со-
става БАС показало наличие фенольных веществ, сре-
ди которых превалируют фенолкарбоновые кислоты, 
в частности хлорогеновая и кофейная.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований нами 

были определены некоторые числовые показатели, 
характеризующие качество двух новых видов сырья 
(трава и листья) девясила липкого, произрастающе-
го в Сирии. Установлены технологические парамет- 

ры измельченных видов сырья, предназначенных для 
экстракции БАС. Определен качественный состав фе-
нольных соединений в сырье, среди которых преоб-
ладают хлорогеновая и кофейная кислоты. Исполь-
зование полученных данных позволит разработать 
проект нормативной документации на сырье девяси-
ла липкого и технологию получения экстракционных 
препаратов на его основе.
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Рисунок 2. Результаты хроматографирования извлечения из 
листьев девясила липкого:

А – вид ТСХ в УФ-свете до обработки реактивами.
Б – вид ТСХ в УФ-свете 365 нм после опрыскивания реактивами
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РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ И АНАЛИЗ 
ПРОТИВООЖОГОВЫХ МНОГОКОМПОНЕНТНЫХ 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ ФОРМ, В ТОМ ЧИСЛЕ  
СОДЕРЖАЩИХ НАНОЧАСТИЦЫ

И. А. Самкова1*, О. А. Мельникова1, А. Ю. Петров1

Резюме. В данной статье представлены опытно-промышленные регламенты многокомпонентных лекарственных форм для на-
ружного применения, в том числе содержащих наночастицы. Данные формы разработаны на основе фармацевтической компо-
зиции «Новокомб», обладающей антисептическим, местноанестезирующим и пролонгирующим действием. Наше предпочтение 
было отдано следующим формам: раствору для наружного применения, мази и салфетке для наружного применения. Оценку 
полученных лекарственных форм проводили по таким показателям, как подлинность, цветность, рН, содержание действующих 
веществ. Проведена оценка противомикробной активности и фармакологического действия, на основе которого представлен 
принцип действия композиции на модели ожоговой травмы.

Ключевые слова: антисептик, местноанестезирующее средство, наночастицы железа, «Новокомб».

DEVELOPMENT OF TECHNOLOGY AND ANALYSIS OF ANTIFOOD MULTICOMPONENT MEDICINAL FORMS,  
INCLUDING CONTAINING NANOPARTICLES

I. A. Samkova1*, O. A. Melnikova1, A. Yu. Petrov1

Abstract. In this article, experimental-industrial regulations for multi-component dosage forms for external use, including those 
containing nanoparticles, are presented. These forms are developed on the basis of the pharmaceutical composition "Novocomb", which 
has antiseptic, local anesthetic and prolonging action. Our preference was given to the following forms: external solution, ointment 
and napkin for external use. Evaluation of the obtained dosage forms was carried out for such indicators as authenticity, chromaticity, 
pH, content of active substances. An evaluation of antimicrobial activity and pharmacological action was performed, on the basis of 
which the principle of action of the composition on the burn injury model is presented.

Keywords: antiseptic, local anesthetic, iron nanoparticles, Novokomb.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время фармацевтическая тех-

нология лекарственных средств постоянно раз-
вивается и совершенствуется [1–3]. Появляющи-
еся новые технологии позволяют реализовать 
более сложные цели и задачи. Одним из важных 
направлений реализации данных стратегий яв-
ляется создание многокомпонентных лекарст- 
венных форм с наночастицами. На практике 
это приводит к большому диапазону лечебных 
свойств лекарственной формы за счёт вклада 
каждого компонента. При рациональном сочета-
нии компонентов терапевтические возможнос- 
ти лекарственного средства расширяются, что 
обуславливает актуальность их исследования. 

При лечении ожогов очень важным для лекарст- 
венного препарата является наличие антисепти-
ческих свойств (для устранения микробной кон-
таминации), местных анестезирующих (для ку-
пирования болевых ощущений), транспортной 
доступности (для быстрой доставки в глубь ожо-
га). Данное фармакологическое действие может 
быть достигнуто путем использования в качест- 
ве исходных ингредиентов следующих фарма-
цевтических субстанций: йода, новокаина, по-
ливинилпирролидона (ПВП) и нанокомпонентов 
(на основе частиц железа Fe3O4, Fe@C). Послед-
ние обладают хорошей проникающей способ-
ностью, увлекая за собой действующее вещество 
и ускоряя процесс заживления раны. При созда-
нии данной фармацевтической субстанции при-
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нималось во внимание то, что йод является известным 
лекарственным препаратом и широко использует-
ся в медицине в качестве раствора йода спиртового 
5% для местного и наружного применения. Комплекс  
йода с поливинилпирролидоном лежит в основе 
препарата йодопирон, обладающего антисептичес- 
кими (за счёт йода) и ранозаживляющими (за счёт по-
ливинилпирролидона) свойствами.

Преимущество данной лекарственной формы 
перед аналогами заключается в том, что в её состав 
введён комплекс йода с поливинилпирролидоном. 
Матрица поливинилпирролидона удерживает йод и 
способствует его высвобождению. За счёт этого меха-
низма обеспечивается противомикробное, антисепти-
ческое, дезинфицирующее, противогрибковое и анти-
протозойное действие.

Обезболивающие свойства субстанции-порошка 
достигаются введением в его состав местного анесте-
зирующего средства – новокаина.

В настоящее время в ГРЛС представлены раство-
ры для наружного применения (меновазин), в кото-
рых концентрация местноанестезирующих компонен-
тов (новокаин, анестезин) достигает 5%. В связи с этим 
нами разрабатывались формы для наружного приме-
нения. При выборе концентрации новокаина мы ру-
ководствовались содержанием анестезина в наруж-
ных лекарственных формах, близких по составу, но не 
идентичных (рисунок 1). 

На фармацевтическом рынке есть суппозито-
рии, содержание анестезина в которых составля-
ет до 10,3%. При использовании суппозиториев ле-
карственное вещество всасывается со слизистой 
оболочки. В нашем случае всасывание происходит 
с наружной оболочки из полимерной матрицы, что 
требует повышения концентрации местноанесте-
зирующего средства до 14% и затем его последо-
вательного высвобождения. Новокаин был выбран 
в связи с тем, что данное лекарственное средство 
имеет удлиненную углеродную цепочку и третичную 
аминогруппу (в отличие от анестезина), за счет кото-
рой он лучше взаимодействует с йодом, что доказа-
но использованием йода в качестве осадительного 
реактива на третичную аминогруппу (таблица 1).

Таблица 1. 

Состав фармацевтической композиции

Компонент
Процентное 

соотношение
Йод 3%
Новокаин 14%
Поливинилпирролидон 83%

Анализируя данные маркетинговых исследова-
ний [4, 5], можно сделать вывод о том, что наибольший 
интерес представляют такие лекарственные формы, 
как раствор, мазь и перевязочные средства. Разра-
ботка разных наружных лекарственных форм (рису- 
нок 2) производится на основе фармацевтической 
композиции «Новокомб», состоящей из йода, ново-
каина и матрицы поливинилпирролидона (патент RU 
№ 2519090 C1) [6], вследствие чего она обладает ком-
плексом антисептических, местноанестезирующих  
свойств. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования была исполь-

зована субстанция «Новокомб», состоящая из следу-
ющих компонентов: йода (ГФ XIII ФС.2.2.0007.15), по-
ливинилпирролидона (ПВП) (Mr=30000±5000 г/моль; 
ЛС-001230-041013), новокаина (ФС 42-0265-07). Для 
изготовления раствора для наружного примене-
ния использовалась вода очищенная (ФС.2.2.0020.15). 
При производстве мягкой лекарственной формы ис-
пользовался спирт этиловый 95% (ФС.2.1.0036.15), 
ПЭГ-400 (ТУ 2483-007-71150986-2006), ПЭГ-1000 (ТУ 
2483-007-71150986-2006). При изготовлении перевя-
зочных средств в качестве вспомогательного вещест- 
ва использовалась натрийкарбоксиметилцеллюлоза  
(ТУ 2231-001-68373646-2010). Применяемые в исследо-
вании вещества отвечали требованиям соответству-
ющих ФС или соответствовали квалификации «х.ч.» и 
«ч.д.а.».  

Технология изготовления лекарственных средств 
включает следующие этапы: вспомогательные рабо-

Рисунок 1. Формулы анестезина и новокаина

Рисунок 2. Лекарственные формы, полученные на основе фар-
мацевтической композиции.

СЕКЦИЯ:   Нанотехнологии в медицине и фармацевтике
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ты (подготовка персонала, аппаратуры и оборудова-
ния, помещений, ингредиентов, сырья), стадии техно-
логического процесса (получение раствора, оценка 
качества) и заключительные операции (упаковка, 
маркировка).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разработку технологической схемы раствора для 

наружного применения (рисунок 3) проводили прини-
мая во внимание, что средство представляет собой во-
дный раствор твердого вещества.

Такие стадии, как санитарная обработка про-
изводства, являются идентичными независимо от 
лекарственной формы. Технологический процесс 
получения раствора для наружного применения 
представлен одной стадией: в химический стакан в 
смеситель вертикальный с комбинированной мешал-
кой вносят субстанцию «Новокомб» (50 г) и добавля-
ют воду очищенную (500 мл). Для полного растворе-
ния субстанции подвергают раствор перемешиванию 
при скорости вращения 400 об/мин в течение 30 ми-
нут. Полученный раствор для наружного применения 
расфасовывают во флаконы из оранжевого стекла с 
винтовой горловиной (ГОСТ 19808-86) по 100 мл, за-
тем в пачки картонные.

При разработке мази особое внимание уделя-
лось мазевой основе. Для обоснования состава ингре- 
диентов при разработке мягкой лекарственной фор-

мы исходили из того, что критерием выбора мазевой 
основы являлись прежде всего однородность, хо-
рошая текучесть и оптимальная липкость. В состав 
мазевых композиций входили ПЭГ-4000, ПЭГ-1000, 
ПЭГ-400, вода, тальк, глицерин и спирт. В результате 
были сконструированы 9 модельных образцов (таб- 
лица 2). 

Технологический процесс получения основы для 
мягкой лекарственной формы заключался в сплавле-
нии ингредиентов основы с введением вспомогатель-
ных веществ при соответствующем температурном 
режиме, выливанием в банки для мазей с последую-
щим охлаждением. 

Полученные модельные образцы основ для мазей 
(под номерами 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) на первом этапе иссле-
дования были исключены ввиду визуального анализа 
следующих характеристик: 

Рисунок 3. Технологическая схема получения раствора для на-
ружного применения. Кт, Кх, Кб – контроль технологический, 
химический и биологический соответственно

Рисунок 4. Технологическая схема производства мази. Кт, Кх, 
Кб – контроль технологический, химический и биологический 
соответственно
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•	 жидкая консистенция образцов, не позволяющая 
наносить их на кожу (образцы 4, 8);

•	 неоднородность основы (наблюдаются частицы, 
видимые невооруженным глазом) (образцы 1, 3, 6);

•	 комковатость при нанесении на кожу (образцы 
2,7);

•	 расслаивание  при длительном хранении с выде-
лением жидкого содержимого (образец 5).

В результате в качестве основы был выбран мо-
дельный состав под номером 9.

Таблица 2. 

Составы основы для мягких лекарственных форм

Наименование 
компонентов 

мазевых основ

№ состава

1 2 3 4 5 6 7 8 9
ПЭГ-1000, г 2 4,5 3 3 4 2
ПЭГ-4000, г 2 2,5 5,5 3 7 4 4 – –
ПЭГ-400, мл 1 2 1,5 2 1,5 1,5 2 2 8
Вода, мл – 2 1,5 2 1,5 1,5 2 2
Глицерин, мл – – 1,5 – – – 2 2
Тальк, г – – - – – – 0,1 –

Более подробно ознакомимся с технологией про-
изводства мягкой лекарственной формы, предвари-
тельно подготовив необходимое количество ингреди-
ентов. На 1000 г мази необходимо взять: 80,0 г ПЭГ-1000, 
350,0 г ПЭГ-400, 440,0 г субстанции «Новокомб», 440,0 г 
спирта этилового 95% и требуемое количество желе-
зоуглеродных наночастиц Fe@C и Fe3O4. 

Наночастицы Fe3O4 и Fe@C (железо, покрытое 
углеродной оболочкой), используемые в данной ра-
боте, были получены левитационно-струйным мето-
дом в среде газа-носителя (или, иначе, методом га-
зофазного синтеза). Металл, в данном случае железо, 
разогревается высокочастотным магнитным полем до 
температуры 2100 °С , находясь в токе инертного га-
за-носителя, уносящего капли металла. При этом к га-
зу-носителю дополнительно примешивается кисло-
род (для получения оксидных наночастиц) или смесь 
углеводородов (для получения наночастиц, покрытых 
углеродной оболочкой).

Процесс получения состоит из нескольких ста-
дий. На первом этапе добавляем наночастицы магне-
тита к раствору ПЭГ-400. Проводили диспергирование 
полученной смеси при помощи УЗ-генератора 3 раза 
при постоянном контроле экзотермического эффек-
та, температура которого не должна превышать 40 °C. 
На втором этапе растворяли субстанцию «Новокомб» 
в спирте этиловом 95% путем перемешивания. Тре-
тьим этапом стало приготовление мазевой основы: в 
емкость загружали необходимое количество ПЭГ-1000, 
которое плавили в течение 10 мин при температуре 
65±5  ºС. На четвертом этапе проводили смешивание 
смеси ПЭГ-400 и наночастиц магнетита со спиртовым 
раствором «Новокомб» и добавляли полученную ком-

позицию к расплавленному компоненту (ПЭГ-1000). 
Перемешивали все компоненты до однородной кон-
систенции. На пятом этапе полученную композицию 
обрабатывали ультразвуком в течение 2 мин, таким об-
разом осуществляя процесс гомогенезации. 

Мазь «Новокомб-50%» расфасовывают в алюми-
ниевые тубы по 25 г по ТУ 64-7-678-90, покрытые 
внутри лаком на основе клея БФ-2 или лаком ЭП-5186, 
или в полиэтиленовые банки по 50 г.

При производстве перевязочного средства не-
маловажным этапом является выбор материала про-
питывающей основы. Для обоснования выбора пере-
вязочного материала исходили из того, что он должен 
обладать всасывающей способностью, не подвергать-
ся воздействию окисляющих веществ, обладать воз-
душной проницаемостью и оптимально контакти-
ровать с раневой поверхностью. В качестве основы 
нами была выбрана канва, соответствующая данным 
требованиям. 

Подготовка к технологическому процессу заклю-
чалась в отвешивании компонентов: на 300 салфеток, 
изготовленных из сетчатой хлопчатобумажной ткани, 
необходимо взять 9,0 г натриевой соли карбоксиме-
тилцеллюлозы, 30,0 г субстанции «Новокомб», 900,0 мл 
воды очищенной. Технологический процесс получе-
ния перевязочного материала состоял из трех после-
довательных этапов (патент RU № 2519662 C1) [7] (ри-
сунок 5).

На первом этапе готовили 1% водный раствор 
натриевой соли карбоксиметилцеллюлозы. На втором 
этапе к полученной смеси добавляли субстанцию «Но-
вокомб» и перемешивали полученную композицию 
до полного растворения. На третьем этапе в раствор 
опускали материал размером 10×10 см и пропитыва-
ли его в течение 15 мин до появления равномерной 
окраски. Затем сушили в темном месте при комнатной 
температуре.

Салфетку темно-коричневого цвета запаковыва-
ли в непрозрачный полиэтилен (ГОСТ 16338).

Другим аспектом нашей работы была оценка ка-
чества полученных лекарственных форм. Изучали сле-
дующие показатели: описание, прозрачность (ГФ XIII, 
ОФС.1.2.1.0007.15), цветность (ОФС.1.2.1.0006.15), рН, 
подлинность произведенного средства (качественные 
реакции на йод, новокаин, ПВП), содержание действу-
ющих веществ, антимикробную активность в отноше-
нии стандартных тест-культур микроорганизмов, ско-
рость заживления раневой травмы у животных [8], а 
также стабильность (ГФ XIII, ОФС.1.1.0009.15). Результа-
ты исследования приведены в таблице 3.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные данные исследования позволяют 

заключить, что на основе субстанции «Новокомб» из-
готовлены многокомпонентные лекарственные фор-
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мы для наружного применения, которые обладают 
антисептическим, местноанестезирующим и пролон-
гирующим действием за счет матрицы ПВП. При нали-
чии нанокомпонентов в композиции происходит уси-
ление репаративного действия.

Разработаны технологии производства раство-
ра для наружного применения, мягких лекарственных 
форм. Представлена особая стадия введения наноком-
понетов в мази. Предложен принцип действия разра-
ботанной многокомпонентной лекарственной формы, 
содержащей наночастицы, на модели ожоговой трав-
мы. Разработан и обоснован состав перевязочного 
средства, спроектирована его технологическая схема.

Проведен фармацевтический анализ полученных 
многокомпонентных лекарственных форм, в том чис-
ле содержащих наночастицы.
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ МЕТОДОВ 
ХЛОРИРОВАНИЯ САЛИЦИЛОВОЙ КИСЛОТЫ  
ДЛЯ ДАЛЬНЕЙШЕГО ПОЛУЧЕНИЯ 
АНТИГЕЛЬМИНТНЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ВЕЩЕСТВ 

В. Г. Дударев1*, М. Р. Кузьминых1, Г. М. Алексеева1

Резюме. С помощью тонкослойной и высокоэффективной жидкостной хроматографии исследовано изменение состава реак-
ционной массы в процессе хлорирования салициловой кислоты тремя методами: молекулярным хлором в уксусной кислоте, 
гипохлоритом натрия в водно-щелочном растворе и окислительным хлорированием смесью перекиси водорода и соляной 
кислоты в среде уксусной кислоты. Показано, что наиболее полное превращение салициловой кислоты в 3,5-дихлорсалици-
ловую кислоту наблюдается в реакции с гипохлоритом натрия, а наименее полное – в реакции окислительного хлорирования. 
Установлено, что побочная реакция ипсо-замещения карбоксильной группы с образованием 2,4,6-трихлорфенола в наиболь-
шей степени происходит при хлорировании салициловой кислоты газообразным хлором в среде уксусной кислоты и гипохло-
ритом натрия в водно-щелочной среде. Установлено, что перекристаллизация технической 3,5-дихлорсалициловой кислоты 
из 50%-го водного 2-пропанола наиболее эффективно позволяет удалить примесь 2,4,6-трихлорфенола, а в меньшей степени – 
примесь монохлорсалициловых кислот. 

Ключевые слова: 3,5-дихлорсалициловая кислота, антигельминтные лекарственные субстанции, хлор, гипохлорит нат- 
рия, пероксид водорода, соляная кислота.

A COMPARATIVE STUDY OF METHODS OF THE SALICYLIC ACID CHLORINATION FOR FURTHER PRODUCTION  
OF ANTIHELMINTHIC DRUGS

V. G. Dudarev1*, M. R. Kuzminykh1, G. M. Alekseeva1

Abstract. With the help of thin-layer and high-performance liquid chromatography, the change in the composition of the reaction 
mass during the chlorination of salicylic acid was studied by three methods: molecular chlorine in acetic acid, sodium hypochlorite in 
an aqueous alkaline solution and oxidative chlorination with a mixture of hydrogen peroxide and hydrochloric acid in an acetic acid 
environment. It is shown that the most complete transformation of salicylic acid into 3,5-dichlorosalicylic acid is observed in the reaction 
with sodium hypochlorite, and the least complete – in the reaction of oxidative chlorination. It was found that the adverse reaction of 
the ipso-replacement of the carboxyl group with the formation of 2,4,6-trichlorophenol to the greatest extent occurs in chlorination of 
salicylic acid with gaseous chlorine in the acetic acid and with sodium hypochlorite in the aqueous alkaline medium. It is established that 
recrystallization technical 3,5-dichlorosalicylic acid of 50% aqueous 2-propanol to most effectively allows you to remove the admixture 
of 2,4,6-trichlorophenol, and to a lesser extent, admixture chlorosalicylic acids.

Keywords: 3,5-dichlorosalicylic acid, anthelmintic drug substances, chlorine, sodium hypochlorite, hydrogen peroxide, hydrochloric 
acid.

УДК 661.163.2; 661.166; 547-32; 543.544.53

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
Хлорзамещённые салициловые кислоты 

нашли применение в качестве промежуточных 
продуктов получения избирательно действую-
щих гербицидов, фунгицидов, красителей, компо-
нентов хемолюминисцентных композиций, инги-
биторов ферментов и лекарственных веществ [1, 
2]. В частности, некоторые анилиды 3,5-дих-
лорсалициловой кислоты зарекомендовали се-
бя как малотоксичные и эффективные средст- 
ва для профилактики и лечения гельминтозов 
животных [3–7]. 

Традиционно 3,5-дихлорсалициловую кис-
лоту (ДХСК) получают хлорированием салици-
ловой кислоты (СК) молекулярным хлором, чаще 
всего в среде уксусной кислоты [8]. Следует от-
метить, что молекулярный хлор обладает силь-
ным корродирующим действием на аппаратуру, 
ядовит и неудобен при дозировании. Поэтому 
представляют интерес альтернативные методы 
хлорирования салициловой кислоты, в которых 
непосредственный хлорирующий агент (молеку-
лярный хлор, хлорноватистая кислота) образуют-
ся in situ из хлористого водорода и окислителя. 
Такими окислителями могут выступать перок-
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сид водорода, N-хлорсукцинимид [9, 10], перйодат нат- 
рия [1] или хлорат натрия [11, 12]. Наиболее доступны-
ми из перечисленных окислителей являются хлорат 
натрия и растворы пероксида водорода, поскольку 
они производятся в крупных масштабах. Использова-
ние реагента NaClO3/HCl для хлорирования салици-
ловой кислоты описано в нескольких, в том числе со-
временных, публикациях. Процесс хлорирования с 
помощью реагента Н2О2/HCl использован для получе-
ния 5-хлорсалициловой кислоты [13], а работы по по-
лучению ДХСК этим методом относятся к первой трети 
XX века и представляют лишь исторический интерес, а 
сам метод нуждается в усовершенствовании. 

Также известен способ хлорирования салици-
ловой кислоты гипохлоритом натрия [2], однако он 
мало изучен с технологической точки зрения. К до-
стоинствам гипохлорита натрия можно отнести его 
широкое использование для обеззараживания воды 
и отбеливания тканей, сравнительно небольшую сто-
имость и доступность, к недостаткам – производство 
в виде растворов малой концентрации и их нестабиль-
ность при хранении. 

Известно, что реакция хлорирования СК протека-
ет ступенчато с образованием вначале 3- и 5-хлорса-
лициловых кислот (3-ХСК и 5-ХСК), затем ДХСК. 

Существенным недостатком процесса является 
побочная реакция ипсо-замещения карбоксильной 
группы атомом хлора с образованием 2,4,6-трихлор-
фенола (ТХФ). Поэтому неочищенный целевой продукт 
(ДХСК) может содержать примеси как 3-ХСК и 5-ХСК, не 
полностью вступивших в реакцию хлорирования, так 
и ТХФ, что может повлиять на особенности очистки.

Количественная информация о превращениях СК 
в продукты хлорирования нами была найдена в лите-
ратуре только для реакций с хлором и гипохлоритом 
натрия в водных растворах [14–16]. Однако и эти дан-
ные имеют малый практический интерес для настоя-
щего исследования в силу недостаточной степени кон-
версии СК, а информация об эффективности очистки 
ДХСК нами не была найдена.

Поэтому целью работы были поиск метода хлори-
рования СК, обеспечивающего максимальную селек-
тивность её превращения в ДХСК при минимальном 
образовании побочных продуктов, в частности ТХФ, а 
также оценка эффективности очистки целевого про-
дукта кристаллизацией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали раствор технического ги-

похлорита натрия марки А («ЛенРеактив», концентра-
ция активного хлора 100 г/дм3, определение точной 
концентрации проводили по ГОСТ 11086-76), раствор 
перекиси водорода медицинской («ЛенРеактив», 40%, 
определение точной концентрации проводили по 
ГОСТ 177-88), салициловую кислоту («НеваРеактив», 
>99%), салицилат натрия («НеваРеактив», >99,5%), ле-
дяную уксусную кислоту («Вектон», >99,8%), соляную 
кислоту («Вектон», 35–38%), перманганат калия («Век-
тон», >99%). 3-хлорсалициловую кислоту, 5-хлорса-
лициловую кислоту, 3,5-дихлорсалициловую кис-
лоту и 2,4,6-трихлорфенол получали по известным 
методикам. 

Хлорирование СК проводили тремя методами: 
молекулярным хлором в среде уксусной кислоты, 
окислительным хлорированием смесью перекиси во-
дорода и соляной кислоты и гипохлоритом натрия в 
водно-щелочном растворе. Опыты по хлорированию 
проводили по 3 раза.

1. Хлорирование салициловой кислоты газообраз-
ным хлором в среде уксусной кислоты.

Синтез осуществляли по схеме:

Хлор получали, прикапывая 87 мл (1,0 моль) 
концентрированной соляной кислоты к 15,8 г 
(0,1 моль) перманганата калия по уравнению 
16HCl+2KMnO4=5Cl2+2MnCl2+8H2O, пропускали че-
рез склянки с водой и концентрированной серной 
кислотой. Метод хлорирования [8] использовали с 
некоторыми модификациями (уменьшено количест- 
во растворителя). В трёхгорлой круглодонной колбе 
объёмом 100 мл суспендировали 13,8 г (0,1 моль) СК 
в 60 мл ледяной уксусной кислоты и пропускали га-
зообразный хлор в течение 5 ч, поддерживая темпе-
ратуру в реакционной массе в интервале 35–40 °С. 
После окончания барботирования хлора выдержку 
продолжали при указанной температуре ещё в тече-
ние 3 ч. 

Для определения степени превращения СК в про-
дукты хлорирования анализировали образцы реакци-
онной массы с помощью ТСХ и ВЭЖХ. Отбирали пробы 
объёмом 1 мл через 2 и 5 ч после начала барботиро-
вания хлора, а также спустя 1 и 3 ч после его оконча-
ния. К пробам прибавляли раствор 0,38 г (0,002 моль) 
метабисульфита натрия в 5 мл воды для удаления из-
бытка хлора и остановки реакции хлорирования, за-
тем растворители удаляли под вакуумом при комнат-
ной температуре. 

СЕКЦИЯ:   Контроль качества химико-фармацевтических препаратов
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Осадок целевого продукта, полученный в резуль-
тате хлорирования салициловой кислоты, отфильтро-
вывали, промывали 20 мл ледяной уксусной кислоты, 
затем 100 мл дистиллированной воды, высушивали 
при 100 °С до постоянной массы и перекристаллизо-
вывали из кипящего 50%-го водного 2-пропанола (5 мл 
на 1 г осадка). Проводили анализ образцов полученно-
го осадка методами ТСХ и ВЭЖХ до и после перекрис- 
таллизации и рассчитывали массовую долю основных 
компонентов. 

2. Хлорирование салицилата натрия гипохлори-
том натрия в водно-щелочной среде.

Процесс проводили по схеме:

К раствору 16,1 г (0,1 моль) салицилата натрия в 
50 мл воды, помещённому в стакан, в течение 2 ч при 
перемешивании приливали 178 мл (0,25 моль) водного 
раствора гипохлорита натрия, поддерживая темпера-
туру реакционной массы в интервале 20–25 °С. После 
слива всего объёма раствора гипохлорита натрия вы-
держку продолжали ещё 6 ч. Отбор проб реакционной 
массы объёмом 1 мл осуществлялся через 1 ч после 
начала синтеза (слив половины объема раствора ги-
похлорита), через 2 ч после начала синтеза (окончание 
слива раствора гипохлорита), через 3 ч после начала 
синтеза (часовая выдержка), через 6 и 8 ч после начала 
синтеза (4- и 6-часовая выдержка). Пробы обрабатыва-
ли метабисульфитом натрия, как указано в п. 1, подкис-
ляли до рН 0,5 соляной кислотой, затем воду удаляли 
под вакуумом. 

Реакционную массу, полученную в результате хло-
рирования, подкисляли до рН 0,5 соляной кислотой, 
осадок отфильтровали и тщательно промывали дис-
тиллированной водой, затем высушивали при 100 °С. 
Перекристаллизацию технического продукта и отбор 
проб для анализа методами ТСХ и ВЭЖХ осуществляли, 
как указано в п. 1.

3. Окислительное хлорирование салициловой кис-
лоты смесью перекись водорода / соляная кислота в 
среде уксусной кислоты.

Процесс проводили по уравнению:

В трёхгорлую круглодонную колбу объёмом 
250  мл, снабжённую механической мешалкой, загру-
жали 13,8 г (0,1 моль) салициловой кислоты, 43 мл 
(0,5  моль) концентрированной соляной кислоты и 
60 мл уксусной кислоты и при перемешивании в тече-
ние 6 ч прикапывали 18,4 мл 40%-го раствора переки-
си водорода (0,25 моль), поддерживая температуру ре-
акционной массы в пределах 35–40 °С. По окончании 
слива раствора H2O2 выдержку продолжали в тех же 
условиях ещё 2 ч.

Отбор проб объёмом 1 мл осуществлялся не-
сколько раз: через 2 ч после начала синтеза (слив око-
ло 2/3 объема пероксида водорода), через 6 ч после 
начала синтеза (окончание слива раствора пероксида), 
через 1 и 2 ч после окончания слива пероксида. Пробы 
реакционной массы обрабатывали, как указано в п. 1., 
и подвергали анализу методами ТСХ и ВЭЖХ. 

Выделившийся в результате реакции хлорирова-
ния осадок отфильтровывали, промывали 150 мл дис-
тиллированной воды и высушивали при 100 °С. Пере-
кристаллизацию технического продукта и отбор проб 
для анализа методами ТСХ и ВЭЖХ осуществляли, как 
указано в п. 1.

Хроматографический анализ продуктов реак-
ции хлорирования салициловой кислоты. Тонкослой-
ную хроматографию подготовленных образцов реак-
ционной массы, а также выделенной ДХСК до и после 
перекристаллизации проводили на пластинах Merck 
TLC Silicagel 60 F254 (Германия) в смесях растворителей 
этилацетат : муравьиная кислота (100:1) и толуол : ук-
сусная кислота (100:1) с проявкой в УФ-свете при длине 
волны 254 нм. Пробы растворяли в смеси воды и эти-
лацетата и наносили на пластины этилацетатный слой. 
Для хроматографии использовали растворы стандарт-
ных образцов целевого продукта (ДХСК) и возможных 
примесей: СК, 3-ХСК, 5-ХСК и ТХФ. Стандартные образ-
цы получали перекристаллизацией товарных веществ 
из 50%-го водного 2-пропанола до получения хрома-
тографически однородных продуктов.

Анализу методом ВЭЖХ подвергали те же объек-
ты, что и методом ТСХ. Для приготовления анализи-
руемой пробы точную навеску образца массой около 
50 мг помещали в мерную колбу объемом 50 мл, добав-
ляли 25 мл растворителя (смесь воды и ацетонитрила 
в объемном соотношении 1:1), встряхивали колбу до 
растворения образца, после чего объем раствора до-
водили до метки тем же растворителем. Из полученно-
го раствора с концентрацией анализируемого образ-
ца 1 мг/мл методом последовательного разбавления 
получили испытуемые растворы веществ концентра-
ций от 0,01  мг/мл до 0,5 мг/мл. Полученные раство-
ры фильтровали через мембранный фильтр Millipore 
Fluoropore FGLP04700 из политетрафторэтилена с диа- 
метром пор 0,22 мкм. Регистрацию хроматограмм 
(время хроматографирования – 10 мин, объем вкола – 
2 мкл) проводили на приборе «Милихром А-02» с ко-
лонкой ProntoSIL 120-5-C18 AQ 75 мм × 2 мм × 5 мкм. 
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В качестве подвижной фазы использовали: ацетонит- 
рил : 0,1 М раствор ортофосфорной кислоты с pH=2,1 
(50:50), скорость элюирования составляла 0,1 мл/мин, 
температура колонки – 40 °С, детектирование прово-
дили при 210 нм. Расчёт количественного содержания 
анализируемых веществ проводили методом внеш-
него стандарта. Массовую долю компонентов рассчи-
тывали относительно суммы СК+ДХСК+МХСК+ТХФ. 
Поскольку 3-ХСК и 5-ХСК не разделялись при хрома-
тографировании, рассчитывали их суммарную долю 
(обозначение МХСК).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
1. Хлорирование салициловой кислоты газообраз-

ным хлором в среде уксусной кислоты.

С помощью ВЭЖХ в реакционной массе, помимо 
целевого продукта, обнаружены заметные количества 
не вступивших в реакцию МХСК (почти исключительно 
5-ХСК) и побочного продукта ТХФ. Для нахождения оп-
тимального количества хлора и необходимого време-
ни выдержки была построена зависимость состава ре-
акционной массы от времени синтеза (рисунок 1).

Следует отметить, что изменение состава реакци-
онной массы происходит во время барботирования 
хлора и в течение 1 ч после его окончания, и дальней-
шая выдержка нецелесообразна. Так, к концу барботи-
рования 25%-го избытка хлора доля ДХСК относитель-
но других продуктов хлорирования составляет 78%, а 
спустя 1 ч выдержки при перемешивании увеличива-
ется до 83%. Несмотря на то что к концу выдержки в 
реакционной массе сохраняется около 6% не вступив-
шей в реакцию МХСК, образуется значительная (10–
11%) примесь ТХФ. 

Одной из задач работы была оценка эффектив-
ности очистки образцов ДХСК. Так, в результате фильт- 
рации и промывки выделившегося осадка ДХСК прак-
тически весь ТХФ удаляется из осадка (таблица 1). 
Очистка от МХСК происходит значительно хуже: при 
фильтрации удаляется только 15–16% их исходного 
количества. В результате перекристаллизации образ-
цов ДХСК из 50%-го водного 2-пропанола доля МХСК 
уменьшается примерно на 22%, в итоге содержание 
основного вещества достигает 95–96%. 

Таблица 1. 

Результаты количественного анализа образцов  
реакционной массы, отфильтрованных  

и перекристаллизованных осадков,  
полученных хлорированием салициловой кислоты  

различными методами

Метод 
хлорирования

Объект анализа
Массовая доля, % 1), 3)

СК МХСК ДХСК ТХФ

молекулярный 
хлор

реакционная масса –2) 6,1 83,0 10,9
отфильтрованный 
осадок

– 5,9 94,1 –

осадок после 
перекристаллизации

– 4,6 95,4 –

гипохлорит 
натрия

реакционная масса 1,3 3,6 84,6 10,5
отфильтрованный 
осадок

0,9 3,1 92,3 3,7

осадок после 
перекристаллизации

– 1,5 98,2 –

окислительное 
хлорирование 
(Н2О2+HCl)

реакционная масса 1,9 16,0 81,1 –
отфильтрованный 
осадок

1,2 15,1 83,7 –

осадок после 
перекристаллизации

– 8,1 91,9 –

Примечания: 

1) Относительная погрешность определения веществ мето-
дом ВЭЖХ находилась в пределах (0,1…0,2) %;

2) Прочерк означает, что содержание компонента ниже преде-
ла обнаружения;

3) Массовая доля веществ рассчитана относительно суммы 
СК+МХСК+ДХСК+ТХФ.

Выход неочищенного целевого продукта ДХСК, 
полученного методом хлорирования хлором, состав-
ляет 59–64%, а выход на стадии перекристаллизации – 
80–84% в пересчёте на 100% вещество.

Полученные нами данные о селективности реак-
ции и чистоте целевого продукта не подтверждают 
данные работы [8] о том, что хлорирование СК до ДХСК 
хлором в среде уксусной кислоты протекает с выхо-
дом 94%, а содержание основного вещества даже без 
очистки составляет не менее 99%.

2. Хлорирование салицилата натрия гипохлори-
том натрия в водно-щелочной среде.

С помощью ВЭЖХ в реакционной массе, помимо 
ДХСК, обнаружены заметные количества не вступив-
ших в реакцию МХСК (с преобладанием 3-ХСК) и по-
бочного продукта ТХФ. Для нахождения оптимального 
количества гипохлорита натрия и необходимого вре-
мени выдержки была построена зависимость состава 
реакционной массы от времени синтеза (рисунок 2).

Рисунок 1. График зависимости состава реакционной массы, 
полученной при хлорировании салициловой кислоты газо-
образным хлором при 35-40 °С, от времени синтеза (1 – сали-
циловая кислота, 2 – сумма 3- и 5-хлорсалициловых кислот, 3 – 
3,5-дихлорсалициловая кислота, 4 – 2,4,6-трихлорфенол). 

* время окончания барботирования хлора.

Массовая доля веществ рассчитана относительно суммы 
СК+МХСК+ДХСК+ТХФ
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Можно отметить, что 6-часовая выдержка при 
20…25 °С после окончания слива гипохлорита натрия 
с 25%-м избытком позволяет более полно превратить 
СК в ДХСК, чем в методе с использованием газообраз-
ного хлора, и доля МХСК относительно других про-
дуктов хлорирования СК в реакционной массе не пре-
вышает 4%. При этом доля побочного продукта ТХФ, 
образующегося в процессе хлорирования (10–11%), со-
поставима с методом, использующим газообразный 
хлор. 

После подкисления и фильтрации реакционной 
массы, промывки и сушки осадка ДХСК при 100 °С сле-
ды не вступившей в реакцию СК и более половины 
ТХФ удаляются из осадка (таблица  1). Очистка осадка 
от МХСК в процессе фильтрации проходит малоэффек-
тивно, как и в методе с применением хлора в уксусной 
кислоте. Дальнейшая перекристаллизация продукта 
из водного 2-пропанола позволяет полностью изба-
виться от ТХФ и уменьшает количество МХСК пример-
но наполовину. В итоге в образцах ДХСК может быть 
достигнута доля основного вещества выше, чем в ме-
тоде с использованием хлора (таблица 1). 

Выход неочищенного целевого продукта, полу-
ченного данным методом, составляет 61–68%, а выход 
на стадии перекристаллизации – 83–85% в пересчёте 
на 100% вещество. 

3. Окислительное хлорирование салициловой кис-
лоты смесью перекись водорода / соляная кислота в 
среде уксусной кислоты при 35–40 °С.

Наши предварительные исследования реакции 
окислительного хлорирования салициловой кислоты 
системой H2O2/HCl по методике патента [13] с помо-
щью ТСХ показали, что получить ДХСК в водной сре-
де с высоким выходом невозможно. Это можно объяс-
нить как дезактивирующим влиянием атома хлора на 
реакцию хлорирования, так и малой растворимостью 

3-ХСК и 5-ХСК в воде. Опыты с окислительным хлори-
рованием салициловой кислоты с добавкой уксусной 
кислоты дали положительные результаты. 

С помощью ВЭЖХ в реакционной массе обнару-
жены, помимо ДХСК, следы 3-ХСК и заметные коли- 
чества 5-ХСК. Зависимость состава реакционной мас-
сы от времени окислительного хлорирования салици-
ловой кислоты системой H2O2/HCl в уксусной кислоте, 
найденная с помощью ВЭЖХ, представлена на рисун-
ке 3.

Примечательно, что хлорирование СК данным 
методом позволяет избежать образования заметного 
(выше предела обнаружения ВЭЖХ) количества ТХФ. 
Это можно объяснить малой растворимостью ДХСК в 
реакционной среде в условиях реакции. К недостат-
ку данного метода можно отнести сравнительно вы-
сокую долю в реакционной массе (до 16%) непроре- 
агировавших МХСК (по данным ТСХ, в основном 5-ХСК), 
несмотря на то что избыток загруженного пероксида 
водорода составил 25% от теории, а соляной кисло-
ты  – 150%. Выдержка реакционной массы более 1 ч 
после окончания слива пероксида водорода не приво-
дит к заметным изменениям в её составе. 

Фильтрация реакционной массы с промывкой 
осадка уменьшает долю МХСК только незначительно, 
а перекристаллизация позволяет удалить около поло-
вины этой примеси (таблица 1). При использовании ме-
тода окислительного хлорирования доля МХСК в целе-
вом продукте наиболее высокая, что можно объяснить 
в том числе трудностью очистки от этой примеси.

Выход неочищенной ДХСК по данному методу сос- 
тавляет 67–72%, а выход на перекристаллизации – 78–
81% в пересчёте на основное вещество.

Рисунок 2. График зависимости состава реакционной массы, 
полученной при хлорировании салициловой кислоты гипо- 
хлоритом натрия в водной среде, от времени синтеза (1 – са-
лициловая кислота, 2 – сумма 3- и 5-хлорсалициловых кислот, 
3 – 3,5-дихлорсалициловая кислота, 4 – 2,4,6-трихлорфенол). 

* время окончания слива гипохлорита натрия.

Массовая доля веществ рассчитана относительно суммы 
СК+МХСК+ДХСК+ТХФ

Рисунок 3. График зависимости состава реакционной мас-
сы, полученной при окислительном хлорировании салици-
ловой кислоты системой перекись водорода / соляная кис-
лота, от времени синтеза (1 – салициловая кислота, 2 – сумма 
3- и 5-хлорсалициловых кислот, 3 – 3,5-дихлорсалициловая 
кислота). 

* время окончания слива пероксида водорода.

Массовая доля веществ рассчитана относительно суммы 
СК+МХСК+ДХСК+ТХФ
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При сравнении трёх использованных нами хло-

рирующих реагентов, взятых с избытком в 25%, наи-
большая селективность превращения салициловой 
кислоты в 3,5-дихлорсалициловую кислоту достигает-
ся при использовании в качестве реагента гипохлори-
та натрия. Несмотря на то что около 10% салициловой 
кислоты при этом превращается в 2,4,6-трихлорфе-
нол, перекристаллизация из 50%-го водного 2-пропа-
нола позволяет практически полностью удалить этот 
побочный продукт. В итоге хлорированием салици-
ловой кислоты гипохлоритом натрия возможно до-
стичь наибольшей доли основного вещества в целе-
вом продукте.

Реакция салициловой кислоты с 25% избытком 
хлора в уксусной кислоте также сопровождается об-
разованием около 10% 2,4,6-трихлорфенола, одна-
ко доля непрореагировавших монохлорсалициловых 
кислот в реакционной массе несколько выше, чем в 
методе с гипохлоритом натрия.

Менее всего салициловая кислота превращает-
ся в 2,4,6-трихлорфенол при её обработке системой 
H2O2/HCl (25% избыток пероксида водорода и 150% 
избыток соляной кислоты) в среде уксусной кислоты 
при 35–40 °С. Однако при использовании данного ме-
тода доля монохлорсалициловых кислот в реакцион-
ной массе и целевом продукте наиболее высокая, что 
можно объяснить в том числе трудностью очистки от 
этой примеси.

Таким образом, исследована возможность за-
мены неудобного в обращении хлора для хлориро-
вания салициловой кислоты гипохлоритом натрия 
либо смесью соляной кислоты и перекиси водоро-
да в среде уксусной кислоты. Полученные образцы 
3,5-дихлорсалициловой кислоты содержат от 2 до 9% 
примесей в зависимости от метода, в основном это 
монохлорсалициловые кислоты. В дальнейшем пла-
нируется определить влияние содержания приме-
сей в 3,5-дихлорсалициловой кислоте на качество 
конечных продуктов  – антигельминтных субстанций 
салициланилидов.
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РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ВИТАМИНА Е  
В МИКРОЭМУЛЬСИОННЫХ КОМПОЗИЦИЯХ  
МЕТОДОМ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ  
ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

С. В. Курсаков1,2, Е. Г. Кузнецова1*, О. М. Курылева1, Л. А. Саломатина1,  
В. И. Севастьянов1

Резюме. В статье представлены результаты разработки и валидации методики количественного определения токоферола 
ацетата (витамина Е) в микроэмульсионных композициях, пригодной для контроля его содержания в образцах трансдермаль-
ных терапевтических систем, а также при проведении входного контроля масляных растворов токоферола ацетата, исполь-
зуемых в качестве сырья. Методика основана на извлечении витамина Е из микроэмульсии смесью ацетонитрил – этилацетат 
(80:20) и последующем анализе методом обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Основ-
ные валидационные характеристики методики соответствуют критериям приемлемости. Интервал концентраций витамина Е 
в микроэмульсии, в котором доказан приемлемый уровень правильности и внутрилабораторной прецизионности, составил  
0,1–10,0 мг/г. Приведены результаты апробации методики на лабораторных образцах трансдермальных терапевтических 
систем на основе микроэмульсий. 

Ключевые слова: витамин Е, микроэмульсия, обращенно-фазовая ВЭЖХ.

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF THE METHOD OF VITAMINE E DETERMINATION IN MICROEMULSION 
COMPOSITIONS BY HIGH-EFFECTIVE LIQUID CHROMATOGRAPHY

S. V. Kursakov1,2, E. G. Kuznetsova1*, O. M. Kuryleva1, L. A. Salomatina1, V. I. Sevastianov1

Abstract. The results of development and validation of the method of vitamin E detrmination in microemulsion compositions suitable 
for its controlling in transdermal delivery systems and also for the incoming control of tocopherol acetate oil solutions presents in the 
article. The method is based on the vitamin E extraction from the microemulsion by a mixture of acetonitrile – ethyl acetate (80:20) 
and subsequent analysis by reversed-phase HPLC. The main validation characteristics of the method meet the eligibility criterias. The 
analytical area of the methodology was from 0.1 to 10.0 mg/g vitamin E concentration. The results of method approbation on transdermal 
delivery system laboratory samples on microemulsions based are presented.

Keywords: vitamin E, microemulsion, reversed-phase HPLC.

УДК 615.07

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
Микроэмульсии – многокомпонентные жид-

кие коллоидные системы, характеризующие-
ся термодинамической устойчивостью и об-
разующиеся самопроизвольно при смешении 
двух жидкостей с ограниченной взаимной рас-
творимостью в присутствии мицеллообразую-
щих поверхностно-активных веществ [1]. Одной 
из приоритетных областей применения микро-
эмульсионных композиций является создание 
трансдермальных терапевтических систем (ТТС) 

фармацевтических и косметических средств. Ис-
пользование микроэмульсий позволяет повы-
сить скорость диффузии лекарственных веществ 
через кожу по сравнению с водными растворами 
этих же лекарственных веществ [2].

Для чрескожной доставки жирораствори-
мых веществ обычно используют прямые эмуль-
сии «масло в воде» или сложные эмульсии типа 
«вода – масло – вода»; для водорастворимых  – 
обратные эмульсии «вода в масле» или сложные 
«масло – вода – масло».
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Нами предложены микроэмульсионные компози-
ции различных типов, содержащие витамин Е [2]. Вита-
мин Е, кроме «эффекта разрыхления» кожи, улучшает 
циркуляцию крови, что повышает биодоступность ис-
пользуемых лекарственных и косметических средств.

Альфа-токоферола ацетат часто применяют в сос- 
таве различных лекарственных форм и косметических 
средств в качестве антиоксиданта [3, 4]. Витамин Е вхо-
дит в состав ТТС «Экселон» с действующим веществом 
ривастигмином для лечения болезни Альцгеймера, в 
состав ТТС «Ньюпро» с ротиготином для лечения иди-
опатической болезни Паркинсона. Также на рынке 
фармпрепаратов есть назальные капли, в состав кото-
рых входит альфа-токоферола ацетат, например, «Эв-
касент» и «Пиносол». 

Поскольку альфа-токоферола ацетат облада-
ет собственной фармакологической активностью, 
его содержание в лекарственных формах подлежит 
нормированию.

В литературе отсутствует единый подход к спосо-
бам пробоподготовки и определению жирораствори-
мых витаминов, в том числе витамина Е [5]. Ведущее 
положение при их определении занимают хроматог- 
рафические методы анализа, которые постепенно вы-
тесняют спектральные методы [6]. Высокоэффективная 
жидкостная хроматография с использованием различ-
ных детекторов в последние годы получила широкое 
признание в фармацевтическом анализе для количест- 
венного определения витамина Е. За рубежом метод 
ВЭЖХ применяют в качестве основного метода опре-
деления витамина Е в лекарственных формах [7]. В Го-
сударственную фармакопею РФ XIII издания включена 
ОФС.1.2.3.0017.15 «Методы количественного опреде-
ления витаминов», в которой определение витамина 
Е в препаратах и масляных растворах рекомендуется 
проводить методом обращенно-фазовой ВЭЖХ с де-
тектированием при 292 или 300 нм [8]. Определение 
жирорастворимых витаминов методом обращенно-
фазовой ВЭЖХ перспективно и для решения аналити-
ческих задач в производственных условиях [6].

При разработке методов определения жирораст- 
воримых витаминов основной проблемой являет-
ся сложность их извлечения из исследуемых образ-
цов, связанная с микрокапсулированием витаминов 
в гидрофильные матрицы [9]. Большинство известных 
способов определения витамина Е методом ВЭЖХ ос-
новано на омылении пробы щелочным раствором с 
последующей экстракцией аналита гексаном, изоокта-
ном или другими неполярными растворителями [7, 8, 
10]. При этом возникают вопросы о полноте извлече-
ния, простоте, надежности и длительности применен-
ных методов, поскольку витамин Е относится к лабиль-
ным соединениям [9]. 

В литературе описаны способы определения вита-
мина Е в фармацевтических препаратах, исключающие 
стадию омыления и экстракции [9, 11, 12]. Отсутствуют 

сведения об аналогичных методах определения вита-
мина Е в микроэмульсионных композициях. Для опре-
деления витамина Е в микроэмульсиях используют ме-
тод анализа пищевых продуктов ГОСТ EN 12822-2014, 
регламентирующий применение нормально-фазовой 
и обращенно-фазовой ВЭЖХ после омыления пробы и 
экстракции аналита [10, 13].

Целью настоящего исследования являлись разра-
ботка и валидация методики количественного опреде-
ления витамина Е в микроэмульсионных композициях, 
используемых для создания трансдермальных тера-
певтических систем и косметических препаратов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы

В работе использовали ацетонитрил (HPLC-Grade, 
Panreac, Германия), этилацетат (HPLC-Grade, Panreac, 
Германия), гексан (HPLC-Grade, Panreac, Германия), ме-
танол (HPLC-Grade, Merck, Германия), дихлорметан 
(HPLC-Grade, Merck, Германия), ацетон (HPLC-Grade, 
Merck, Германия), 2-пропанол (HPLC-Grade, Merck, Гер-
мания), стандартный образец DL-α-токоферола ацета-
та (CAS № 7695-91-2, T3376, Sigma-Aldrich, CША), мас-
ло абрикосовых ядер (CAS 72869-69-3, Desert Whale 
Jojoba Company Ltd., США); эмульгатор Nikkol Decaglyn 
PR-20 (CAS 29894-35-7, Nikko Chemicals Co., Ltd, Япония); 
докузатнатриевую соль (D4422-50G, Sigma, США). 

Оборудование

Исследование проводили на хроматографичес- 
кой системе Agilent 1200 (Agilent Technologies, США), 
снабженной вакуумным дегазатором G1322A, четырех-
канальным насосом G1311A, высокопроизводительным 
автосамплером G1367B, термостатом колонок G1316A, 
ультрафиолетовым детектором с изменяемой длиной 
волны G1314B. 

Для пробоподготовки применяли весы элект- 
ронные лабораторные AF-R220CE, точность 0,0001  г 
(Chinco Denshi Co., Япония), перемешивающее 
устройство Multi-Vortex V32 (Biosan, Латвия), ванну 
ультразвуковую ВУ-09-Я-ФП-03 (ООО «Ферропласт Ме-
дикал», Россия), дозаторы переменного объема «Лен-
пипет» 0,5–10, 5–50, 20–200 и 100–1000 мкл (Thermo 
Fisher Scientific, Россия).

Объекты исследования 

1.	 Микроэмульсионная композиция «вода в масле» 
следующего состава:

•	 раствор витамина Е в растительном масле – 38,8%;

•	 вода – 58,3%;

•	 докузатнатриевая соль – 1,0%;

•	 эмульгатор Nikkol Decaglyn PR-20 – 1,9%.
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2.	 Лабораторные образцы трансдермальных тера-
певтических систем бромокаина [14] и инсули-
на  [15] на основе микроэмульсионной компози-
ции «вода в масле» вышеприведенного состава. 

Образцы ТТС бромокаина изготовлены АНО «Инс- 
титут медико-биологических исследований и техноло-
гий», ТТС инсулина – ФГБУ «Национальный медицинс- 
кий исследовательский центр трансплантологии и ис-
кусственных органов имени академика В.И. Шумакова» 
Минздрава России.

Приготовление стандартных растворов  
витамина Е

Исходный стандартный раствор витамина Е  
в растительном масле

Около 10 г (точная навеска) стандартного образ-
ца DL-α-токоферола ацетата помещали в мерную кол-
бу из темного стекла вместимостью 100 мл, добавля-
ли около 70 мл растительного масла, обрабатывали в 
ультразвуковой ванне в течение 10 мин при темпера-
туре 25 °С, доводили объем раствора маслом до метки 
и, осторожно взбалтывая, перемешивали. 

Рабочий стандартный раствор витамина Е  
в растительном масле

10 мл исходного стандартного раствора витамина 
Е в растительном масле помещали в мерную колбу из 
темного стекла вместимостью 100 мл, доводили объем 
раствора до метки растительным маслом и, осторож-
но взбалтывая, перемешивали.

Исходный стандартный раствор витамина Е  
в смеси ацетонитрил – этилацетат (80:20)

Около 200 мг (точная навеска) стандартного об-
разца DL-α-токоферола ацетата помещали в мерную 
колбу из темного стекла вместимостью 100 мл, добав-
ляли смесь растворителей ацетонитрил – этилацетат 
(80:20), обрабатывали в ультразвуковой ванне в тече-
ние 10 мин при температуре 25 °С, доводили объем 
раствора той же смесью до метки и, осторожно взбал-
тывая, перемешивали. 

Рабочий стандартный раствор витамина Е  
в смеси ацетонитрил – этилацетат (80:20)

10 мл исходного стандартного раствора поме-
щали в мерную колбу из темного стекла вместимос- 
тью 100 мл, доводили объем раствора до метки сме-
сью растворителей ацетонитрил – этилацетат (80:20) и, 
осторожно взбалтывая, перемешивали.

Содержание витамина Е (С0) в мкг/мл в рабочих 
стандартных растворах рассчитывали по формуле:

0 0
0

0

10
,

a f P
C

V
⋅ ⋅ ⋅

=

где а0 – навеска стандартного образца DL-α-
токоферола ацетата, мг; f0 – фактор разбавления исход-
ного стандартного раствора, равный 0,1; Р – процент-
ное содержание основного вещества в стандартном 
образце DL-α-токоферола ацетата, %; V0 – объем ис-
ходного стандартного раствора, равный 100 мл.

Методика пробоподготовки

Пробу микроэмульсионной композиции массой 
около 1 г, взвешенную с точностью до 0,1 мг, помещали 
в колбу Эрленмейера из темного стекла с притертой 
пробкой вместимостью 25 мл. В пробу вносили стан-
дартный раствор витамина Е в масле до достижения 
необходимой концентрации аналита и перемешивали 
на устройстве Multi-Vortex V32 в течение 2 мин. В кол-
бу прибавляли 25 мл смеси ацетонитрил – этилацетат 
(80:20), перемешивали содержимое и обрабатывали в 
ультразвуковой ванне в течение 15 мин при темпера-
туре 25 °С. Отбирали из колбы 1 мл раствора, фильтро-
вали через нейлоновый мембранный фильтр 0,45 мкм 
(Millipore) и помещали в виалу для ВЭЖХ.

Условия хроматографического анализа

Хроматографическое разделение проводили 
в изократическом режиме на колонке Mediterranea 
Sea18, 150×4 мм, 5 мкм (Teknokroma, Испания), с пред-
колонкой размером 8×4 мм, заполненной тем же сор-
бентом. Подвижная фаза: смесь ацетонитрил – этила-
цетат (80:20), скорость потока – 1,0 мл/мин. Подвижную 
фазу предварительно фильтровали и дегазировали на 
устройстве для фильтрования под вакуумом. Темпера-
тура термостата колонки – 40 °С. Термостатирование 
образцов отсутствовало. 

Детектирование осуществляли при длине волны 
284 нм, соответствующей максимуму поглощения DL-
α-токоферола ацетата. Время хроматографирования – 
12 мин. Объем вводимой пробы – 20 мкл.

Регистрация и обработка хроматографических 
данных выполнены с помощью программного обеспе-
чения Chem Station, вер. В.01.03 (Agilent Technologies, 
США). 

Статистическую обработку результатов проводи-
ли в соответствии с ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая 
обработка результатов химического эксперимента» с 
помощью программного обеспечения Microsoft Office 
Excel 2010 [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка метода

Целью данного этапа исследований являлось 
определение оптимальных условий подготовки образ-
цов микроэмульсионной композиции, а также подбор 
параметров хроматографического определения вита-
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мина Е в полученных пробах. Основными критериями 
при выборе условий пробоподготовки и хроматогра-
фирования служили длительность и простота выпол-
нения, полнота извлечения витамина Е, хроматографи-
ческая чистота получаемых проб, качество основных 
валидационных характеристик.

Извлечение витамина Е из микроэмульсионной 
композиции проводили с использованием следующих 
растворителей: гексан, этилацетат, ацетонитрил, мета-
нол, дихлорметан, ацетон, 2-пропанол, а также двой-
ными и тройными смесями этих растворителей в раз-
личных пропорциях. Продолжительность обработки 
пробы варьировали от 5 мин до 4 ч. По результатам 
экспериментов оптимальным вариантом пробопод-
готовки признана обработка микроэмульсии смесью 
ацетонитрил – этилацетат (80:20) в ультразвуковой 
ванне в течение 15 мин при температуре 25 °С. Степень 
извлечения витамина Е составила 98,4%.

При выборе условий хроматографического ана-
лиза в качестве подвижной фазы были изучены ацето-
нитрил, метанол, 2-пропанол и их смеси в различных 
соотношениях. Температуру термостата колонки ва-
рьировали в диапазоне от 10 до 50 °С, скорость пото-
ка – от 0,5 до 2,0 мл/мин. Наилучшие параметры хро-
матографического разделения были получены при 
использовании подвижной фазы состава ацетонит- 
рил – этилацетат (80:20), скорости потока 1,0 мл/мин и 
температуры термостата колонки 40 °С.

Проверка пригодности  
хроматографической системы

В соответствии с требованиями ОФС.1.2.3.0017.15 
«Методы количественного определения витами-
нов»  [8] хроматографическая система считается при-
годной для определения витаминов, если обладает 
следующими параметрами:

•	 разрешение между двумя соседними пиками – не 
менее 1,5;

•	 факторы асимметрии пиков близки к единице, в 
предельном случае – не менее 0,8 и не более 2.

Основные параметры хроматографической сис- 
темы, рассчитанные из хроматограмм стандартного 
раствора витамина Е, представлены в таблице 1. Раз-
решение между двумя соседними пиками не рассчи-
тывали, так как на хроматограмме стандартного раст- 
вора наблюдается один пик. 

Полученные результаты доказывают пригодность 
хроматографической системы для количественного 
определения витамина Е.

Валидация методики

Валидацию методики проводили в соответствии 
с ОФС.1.1.0012.15. «Валидация аналитических мето-
дик»  [17] по следующим характеристикам: специфич-

ность, линейность, правильность, повторяемость, про-
межуточная (внутрилабораторная) прецизионность, 
аналитическая область.

Таблица 1. 

Основные параметры хроматографического анализа  
стандартного раствора витамина Е в смеси ацетонитрил –  

этилацетат (80:20) (С=200 мкг/мл, n=6, р<0,95)

Параметр Значение

Фактор ассиметрии пика DL-α-токоферола 
ацетата (АS)

0,92

Время удерживания (t), мин 6,70

Коэффициент емкости колонки (k΄) 3,5

Ширина пика на половине высоты (tw1/2), мин 0,17

Число теоретических тарелок, рассчитанное 
по ширине половины пика (N)

9150

Специфичность

Специфичность валидируемой методики оцени-
вали путем анализа холостого образца микроэмульси-
онной композиции, образца микроэмульсии с содер-
жанием витамина Е 2,5 мг/г и стандартного раствора 
витамина Е в смеси ацетонитрил – этилацетат с кон-
центрацией 200 мкг/мл. Соответствующие хроматог- 
раммы приведены на рисунках 1–3.

На хроматограммах холостых образцов микро-
эмульсионной композиции не наблюдалось пиков со 
временем удерживания, соответствующим времени 
удерживания витамина Е. Таким образом, эксперимен-
тально подтверждено, что присутствие сопутствую-
щих компонентов не влияет на результат анализа.

Линейность

Для оценки линейности анализировали образ-
цы микроэмульсии, содержащие 0,1; 0,6; 1,3; 2,5; 6,3 и 
10,0 мг/г витамина Е. Экспериментальные данные обра-
батывали методом наименьших квадратов с использо-
ванием линейной модели. По полученным значениям 
был построен градуировочный график зависимости 
площади пика от концентрации витамина Е, приведен-
ный на рисунке 4.

Полученные значения площади пиков в диапазо-
не от 0,1 до 10,0 мг/г линейно зависят от концентрации. 
Угловой коэффициент b и свободный член a имели 
значение 184,54 и –3,27 соответственно. Коэффициент 
корреляции равен 0,9996 (не менее 0,99), что удовлет-
воряет требованиям ОФС.1.1.0012.15 «Валидация ана-
литических методик» [17].

Правильность

Для оценки правильности методики проводили 
анализ образцов микроэмульсии, содержащих 0,5; 5,0 
и 10,0 мг/г витамина Е.
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Рисунок 1. Хроматограмма холостого образца микроэмульсионной композиции

Рисунок 2. Хроматограмма образца микроэмульсионной композиции, содержащего 2,5 мг/г витамина Е

Рисунок 3. Хроматограмма стандартного раствора витамина Е в смеси ацетонитрил – этилацетат (80:20) с концентрацией  
200 мкг/мл
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Для каждого образца проводили три определе-
ния, включающие все стадии методики. Согласно ре-
комендациям ICH [18] для оценки правильности ис-
пользовали критерий открываемости определяемого 
вещества R, величина которого с учетом доверитель-
ного интервала должна находиться в пределах 98–
102% [17]. Открываемость вычисляли по формуле:

 найдено аналита
100%.

взято аналита
R = ⋅

Результаты оценки правильности методики пред-
ставлены в таблице 2.

Таблица 2.

Результаты оценки правильности методики  
количественного определения витамина Е в микроэмульсии  

(n=9, p<0,95)

Взято, мг/г Найдено, мг/г
Открываемость 

R, %

0,500 0,507 101,40

0,500 0,504 100,80

0,500 0,505 101,00

5,00 4,95 99,00

5,00 4,96 99,20

5,00 4,93 98,60

10,00 10,08 100,80

10,00 10,06 100,60

10,00 10,09 100,90

Среднее значение, % 100,26

Стандартное отклонение SD, % 1,03

Относительное стандартное отклонение 
RSD, %

1,02

Доверительный интервал среднего 
значения, %

99,59–100,93

В исследованном диапазоне измерений открыва-
емость находится в интервале от 98,60 до 101,40%, её 
средняя величина составляет 100,26±0,67%, что соот-
ветствует критерию правильности методики. 

Повторяемость

Повторяемость методики оценивали по резуль-
татам, полученным в одинаковых регламентирован-
ных условиях в одной лаборатории (один и тот же 
исполнитель, одно и то же оборудование, один и 
тот же набор реактивов) в течение короткого про-
межутка времени. Результаты 6 параллельных ис-
пытаний образца микроэмульсии приведены в таб- 
лице 3.

Таблица 3.

Результаты оценки повторяемости методики  
количественного определения витамина Е  

в микроэмульсии  
(С=5,0 мг/г, n=6, p<0,95)
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Относительное стандартное отклонение отдель-
ных результатов не превышает 2,0% и отвечает требо-
ваниям к методикам ВЭЖХ [17].

Промежуточная (внутрилабораторная) 
прецизионность

Внутрилабораторную прецизионность валидиру-
емой методики изучали в условиях работы одной ла-
боратории. Анализ выполняли 2 исполнителя в раз-
ные дни на одном и том же оборудовании, результаты 
представлены в таблице 4.

Расчет F-критерия Фишера показал, что стан-
дартные отклонения результатов анализов, получен-
ных разными аналитиками, статистически эквивалент-
ны. Средние результаты статистически достоверно 
не отличаются друг от друга (p<0,95). Промежуточная 
(внутрилабораторная) прецизионность методики со-
ответствует требованиям, предъявляемым к этой ва-
лидационной характеристике [19]. 

Рисунок 4. График зависимости площади пика витамина Е от 
концентрации
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Таблица 4.

Результаты оценки промежуточной (внутрилабораторной)  
прецизионности методики количественного определения  

витамина Е в микроэмульсии (С=5,0 мг/г, n=6, p<0,95)
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Исполнитель 1

22.01.18 4,95

4,96 0,02 0,44

22.01.18 4,96

22.01.18 4,93

23.01.18 4,99

23.01.18 4,97

23.01.18 4,94

Исполнитель 2

24.01.18 4,98

4,96 0,03 0,57

24.01.18 4,92

24.01.18 4,95

25.01.18 4,93

25.01.18 4,97

25.01.18 4,99

Аналитическая область

К величине аналитической области методик 
предъявляется следующее требование: методики ко-
личественного определения должны быть применимы 
в интервале от 80 до 120% от номинального значения 
определяемой аналитической характеристики  [17]. 
Поскольку содержание витамина Е в микроэмульси-
онных композициях может изменяться в широких пре-
делах в зависимости от назначения композиции, то 
аналитическую область методики устанавливали по 
диапазону экспериментальных данных, удовлетворя-
ющих линейной модели.

Интервал концентраций витамина Е в микро- 
эмульсии, в котором доказан приемлемый уровень 
правильности и внутрилабораторной (промежуточ-
ной) прецизионности, составил 0,1–10,0 мг/г.

На основании полученных результатов можно 
сделать вывод о пригодности методики для количест- 
венного определения витамина Е в микроэмульсион-
ных композициях.

Разработанная методика была апробирова-
на на лабораторных образцах ТТС бромокаина и ТТС 
инсулина

Образец ТТС после удаления защитной пленки по-
мещали в колбу Эрленмейера из темного стекла с при-
тертой пробкой вместимостью 50 мл, добавляли 25 мл 
смеси ацетонитрил – этилацетат (80:20), перемешива-

ли содержимое и обрабатывали в ультразвуковой ван-
не в течение 15 мин при температуре 25 °С. Отбирали 
из колбы 1 мл раствора, фильтровали через мембран-
ный фильтр 0,45 мкм и помещали в виалу для ВЭЖХ. 
Проводили 5 параллельных испытаний ТТС каждого 
вида и рассчитывали количество витамина Е в каждом 
образце. Результаты представлены в таблице 5.

Таблица 5.

Результаты определения витамина Е  
в лабораторных образцах ТТС бромокаина и инсулина  

(n=5, p<0,95)
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56,36
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56,17

ТТС инсулина 10,0

10,42

10,35 3,52

10,37

10,21

10,44

10,32

Отклонение результатов, полученных с использо-
ванием разработанной методики, от фактических зна-
чений не превышает 5%.

Полученные результаты подтверждают возмож-
ность применения предлагаемой методики для конт- 
роля содержания витамина Е в лекарственных препа-
ратах на основе микроэмульсий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана методика количественного опре-

деления витамина Е в микроэмульсионных компо-
зициях методом обращенно-фазовой ВЭЖХ. При-
годность методики подтверждена соответствием 
основных валидационных характеристик – специфич-
ности, линейности, правильности, промежуточной 
(внутрилабораторной) прецизионности, аналитичес- 
кого диапазона – критериям приемлемости. Методи-
ка успешно апробирована на лабораторных образцах 
трансдермальных терапевтических систем бромокаи-
на и инсулина, изготовленных на основе биосовмести-
мых микроэмульсий.

Разработанная методика может быть включена в 
нормативную документацию в качестве способа опре-
деления витамина Е в микроэмульсиях и препаратах 
на их основе.
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ВАЛИДАЦИЯ ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИХ МЕТОДИК: 
ИССЛЕДОВАНИЕ РОБАСТНОСТИ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
МАТЕМАТИЧЕСКОГО ПЛАНИРОВАНИЯ 
ЭКСПЕРИМЕНТОВ 

Н. А. Эпштейн1*

Резюме. Рассмотрены теоретические и практические основы исследования робастности хроматографических методик с ис-
пользованием планов Плакетта – Бермана. Пошагово, с пояснениями и примерами рассмотрено установление значимых (по-
тенциально критических) факторов, а также определение допустимых пределов изменения значимых факторов и откликов. 
Оценка этих пределов важна для обоснования требований к пригодности хроматографической системы. Даны рекоменда-
ции по выполнению необходимых вычислений в Excel и оценке робастности хроматографических методик.

Ключевые слова: робастность, планы Плакетта – Бермана, риск, валидация, хроматографические методики, пригодность 
системы.

VALIDATION OF CHROMATOGRAPHIC METHODS: ROBUSTNESS INVESTIGATION WITH USE OF EXPERIMENTAL DESIGN

N. A. Epshtein1*

Abstract. This article covers the theoretical and practical basics of research of the robustness of chromatographic methods on the base 
of Plackett – Burman design. Step by step, with explanations and examples, the estimation of significant (potentially critical) factors 
as well as the estimation of permissible limits of the changes of factors and responses are considered. The assessment of the limits is 
important for the justification of the requirements to the suitability of a chromatographic system. Also, we suggest the recommendations 
for performing necessary calculations in Excel and for the assessment of robustness of chromatographic methods. 

Keywords: robustness, Plackett – Burman design, risk, validation, chromatographic methods, system suitability.

УДК 543.544; 615.074

ВВЕДЕНИЕ
Исследование робастности хроматографи-

ческих методик является актуальной задачей 
фармацевтического анализа. В [1] был представ-
лен новый подход к исследованию робастности 
хроматографических методик, включающий ана-
лиз рисков. При этом было обращено внимание 
на то, что метод математического планирова-
ния экспериментов (МПЭ) с использования пла-
нов Плакетта – Бермана (Plackett – Burman design) 
имеет существенные преимущества по сравне-
нию с «классическим» способом «One-factor-a-
time». Однако математическое планирование 
экспериментов пока еще сравнительно редко 
применяют для исследования робастности хро-
матографических методик. Это вызвано прежде 
всего человеческим фактором – отсутствием не-
обходимых знаний и в связи с этим преувеличен-
ным представлением о сложности исследования 
робастности методик с использованием МПЭ. 

Цель статьи – в доступной форме рассмот- 
реть теоретические и практические основы ис-
следования робастности хроматографических 

методик с использованием планов Плакетта –  
Бермана и при этом пошагово пояснить необхо-
димые действия, а также дать рекомендации по 
выполнению необходимых вычислений в Excel.

ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Определения основных терминов, связан-

ных с исследованием робастности методик, та-
ких как риск, критичность, вероятность, контро-
лируемые отклики, критический фактор и т.д., 
приведены в [1]. Уточним только то, что следует 
понимать под терминами «отклик» и «фактор» 
при исследовании робастности аналитических 
методик. 

Отклик (Response) – измеряемое или вычис-
ляемое на основании измерения количество, ко-
торое является предметом исследования. При 
исследовании робастности хроматографических 
методик рассматривают такие отклики, как ха-
рактеристики, указанные в требованиях к при-
годности хроматографической системы (разре-
шение между определенными пиками Rs, фактор 
асимметрии пика T0,05, число теоретических та-
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релок N, отношение сигнал – шум базовой линии S/N), 
нормируемое содержание основных веществ и при-
месей, спектральная чистота пиков, а также другие 
отклики в зависимости от типа методики [1].

Фактор (Factor) – причина, связанная с исследуе-
мой методикой, потенциально способная повлиять на 
значение отклика. Для методик ВЭЖХ факторами явля-
ются pH, скорость потока подвижной фазы (ПФ), дли-
на волны, температура термостатирования колонки 
и образцов, длительность уравновешивания системы 
до начала хроматографирования и в конце градиента, 
факторы, связанные с составом ПФ, серия сорбента и 
т.д. [1]. 

Из теории математического планирования экс-
периментов известно, что наиболее полную инфор-
мацию об анализируемом объекте можно получить 
с помощью полного факторного эксперимента (Full 
Factorial Design, FLFD) [2–7]. Однако FLFD имеет су-
щественный недостаток: он требует максимально 
большого количества экспериментов по сравнению 
с другими планами при одинаковом количестве рас- 
сматриваемых факторов. Поэтому полный факторный 
эксперимент очень редко используют для исследо-
вания робастности методик и при этом, как правило, 
рассматривают не более 3 факторов [8]. Обычно ис-
пользуют дробный факторный эксперимент (Fractional 
Factorial Design), причем наиболее часто применя-
ют двухуровневые планы Плакетта – Бермана [2, 6, 7, 
9–34]. В обзоре [29] даны ссылки на несколько публи-
каций, в которых для исследования робастности хро-
матографических методик (при валидации), помимо 
планов Плакетта – Бермана, использовали некоторые 
другие виды дробного факторного эксперимента.

Преимущество планов Плакетта – Бермана заклю-
чается в том, что они дают возможность исследовать 
влияние на отклики максимального количества факто-
ров k при минимальном количестве экспериментов – 
строк в матрице планирования экспериментов N. Для 
планов Плакетта – Бермана N=k+1. Это означает, что 
количество экспериментов – условий хроматографи-
рования – должно быть всего лишь на единицу боль-
ше, чем количество факторов. 

Суть планов Плакетта – Бермана заключает-
ся в отсеивании незначимых/несущественных фак-
торов (называемых иногда шумовым фоном [4]) и 
установлении значимых факторов, тех, которые ста-
тистически значимо влияют на отклики. Планы Пла-
кетта – Бермана основываются на наиболее прос- 
той – линейной модели взаимосвязи между откликом 
и факторами:

Y b b X
i

k

i i= + ⋅
=
∑0

1

, (1)

где Y – значение отклика, b0 и bi – коэффициенты, Xi – 
факторы. Из-за использования линейной модели су-
ществует риск потери части информации, связанный 
с возможностью влияния на отклики взаимодействия 

факторов между собой. Однако было показано, что эта 
модель допустима для исследования робастности хро-
матографических методик, так как можно пренебречь 
взаимодействием факторов [6, 9]. 

Построение двухуровневых планов Плакетта – 
Бермана имеет следующие характерные особеннос- 
ти  [4, 6]: факторы варьируют на двух уровнях – верх-
нем и нижнем, обозначаемых соответственно «+1» (или 
«+») и «–1» (или «–»). Используют число строк, кратное 4, 
то есть в общем случае N=4, 8, 12, 16, 20, 24 и т.д. Коли-
чество факторов должно быть k=N–1. Планы с N=4 не 
применяют по статистическим причинам.

Первая строка плана в зависимости от количест- 
ва экспериментов N и, следовательно, количества фак-
торов k=N–1, задается в виде:

N=8 (k=7):  + + + − + − –

N=12 (k=11):  + + − + + + − − − + –

N=16 (k=15):  + + + + − + − + + − − + − − –

N=20 (k=19):  + + − − + + + + − + − + − − − − + +

N=24 (k=23):  + + + + + − + − + + − − + + − − + − + − − − –

Вторую и последующие строки получают путем 
сдвига всех элементов предыдущей строки на одну 
позицию вправо (или влево) и соответственно пере-
становки последнего (первого) элемента на первую 
(последнюю) позицию. Этот процесс повторяют N–2 
раз. Последняя строка плана состоит только из эле-
ментов «–», то есть «–1». 

В публикациях, а также в нашем примере (будет 
показано ниже) часто можно увидеть иное располо-
жение «+» и «–» в строках планов Плакетта – Берма-
на. Это связано с тем, что обычно после формирова-
ния матрицы плана в ней дополнительно перемещают 
строки случайным образом, чтобы минимизировать 
влияние внешних факторов. Каждому фактору в мат- 
рице соответствует определенный столбец; не реко-
мендуется использовать для одного фактора несколь-
ко столбцов, так как это может приводить к неявному 
дополнительному влиянию случайных ошибок и двух-
факторных взаимодействий [16]. 

Для исследования робастности методик опреде-
ления примесей чаще всего применяют планы Пла-
кетта – Бермана с N=12 (k=11), так как они, во-первых, 
дают возможность учесть в большинстве случаев все 
факторы высокого и среднего риска [1], и, во-вторых, 
после внесения в матрицу реальных факторов обычно 
остаются столбцы, которые можно рассматривать как 
фиктивные (dummy) факторы и использовать их для 
оценки значимости факторов. 

При оценке статистической значимости влия-
ния факторов на отклики с помощью t-критерия Стью-
дента или методом ANOVA (дисперсионный анализ) 
используют не менее трех фиктивных факторов. По-
этому, когда количество реальных факторов k>8, мо-
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жет потребоваться план Плакетта – Бермана с N=16 
(k=15) [18]. В редких случаях применяют другие вари-
анты плана Плакетта – Бермана, например так называ-
емый Augmented Plackett – Burman of III resolution c до-
полнительными строчками в матрице, в которых все 
факторы находятся на номинальном уровне (0), для 
оценки воспроизводимости методики [35]. Однако мы 
будем рассматривать только те планы Плакетта – Бер-
мана, которые получаются по классическому способу 
со случайной перестановкой строк.

ОЦЕНКА РОБАСТНОСТИ  
МЕТОДИК С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ  
ПЛАНОВ ПЛАКЕТТА – БЕРМАНА
Этап 1. Определение факторов высокого  
и среднего риска и контролируемых откликов. 
Задание допустимых пределов изменения 
факторов и допустимых пределов  
изменения откликов 

Этот этап подробно рассмотрен в [1], поэтому не 
будем на нем останавливаться. Просто отметим, что в 
качестве примера в таблице 1 приведены допустимые 
пределы изменения факторов высокого и среднего 
риска, а в таблице 2 – контролируемые отклики и их 
допустимые пределы изменения для модельной гра-
диентной методики ВЭЖХ определения содержания 
примесей (далее – методики определения примесей). 

Таблица 1.

Факторы высокого и среднего риска [1] для исследования  
робастности методики

№

Ф
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ен
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 [1

]
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 (–
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а 

ур
ов

не
 (+

1)

1.
Значение pH буфера, 
pH

pH 4,5 ±0,1 4,4 4,6

2.
Скорость потока ПФ, 
Flow

мл/мин 1,0 ±10% 0,9 1,1

3.
Градиент: начальная 
точка – % более 
сильной ПФ, Bmin 

% 10
±2% 
отн.

9,98 10,2

4.
Градиент: конечная 
точка – % более 
сильной ПФ, Bmax 

% 90
±2% 
отн.

88,2 91,8

5. Длина волны, λ нм 272 ±2 нм 270 274

6.
Хроматографическая 
колонка (Column)* 

– – – 1* 2*

7.
Температура 
колонки, T, oC

oC 30 ±3 oC 27 33

8.
Концентрация соли в 
буфере, СBuff

моль/л 0,01 ±25% 0,0075 0,0125

Примечание: *Колонки с одинаковым сорбентом, но упако-
ванные разными производителями.

Таблица 2.

Контролируемые отклики и их допустимые пределы изменения 

Отклики Обозначение
Единица

измерения
Допустимые пределы изменения 

откликов [1]

Y1 Содержание идентифицированной примеси СID %

Допустимый предел изменения отклика 
относительно значения полученного по 
методике: 
±10% для примесей >1,0%;
±25% для примесей от > 0,1% до 1,0%;
±50% для примесей до 0,1%

Y2
Содержание наибольшей неидентифицирован-
ной примеси

СU % То же 

Y3 Сумма примесей ∑imp % То же для ∑imp

Y4 Число теоретических колонок N т.т. Не мене 2000 т.т. (требование по методике)
Y5 Фактор асимметрии пика основного вещества T0,05 –  более 1,5 (требование по методике)

Y6

Разрешение между пиками, указанными в тре-
бованиях к пригодности хроматографической 
системы (System Suitability)

RS – Не менее 2,0 (требование по методике) 

Y7
Разрешение между двумя пиками примесей, ко-
торые наиболее сильно перекрываются.

ν – Peak-to-valley ratio ν≥1,5

Y8
Относительное стандартное отклонение при 
хроматографировании раствора сравнения 

RSD % Не более 5,0% (требование по методике)

Y9

Отношение сигнал – шум S/N на хроматограмме 
раствора для проверки чувствительности сис- 
темы

S/N – ≥10 (требование по методике)

Y10 Время удерживания основного вещества RT мин ±15% (градиент)

Y11
Относительное время удерживания примеси, 
указанное в методике

RRT – ±15% (градиент)

Y12 Спектральная чистота пика** Purity – Пик должен быть спектрально чистым (CЧ)

Примечание: *Для методик определения примесей пики лекарственных веществ и пики примесей с поправочными коэффициента-
ми должны быть СЧ.
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Этап 2. Составление матрицы  
планирования экспериментов 

Строят матрицу плана Плакетта – Бермана, изме-
няют в ней расположение строк случайным образом 
(рандомизацией). При этом к матрице планирования 
экспериментов можно для наглядности, но не обяза-
тельно, добавить справа столбцы контролируемых от-
кликов, см. таблицу 3. 

Этап 3. Проведение анализов и определение 
значений контролируемых откликов

При исследовании робастности хроматографи-
ческих методик условия хроматографирования зада-
ют строки матрицы плана Плакетта – Бермана. Поэто-
му анализы проводят следующим образом: 

•	 в соответствии с первой строкой матрицы (ус-
ловия хроматографирования № 1) берут реаль-
ные значения факторов на верхнем пределе, ес-
ли в строке для фактора стоит «+1», или на нижнем 
пределе, если стоит (–1). При этих значениях фак-
торов хроматографируют растворы так, как это 
указано в валидируемой методике;

•	 в соответствии со второй строкой матрицы (усло-
вия хроматографирования №  2) берут реальные 
значения факторов и при этих значениях факто-
ров хроматографируют растворы так, как это ука-
зано в валидируемой методике, и т.д.

Для каждых условий хроматографирования – 
строк матрицы определяют значения контролируемых 
откликов и заносят их в таблицу 3 или в отдельную 

таблицу 4, имеющую такой же порядок строк, как и 
таблица 3. 

После этого переходят к этапам статистического 
анализа полученных результатов.

Примечание. При исследовании робастности 
методик определения примесей рекомендуем опре-
делять/контролировать значения откликов при но-
минальных условиях (по методике) перед началом и 
по окончании исследования робастности, чтобы быть 
уверенными, что отклики и, следовательно, сама ана-
литическая система существенно не изменились в хо-
де исследования робастности.

Этап 4. Вычисление эффектов факторов 

Этот этап является обязательным для первых пяти 
из шести способов определения значимых факторов, 
рассматриваемых в этой статье. 

Для каждого фактора Xi  вычисляют его эффект на 
отклик Y по формуле: 

E
Y

N

Y

NXi
Y =

+
−

−∑ ∑( )

/

( )

/
,

2 2
(2)

где Y(+) – сумма тех значений в столбце отклика Y, кото-
рым соответствует «+1» в столбце фактора Xi; Y(–) – сум-
ма тех значений в столбце отклика Y, которым соот-
ветствует «–1» в столбце фактора Xi, N – количество 
строк в матрице планирования экспериментов. Значе-

ния ∑ +Y ( )  и ∑ −Y ( )  удобно вычислять в Excel c по-

мощью функций типа

Таблица 3.

Матрица планирования экспериментов Плакетта – Бермана для исследования робастности методики  
определения примесей методом ВЭЖХ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Z

№* λ Flow Dum 1 Bmin, % Bmax, % pH Dum 2 Column T, oC СBuff Dum 3 Y1 Y2 … Y6(RS) … Y12

1 1 1 1 –1 1 1 –1 1 –1 -1 –1 2,22

2 1 1 –1 1 –1 –1 –1 1 1 1 –1 2,77

3 1 –1 1 1 –1 1 –1 –1 –1 1 1 2,85

4 1 –1 –1 –1 1 1 1 –1 1 1 –1 2,49

5 1 –1 1 –1 –1 –1 1 1 1 -1 1 2,69

6 –1 1 1 1 –1 1 1 –1 1 -1 –1 2,62

7 –1 1 –1 –1 –1 1 1 1 –1 1 1 2,92

8 –1 –1 –1 1 1 1 –1 1 1 -1 1 2,14

9 –1 –1 1 1 1 –1 1 1 –1 1 –1 2,18

10 –1 1 1 –1 1 –1 –1 –1 1 1 1 2,88

11 1 1 –1 1 1 –1 1 –1 –1 -1 1 2,57

12 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 -1 –1 2,77

Примечание: *№ – порядковый номер эксперимента (каждая строка – это условия хроматографирования).
Столбцы 1÷11 – факторы из таблицы 1; столбцы 12÷Z – результаты определения значений контролируемых откликов Y (таблица 4); 

Dum – фиктивный (dummy) фактор. Выделена 8-я строка, так как она используется в примере по определению наихудшего случая для 
отклика Rs. 
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 =СУММЕСЛИ(B5:B16;»>0»;M20:M31)/(N/2) 

и 

=СУММЕСЛИ(B5:B16;»<0»;M20:M31)/(N/2), 

где B5:B16 – диапазон ячеек рассматриваемого факто-
ра (столбец значений фактора Xi) в матрице планиро-
вания эксперментов (таблица 3), M20:M31 – диапазон 
ячеек рассматриваемого отклика (столбец значений 
отклика Y в таблице 3 или в таблице 4); N – количество 
строк в матрице планирования эксперментов1.

Иногда используют нормализованные эффекты 
факторов:

E
E

YXi
Y Xi

Y

(%) ,=
⋅100 (3)

где Y  – среднее значение откликов в столбце отк- 
лика Y. 

В таблице 5 в качестве примера приведены рас-
четные значения эффектов факторов на контролируе-
мые отклики EXi

Y . В этой таблице каждый столбец – это 

эффекты всех факторов относительно отклика, указан-
ного в заголовке столбца (расчет по формуле 2), а каж-
дая строка – это эффекты фактора, указанного в нача-
ле строки, на все отклики. 

Этап 5. Нахождение значимых  
(потенциально критических) факторов 

Этот этап, по нашему мнению, является опреде-
ляющим при исследовании робастности хроматогра-
фических методик, и к нему надо относиться с особым 

вниманием. Как показала практика, при исследовании 
робастности методик, связанных с определением при-
месей, результат определения значимых факторов мо-
жет зависеть от используемого критерия, то есть от 
способа оценки значимости факторов; при этом бы-
вают ситуации, когда нельзя отдать предпочтение 
какому-то одному критерию [14]. Это наглядно пока-
зано ниже в разделе, посвященном алгоритму Донга. 
В связи с вышесказанным для повышения надежности 
исследования робастности методик определения при-
месей рекомендуем использовать не менее двух спо-
собов оценки значимых факторов. 

СПОСОБЫ ОЦЕНКИ  
ЗНАЧИМЫХ ФАКТОРОВ

5.1. Графическая оценка значимых факторов 
по графику Normal probability plot  
или Half-normal probability plot

Normal probability plot

Для визуальной оценки значимых факторов не-
редко используют график нормального распреде-
ления, по-видимому, из-за того, что автоматическое 
построение графика нормального распределения 
включено во многие программы статистической обра-
ботки данных. 

График нормального распределения можно легко 
построить «вручную». Пример построения графика 
нормального распределения для отклика Rs с исполь-
зованием Excel представлен на рисунке 1 (верхний 
график). Для его построения использованы данные, 

Таблица 4.

Результаты определения значений контролируемых откликов Y*

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y10 Y11 Y12

№** СID СU ∑imp N T0,05 RS ν RSD S/N RT RRT Purity
1 0,20 0,14 0,45 2551 1,20 2,22 1,28 1,25 17 11,121 1,12 СЧ***
2 0,25 0,13 0,46 2535 1,13 2,77 1,52 0,92 33 12,175 1,18 СЧ
3 0,23 0,15 0,43 2539 1,25 2,85 1,67 1,35 18 11,023 1,17 СЧ
4 0,24 0,17 0,51 2537 1,23 2,49 1,84 0,98 27 11,521 1,11 СЧ
5 0,22 0,15 0,49 2529 1,28 2,69 1,56 1,21 26 11,655 1,13 СЧ
6 0,26 0,16 0,48 2537 1,16 2,62 1,76 0,86 21 11,075 1,15 СЧ
7 0,25 0,16 0,49 2524 1,28 2,92 1,97 1,26 18 12,633 1,10 СЧ
8 0,21 0,13 0,49 2534 1,24 2,14 1,66 0,94 13 11,027 1,12 СЧ
9 0,22 0,12 0,39 2537 1,19 2,18 2,42 0,99 28 12,004 1,14 СЧ

10 0,25 0,12 0,45 2539 1,15 2,88 2,08 1,28 23 11,156 1,09 СЧ
11 0,24 0,13 0,44 2534 1,12 2,57 2,15 0,87 19 12,215 1,16 СЧ
12 0,24 0,15 0,48 2533 1,20 2,77 1,82 1,14 22 11,121 1,12 СЧ

Примечание: * Расшифровка обозначений контролируемых откликов дана в таблице 2.
**№ – порядковый номер эксперимента в матрице планирования экспериментов (таблица 3); 
***СЧ – пик лекарственного вещества спектрально чистый.

_____________
1 Русскоязычная функция СУММЕСЛИ эквивалентна SUMIF.
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приведенные в таблице расположенной слева от гра-
фика. В первом столбце этой таблицы приведены зна-
чения эффектов факторов EXi

Rs  в порядке возрастания, 

во втором столбце – номера строк (i), в третьем столб-
це – параметр fi , который вычисляется по формуле [36]

f i ni = − +( , ) / ( , ),0 375 0 25 (3)

где n – количество эффектов факторов (строк в табли-
це). В четвертом столбце – параметр zi, вычисляемый 
в Excel по формуле =НОРМ.СТ.ОБР(fj), которая возвра-
щает обратное значение стандартного нормального 
распределения1.

Теоретически график нормального распределе-
ния должен проходить через ноль. Поэтому как незна-

Таблица 5.

Расчетные значения эффектов факторов EXi
Y  на отклики Y

Фактор
Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y10 Y11 Y12

СID СU ∑imp N T0,05 RS ν RSD S/N RT RRT Purity
λ –0,008 –,005 0,000 3,500 –0,002 0,013 –0,282 0,018 2,500 –0,145 0,020 –
Flow 0,015 –0,005 –0,003 1,833 –0,058 0,143 –0,035 –0,028 –0,500 0,076 0,013 –
Dum 1 –0,008 –0,005 –0,030 5,833 0,005 –0,037 –0,032 0,138 0,167 –0,704 –0,003 –
Bmin, % 0,002 –0,012 –0,030 0,500 –0,042 –0,140 0,105 –0,198 –0,167 –0,209 0,030 –
Bmax, % –0,015 –0,015 –0,017 5,833 –0,028 –0,357 0,188 –0,072 –1,833 –0,368 –0,007 –
pH –0,005 0,018 0,023 2,500 0,048 –0,103 –0,228 0,038 –6,167 –0,582 –0,013 –
Dum 2 0,008 0,012 0,007 –5,500 0,015 –0,027 0,278 –0,118 2,167 0,319 0,003 –
Column –0,018 –0,008 –0,003 –1,500 0,035 –0,210 –0,152 0,015 0,833 0,156 0,010 –
T, oC 0,008 0,002 0,033 –1,167 –0,008 0,013 –0,148 –0,112 3,500 –0,512 0,000 –
СBuff 0,012 –0,002 –0,017 –1,167 0,005 0,180 0,212 0,085 4,833 0,122 –0,013 –
Dum 3 –0,002 –0,005 0,003 –5,167 0,035 0,167 0,075 0,128 –5,167 –0,146 –0,020 –

Критические значения эффектов факторов по отношению к откликам – EXi,critical
Y , 

вычисленные c использованием t-критерия Стьюдента по формуле (5)
α=0,05 0,020 0,023 0,052 16,080 0,065 0,291 0,489 0,375 9,449 1,326 0,035
α=0,1 0,013 0,015 0,034 10,384 0,042 0,188 0,316 0,242 6,102 0,856 0,022

Критические значения эффектов факторов по отношению к откликам – ME и SME, вычисленные по формулам (9) и (10)
ME (α=0,05) 0,038 0,023 0,046 6,373 0,080 0,412 0,423 0,211 7,482 0,750 0,036
ME (α=0,1) 0,027 0,019 0,037 5,140 0,064 0,332 0,341 0,170 6,034 0,605 0,029
SME (α=0,05) 0,043 0,037 0,072 10,119 0,127 0,653 0,671 0,335 11,879 1,191 0,058

_____________
1 Функция НОРМ.СТ.ОБР эквивалентна NORM.S.INV.

Рисунок 1. Графики Normal probability plot и Half-normal probability plot для определения змых факторов при α=0,05 (P=95%). Эф-
фекты факторов EXi

Rs  и их абсолютные величины расположены в таблицах по возрастанию значений (пояснения см. в тексте)
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чимые/несущественные факторы рассматривают те, 
для которых значения zi располагаются вблизи линии 
тренда, проходящей около ноля, а как значимые/су-
щественные – те, которые существенно отклоняются 
от линии тренда. Из рисунка 1 видно, что существенно 
отклоняется от линии тренда только крайняя точка 
справа, ей соответствует эффект EXi

Rs =0,180. Для того 

чтобы определить, какому фактору соответствует это 
значение, смотрим таблицу 5, столбец Rs, находим в 
нем число 0,180 и по строке определяем фактор – СBuff. 
На основании полученного результата можно было бы 
предположить, что концентрация буфера является 
значимым (потенциально критическим) фактором. Од-
нако это предположение в дальнейшем не подтверди-
лось. В общем случае более надежным, по нашему 
мнению, является определение значимых факторов с 
использованием графика Half-normal probability plot.

Half-normal probability plot

Построение этого графика будет рассмотрено ни-
же, в разделе, посвященном алгоритму Донга. Отме-
тим только то, что для отклика Rs на графике Half-
normal plot боле четко (чем на Normal probability plot) 
видна отклоняющаяся от тренда точка – крайняя спра-
ва: EXi

Rs =–0,357 (рисунок 1). Она соответствует фактору 
Bmax в таблице 5 и указывает на значимое влияние 
«% более сильной ПФ» в конце градиента; это подтвер-
дилось в дальнейшем. 

Подчеркнем, что определение значимых факто-
ров с помощью графика Normal probability plot или 
Half-normal probability plot полезно, но недостаточно, 
так как в значительной мере субъективно, и его можно 
использовать только как дополнение к статистической 
оценке значимых факторов.

5.2. Определение значимых факторов  
с использованием t-критерия Стьюдента [16]

Для каждого фактора Xi можно выразить значение 
t-критерия Стьюдента в виде: 

t
E

SD

Xi
Y

Y
= ,  (4)

где EXi
Y  – абсолютное значение эффекта фактора Xi  

относительно отклика Y, вычисленное по формуле (2); 
SDY – стандартное отклонение, рассчитанное опреде-
ленным образом (см. ниже). Подставив в (4) табличное 
(критическое) значение t-критерия Стьюдента (ttab), 
получаем выражение для критического значения эф-
фекта фактора Xi относительно отклика Y: 

E E t SDXi critical
Y

Xi critical
Y

tab Y, , .≡ = ⋅  (5)

Из формулы (5) следует, что для вычисления 
EXi critical

Y
,  необходимо знать величину стандартного от-

клонения SDY, а также критическое (табличное) значе-
ние одностороннего t- критерия Стьюдента ttab при за-
данных значениях числа степеней свободы f и уровня 
значимости α. Берут односторонний t-критерий Стью-
дента, так как речь идет о предельных значениях. Зна-
чение ttab можно вычислить в Excel с помощью форму-
лы =СТЬЮДЕНТ.ОБР((1–α); f ). В этой формуле число 
степеней свободы f=n–1, где n – количество точек дан-
ных при определении SDY; α – уровень значимости – 
вероятность отвергнуть нулевую гипотезу (о том, что 
эффект фактора является значимым), когда гипотеза 
на самом деле верна: α=1–P, где P – доверительная ве-
роятность, выраженная в долях от единицы. Чаще все-
го берут α=0,05 (P=95%) и α=0,1 (P=90%), очень редко – 
α=0,01 (P=99%)1.

Эффект фактора Xi относительно отклика Y явля-
ется значимым при заданном уровне значимости α, ес-

ли E E t SDXi
Y

Xi critical
Y

tab Y> = ⋅, .

Способы определения  
стандартного отклонения SDY 

Вычисление SDY с использованием эффектов 
фиктивных (dummy) факторов. Этот способ вычис-
ления SDY основан на априорном предположении, что 
все фиктивные эффекты являются незначимыми. Для 
вычисления SDY применяют формулу:

SD
E

nY
Y

= ∑ dummy

dummy

;
,

2

(6)

где ∑Edummy Y;
2  – сумма квадратов эффектов фиктив-

ных (dummy) факторов для рассматриваемого отклика 
Y; ndummy – число фиктивных факторов в матрице пла-
нирования экспериментов. Алгоритм действий следу-
ющий. Для каждого контролируемого отклика вычис-
ляют SDY по формуле (6), подставляют его в формулу (5) 
и вычисляют критические значения эффектов для за-
данных уровней значимости (обычно для α=0,05 и 
α=0,1). Анализируют столбцы в таблице эффектов фак-
торов на наличие в столбце значений, превышающих 
по абсолютной величине критическое значение эф-
фекта для соответствующего отклика EXi critical

Y
, . Те от-

клики, для которых E EXi
Y

Xi critical
Y> , , рассматриваются 

как значимые для заданного уровня значимости α. 

Недостатком этого способа вычисления SDY яв-
ляется то, что для обеспечения статистической досто-
верности оценки SDY необходимо включать не менее 3 
фиктивных факторов. При N=8 и использовании 3 фик-

_____________
1 Функция СТЬЮДЕНТ.ОБР эквивалентна T.INV. 
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тивных факторов для определения SDY остается толь-
ко 4 столбца для включения реальных факторов, од-
нако этого в большинстве случаев недостаточно для 
методик определения примесей, так как для них коли-
чество факторов высокого и среднего риска обычно 
больше, чем 4 [1]). Как следствие, приходится исполь-
зовать матрицу с N=12 (можно включить до 8 реаль-
ных факторов), а это существенно увеличивает объем 
работ. 

Вычисление SDY в ходе определения внутри-
лабораторной прецизионности методики. В [9, 16] 
предложено в качестве SDY в формуле (5) использо-
вать результаты, полученные при исследовании внут- 
рилабораторной прецизионности методики. Такая 
возможность подтверждена пока только на примере 
методики количественного определения [9]. С теоре-
тической точки зрения значения SDY. можно было бы 
определять и в ходе исследования внутрилаборатор-
ной прецизионности методик определения примесей, 
однако это связано с риском неправильных выводов в 
случае очень близко расположенных или частично пе-
рекрывающихсяиков примесей. Поэтому надежнее и 
проще использовать фиктивные факторы для опреде-
ления SDY. 

Пример определения значимых факторов в 
таблице 5 с использованием t-критерия Стьюден-
та. В верхней части этой таблицы приведены расчет-
ные значения эффектов факторов EXi

Y  на отклики Y,  

вычисленные по формуле (2), а в нижней – критичес- 
кие значения эффектов EXi critical

Y
,  для каждого столбца 

при уровнях значимости α=0,05 (P=95%) и α=0,1 
(P=90%). Для определения значимых факторов в таб- 
лице 5 последовательно рассматривают столбцы (они 
содержат эффекты факторов для отклика, указанного 
в названии столбца) и сравнивают абсолютные значе-
ния эффектов факторов в каждом из столбцов с крити-
ческими значениями EXi critical

Y
, , расположенным в ниж-

ней части столбца. Такой анализ таблицы 5 показывает 
следующее. При α=0,05 критическое значение превы-
шено только в столб Rs: в нем у фактора Bmax абсо-
лютное значение эффекта, равное –0,357 (выделено 
жирным шрифтом), больше, чем EXi critical

Y
, =0,291. Сле-

довательно, с доверительной вероятностью 95% толь-
ко фактор Bmax, то есть «% более сильной ПФ в конце 
градиента», является значимым. При α=0,1 (P=90%) 
значимых факторов существенно больше – они отме-
чены курсивом, но меньше вероятность того, что эти 
факторы действительно являются значимыми. 

5.3. Определение и графическое представление 
значимых факторов с помощью  
стандартизованной диаграммы Парето  
(Standardized Pareto Сhart)

Этот способ оценки значимых факторов по сво-
ей сути аналогичен способу, рассмотренному выше, 
и не имеет перед ним преимуществ за исключением 

возможности наглядно иллюстрировать определение 
значимых факторов, а это иногда важно для презента-
ции результатов. 

Для каждого отклика Y вычисляют стандартизо-

ванные значения эффектов факторов E SDXi
Y

Y/ , то 

есть отношение абсолютного значения эффекта фак-
тора Xi по отклику Y к стандартному отклонению рас-

сматриваемого отклика. Значения EXi
Y  вычисляют по 

формуле (2), а SDY – как описано выше, в разделе 5.2. 
Строят диаграмму, например, следующим образом 
(рисунок 2, верхняя диаграмма). Слева от оси ординат 
наносят названия факторов, причем факторы распо-
лагаются сверху вниз в порядке убывания величины 
стандартизованных значений эффектов. Справа от 
оси ординат, напротив названий факторов, наносят 
узкие прямоугольники, длина которых пропорци- 
ональна стандартизованным значениям эффектов 

факторов [24]. Так как E SDX
Y

Y/  является t-критерием 

Стьюдента, то для определения значимых факторов 
на график Парето наносят вертикальную линию – 
критическое (табличное) значение одностороннего 
t-критерия Стьюдента для заданной доверительной 
вероятности, например P=95% (α=0,05). При таком 
построении диаграммы значимыми (с соответствую-
щей доверительной вероятностью) являются те фак-
торы, у которых прямоугольник пересекает верти-
кальную линию табличного значения t-критерия 
Стьюдента: у этих факторов экспериментальное зна-
чение t-критерия Стьюдента больше, чем табличное 
значение. 

Вместо горизонтальной диаграммы Парето, как  
на рисунке 2 вверху, можно построить диаграмму с 
вертикальными столбцами – рисунок 2, нижняя диаг- 
рамма. На такой диаграмме значимыми (с соответст- 
вующей доверительной вероятностью) являются те 
факторы, у которых прямоугольник заканчивается 
выше линии табличного значения t-критерия Стью-
дента. Недостатком такой диаграммы является то, 
что при презентации на ней труднее читать названия 
факторов, так как они расположены под углом к оси  
абсцисс. 

На рисунке 2 в качестве примера приведена стан-
дартизированная диаграмма Парето для отклика Rs. 
Она наглядно показывает, что при доверительной ве-
роятности P=95% (α=0,05) значимым фактором являет-
ся только Bmax, то есть «% более сильной ПФ в конце 
градиента». 

Примечание: для определения значимых факто-
ров в зависимости от уровня значимости на диаграм-
му Парето наносят линии табличных значений крите-
рия Стьюдента, соответствующие не только уровню 
значимости α=0,05 (P=95%), но и α=0,1 (P=90%), а 
иногда и α=0,01 (P=99%).
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5.4. Определение и графическое представление 
значимых факторов с использованием  
алгоритма Донга; критерии ME и SME

В настоящее время для оценки значимости эффек-
тов наиболее часто применяют алгоритм Донга (Dong) 
[16, 37], так как он не требует использования фиктив-
ных факторов. Это дает возможность для многих мето-
дик определения примесей перейти от матрицы пла-
нирования экспериментов с N=12 к N=8 и значительно 
сократить объем экспериментальных работ.

Алгоритм Донга заключается в следующем. 

1. Вычисляют исходную оценку ошибки (initial 
error estimate) по формуле: 

 SD median EY
X
Y

0 1 5= ⋅, ,   (i=1, 2, … N) (7)

где median EX
Y  – медиана абсолютных значений эф-

фектов всех факторов относительно рассматриваемо-
го отклика Y; N – число строк в матрице планирования 

экспериментов. На практике это означает, что для каж-
дого отклика Y – столбца в таблице 5 – вычисляют ме-
диану абсолютных значений эффектов факторов (функ-
ция МЕДИАНА или MEDIAN в Excel) и умножают ее 
на 1,5. 

2. Вычисляют стандартную ошибку (standard error) 
по формуле:

SD
E

m
Y X

Y

1

2

=
( )∑

  для   E SDX ≤ ⋅2 5 0, , (8)

где ∑( )EX
Y 2

 – сумма квадратов эффектов тех факто-

ров (относительно рассматриваемого отклика Y), у ко-
торых абсолютное значение меньше или равно 2,5SD0; 
m – число таких эффектов. 

Примечание. Если окажется, что доля значимых 
эффектов велика (ориентировочно ≥50%), то с теоре-
тической точки зрения можно использовать алгоритм 
Донга с итерацией. Для этого в формулу (8) в условие 

E SDX ≤ 2 5 0,  вместо SD0 подставляют SD1, заново 

определяют SD1 и т.д. Однако в таких случаях лучше 
использовать фиктивные факторы, даже если для это-
го надо будет увеличить размер матрицы планирова-
ния экспериментов [16].

3. Вычисляют критическое значение эффекта фак-
тора, называемое Margin of Error (предел погрешности): 

 ME = ⋅−t SDdf
Y

( / ; ) ,1 2 1α  (9)

где t – критерий Стьюдента для уровня значимости α; 
df=m – число степеней свободы, где m – число эффек-
тов, абсолютное значение которых меньше 2,5SD0. Зна-
чение t(1–α/2; df) можно определять в Excel c помощью 
функции =СТЬЮДЕНТ.ОБР(значение 1–α/2; значение m).

При большом числе факторов повышается веро-
ятность того, что какой-то незначимый эффект фак-
тора превысит значение ME. Поэтому Донг рекомен-
дует использовать еще и дополнительный критерий 
оценки значимости эффектов факторов, называемый 
Simultaneously Margin of Error: 

SME = ⋅−t SDdf
Y

( */ , ) ,1 2 1α  (10)

где t – критерий Стьюдента для уровня значимости 

α α* ( )( / )= − −1 1 1 m . При этом любой эффект, который 

превышает ME, но ниже SME, рассматривается как 
«возможно значимый», а эффект, который превышает 
SME, как «значимый». Значение t df( */ , )1 2−α  можно 

определять в Excel c помощью функции =СТЬЮДЕНТ.

ОБР(значение 1 1 1− −( )( / )α m ; значение m).

Рисунок 2. Два вида стандартизированной диаграммы Паре-
то. На верхней диаграмме ось ординат – факторы; прямоу-
гольник рядом с фактором – стандартизированное значение 
эффекта фактора E /SDXi

Y
Y . Вертикальная красная линия – 

критическое (табличное) значение одностороннего t-критерия 
Стьюдента для вероятности P=95% (α=0,05). На нижней диа-
грамме обозначения такие же (пояснения см. в тексте)
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При исследовании робастности методик реко-
мендуется рассматривать как значимые те факторы, 
у которых абсолютное значение эффекта превышает 
ME  [16]. Это повышает надежность исследования ро-
бастности методик, хотя и увеличивает вероятность 
того, что как значимый будет рассмотрен возможно 
значимый эффект фактора. 

Значимые эффекты факторов определяют по таб- 
лице 5 таким же образом, как и в примере в разделе 
5.3, но абсолютные значения эффектов факторов срав-
нивают со значениями ME для α=0,05 (P=95%), а также 
для α=0,1 (P=90%). Из таблицы 5 видно, что, во-первых, 
всегда ME<SME, во-вторых, при одинаковом значении 

α для одних откликов ME> EX critical
Y

, , а для других, на- 

оборот, EX critical
Y

, >ME. Это указывает на необходимость 

использования нескольких критериев при исследова-
нии робастности хроматографических методик опре-
деления примесей.

Для визуального представления/оценки зна-
чимости эффектов факторов при применении ал-
горитма Донга целесообразно использовать гра-
фик Half-normal probability plot (рисунок 1, нижний 
график). Его можно построить с использованием таб- 
лицы, расположенной слева от графика. Отметим, что 
в таблице присутствуют только реальные факторы (нет 
фиктивных факторов). В соответствии с этой таблицей 
строят график зависимости абсолютных значений эф-

фектов факторов EX
Y  (расположенных по возраста-

нию) от значений Rankit (ранг; таблица 6) и наносят на 
этот график линию предела погрешности ME. Значи-
мыми будут те факторы, у которых точки эффектов 
расположены выше линии ME. Для сравнения на ри-
сунке 6 дополнительно нанесены еще 2 предела: SME и 

EX critical
Y

,  (критическое значение, основанное на 

t-критерии Стьюдента; раздел 5.3). Видно, что SME>>ME, 
а ME (в этом примере, но не в общем случае) больше 

EX critical
Y

, . 

5.5. Определение  
значимых факторов  
методом дисперсионного анализа  
(ANOVA) и фиктивных факторов [13]

Этот способ не имеет существенного преиму-
щества перед методом с использованием t-критерия 
Стьюдента [11], поэтому не будем на нем останавли-
ваться. Отметим только, что у значимых факторов рас-
четное значение F-критерия больше, чем табличное 
(критическое) значение F-критерия для заданого уров-
ня значимости α, а расчетная оценка уровня значи-
мости p меньше, чем α. 

Таблица 6.

Значения Rankit в зависимости от порядкового номера (№)  

абсолютного эффекта фактора EXi
Y  в таблице  

для построения графика Half-normal probability plot  
(рисунок 1) и количества строк N в плане  

Плакетта – Бермана [16]

Порядковый
номер эффекта

Rankit
Для N=8 Для N=12 Для N=16

1 0,09 0,06 0,04
2 0,27 0,17 0,12
3 0,46 0,29 0,21
4 0,66 0,41 0,29
5 0,90 0,53 0,38
6 1,21 0,67 0,47
7 1,71 0,81 0,57
8 0,98 0,67
9 1,19 0,78

10 1,45 0,89
11 1,91 1,02
12 1,18
13 1,36
14 1,61
15 2,04

5.6. Определение значимых факторов  
с использованием теста рандомизации  
(Randomization test).

Этот тест подробно рассмотрен в [22]. Он связан 
с перебором всевозможных комбинаций получен-
ных результатов, требует большого объема вычисле-
ний, но на современных компьютерах это занимает 
немного времени. Преимуществом теста рандомиза-
ции является то, что он не связан с каким-то заданным 
распределением случайной величины, его эффектив-
ность в оценке значимых факторов высокая, сравни-
мая с методом Донга; при этом тест рандомизации в 
некоторых случаях указывает на большее количество 
значимых факторов по сравнению с методом Донга, а 
в других случаях – наоборот. Однако в общем случае 
авторы публикации [22] все-таки отдают предпочтение 
методу Донга.

6. Статистическая оценка  
допустимых пределов  
изменения для значимых  
факторов [16]

После того как установлены значимые факторы, 
для реальных значимых факторов проводят оцен-
ку их допустимых пределов изменения относительно 
номинального значения, а также допустимых границ 
изменения. 

Допустимый предел изменения:

 ∆X
X X E

E

X critical
Y

X
Y

=
− ⋅( ) −( )1 1

2

,
.  (11) 
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Допустимая нижняя граница: 

X Xo − ∆ .  (12)

Допустимая верхняя граница: 

X Xo + ∆ ,  (13)

где X0, X(1) и X(–1) – реальные значения фактора X для 
уровней (0), (1) и (–1) соответственно; EX

Y  – эффект фак-

тора X по отклику Y (формула 2); EX critical
Y

,  – критиче-

ское значение эффекта фактора X по отклику Y (форму-
ла 5) или аналогичное ему по смыслу значение по 
методу Донга – ME (формула 9). 

Пример. Согласно таблице 5 для уровня значи-
мости α=0,05 имеется один значимый фактор – Bmax 

для отклика Rs. Для этого фактора EX
Y  = 0,357;  

EX critical
Y

,  = 0,291; X0=90,0%, X(1)=91,8%; X(–1)=88,2%. Под-

становка этих значений в формулы (11), (12) и (13) дает 
допустимый предел изменения ∆Bmax=±1,47% и, соот-
ветственно, допустимые границы 90,0±1,47%. Для 
ME=0,412 получается больший допустимый предел из-
менения ∆Bmax=±2,08% и более широкие допусти-
мые границы 90,0±2,08%. Берем меньшее значение до-
пустимого предела изменения ±1,47% и проверяем, 
что суммарная погрешность мерной посуды, исполь-
зуемой для приготовления подвижной фазы (ПФ), плюс 
точность смешения ПФ в хроматографе (в %) не превы-
шает ∆Bmax=±1,47%. Если все-таки превышает, то для 
приготовления ПФ рекомендуется использовать взве-
шивание вместо смешения объемов [1]. 

7. Статистическая оценка  
допустимых пределов изменения  
откликов для наихудших случаев  
с целью уточнения требований  
к пригодности хроматографической  
системы

В [16] для статистической оценки допустимых пре-
делов изменения откликов предложено использовать 
наихудшие случаи (the worst-case situation) – комби-
нации факторов, дающих наихудшее значение откли-
ка на основании исследования робастности методи-
ки, например наихудшее разрешение Rs, наибольшее 
значение коэффициента асимметрии и т.д. При этом 
для определения наихудших условий рассматривают-
ся статистически значимые факторы при α=0,05 и те, 
которые близки к ним (значимы при α=0,1). Факторы, 
которые статистически незначимы при α=0,1, считают-
ся неважными и их эффекты, как полагают, происходят 
только из экспериментальной ошибки.

Теоретический расчет (прогноз) допустимых 
пределов изменения откликов. Для теоретическо-
го расчета допустимых пределов изменения откликов 
применяют формулу:

Y b
E

F
E

F
E

Frs j o
F F F

k
k

wo t case− = + ⋅ + ⋅ +…+ ⋅, ,1 2

2 2 21 2  (14)

где Yworst-case, j – прогнозируемое значение рассматри-
ваемого отклика Yj для наихудшего случая, bo – сред-
ний результат для этого отклика (the average design 
result), то есть среднее значение в столбце отклика Yj, 
EFi

 – эффект фактора i и Fi – соответствующий ему 

уровень (–1) или (+1) или (0) для худшего из экспери-
ментально полученных значений Yj. Множитель Fi для 
значимых факторов равен (–1) или (+1) в соответствии с 
матрицей планирования экспериментов, а для незна-
чимых факторов значения (–1) или (+1) в матрице пла-
нирования экспериментов заменяются на (0): Fi=0 (то 
есть считается, что незначимые факторы не влияют на 
наихудшие случаи). Теоретический расчет допустимых 
пределов изменения откликов по формуле (14) при-
влекателен. Однако наш и литературный опыт (напри-
мер, [27]) показывает, что результат теоретического 
расчета может иногда существенно отличаться от ре-
зультата экспериментальной оценки допустимого пре-
дела изменения отклика. 

Пример. В таблице 5 для отклика Rs значимыми 
факторами на уровнях α=0,05 и α=0,1 являются Bmax 
( EFi

= –0,357) и Column ( EFi
= –0,210) – колонки с одина-

ковым сорбентом, но упакованные разными произво-
дителями. Среднее значение эффектов для отклика Rs 
в таблице 4 bo=2,58, а худшее (наименьшее) значение 
для отклика Rs равно 2,14; это значение соответствует 
строке 8 в матрице Плакетта – Бермана, а в строке 8 у 
значимых факторов – Bmax и Column уровни равны +1, 
то есть для них Fi=+1. Для остальных факторов Fi=0. 

Подставив данные для EFi
 и Fi в формулу (14), получаем 

2,58 – 0,357/2 – 0,214/2=2,29. Так как 2,29>2,14 (худший 
экспериментальный результат), это указывает на пло-
хую точность прогноза наихудшего случая для откли-
ка Rs. 

Экспериментальная оценка допустимых пре-
делов изменения откликов. В матрице откликов – 
таблица 5 – помечают те отклики, для которых имеют-
ся статистически значимые факторы при α=0,05, и те, 
которые близки к ним – значимы при α=0,1. Для каж-
дого из таких откликов в таблице 5 находят наихудший 
случай, например для Rs это значени 2,14 в восьмой 
строке. Ему соответствует такая же строка в матрице 
планирования экспериментов (таблица 3). В этой стро-
ке для всех незначимых факторов по рассматриваемо-
му отклику заменяют уровни +1 или –1 на 0 и получа-
ют условия эксперимента (хроматографирования) для 
наихудшего случая по отклику Rs:

λ Flow Bmax, % Bmax, % pH Column T, oC СBuff

0 0 0 1 0 1 0 0

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля
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При этой комбинации факторов, выраженных в 
фактических значениях, проводят не менее 3 парал-
лельных определений отклика и вычисляют допу-
стимый предел изменения отклика в соответствии с 
формулами. 

В случае нижней границы: 

Y Y t
SD

n
L j n

j= −− −worst case, , .α 1  (15)

В случае верхней границы: 

Y Y t
SD

n
U j n

j= +− −worst case, , ,α 1   (16)

где Y jworst case− ,  и SDj соответственно среднее значее и 

стандартное отклонение отклика Yj для наихудшего 
случая; tα,n-1 – односторонний критерий Стьюдента 
для 95%-й доверительной вероятности; n – число па-
раллельных определений. Для отклика Rs в нашем 
примере Y jworst case− , =2,14 tα,n-1=2,92, SDj=0,04. Подста-

вив эти значения в формулу (15), получаем YL=2,07. Это 
значение удовлетворяет требованию к Rs по методике 
(Rs≥2,0), и, следовательно, нет необходимости в кор-
рекции требования к разрешающей способности хро-
матографической системы. В то же время эксперимен-
тальное значение Rs для наихудшего случая 2,07 
существенно меньше теоретического расчета 2,29. В 
связи с этим и со сказанным выше рекомендуем не 
ограничиваться теоретической оценкой допустимых 
пределов изменения откликов. 

Примечание. Если для отклика отсутствуют зна-
чимые эффекты и, следовательно, отсутствуют упомя-
нутые выше наихудшие случаи, то его допустимые 
пределы изменения можно определять аналогичным 
образом, проводя параллельные определения при но-
минальных значениях всех факторов (то есть при усло-
виях по валидируемой методике) и подставляя в фор-
мулы (15) или (16) среднее значение отклика Yj  вместо 

Y jworst case− ,  [16]. 

8. Компьютерные программы  
для статистической обработки данных  
и планирования экспериментов,  
которые могут быть использованы  
для определения значимых факторов 

В публикации [29] дан обзор по применению ма-
тематического планирования экспериментов в хро-
матографии, а также даны ссылки на 15 основных ком-
пьютерных программ, которые были применены в 
хроматографических исследованиях. Отметим, что не-
которые из этих программ могут быть использованы 
для определения значимых факторов. Среди них мож-
но выделить: STATISTICA (StatSoft) – http://statsoft.ru/
resources/support/download.php, версия для Windows – 

http://soft.mydiv.net/win/download-STATISTICA.html; 
STATGRAPHICS (Statpoint Technologies)  – http://www.
statgraphics.com/ и SPSS (IBM) – http://www-01.ibm.com/
software/analytics/spss/.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Пошагово рассмотрено исследование робастнос- 

ти хроматографических методик с использованием 
планов Плакетта – Бермана. При этом даны пояснения, 
рекомендации и примеры, что чрезвычайно важно для 
практического применения метода планирования экс-
периментов при валидации робастности хроматогра-
фических методик. Основное внимание уделено опре-
делению значимых факторов, то есть тех, которые 
потенциально могут быть критическими для откликов. 
Показано, что для повышения надежности исследова-
ния робастности методик определения примесей сле-
дует использовать не менее двух способов оценки зна-
чимых факторов. 

Если у валидируемой методики все факторы вы-
сокого и среднего риска [1] являются незначимыми, то 
она a priory является робастной. 

Если имеются значимые факторы для некоторых 
откликов, то выполняют следующие действия: 

•	 для значимых факторов вычисляют допустимые 
пределы их изменения и при необходимости учи-
тывают их в методике (см. пример в разделе 6); 

•	 для откликов, для которых имеются значимые 
факторы, определяют наихудший случай и на его 
основании – допустимые пределы изменения от-
клика [формулы (15) и (16)]. Если эти допустимые 
пределы укладываются в исходные требования 
к пригодности хроматографической системы, то 
методика робастная. Если нет, то рассматривают 
возможность коррекции допустимого предела 
изменения отклика в требованиях к пригодности 
хроматографической системы в соответствии со 
значениями, полученными по формулам (15) и (16). 
Если эта коррекция невозможна, то делают вывод 
о необходимости доработки методики.
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этилальгиновой кислоты с 5-нитрофурфуролом и β-(5-нитро-2-фурил)-акролеином. Активность синтезированных веществ опре-
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ВВЕДЕНИЕ
Химиотерапевтические препараты нитро-

фуранового ряда обладают антимикробной ак-
тивностью и применяются в медицинской прак-
тике для лечения инфекционных заболеваний. 
В настоящее время в связи с появлением новых 
антибиотиков применение нитрофуранов значи-
тельно снизилось. Тем не менее широкий спектр 
действия делает их одним из весьма распрост- 
раненных лечебных средств, применяемых в 
урологиии для лечения пиелонефритов, цисти-
тов и уретритов, вызываемых стафилококками, 
кишечными палочками, протеями и некоторы-
ми другими бактериями (кроме синегнойной па-
лочки). Нитрофураны высоко эффективны и при 
лечении различных инфекций желчевыделитель-
ных органов [1]. Следует особенно отметить ком-
бинированное их применение со сходными по 
фармакологическим свойствам антибиотиками. 
Несовместимости при этих сочетаниях еще не 
отмечено, как и при комбинации с различными 
другими специфическими и неспецифическими 
лечебными препаратами (сыворотками, бактери-
офагами, биостимуляторами, витаминами и др.). 

Основной проблемой при применении нитро-
фуранов является частое проявление побочных 
действий, а также отсутствие парентеральных ле-
карственных форм [1]. 

В литературе достаточно много примеров 
о введении в молекулу полисахарида противо-
микробных веществ с целью улучшения их био-
логических свойств (пролонгирование действия, 
снижение токсичности, изменение растворимо-
сти и некоторых других свойств). Изучена и ак-
тивность полимерных аналогов фурацилина: 
5-нитрофурфурилиден- и 3-(5-нитро-2-фурил)-
2-пропенилиденгидразидов сульфатированной, 
карбоксиметилированной и нативной альгино-
вой кислот [2]. Исследования показали, что син-
тезированные соединения в целом не снижа-
ют противомикробный эффект, а в ряде случаев 
увеличивают его в 10–100 раз, а также проявляют 
фунгицидный и фунгистатический эффект в отно-
шении С. albicans. Авторы предполагают, что уве-
личение размера «вставки» (углеродной цепи) 
между полимером и нитрофурановым фрагмен-
том повышает антимикробное действие синтези-
рованных образцов.
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В связи с этим целью нашей работы был син-
тез и изучение антимикробной активности 
N-арилиденгидразидов карбоксиэтилальгиновой кис-
лоты, в которых углеродная цепь между полимером и 
нитрофурановым фрагментом на (–СН2–)-группу боль-
ше, чем в гидразидах карбоксиметилальгиновой кис-
лоты, и на (–С2Н4–)-группу больше, чем в гидразидах 
альгиновой кислоты. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали альгиновую кислоту (CAS 

№ 9005-32-7, Acros Organics, США). При помощи гель-
хроматографии на колонке К-16/40 («РЕАНАЛ», Венг- 
рия) (1,6×40 см) с сефадексом марки G-200 (CAS № 9041-
36-5, Sigma Aldrich, США) было установлено [3], что она 
состоит из полисахаридных фракций с молекулярной 
массой до 200000 Да, которые в целом сохраняются 
после алкилирования. Содержание карбоксильных 
групп после переосаждения – 97%, а после очистки 
водной щелочью – 100%.

Синтез N-бензилиденгидразидов  
карбоксиэтилальгиновой кислоты

100 мг гидразида карбоксиэтилальгиновой кис-
лоты растворяли в 1 мл 0,2 н. раствора уксусной кис-
лоты, а затем добавляли раствор альдегида (1–5 моль 
на моль гидразидных групп) в 1 мл этанола. Реакцион-
ную массу перемешивали в плоскодонной конической 
колбе на магнитной мешалке AREC.T (VELP SCIENTIFICA, 
Италия) в течение 1 ч при температуре 40 °С, после 
чего полисахарид осаждали этиловым спиртом. По-
лученный осадок растворяли в 2 мл дистиллирован-
ной воды, водной щелочью доводили рН до 8, продукт 
осаждали, центрифугировали в течение 3 минут при 
8 тыс. оборотов в минуту и промывали спиртом. Затем 
сушили в вакууме (20–25 мм рт. ст.) в течение 4 ч без 
нагрева. 

Строение полученных соединений доказано ИК- и 
УФ-спектроскопией [4].

Метод определения  
антимикробной активности 

Противомикробную активность изучали на ка-
федре микробиологии ФГБОУ ВО СПХФУ Минздра-
ва РФ. В качестве тест-культур были использованы 
Staphylococcus aureus штамм АТСС 6538-Р, Escherichia 
coli штамм АТСС 25922, а также Candida albicans штамм 
ATCC 885-635. Изучение антимикробной активности 
проводили методом двухкратных серийных разве-
дений в жидких питательных средах: для антибакте-
риального действия использовали мясо-пептонный 
бульон, а для определения противогрибкового дейст- 
вия – среду Сабуро.

Исходные растворы N-арилиденгидразидов кар-
боксиэтилальгиновой кислоты готовили в воде.

Для приготовления взвеси тест-микроорганизмов 
использовали двухсуточные культуры, выращен-
ные на мясопептонном агаре и на плотной питатель-
ной среде Сабуро для дрожжевых грибов. Взвесь 
готовили по стандарту мутности Мак-Фарланда  
(2·108 КОЕ/мл), затем суспензию разводили и вносили 
по 0,1 мл в каждую пробирку. Концентрация микроб-
ных клеток в опытах составляла 105 КОЕ на мл для бак-
терий и 104 КОЕ на мл для дрожжевых грибов.

Время инкубации для St. aureus, E. сoli – 18–24  ч 
при 37 ºС, для C. albicans – 24–48 ч при 24 ºС. В ка-
честве контроля использовали питательную среду 
без образца с внесенной исследуемой культурой. На-
личие или отсутствие роста тест-микроорганизмов 
оценивали визуально по помутнению среды. Для 
определения микробоцидного и микробостатичес- 
кого действия проводили высев на плотные пита-
тельные среды. За минимальную ингибирующую 
концентрацию (МИК) принимали наименьшую кон-
центрацию препарата, вызывающего задержку раз-
множения (МИКст) или гибель тест-культуры (МИКц). 
Активность N-арилиденгидразидов карбоксиэтилаль-
гиновой кислоты выражали в пересчёте на содержа-
ние введённого фрагмента. В качестве образца срав-
нения был использован препарат ряда производных 
нитрофурана – фурацилин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Объектами микробиологического исследования 

являлись N-арилиденгидразиды карбоксиэтилальги-
новой кислоты (КЭАК) с различными степенями заме-
щения, полученные по схеме, разработанной в СПХФУ 
авторами статьи [4].

Амид карбоксиэтилальгиновой кислоты (КЭАК) 
(2) получали алкилированием альгиновой кислоты (1) 
акриламидом в диоксане в присутствии тетрамети-
ламмония гидроксида, как описано в работе [5]. Гидра-
зид КЭАК (3) синтезировали по разработанной ранее 
методике [6] нагреванием образовавшегося амида с 
гидразина гидратом при 40 ºС в течение 12 ч.

Для получения гидразонов (4) к натриевой соли 
гидразида в уксусной кислоте прибавляли 1-5-крат-
ный избыток этанольного раствора 5-нитрофурфуро-
ла или β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина, реакционную 
массу перемешивали при 40 ºС в течение 1 ч [4]. Про-
дукт осаждали этиловым спиртом, переосаждали из 
воды этанолом и сушили в вакууме без нагрева в те-
чение 4 ч.

Синтезированные вещества характеризова-
ли процентным содержанием 5-нитрофуранового 
фрагмента. Все синтезированные образцы хорошо 
растворимы в воде в отличие от препаратов нит- 
рофуранового ряда, что облегчает их дальнейшее 
использование. 

СЕКЦИЯ:   Поиск и разработка новых лекарственных средств
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Микробиологический анализ исходных гидрази-
дов карбоксиэтилальгиновой кислоты, на основе ко-
торых были синтезированы полимерные ацилгидра-
зоны биологически активных альдегидов, показал, что 
данные соединения не подавляют рост выбранных 
тест-микроорганизмов. 

Введение в молекулу карбоксиэтилальгиновой 
кислоты 5-нитро-2-фурильного фрагмента привело к 
появлению у полисахарида антимикробной активнос- 
ти, однако её спектр действия и минимальные инги-
бирующие концентрации (МИК) несколько отличают-
ся от активности фурацилина (таблица 1). Так, синте-
зированные гидразоны 5-нитрофурфурола обладают 
микробостатическим эффектом в отношении St. aureus, 
сопоставимым с препаратом сравнения, а вот микро-
боцидное действие снижается от 4 до 10 раз. Они не-
активны в отношении грамотрицательных бактерий 
E. coli, зато обладают слабо выраженным противогриб-
ковым действием в отношении C. аlbicans. Их фунгиста-
тическая концентрация (МИКст) до 4,5 раз ниже, чем 
фурацилина. Кроме того, образцы проявляют слабую 
фунгицидную активность, которая отсутствует у пре-
парата сравнения.

Синтезированные образцы ацилгидразонов β-(5-
нитро-2-фурил)-акролеина оказались значительно 
более активными, чем ацилгидразоны 5-нитрофур-
фурола. Они имеют бактерицидный и бактериостати-
ческий эффект в отношении St. aureus, превосходящий 
препарат сравнения в 2 раза (рисунок 2). В отноше-
нии E.  coli данные соединения обладают меньшей ак-
тивностью (МИКц=7,2 мкг/мл), чем фурацилин (МИКц= 
5,7 мкг/мл), при этом пропадает статический эффект. В 
отличие от фурацилина, который обладает только сла-
бым фунгистатическим действием, синтезированные 

нами полимеры проявляют высокую противогрибко-
вую активность по отношению к C. аlbicans, фунгиста-
тическое и фунгицидное действие которых достигает 
1,5 и 3,0 мкг/мл соответственно (рисунок 3). 

Таблица 1.

Антимикробная активность N-арилиденгидразидов  
карбоксиэтилальгиновой кислоты
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Возможно, высокая противогрибковая активность 
связана с изменением транспорта активного вещества 
в микробную клетку либо с наличием этениленового 
(–СН=СН–) фрагмента, который присутствует также в 

Рисунок 1. Схема химической модификации альгиновой кислоты
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нитрофурилене. Данный препарат обладает высокой 
фунгистатической активностью в отношении патоген-
ных грибов, сочетающейся с выраженным антибакте-
риальным действием, но из-за своей токсичности снят 
с регистрационного учета. В связи с этим можно пред-
положить, что антимикотическая активность синте-
зированных образцов, так же как и у нитрофурилена, 
обусловлена ингибирующим действием на ферменты, 
участвующие в клеточном дыхании грибов.

При исследовании активности полимерных гид- 
разонов 5-нитрофурфурола и β-(5-нитро-2-фурил)-
акролеина оказалось, что с увеличением содержания 
нитрофуранового фрагмента в полисахариде повыша-
ется минимальная ингибирующая концентрация. Эта 
закономерность прослеживается в отношении всех 
тест-микроорганизмов. Например, при увеличении в 
гидразонах β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина содержа-
ния активного вещества с 11,6 до 14,1% МИКц повыша-
ется с 1,9 до 3,6 мкг/мл в отношении St. аureus и с 3,0 до 
6,9 мкг/мл в отношении C. аlbicans. Аналогичная ситуа-
ция наблюдалась и в случае 5-нитрофурфурилиденги-
дразидов карбоксиметилхитина [7] в отношении бак-
терий St. aureus и E. coli.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.	 Проведенные исследования показали, что полу-

ченные нами полимерные гидразоны 5-нитро-
фурфурола и β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина об-
ладают антимикробной активностью и в отличие 
от препаратов нитрофуранового ряда хорошо 
растворимы в воде. 

2.	 Синтезированные образцы ацилгидразонов β-(5-
нитро-2-фурил)-акролеина обладают высокой 
фунгицидной и фунгистатической активностью и 
в 2 раза превосходят препарат сравнения в отно-
шении грамположительных бактерий.
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КРИТЕРИИ ВЫБОРА СОЕДИНЕНИЙ ДЛЯ РАЗРАБОТКИ 
СИЛЬНОДЕЙСТВУЮЩИХ АНАЛЬГЕТИКОВ  
И ДРУГИХ ЛЕКАРСТВ ЦЕНТРАЛЬНОГО ДЕЙСТВИЯ

А. В. Соснов1,3*, Ф. М. Семченко1, В. Н. Тохмахчи1, А. А. Соснова1,  
М. И. Власов1, А. С. Радилов2, Д. В. Криворотов2

Резюме. Глобальный опиоидный кризис требует смены парадигмы медицинского использования опиоидов, разработки мето-
дологии снижения незаконного потребления наркотиков, разработки средств лечения зависимости и антидотов. В США осу-
ществляется программа HEAL Initiative под научным руководством NIH и при активном участии FDA, CDC и военно-медицинс- 
ких структур. Ситуация в РФ характеризуется сочетанием высокого незаконного потребления опасных опиоидов с крайним 
дефицитом мощных анальгетиков, средств купирования наркотической зависимости и передозировки, а также примитивным 
ассортиментом лекарственных форм. Отсутствует не только разработка инновационных субстанций и препаратов сильных 
анальгетиков и антидотов, но и компетентный анализ предметной области и видение путей развития. Проведенный анализ 
данных показывает необходимость замены части традиционно используемых, в основном природных и полусинтетических, 
наркотических анальгетиков (обладающих низким терапевтическим индексом, неудовлетворительной фармакокинетикой и 
выраженным побочным действием), перспективными синтетическими опиоидами и ненаркотическими анальгетиками. Обос- 
новано использование пролекарств, синергических комбинаций, конъюгатов и солекарств. Перспективные для разработки 
широкого спектра улучшенных лекарственных форм соединения и субстанции должны сочетать высокую анальгетическую ак-
тивность, высокий терапевтический индекс, минимальные значения Tmax и t1/2ke0, положительные значения LogBB, коэффици-
ент распределения в интервале 1<logD7,4<3. Данное сочетание свойств необходимо для эффективности и безопасности ЦНС-
специфичных лекарств, а также допускает разработку на их основе широкого спектра лекарственных форм (инъекционных и 
неинъекционных, быстродействующих и пролонгированных). В первую очередь целесообразна замена некоторых морально 
устаревших инъекционных и пероральных препаратов (особенно с быстрым и неконтролируемым высвобождением) быстро-
действующими трансмукозными лекформами с заданными фармакокинетическими свойствами. Для анализа передового опы-
та, выработки стратегии в области сильнодействующих контролируемых лекарственных и ветеринарных средств (анальгетики, 
анестетики, антидоты и другие жизненно важные средства терапии), а также координации и контроля разработок и произ-
водства необходимо создание профильной компетентной структуры управления, сочетающей задачи медицинского обеспе-
чения населения и личного состава силовых структур эффективными и безопасными препаратами. 

Ключевые слова: анальгетик, опиоид, морфин, олисеридин, аналоги фентанила, пролекарство, солекарство, опиоидный 
кризис, морфиновый эквивалент, терапевтический индекс, коэффициент распределения, фармакокинетика, неинъекци-
онная лекарственная форма, антидот.

SELECTION CRITERIA OF COMPOUNDS FOR DEVELOPMENT OF HIGH-POTENT ANALGESICS AND OTHER CNS DRUGS

A. V. Sosnov1,3*, F. M. Semchenko1, V. N. Tohmahchi1, A. A. Sosnova1, M. I. Vlasov1, A. S. Radilov2, D. V. Krivorotov2

Abstract. The global opioid crisis requires a paradigm shift in medical use of opioids, the development of methodology to reduce illicit 
drug use, and development of drug addiction treatment and antidotes. USA target program – HEAL Initiative is implemented under the 
scientific guidance of NIH with active participation of FDA, CDC and military medicine institutions. The situation in Russian Federation 
is characterized by a combination of high illegal consumption of dangerous opioids with an extreme shortage of potent analgesics, 
drugs for treatment addiction and overdose and rudimentary choice of drug formulations. There isn’t any development of innovative 
substances and preparations of strong analgesics and antidotes, but also a competent analysis of the subject area and vision of directions 
for the development.  The data analysis shows need to replace some of traditionally used mostly natural and semi-synthetic narcotic 
analgesics (with low therapeutic index, unsatisfactory pharmacokinetics and severe side effects) to promising synthetic opioids and 
non-narcotic analgesics. Use of prodrugs, synergistic combinations, conjugates and co-drugs is justified. Prospective dosage forms of 
compounds and pharmaceutical preparations for development of wide range of improved therapeutics should combine: high analgesic 
activity, high therapeutic index, minimum values of Tmax and t1/2ke0, positive values of LogBB, distribution coefficient logD7,4 in the 
interval from 1 to 3. This combination of key properties is necessary for effectiveness and safety of CNS-specific drugs and also allows 
development on their basis wide range of dosage forms (injectable and non-injectable drugs, fast-acting and prolonged drugs). First of 
all it is desirable to replace some obsolete injecting and oral preparations (especially with fast and uncontrolled release) to fast-acting 
transmucosal formulations with targeted pharmacokinetic properties. In order to analyze best practices, develop a strategy for highly 
effective controlled medicinal and veterinary drugs (analgesics, anesthetics, antidotes and other vital therapies) and coordinate their 
development and production it is necessary to create competent management structure combining the tasks of provision of civilian 
population and personnel of national defense agencies of effective and safe drugs.

Keywords: analgesic, opioid, morphine, oliceridine, fentanyl analogues, prodrug, co-drug, opioid crisis, morphine equivalent, 
therapeutic index, distribution coefficient, pharmacokinetics, non-injectable dosage form, antidote.
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ВВЕДЕНИЕ
Область средств купирования сильной боли исто-

рически ассоциируется с использованием природных 
и полусинтетических наркотических анальгетиков. 
Однако наблюдается ряд трендов, которые в тече-
ние 5–7 лет приведут к принципиальному изменению 
структуры препаратов ведущих фармацевтических 
компаний в области средств лечения сильной и сред-
ней боли [1]. Целесообразность использования при-
родных опиатов и некоторых традиционных полусин-
тетических и синтетических опиоидов для разработки 
новых препаратов анальгетиков ставится под сомне-
ние с точки зрения фармацевтики, медицины, эконо-
мики, безопасности и социальных рисков [2]. С точки 
зрения производства и медицинского использования 
удобно иметь набор универсальных активных фарма-
цевтических субстанций (АФС), действующих в низких 
дозах, обладающих высоким терапевтическим индек-
сом (ТИ), эффективным распределением из кровото-
ка в ткани ЦНС и быстродействием. Это делает их при-
годными для использования в составе максимально 
возможного спектра готовых лекарственных форм 
(ГЛФ) [2]. Большинство известных природных опиатов 
не удовлетворяет данным требованиям, что позволя-
ет использовать только инъекционный и перораль-
ный способ введения при участии (или под контролем) 
медперсонала. При этом желательно использование 
средств купирования побочных эффектов [3]. 

С точки зрения экономики и лекарственной без-
опасности производство сильнодействующих син-
тетических анальгетиков с высокими значениями 
морфинового эквивалента дозы (MED) наиболее раци-
онально в рамках удовлетворения потребностей РФ. 
Фактическое преимущество синтетических и полусин-
тетических анальгетиков подтверждается данными 
динамики их медицинского использования и анали-
зом тенденций исследований и разработок в развитых 
странах [1–5]. Использование именно синтетических 
анальгетиков может снизить зависимость РФ от им-
порта наркосодержащего сырья, сократить размеры 
дорогостоящих чистых производственных площадей, 
резко снизить объем используемых реагентов, раст- 
ворителей и вспомогательных материалов по срав-
нению с производством эквианальгетического коли-
чества лекарств на основе природного сырья [2, 5]. С 
точки зрения социальных рисков и общественной без-
опасности снижение объема оборота наркосодержа-
щих веществ и прекурсоров уменьшает возможность 
злоупотребления – от незаконного немедицинского 
использования сырья и изделий до финансирования 
криминальных сообществ [6]. Перечисленные выше 
факторы актуальны для гармонизации медицинско-
го использования наркотических средств. Нарушение 
баланса количества, разнообразия и безопасности вы- 
пускаемых сильнодействующих анальгетиков либо 
ведет к недостаточному фармацевтическому обеспе-

чению пациентов (текущая ситуация в РФ [7–9]), либо 
стимулирует развитие опиоидной эпидемии/кризиса 
(текущая ситуация в США [4, 11]). 

ОПИОИДНЫЙ КРИЗИС В США  
КАК ДРАЙВЕР МОДЕРНИЗАЦИИ

Ситуация с избыточным потреблением опиои-
дов в Северной Америке признана угрозой здоро-
вью населения. В США введено понятие «опиоидный 
кризис/эпидемия», что обусловлено гибелью более 
68 тыс. чел. в течение года [11], причем более полови-
ны – от фетанила, его аналогов и героина [12]. Для ре-
шения проблемы с середины 2016 г. в США проводятся 
интенсивные работы в рамках финансируемой госу- 
дарством стратегической межведомственной прог- 
раммы под научным руководством Национальных 
институтов здравоохранения США (Helping to End 
Addiction Long-term Initiative, NIH HEAL Initiative) [13]. 

Именно угроза продолжения и развития опиоид-
ной эпидемии делает актуальным изменение страте-
гии и существенный пересмотр структуры медицин-
ского потребления сильнодействующих анальгетиков 
в развитых странах, что влечет существенное измене-
ние структуры разработки, производства и клиниче-
ского использования сильнодействующих анальгети-
ков, то есть происходит смена парадигмы в области 
терапии сильной и средней боли. 

В рамках инициативы HEAL  на базе NIH разраба-
тывается программа на основе использования фунда-
ментальных знаний о неврологических путях, связан-
ных с болью, механизмах формирования побочных 
эффектов, развития толерантности и зависимости [13]. 
Первый этап HEAL включает направления:

•	 предотвращение развития наркотической зави-
симости у пациентов через улучшение купиро-
вания боли, включая создание инновационных 
анальгетиков;

•	 улучшение лечения наркозависимых и антидот-
ной терапии. 

Программа FDA Opioids Action Plan [14] включает 
научно-технические и организационные мероприя-
тия в области улучшения медицинского обеспечения 
при необходимости использования наркотических 
средств:

•	 создание экспертного консультативного комитета 
с задачей критического рассмотрения любых зая-
вок на наркотические препараты, не содержащие 
технологических решений по снижению дозы нар-
котика и/или компонента, уменьшающего разви-
тие зависимости и толерантности;

•	 разработку технологии информирования о без-
опасном использовании препаратов с быстрым 
высвобождением опиоидов и маркировку таких 
препаратов;
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•	 усиление постмаркетинговых требований к конт- 
ролю наркосодержащих препаратов;

•	 обновление стратегии оценки рисков, смягчения 
и купирования последствий опиоидной терапии 
(Risk Evaluation and Mitigation Strategy, REMS);

•	 увеличение доли инновационных препаратов 
с защитой от немедицинского использования 
(Abuse-deterrent formulations, ADFs);

•	 продвижение инновационных медицинских тех-
нологий и препаратов для купирования побочных 
эффектов лечения опиоидами и передозировки 
наркотиков;

•	 внедрение в клиническую практику мощных не-
наркотических анальгетиков как безопасной аль-
тернативы опиоидам;

•	 переоценку соотношения «польза – риск» для ме-
дицинского использования опиоидов с помощью 
экспертных оценок авторитетных академических, 
медицинских и инженерных профессиональных 
сообществ, в том числе и с точки зрения возмож-
ности злоупотребления. 

На рисунке 1 представлены три временных эта-
па и три научных направления стратегии противо-
действия опиоидному кризису, предлагаемые NIH 
США [15]. Научные направления включают: 

Рисунок 1. Направления исследований по проблеме противодействия опиоидному кризису [15]
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•	 совершенствование средств предотвращения пе-
редозировок и антидотной терапии;

•	 разработку методов лечения заболеваний, свя-
занных с употреблением опиоидов, и реабилита-
ции наркозависимых;

•	 модернизацию средств лечения хронической 
боли. 

Фармакологическая составляющая направлений 
купирования опиоидного кризиса включает:

•	 введение в клиническую практику новых, более 
безопасных соединений-анальгетиков (включая 
их пролекарства); 

•	 ведение в клиническую практику новых анта-
гонистов опиоидных рецепторов как в качестве 
более мощных антидотов, так и в качестве более 
эффективных средств предотвращения и купиро-
вания последствий использования опиоидов;

•	 введение в клиническую практику новых, более 
безопасных препаратов на основе опиоидных 
комбинаций фиксированного состава, как уже из-
вестных (опиоид + неопиоид, опиоид + антаго-
нист), так и с использованием новых фармацевти-
ческих решений;

•	 введение в клиническую практику новых средств 
терапии зависимостей;

•	 создание мощных неопиоидных анальгетиков;

•	 использование высокомолекулярных соедине-
ний, включая пептиды;

•	 введение в клиническую практику новых биомар-
керов для прогнозирования возможной аддик-
ции или передозировки при лечении опиоидами 
(оценка индивидуальной чувствительности). 

Отмечено, что препараты на основе сочетания 
сильнодействующих анальгетиков, обладающих вы-
соким терапевтическим индексом, с прогрессивны-
ми лекформами (например, неинъекционные лекфор-
мы на основе суфентанила) являются перспективными 
продуктами, которые по мере их разработки запуска-
ют инновационные процессы в фармацевтике сильно-
действующих лекарств в целом, в том числе средств 

неотложной терапии [2]. Разработка быстродействую-
щих средств неотложной терапии (анальгетики, анес- 
тетики, антидоты, стимуляторы, противорвотные и 
др.) является одним из драйверов разработки ЦНС-
специфичных препаратов в целом.

Одним из практических результатов HEAL 
Initiative может быть введение в клиническую практи-
ку более эффективных и безопасных анальгетиков и 
исключение из перечня допустимых для использова-
ния в развитых странах субстанций некоторых опио-
идов с интенсивно выраженными побочными эффек-
тами и низким терапевтическим индексом, например 
фентанила и морфина. Также вероятно значительное 
снижение использования простых инъекционных и 
пероральных форм, как препаратов с наиболее выра-
женными побочными эффектами, то есть не соответст- 
вующих возрастающим требованиям безопасности. 
Фармкомпании, производящие морально устарев-
шие сильнодействующие субстанции и/или мораль-
но устаревшие готовые формы, будут обозначаться 
как производители социально опасных продуктов 
и активно вытесняться конкурентами с глобального 
рынка. 

РАЗРАБОТКА ОПИОИДОВ  
С ПОНИЖЕННЫМИ  
ПОБОЧНЫМИ ЭФФЕКТАМИ

Для разработки безопасных опиоидов [16] ис-
пользуются различные подходы, в том числе и на осно-
ве активации mu-опиоидного рецептора с помощью 
G-белка, что может повысить эффективность при при-
емлемой переносимости по сравнению с обычными 
опиоидами [17]. На основе данного подхода был раз-
работан опиоид олисеридин  [(+)-TRV130] для лечения 
острой боли от умеренной до тяжелой степени (ри-
сунок 2), а также ряд других соединений, например  
PZM-21 (рисунок 2).

Олисеридин демонстрирует эквианальгетическое 
действие в дозах в 1,5–2 раза ниже морфина (MED~2) 
и обладает существенно менее выраженными по-
бочными эффектами (тошнота, рвота, угнетение ды-
хания). Механизм действия предполагает (рисунок 
3) активацию mu-опиоидного рецептора с участием 

Олисеридин
(+)-TRV130

D3-олисеридин TRV-9101 PZM-21

Рисунок 2. Анальгетики – агонисты mu-опиоидного рецептора с эффектом ингибирования β-аррестина [1]
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G-белка, что повышает эффективность анальгезии при 
лучшей переносимости по сравнению с обычными 
опиоидами [18–22].

Клинические исследования продемонстрировали 
анальгетическую эффективность TRV130 у пациентов с 
тяжелой острой болью в модели бурсэктомии. Сравни-
тельное однократное внутривенное ведение 1, 2, 3 мг 
олисеридина пациентам (относительно введения 4 мг 
морфина) показало его значительно (до 4 раз) более 
высокую анальгетическую эффективность (рисунок 4). 

Клинические исследования многократного вве-
дения также продемонстрировали анальгетическую 
эффективность TRV130 у пациентов с тяжелой острой 
болью в модели бурсэктомии. Сравнительное внутри-

венное ведение 0,5, 1, 2, и 3 мг олисеридина (относи-
тельно введения 4 мг морфина каждые 4 часа) пока-
зало его большую эффективность и быстродействие 
(рисунок 5). 

Показано, что комбинированное подкожное вве-
дение TRV130 (0,5 и 1 мг/кг) и фентанила (60 мкг/кг) мы-
шам приводит к подавлению развития толерантности 
к опиоидам. Авторы полагают, что комбинирование с 
олисеридином практически применимо для уменьше-
ния развития толерантности к анальгетикам на основе 
различных опиоидов [23].

Рисунок 3. Специфический агонист mu-опиоидного рецепто-
ра олисеридин (TRV130) предпочтительно активирует сигналь-
ные пути G-белка по сравнению с β-аррестином, за счет чего 
усиливает анальгезию и снижает побочные эффекты относи-
тельно морфина [18]

Рисунок 4. Сравнение интенсивности боли у пациентов после 
бурсэктомии при однократном внутривенном введении оли-
серидина и морфина [18]

Рисунок 5. Сравнение интенсивности боли в течение 48 часов у пациентов после бурсэктомии при многократном внутривенном 
введении различных доз олисеридина, морфина и плацебо [18]
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В 2015 году олисеридин одобрен в США для лече-
ния средней и тяжелой острой боли, вызванной ме-
дицинскими манипуляциями или хирургическим вме-
шательством в 2016 году одобрен FDA для терапии 
прорывной боли. В 2018 году лекарство лицензиро-
вано для разработки и коммерциализации в Южной 
Корее и Китае [1]. В рамках стратегии купирования 
опиоидного кризиса олисеридин рассматривается в 
качестве одного из вариантов замены морфина при 
инъекционной анальгезии. 

ТЕКУЩАЯ СИТУАЦИЯ В РОССИИ
Ситуация с потреблением наркотиков в РФ обус- 

ловлена сочетанием высокого незаконного потребле-
ния опасных опиоидов с крайним дефицитом нарко-
тических анальгетиков и примитивным ассортимен-
том отечественных лекформ. По оценкам ООН, Россия 
в течение ряда лет занимает первое или второе место 
в мире (наряду с ЕС с населением более 500 млн чел.) 
по объему потребления героина – от 75 до 80 тонн в 
год [6]. Относительная смертность в РФ вследствие 
передозировки наркотиков (на 100 тыс. населения) 
выше, чем в США. По оценке главы ФСКН, в Росси в 
2015  г. насчитывалось 7,3 млн потребителей наркоти-
ков [24]. Отсутствие системы метрологического обес- 
печения в области контролируемых психоактивных 
веществ (фактически отсутствует даже регламентиро-
ванный количественный анализ) противоречит зако-
нодательству РФ в области обеспечения единства из-
мерений  [2, 9]. Сравнение потребления героина в РФ 
и отечественного производства анальгетиков на осно-
ве опиоидов для медицинского потребления – 300 кг 
в единицах MED [9] – показывает (80000×4,5/300=1200, 
где 4,5 – среднее значение MED героина [25]), что кри-
минальное потребление только героина в РФ более 
чем на три порядка выше суммарного медицинского 
использования опиоидов. 

Существенную часть текущего ассортимента 
анальгетиков для купирования сильной и средней бо-
ли в РФ традиционно составляют синтетические (про-
медол, просидол, фентанил, трамадол, тапентадол и 
др.) и полусинтетические (например, бупренорфин) 
опиоиды [26]. Однако значительная часть данных ле-
карств морально устаревает и теряет конкурентоспо-
собность на фоне внедрения в зарубежную клини-
ческую практику более эффективных синтетических 
опиоидов и комбинаций на их основе. В настоящее 
время в развитых странах в качестве АФС использу-
ются около 50 наркотических анальгетиков и их ком-
бинаций, из них примерно 30 (60%) – на основе синте-
тических опиоидов и 20 (40%) – на основе природных 
опиатов и полусинтетических опиоидов [1]. В различ-
ных клинических стадиях в развитых странах нахо-
дится около 85 АФС наркотических анальгетиков и 
их комбинаций, из них примерно 65 (76%) – на осно-
ве синтетических опиоидов и 20 (24%) – на основе при-
родных опиатов и полусинтетических опиоидов [1]. 

Очевидная потребность увеличения объема про-
изводства анальгетиков в РФ более чем в 10 раз (в 
морфиновом эквиваленте) и разработки современ-
ных лекформ означает необходимость создания дан-
ного сегмента НИОКР и фармпроизводства факти-
чески заново [9]. Разработка в РФ новых препаратов 
сильных анальгетиков целесообразна на основе имен-
но синтетических веществ с высоким инновационным 
потенциалом. 

В качестве решения проблемы предлагается куль-
тивирование, выделение и переработка природных 
опиатов в объеме, покрывающем 80% потребности 
РФ в сильных анальгетиках [27]. Это решение является 
спорным с точки зрения современной фармакологии, 
поскольку природные опиаты (наркотические алкало-
иды опиума, из которых наиболее востребован мор-
фин) обладают неудовлетворительными фармакоки-
нетическими свойствами, низким ТИ и недостаточно 
быстро и эффективно преодолевают ГЭБ. Поэтому их 
использование требует значительно более высоких те-
рапевтических доз (относительно их высокой аффин-
ности к опиатным рецепторам ЦНС), что приводит к 
выраженным побочным эффектам, включая угрожаю-
щие жизни и здоровью пациента [2]. Акцент на преи-
мущественное использование природных опиатов не-
рационален с точки зрения развития промышленного 
производства в РФ, технологически и исторически 
ориентированного на синтетические и полусинтетиче-
ские опиоиды, а также создает зависимость от цикла 
производства природного сырья и его импорта. Куль-
тивирование наркосодержащих растений несет угро-
зу неконтролируемого распространения семенного 
генно-модифицированного материала с повышенным 
содержанием опиатов, неприхотливого к условиям 
произрастания, результатом чего стал 43% рост кри-
минального производства опия в Афганистане в 2016 г. 
относительно его производства в 2015 г. за счет кру-
глогодичного выращивания [28]. 

Возможность системных исследований и разра-
боток новых лекарственных препаратов на основе 
контролируемых психоактивных веществ ограниче-
на ввиду отсутствия в РФ специализированного R&D-
центра и структуры управления НИОКР. Фактически 
большинство фармацевтических НИОКР в РФ носят 
субъективный несистемный характер, объясняемый 
«рыночными» интересами отдельных предприятий, 
оцениваемыми на основе анализа текущих объемов 
продаж. Единого центра анализа передового опыта, 
координации работ, экспертизы результатов НИОКР и 
отбора лучших разработок (по аналогии с работой NIH, 
FDA и CDC в США) в РФ нет. 

Оценка перспективности воспроизведения из-
вестных АФС и ГЛФ сильных анальгетиков на основе 
анализа их текущих продаж нерациональна на фоне 
смены парадигмы, происходящей в процессе противо-
действия развитию опиоидного кризиса и резко уско-
ряющей моральное старение традиционных сильно-
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действующих лекарств. Процесс воспроизведения 
и регистрации морально устаревающих традицион-
ных зарубежных АФС и ГЛФ займет несколько лет, а к 
этому времени на глобальном рынке появятся новые, 
улучшенные препараты, в настоящее время проходя-
щие 2–3-ю стадии клинических исследований в разви-
тых странах [1, 14]. В рамках мероприятий по сдержи-
ванию опиоидного кризиса вводятся новые стандарты 
безопасности медицинского использования наркоти-
ческих средств, препятствующие использованию мо-
рально устаревших препаратов и корректирующие 
глобальный рынок в интересах инновационных фарм-
компаний [13–15]. 

В качестве среднесрочных решений для разра-
ботки улучшенных анальгетиков от сильной боли в РФ 
актуальны следующие направления: 

•	 внедрение более безопасных известных и инно-
вационных АФС синтетических опиоидов и разра-
ботка линейки ГЛФ на их основе;

•	 разработка пролекарств, как улучшенных форм 
АФС;

•	 внедрение в практику АФС в форме мультитаргет-
ных комбинаций, включая как простые комбина-
ции фиксированного состава, так и вновь разра-
ботанные солекарства [5];

•	 разработка более безопасных (нет начального 
скачка концентрации, защита от немедицинско-
го использования) и удобных для использования 
лекформ, как быстродействующих (буккальные и 
назальные), так и пролонгированных (пластыри и 
депо-формы).

В качестве долгосрочного решения актуально 
создание и введение в клиническую практику сильно-
действующих неопиоидных анальгетиков [29, 60]. 

Необходимость организации отечественного 
фармпроизводства сильнодействующих анальгети-
ков и анестетиков практически заново позволит соз-
дать производство анальгетиков РФ именно на ос-
нове наиболее современных субстанций и типов 
готовых форм, а не воспроизведения морально уста-
ревающих (на фоне технологического ответа передо-
вых мировых разработчиков на вызовы опиоидного 
кризиса) зарубежных препаратов. Данный подход не 
только даст стимул научно-технологическому разви-
тию, но и увеличивает экспортный потенциал фарм-
производителей РФ. 

БАЗОВЫЕ КРИТЕРИИ ОЦЕНКИ  
СИЛЬНОДЕЙСТВУЮЩИХ 
АНАЛЬГЕТИКОВ 

Природные опиаты демонстрируют неудовлетво-
рительные фармакокинетические и фармакодинами-
ческие (PK/PD) свойства (значительно уступая лучшим 
синтетическим анальгетикам, например фентанилам), 

имеют низкую проницаемость через гематоэнцефали-
ческий барьер (ГЭБ), низкий ТИ, низкие значения мор-
финового эквивалента [2], следствием чего являются 
высокие терапевтические дозы и выраженные побоч-
ные эффекты. 

Оценка терапевтического индекса для человека 
с учетом индивидуальных особенностей – это значи-
тельно более сложный процесс по сравнению с экс-
периментами на животных. На рисунке 6 схематично 
показано изменение величины ТИ опиоидов в зависи-
мости от возраста и физического статуса пациентов. 

Высокое значение ТИ крайне важно для безопас-
ности анальгезии с учетом индивидуальных особен-
ностей пациентов. Использование опиоидов с низким 
ТИ требует дополнительных затрат на контроль состо-
яния пациента и наличия антидота, поэтому совокуп-
ная стоимость использования опиоидов с низким ТИ 
существенно выше. Только опиоиды с высоким ТИ мо-
гут быть использованы для пациент-контролируемой 
анальгезии, поэтому данные вещества наиболее перс- 
пективны для разработки новых препаратов как с ме-
дицинской, так и с экономической точек зрения. 

Наиболее распространенный природный аналь-
гетик морфин из-за низкой проницаемости ГЭБ ис-
пользуется в несоразмерно высоких (относительно 
его аффинности) терапевтических дозах [2]. Это поми-
мо характерных побочных эффектов опиатов, допол-
нительно вызывает подавление иммунитета [31–33] 
и одновременно активирует рост сосудистой ткани в 
области опухолей и пролиферацию злокачественных 
опухолевых клеток [34, 35]. Использование морфина 
целесообразно в стационарных клинических услови-
ях для анальгезии травматической и сердечно-сосу-
дистой боли у пациентов без онкологической и воз-
растной патологии. В большинстве других случаев 
использование морфина наносит вред пациенту. 

Следствием слабой проницаемости природных 
опиатов, подавляющего большинства их пролекарств 
и полусинтетических производных через биологичес- 
кие барьеры (кожные покровы и ГЭБ) является необ-

Рисунок 6. Схематичная иллюстрация зависимости летальной 
и анальгетической дозы от возраста и физического состояния 
пациента (адаптировано) [30]
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ходимость использования относительно высоких доз, 
даже при инъекционном введении. Эффективное ис-
пользование данных анальгетиков возможно в основ-
ном в составе инъекционных и пероральных лекформ. 
Данные лекформы имеют характерный набор ограни-
чений и недостатков при медицинском использова-
нии. Поэтому простые природные опиаты и их про-
изводные на текущем этапе развития фармацевтики 
исчерпали потенциал в качестве основных компонен-
тов инновационных препаратов анальгетиков. 

Вклад стоимости простых инъекционных и перо-
ральных препаратов на основе природных опиоидов 
в совокупную стоимость анальгезии с их использова-
нием составляет от нескольких процентов при инфу-
зионном введении до ~25% при менее затратных спо-
собах введения [36, 37]. Факт наличия инъекционных 
препаратов не решает проблему анальгезии в целом и 
требует дополнительных, более значительных расхо-
дов на материалы, препараты и квалифицированный 
медперсонал. Соответственно, совокупная стоимость 
анальгезии простыми опиатами превышает стоимость 
самого фармпрепарата в 4–100 раз. Эта совокупная 
стоимость существенно превышает стоимость новых, 
более эффективных и удобных (то есть не требующих 
существенных дополнительных расходов при введе-
нии) неинъекционных препаратов на основе мощных 
синтетических анальгетиков и делает их производство 
экономически целесообразным.  

Использование наиболее эффективных и силь-
нодействующих синтетических опиоидов (вместо 
традиционных, более слабых природных и полу-
синтетических) позволяет расширить разнообразие 
лекарственных форм и практически реализовать 
концепцию анальгетиков с заданными фармакологи-
ческими и функциональными свойствами [2]. Это под-
разумевает варьирование видов введения, а также та-
ких параметров, как быстродействие, безопасность 
многократного увеличения дозы (в зависимости от те-
рапевтического индекса) и продолжительность дейст- 
вия препарата, что принципиально повышает безопас-
ность пациентов в полевых условиях. Содержание наи-
более мощных синтетических опиоидов составляет 
менее 1% от веса стандартной лекарственной формы, 
что позволяет включать в ее состав различные вспо-
могательные химические компоненты, расширяющие 
функциональные свойства и/или увеличивающие без-
опасность и удобство использования препарата. Это 
позволяет создавать комплексные препараты «все-в-
одном» с увеличенным анальгетическим эффектом и/
или купированием побочных эффектов опиоидов, а 
также с защитой от немедицинского использования. 
Создание улучшенных лекформ резко снижает трудо-
затраты медперсонала и расходы на дополнительные 
материалы (шприцы, инфузионные растворы и др.) и 
вспомогательные фармпрепараты, делает возможным 
внедрение методологии пациент-контролируемой 
анальгезии. 

Среди сильнодействующих синтетических опио-
идов наибольший интерес представляют соединения 
с оптимальными транспортными свойствами, обеспе-
чивающими быстрое и эффективное преодоление ГЭБ. 
Это упрощает разработку эффективных готовых форм 
и позволяет использовать трансмукозный или транс-
дермальный способ введения. Сочетание высокой 
аффинности с оптимизацией транспортных свойств 
делает возможным использование вещества в соста-
ве максимально возможного спектра лекформ. Это 
позволяет обеспечить индивидуальный подход при 
анальгезии и унификацию процессов за счет исполь-
зования всего одного опиоида как в различных техно-
логических процессах, так и для решения различных 
медицинских задач, используя разнообразие лекарст- 
венных форм. Принципиальным является высокое зна-
чение терапевтического индекса, исключающее риск 
случайной передозировки, особенно в полевых усло-
виях чрезвычайных ситуаций и вооруженных конфлик-
тов. Также существенно снижается риск летального 
исхода при немедицинском применении. Использо-
вание одной активной синтетической субстанции для 
различных лекарственных форм снижает ее себесто-
имость, то есть имеет место производство АФС с уве-
личивающейся отдачей по мере расширения разно- 
образия лекформ. При этом производство не зави-
сит от природных, политических и многих других 
факторов. 

Таким образом, использование простых природ-
ных опиатов в составе анальгетиков носит историчес- 
кий характер и имеет тенденцию к снижению отно-
сительно синтетических опиоидов [38]. Применение 
препаратов на основе морфина считается обоснован-
ным главным образом в случае травм и сердечно-со-
судистых заболеваний у пациентов без онкологичес- 
кой и выраженной возрастной патологии. Считается, 
что препараты на основе морфина не отвечают совре-
менным требованиям неотложной полевой анальге-
зии [39]. Преимущества синтетических анальгетиков 
над природными и полусинтетическими позволяют 
улучшить качество, разнообразие, индивидуальность 
и безопасность анальгезии. Доступность исходных 
органических реагентов делает процесс получения 
субстанций независимым от технологической и по-
литической конъюнктуры. Переход на эффективные 
опиоиды в составе более сложных лекформ (относи-
тельно простых инъекционных и пероральных) при-
водит не только к снижению совокупной стоимости 
опиоидной анальгезии сильной и средней боли, но и 
к увеличению конкурентоспособности и экспортного 
потенциала продукции. При этом внедрение в прак-
тику методологии противодействия опиоидной эпи-
демии требует минимизации использования, а в идеа-
ле – исключения из практики анальгезии соединений с 
низким ТИ, например фентанила и морфина. 
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ОСНОВНЫЕ КРИТЕРИИ,  
ОПРЕДЕЛЯЮЩИЕ ВЫБОР  
СОЕДИНЕНИЙ В КАЧЕСТВЕ  
КОМПОНЕНТОВ ПЕРСПЕКТИВНЫХ 
ПРЕПАРАТОВ  
СИЛЬНОДЕЙСТВУЮЩИХ 
АНАЛЬГЕТИКОВ

С точки зрения возможности создания препара-
тов анальгетиков с заданными свойствами и расши-
рения разнообразия функциональных лекарственных 
форм наибольший интерес представляют опиоиды, 
сочетающие:

•	 высокую анальгетическую активность (выражае-
мую в единицах MED);

•	 высокий терапевтический индекс (TИ);

•	 наименьшее временя достижения максимальной 
концентрации в крови (Tmax при внутривенном 
введении);

•	 минимальное значение полупериода установле-
ния равновесия кровь/ткани ЦНС – t1/2ke0;

•	 положительную величину коэффициента LogBB, 
численно характеризующую соотношение равно-
весного распределения вещества в тканях мозга и 
крови [40];

•	 значения коэффициента распределения logD7,4 
(pH=7,4 – физиологическое значение среды крови 
человека) в интервале 1<logD7,4<3 [2, 41].

Данный первичный набор параметров характери-
зует мощность, быстродействие, тканеспецифичность 
и безопасность наркотических анальгетиков, но не 
учитывает индивидуальную чувствительность и био-
химические особенности их метаболизма и продолжи-
тельность анальгетического действия, которую можно 
варьировать и за счет использования соответствую-
щих лекарственных форм. 

На рисунке 7 представлены структуры наиболее 
востребованных наркотических анальгетиков для те-
рапии сильной и средней боли, входящие в состав ис-
пользуемых, а некоторые – и перспективных лекарст- 
венных форм. 

Вещества представляют собой мощные агонисты 
опиатных рецепторов (за исключением слабых аго-
нистов промедола и просидола), главным образом 
mu-типа. В отличие от остальных метадон (не исполь-
зуется в РФ) обладает мультитаргетной анальгетичес- 
кой активностью, также являясь антагонистом NMDA-
рецепторов. Изомер D-(-)-метадон (L-поламидон, ле-
вометадон) является выраженным агонистом mu-
опиатного рецептора и используется в качестве 
анальгетика. (S)-метадон (декстрометадон) – выражен-

Морфин

Гидрокодон R’=CH3, R”=H
Оксикодон R’=CH3, R”=OH
Гидроморфон R’=H, R”=H
Оксиморфон R’=H, R”=OH

Бупренорфин

Фентанил Суфентанил Алфентанил

Промедол Просидол Метадон

Рисунок 7. Структуры некоторых актуальных опиоидных анальгетиков
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ный антагонист NMDA-рецепторов (примерно в 10 раз 
слабее) – исследуется в качестве средства купирова-
ния нейропатической боли и депрессии [42].

В таблице 1 представлены данные по аффинно-
сти (Ki) к mu-опиатному рецептору in vitro, MED, тера-
певтическому индексу, полупериоду установления 
равновесия плазма/ЦНС (t1/2ke0), коэффициенту рас-
пределения logD7,4, времени достижения максималь-
ной концентрации Tmax при внутривенном введении и 
острой токсичности (LD50) опиоидов и неопиоидов, ак-
туальных для анальгезии сильной и средней боли. 

Из данных таблицы 1 видно, что морфин силь-
но уступает приведенным фентанилам по интенсив-
ности обезболивания, выраженной в единицах MED. 
При этом аффинность морфина к mu-опиатному ре-
цептору (MOR), характеризуемая величиной Ki, прак-
тически идентична аффинности значительно более 
сильного анальгетика фентанила. Аффинность мор-
фина к другим опиатным рецепторам характеризует-
ся соотношением величин констант Ki(mu)/Ki(дельта)/
Ki(каппа)=1/57/19 [44], поэтому анальгетическими эф-
фектами связывания с дельта- и каппа-рецепторами 
можно пренебречь. Значительно более аффинный гид- 
роморфон уступает фентанилу в мощности обезбо-

ливания примерно в 10 раз, а бупренорфин – в 2 раза. 
Данные различия параметров активности в тестах in 
vitro и in vivo объясняются неоптимальными транс-
портными свойствами морфина и гидроморфона. С 
другой стороны, промедол, на два порядка менее аф-
финный к mu-рецептору относительно морфина, но 
обладающий оптимальными факмакокинетическими 
свойствами, демонстрирует обезболивание на уровне 
морфина. 

По скорости распределения из кровотока в ткани 
ЦНС (которая характеризуется экспериментальной ве-
личиной – полупериодом установления равновесных 
концентраций t1/2ke0) морфин уступает всем осталь-
ным анальгетикам таблицы 1. Также морфин имеет вы-
сокое время образования максимальной концентра-
ции в крови (Tmax) после внутривенного введения. Это 
демонстрирует один из ключевых недостатков морфи-
на (и его близких полусинтетических аналогов) – неоп-
тимальную фармакокинетику, включая низкую способ-
ностью преодолевать ГЭБ [54], что при клиническом 
использовании ведет к резкому увеличению дозы, на-
пример в 80–100 раз относительно фентанила – опи-
оида с близкой аффинностью in vitro [55]. Также на-
блюдается 3–10-кратное снижение быстродействия 
морфина в эквианальгетической дозе относительно 

Таблица 1. 

Свойства некоторых опиоидных и неопиоидных анальгетиков центрального действия, а также антидота налоксона,  
актуальных для неотложной полевой анальгезии [2, 43–53, 57–59]

Анальгетик
Ki(mu) 

(эксп.) нМ*

[47, 48]
MED ТИ [49]

Tmax
(мин, чел./
крысы в/в)

t1/2ke0 
(эксп.) 

мин [58]

logD7.4
(расчет)

[50]

logP
(эксп.)
[51, 52]

logBB**

(расчет)
LD50 мг/кг
[52, 53, 59]

Морфин 1,17 1 71 5/30 168 –0,8 0,89 –0,03
156

мыши в/в

Гидроморфон 0,37 4 232 10/ 46 0,5 0,9 0,17
104

мыши в/в

Метадон 3,38 3–4 9 3,4 3,93 0,83
11 

крысы в/в

Бупренорфин [57] 0,22 25–40 2,4/ 47,4/75 4,4 4,98 0,71
146,5

крысы в/в

Промедол ~150 0,5–1 ~40 5 ~10 1,2 ~3 0,56
40 

крысы п/к

Алфентанил 7,39 10–25 1080 /1 1,4 2,15 2,16 -0,08
47

крысы в/в

Фентанил 1,35 50–100 277 4,6/4 6,6 2,1 4,05 0,55
3,1 

крысы в/в

Суфентанил 0,14 500–1000 26716 3/8 6,2 2,0 3,55 0,41
18.7 

мыши в/в
Карфентанил [43, 
44]

0,024
10000–
100000

8460 /10 2,9 3,7 0,42
3,1 

крысы в/в
Олисередин 27 1,5–2 Менее 5 2,45 3,93 0,42

Налоксон 1.52 – 4/ 5–6,5 1,0 2,09 0,21
107

крысы в/в

Кеторолак [45] – 0,3 24 –0,7 2,1 -1,32
189 

крысы п/о
Кетамин [46]
(S-Кетамин)

– 0,3 (0,5) ~1 3,1 2,9 0,34
42.9 

мыши в/в

Примечание: * Human MOR, замещение [3H]-DAMGO.
** Расчет выполнен с использованием ACD/Percepta 14.0.0 (Build 2076).
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анальгетически актуальных фентанилов (таблица 1) 
при инъекционном введении [56]. 

Близкая к морфину эквианальгетическая актив-
ность и умеренные побочные эффекты отечественных 
промедола и просидола (обладающих на два порядка 
более низкой аффинностью к опиоидным рецепторам) 
объясняются их оптимальными фармакокинетически-
ми свойствами, включая высокую способность прео-
долевать ГЭБ.

ВЫБОР АФС И ОПТИМИЗАЦИЯ  
ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ  
ЗА СЧЕТ МОДИФИКАЦИИ  
PK/PD-СВОЙСТВ СОЕДИНЕНИЙ  
ЦЕНТРАЛЬНОГО ДЕЙСТВИЯ 

Алгоритм выбора предпочтительных веществ и 
лекарственных форм для неотложной фармакотера-
пии (когда быстродействие препарата – один из ос-
новных лимитирующих параметров выживания паци-
ента) с учетом величины дозы, требований удобства 
и безопасности введения представлен на рисунке 8. 
Данный алгоритм имеет универсальный характер и 
может быть использован для разработки различных 
групп лекарственных средств, действующих на биоми-
шени ЦНС, например анальгетиков, анестетиков, про-
тиворвотных средств, психостимуляторов, антидотов 
и др. Это позволяет проводить разработку групп пре-
паратов на основе универсальной фармацевтической 
технологической платформы для ЦНС-специфичных 
лекарств, включая как быстродействующие, так и 
пролонгированные. 

Синим цветом выделен алгоритм выбора ком-
понентов АФС из числа известных лекарственных со-
единений. Красным цветом выделена область моди-
фикации (транспортных свойств) известных активных 
соединений с целью создания новых соединений и 
форм (со- и пролекарств, нековалентных конъюгатов) 
с заданными свойствами. 

Область комбинаций фиксированного состава 
сильных анальгетиков изучена относительно хоро-
шо, имеется ряд препаратов. На клинических и докли-
нических стадиях исследовано около 90 комбинаций 
фиксированного состава анальгетиков и анестетиков, 
распределение препаратов по стадиям представлено 
на рисунке 9А. 

Значительно менее изучена область нековалент-
ных конъюгатов и пролекарств (рисунок 9Б). Область 
солекарств является новым направлением медицин-
ской химии и фармацевтики, поскольку для получе-
ния солекарств к комплексу требований, предъявля-
емых к лекарству, добавляется еще одно – наличие в 
молекуле лекарства структурного фрагмента, способ-
ного к образованию ковалентной связи. Кроме того, 
для кандидата в солекарство необходимо подобрать 
вещества-партнеры с близким уровнем активности in 

vivo. В случае лекарств, действующих в низких дозах, 
задача поиска партнера для солекарства значительно 
усложняется, однако именно разработка солекарств 
является одним из технологических направлений для 
прорыва в области разработки сильнодействующих и 
безопасных анальгетиков. 

ЦЕНТРАЛИЗАЦИЯ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И РАЗРАБОТОК В ОБЛАСТИ  
СИЛЬНОДЕЙСТВУЮЩИХ 
ПРЕПАРАТОВ

В ответ на вызовы опиоидного кризиса програм-
ма США по совершенствованию медицинского обеспе-
чения пациентов с выраженным болевым синдромом 
и обеспечения общественной безопасности запускает 
процесс принципиального изменения структуры силь-
ных анальгетиков, средств и подходов к купированию 
пробочных эффектов опиоидов, а также средств и ме-
тодов антидотной терапии. Руководство программой 
осуществляется при координации работ крупнейших 
государственных организаций – NIH, FDA, CDC, вклю-
чая военно-медицинские [61, 62]. Наблюдаемый тренд 
ведет к изменению приоритетов в терапии, меняет за-
дачи R&D и активизирует поиск новых решений, что 
ведет к значительному изменению глобального рынка 
средств обезболивания. При этом возможно исключе-
ние из перечня допустимых для использования в раз-
витых странах некоторых инъекционных и перораль-
ных форм опиоидов, как средств, не соответствующих 
критериям «риск – польза». На фоне продвижения раз-
работок в перспективе вероятно исключение из числа 
разрешенных ряда АФС на основе опиоидов с низким 
терапевтическим индексом (таблица 1) и выражен-
ными побочными эффектами, например фентанила и 
морфина. При этом фармкомпании, продолжающие 
использование данных веществ, могут обозначаться 
как производители опасных продуктов и вытесняться 
с глобального рынка регуляторными методами. Тен-
денция внедрения в клиническую и ветеринарную 
практику опиоидов с MED более 50–100, а также появ-
ление наиболее мощных фентанилов, например кар-
фентанила [63] (таблица 1), в качестве криминальных 
наркотиков требует введения в клиническую практику 
более эффективных антидотов, чем налоксон [64]. 

Наблюдаемые тренды вносят существенные из-
менения в промышленное производство, обеспечение 
пациентов, обеспечение общественной безопасности, 
а также влияют на возможности экспортного потен-
циала, поэтому в РФ целесообразно создание струк-
туры, проводящей научно-техническую и социальную 
политику на уровне лучших мировых практик. В про-
цессе развития данной структуры целесообразно объ-
единить комплекс задач в области не только наркоти-
ческих веществ и препаратов на их основе, но и всех 
фармацевтических и ветеринарных средств на основе 
сильнодействующих соединений. R&D-структура, со-
четающая задачи медицинского обеспечения населе-
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ния и личного состава силовых структур инновацион-
ными препаратами, может быть создана, например, в 
одном из ведомств. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Значительное финансирование задачи преодо-

ления опиоидного кризиса в США запускает глобаль-
ный процесс смены парадигмы в фармацевтике силь-
нодействующих анальгетиков в развитых странах. Это 

ведет к изменению структуры используемых соеди-
нений, лекарственных форм, медицинских изделий и 
методов терапии. В области наркотических анальге-
тиков с умеренной активностью наблюдается попыт-
ка замены морфина на синтетические опиоиды с пони-
женными побочными эффектами, например агонисты 
mu-опиоидного рецептора с эффектом ингибирова-
ния β-аррестина. В области более мощных анальгети-
ков наблюдается вытеснение фентанила аналогами, 
обладающими высоким терапевтическим индексом и 

Рисунок 8. Алгоритм выбора соединений и лекарственных форм с заданными функциональными свойствами. Синим выделен 
алгоритм разработки препаратов на основе известных соединений, красным выделено направление создания новых соедине-
ний и форм (со- и пролекарств, нековалентных конъюгатов) с заданными свойствами
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высокой ЦНС-проникающей способностью. Проходят 
клинические исследования комбинированные препа-
раты с пониженным риском развития зависимости и 
толерантности, а также защитой от немедицинского 
использования. Проводятся исследования неинъек-
ционных ГЛФ, исключающих пиковый скачок началь-
ной концентрации лекарства. Отрабатываются новые 
препараты и технологии лечения наркозависимых и 
антидотной терапии. В США работы проводятся при 
координации и контроле со стороны крупнейших го-
сударственных организаций как гражданского секто-
ра, так и сектора общественной безопасности, вклю-
чая правоохранительные и оборонные структуры. 

Ситуация в РФ характеризуется отсутствием как 
производства и разработки современных субстанций 
и препаратов сильных анальгетиков, так и понимания 
путей развития. Акцент на преимущественный выпуск 
препаратов на основе природных опиатов является 
попыткой копирования морально устаревших зару-
бежных решений. 

Необходимым начальным этапом является соз-
дание экспертной структуры для анализа передово-
го опыта и выработки стратегии в области сильно-
действующих лекарственных и ветеринарных средств, 
включая анальгетики, анестетики, антидоты и другие 
жизненно важные средства терапии. Структура для ко-
ординации, контроля разработок и производства но-
вых сильнодействующих лекарств в РФ должна соче-
тать задачи медицинского обеспечения населения и 
личного состава силовых структур эффективными и 
безопасными препаратами.
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Abstract. The review describes the first stage of phyto-pharmacological screening. It includes literature data analysis on promising 
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ВВЕДЕНИЕ
Нарушения жирового и углеводного обме-

нов лежат в основе таких социально значимых 
патологий, как сахарный диабет 2 типа, ожире-
ние, метаболический синдром, жировая болезнь 
печени. Ассортимент лекарственных средств для 
терапии данных видов патологий на фармацевти-
ческом рынке Российской Федерации ограничен: 
так, для пациентов с избыточным весом выбор 
сводится к трём основным препаратам – сибу-
трамину, орлистату и лираглутиду, однако комор-
бидность, в том числе кардиоваскулярные риски 
для сибутрамина, лимитируют и их применение. 

Актуальность использования фитотерапев-
тических средств в лечении и профилактике на-
рушений жирового и углеводного обменов не 
представляет сомнений. В целом интерес к рас-
тениям как источникам новых лекарственных ве-
ществ в настоящее время весьма высок. Так, за 
период с 1981 по 2016 годы среди всех зарегист- 

рированных новых лекарственных средств доля 
средств растительного происхождения состави-
ла 33% [1]. По проведенным оценкам, 20–25% всех 
препаратов, упомянутых в мировых фармако- 
пеях, происходят из природных источников не-
зависимо от того, используются они в виде натив-
ных природных соединений или с небольшими 
химическими модификациями. Фактически око-
ло 50% фармацевтических препаратов произво-
дятся на основе соединений, впервые идентифи-
цированных или выделенных из растений [2]. 

В свете вышесказанного существует возмож-
ность применения фитопрепаратов как в моно-
терапии, так и в качестве аддитивного компонен-
та в дополнение к средствам базовой терапии, в 
связи с чем становится актуальным поиск данных 
о перспективном ЛРС. Отсутствие достаточной 
сырьевой базы лекарственных растений в раз-
витых странах привело к тому, что все большую 
роль в разработке новых субстанций раститель-
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ного происхождения играют страны Азии. Наиболь-
шая доля исследований в области лекарственных рас-
тений в мире приходится на долю Китая (24%), Индии 
(12%), Малайзии (11%). Международные базы данных 
научной информации содержат по большей части све-
дения о лекарственных растениях, произрастающих в 
странах с тропическим и субтропическим климатом и 
не интродуцируемых в условиях России. 

План развития до 2035 г. направления «Превен-
тивная медицина» в рамках дорожной карты HealthNet 
предусматривает создание сети из не менее чем 
3,5  тыс. центров превентивной медицины. Централь-
ное место в этом плане отведено развитию индуст- 
рии натуральных профилактических лекарственных 
средств и БАД: возрождению в России лекарственного 
растениеводства и производства растительных пер-
сонализированных средств коррекции. Последнее ос-
новано на наличии в России огромных экологически 
чистых территорий, пригодных для выращивания по-
рядка 70% растительного сырья для производства фи-
топрепаратов. Богатейшие природные ресурсы (более 
10000 дикорастущих и несколько сотен культивируе-
мых видов), многолетний опыт исследований в области 
лекарственных растений и богатые традиции народ-
ной медицины России представляют огромный потен-
циал для изыскания новых растительных объектов.

Актуальным является создание фармацевтичес- 
ких субстанций растительного происхождения в ви-
де индивидуальных соединений и их очищенных 
комплексов с последующим определением их безо-
пасности и эффективности в отношении нарушений 
жирового и углеводного обменов (таблица 1). Данный 
подход подкреплён многообразием активных соеди-
нений, входящих в состав лекарственного раститель-
ного сырья, возможностями компьютерного скринин-
га и фармакологического эксперимента. 

Целью настоящего обзора является выявление 
перспективных лекарственных растений, извлечения 
и индивидуальные химические компоненты которых в 
эксперименте проявляют гипохолестеринемическую, 
гиполипидемическую, гипогликемическую и другие 
виды биологической активности, ценные для дальней-
шей разработки на их основе средств для коррекции 
нарушений жирового и углеводного обменов, то есть 
реализация первого этапа фитофармакологического 
поиска с целью дальнейшей реализации этапов второ-
го и третьего.

Выделение индивидуальных биологически ак-
тивных веществ и их очищенных комплексов из рас-
тительного сырья с последующим определением их 
безопасности и специфической активности является 
перспективным подходом к созданию лекарственных 
препаратов природного происхождения. В отношении 
нарушений обмена веществ индивидуальные вещест- 
ва часто имеют значительно более высокую эффектив-
ность по сравнению с суммарными экстрактами [3].

Таблица 1.

Этапы направленного фитофармакологического поиска

I этап. 
Выбор целевых видов 
лекарственных расте-
ний

1.	 Поиск информации о видах лекарст- 
венных растений, применяемых в 
народной медицине при заданной 
патологии.

2.	 Анализ научной информации об экс-
периментально подтвержденной 
фармакологической активности фи-
топрепаратов, суммарных экстрак-
тов, индивидуальных соединений 
растительного происхождения.

II этап. 
Подготовка субстанций 
для фармакологических 
исследований.

1.	 Интродукция лекарственных рас-
тений, селекция с целью повышения 
содержания целевых фитокомпонен-
тов.

2.	 Заготовка ЛРС. 
3.	 Получение суммарных экстрактов, 

выделение очищенной суммы ве-
ществ или индивидуального вещест- 
ва растительного происхождения. 

4.	 При возможности – проведение хи-
мической модификации или направ-
ленного синтеза целевых компонен-
тов.

III этап.
Исследование фармако-
логической активности

1.	 Фармакологический скрининг целе-
вых компонентов (in vitro, in vivo).

2.	 Исследование эффективности и без-
опасности наиболее перспективных 
лекарственных кандидатов. 

3.	 Составление протоколов доклини-
ческих исследований.

Перечень лекарственных растений, применяе-
мых в народной медицине в качестве антидиабетичес- 
ких средств, достаточно обширен, но наиболее широ-
ко используются Cichorium intybus L. (Asteraceae), Galega 
officinalis L. (Fabaceae), Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) и 
др. [4]. Для некоторых растительных компонентов ак-
тивность, направленная на коррекцию нарушений 
жирового и углеводного обмена, была подтвержде-
на экспериментально, а также в ряде случаев установ-
лены ее механизмы. Данные о наиболее изученных в 
этом отношении лекарственных растениях приведены 
ниже. 

1.	 Alhagi pseudalhagi (Bieb.) Fisch. (Fabaceae) – верб- 
люжья колючка обыкновенная.

Сумма полимерных проантоцианидинов из тра-
вы Alhagi pseudalhagi оказывает гипохолестеринеми-
ческое и гиполипидемическое действие, этанольный 
экстракт травы — гиполипидемическое, полисахарид-
ный комплекс из травы — антигипоксическое [5, 6]. 

2.	 Galega officinalis (Fabaceae) – козлятник аптечный, 
или галега лекарственая.

Очищенный от алкалоидов экстракт галеги, со-
держащий фитол и флавоноиды, оказывает анти-
оксидантное и антирадикальное действие за счет 
ингибирования ПОЛ и протеинов на модели стреп-
тозотоцининдуцированного диабета у крыс [7]. По-
рошок листьев галеги, водный экстракт и галегин 
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оказывают гипогликемическое действие на модели 
стрептозотоцининдуцированного диабета у крыс [8, 9]. 
Гуанидин, выделенный из экстракта галеги, увеличи-
вает активность АМР-активированной протеинкина-
зы и увеличивает активность GLUT4 (белок – перенос-
чик глюкозы) и обратный захват глюкозы [10]. Экстракт 
галеги оказывает стимулирующее действие на PPARγ 
(рецепторы, активируемые пероксисомными проли-
фераторами), которые играют важную роль в адипо-
генезе и гомеостазе глюкозы [11]. Водно-спиртовые 
экстракты надземной части, галегин и его аналоги сни-
жают массу тела экспериментальных животных [12–14]. 

3.	 Trigonella foenum-graecum L. (Fabaceae) – пажитник 
сенной.

Галактоманнаны семян пажитника оказывают 
антидиабетическое (гипогликемическое) действие, 
уменьшая уровень глюкозы параллельно с сокраще-
нием ответа инсулина после принятия пищи. Эффект 
уменьшения уровня глюкозы после принятия пи-
щи наблюдался у пациентов с инсулиннезависимым  
диабетом при добавлении семян пажитника в еже-
дневный рацион питания. Механизмы, лежащие в ос-
нове данного эффекта, возможно, связаны с при-
соединением молекул сахара к галактоманнанам и 
с дальнейшим уменьшением их всасывания в желу-
дочно-кишечном тракте. Гипогликемический эффект 
пажитника также связывают с наличием свободной 
аминокислоты 4-гидроксиизолейцина, который в экс-
перименте вызывает стимуляцию бета-клеток под-
желудочной железы. Галактоманнаны и сумма стеро-
идных сапонинов пажитника греческого значительно 
уменьшают уровень холестерина в плазме крови, а 
также способствуют снижению синтеза холестерина в 
печени [15].

4.	 Scutellaria baicalensis Georgi (Lamiaceae) – шлемник 
байкальский.

Экстракт, а также флавоноиды байкалин, байка-
леин и вогонин из корней Scutellaria baicalensis обла-
дают гиполипидемическими свойствами, экстракт и 
порошок корней (в составе диеты) – гипохолестери-
немическими, этанольный экстракт и байкалин – ги-
погликемическими, экстракт и байкалин – антиги-
поксическими, флавоноиды листьев также способны 
ингибировать α-глюкозидазу (байкалин, байкалеин, 
вогонин, хризин и ороксилин A), байкалеин ингиби-
рует аккумуляцию триглицеридов в процессе адипоге-
неза [16].

5.	 Phaseolus vulgaris – фасоль обыкновенная.

Стандартизованный экстракт семян фасоли в дозе 
500–3000 мг/день в клинических испытаниях на паци-
ентах с сахарным диабетом и ожирением показал ги-
погликемический эффект и эффект снижения веса за 
счет ингибирования α-амилазы и α-глюкозидазы [17]. 
Стандартизованный экстракт семян при испытании на 
здоровых добровольцах вызывает статистически зна-
чимое снижения уровня глюкозы и повышение уров-

ня инсулина [18]. Экстракт семян, содержащий боль-
шое количество фенольных соединений, достоверно 
снижает активность α-амилазы и липазы [19]. Сумма 
пептидов, выделенная из протеинов семян, оказывает 
выраженное ингибирующее действие на активность 
α-амилазы и α-глюкозидазы [20]. При добавлении 
экстракта семян в пищу крысам со стрептозоцинин-
дуцированным диабетом наблюдалось уменьшение 
уровня глюкозы в крови, снижение уровня альбумина 
в моче и увеличение креатининового клиренса. Меха-
низм действия связан с увеличением экспрессии ряда 
генов (Glu1, Cps1, Ipmk и др.), ответственных за выведе-
ние аммонийных групп и устойчивость к оксидативно-
му стрессу [21]. Водный экстракт створок плодов сни-
жал уровень глюкозы в крови, увеличивал активность 
гликогенсинтазы и гексокиназы и количество белка 
GLUT-4 (инсулинзависимый транспортер глюкозы) в 
мышечной ткани у крыс с моделью инсулинзависимо-
го диабета. Применение фазеоламина (Phase2) в дозах 
100–1500 мг/кг в течение 20 дней in vitro и in vivo у здо-
ровых крыс и на модели стрептозоцининдуцирован-
ного диабета снижает активность α-амилазы, пони-
жает уровень глюкозы, снижает риск возникновения 
почечных и печеночных осложнений при диабете. 
Экстракт семян снижает уровень фактора некроза 
опухоли α и повышает уровень адипонектина у кле-
точной линии адипоцитов [22].

6.	 Arctium lappa L. (Asteraceae) – лопух большой.

Арктигеновая кислота из плодов Arctium lappa L. 
оказывает гипогликемическое действие; арктиин се-
мян снижает выраженность диабетической ретинопа-
тии, сопутствующей стрептозоцининдуцированному 
диабету, арктигенин активизирует поглощение глю-
козы мышцами и ингибирует глюконеогенез и липо-
генез в гепатоцитах за счет увеличения активности 
AMPK [23].

7.	 Trifolium pratense L. (Fabaceae) – клевер луговой.

Изофлавоны из надземной части Trifolium 
pratense  L. в эксперименте проявляют гипохолесте-
ринемическое и антиатеросклеротическое дейст- 
вие  [24], сумма изофлавонов, в том числе биоханин, 
снижает уровень холестерина низкой плотности у 
мужчин. В эксперименте формононетин, сухой экст- 
ракт и спиртовой экстракт семян обладают антиокси-
дантными свойствами, изофлавоны в составе диеты – 
гипохолестеринемическими, антиатеросклеротичес- 
кими, экстракт – гиполипидемическими [25].

8.	 Polemonium caeruleum L. (Polemoniaceae) – синюха 
голубая.

Сапонины Polemonium caeruleum L. обладают гипо-
холестеринемической и гиполипидемической актив-
ностью [26].

Обобщая вышеизложенное, можно определить 
ряд биологически активных веществ, обладающих вы-
раженной фармакологической активностью в отно-
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шении нарушений жирового и углеводного обмена и 
наиболее перспективных для выделения из лекарст- 
венных растений (таблица 2). 

Большинство перечисленных видов широко пред-
ставлено во флоре России и имеет достаточно бога-
тую базу для заготовки сырья от дикорастущих расте- 
ний: T.  pratense, A. pseudalhagi и др., многие введены 
в культуру в качестве пищевых растений и источни-
ков лекарственного растительного сырья: A.  sativa, 
T. foenum-graecum, Ph. vulgaris, P. caeruleum и др.

Ряд растительных компонентов в эксперименте 
проявляет гепатопротекторное, антиоксидантное, ги-
потензивное, мембраностабилизирующее действие, 
улучшает эндотелиальную функцию, окислительно-
восстановительную функцию и чувствительность к ин-
сулину, что может использоваться в комплексной те-
рапии нарушений жирового и углеводного обмена, 
учитывая коморбидный характер данных патологий.

На модели высокожировой диеты у крыс М. Душ-
кин с соавт. показали, что экстракт левзеи сафлоро-
видной в дозе 300 мг/кг может предотвращать разви-
тие МС и улучшать симптоматику за счёт комплексного 
положительного воздействия на абдоминальное ожи-
рение, непереносимость глюкозы, дислипидемию, ге-
патоз, уровни кортикостерона и провоспалительно-
го цитокина без видимых признаков или симптомов 
токсичности, что указывает на высокий уровень без-
опасности. Показатели эффективности испытуемого 
экстракта превысили таковые у экстрактов Glycyrrhiza 
glabra и Punica granatum, обогащенных глицирризино-
вой и эллаговой кислотами [27].

Зачастую у пациентов с метаболическим синдро-
мом имеется неалкогольная жировая болезнь печени 
(30–40% случаев). В обзоре M. Baghernya с соавт. пока-
зана эффективность при НАБЖП растений и индивиду-
альных веществ растительного происхождения, таких 
как семя льна, корица, зеленый чай, солодка, чеснок, 
оливковое масло и масла канолы, ресвератрол, анто-
цианин, куркумин, силимарин/силибин, берберин, ди-
гидромирицентин [28]. В данном обзоре также пред-
ставлена информация о растениях, актуальных лишь 
для Китая. В работе Ya-Ling Liu и соавт. показана схожая 
эффективность для экстракта листьев Rhododendron 
oldhamii, связанная с выраженным антиоксидантным 
эффектом [29]. 

Описано исследование эффективности приме-
нения корня астрагала (Astragali Radix) для защиты 
сердечной и нефротической функций пациентов с ги-
пертонической болезнью и метаболическим синдро-
мом. Было отобрано 226 пациентов с коморбидностью 
в возрасте старше 18 лет. Пациенты были случайным 
образом разделены на контрольную группу (базовая 
терапия) и 2 группы пациентов, получавших, кроме 
обычного лечения, капсулы с корнем астрагала в двух 
терапевтических дозах. Геометрию миокарда, систоли-
ческую и диастолическую функции оценивали с помо-
щью М-режима эхокардиографии, двумерной эхокар-
диографии, допплера, уровень микроальбуминурии 
оценивали с помощью радиоиммуноанализа, рассчи-
тывали скорость клубочковой фильтрации. Изменения 
соответствующих показателей сердечной и почечной 
функций до и после лечения были сопоставлены в те-

Таблица 2.

Обобщение литературных данных о ЛРС с обширной сырьевой базой в РФ

Объект Вид сырья Выделяемое БАВ (группа) Фармакологическое действие
Верблюжья колючка обыкно-
венная – Alhagi pseudalhagi 

Трава Сумма антоцианов
Гипохолестеринемическое, гиполипи-
демическое

Козлятник лекарственный – 
Galega officinalis

Олиственные цветоносные 
верхушки

Галегин Гипогликемическое

Клевер луговой – Trifolium 
pratense

Трава Изофлавоны
Гипохолестеринемическое, антиатеро-
склеротическое

Лопух большой -Arctium lappa плоды Арктигеновая кислота Гипогликемическое

Пажитник сенной – Trigonella 
foenum-graecum 

семена

∑ галактоманнанов и 4-гидрокси-
изолейцин

Гипогликемическое

∑ галактоманнанов и ∑ стероид-
ных сапонинов 

Гипохолестеринемическое

Синюха голубая – Polemonium 
caeruleum

Корневища с корнями Сапонины
Гипохолестеринемическое, гиполипи-
демическое

Фасоль обыкновенная – Pha-
seolus vulgaris

Створки плодов и семена

Сумма пептидов
Ингибирование α-амилазы и α-глю- 
козидазы

Сумма флавоноидов и сапонинов 
из семенной кожуры

Уменьшение печеночного липогенеза, 
снижение отложения жира в гепатоци-
тах 

Цикотибозид
Гепатопротекторное

Корни Инулин 

Шлемник байкальский – Scu- 
tellaria baicalensis 

Корни Байкалин, байкалеин, вогонин; Гепатопротекторное

Листья
Байкалин Гипогликемическое

Байкалин, байкалеин 
Фибринолитическое, гиполипидемичес- 
кое
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чение 12-месячного наблюдения. После лечения были 
улучшены конечный систолический объем левого же-
лудочка и конечный систолический размер левого же-
лудочка у всех пациентов. После добавления Astragali 
Radix скорость митрального потока у пациентов была 
в некоторой степени улучшена (P<0,05). Astragali Radix 
оказал значительное влияние на снижение микроаль-
буминурии (P<0,05). Был сделан вывод о том, что по 
сравнению с традиционной терапией Astragali Radix в 
сочетании с ней может улучшить состояние миокарда, 
систолическую функцию левого желудочка, диастоли-
ческую функцию левого желудочка и уменьшить мик- 
роальбуминурии в определенной степени у пациен-
тов с артериальной гипертензией и метаболическим 
синдромом [30].

G. Chiva-Blanch и L. Badimon в обзоре клинических 
исследований эффективности полифенольных соеди-
нений при метаболическом синдроме описывают при-
менение полифенолов из зелёного чая, черники, фрук-
тов, овощей, орехов, экстракта виноградных косточек, 
красного вина. Показано, что ягоды очень богаты ан-
тоцианинами, преобладающими являются пеларгони-
дин, цианидин, дельфинидин, петунидин, пеонидин и 
малвидин. Рандомизированные исследования, ана-
лизирующие эффект потребления ягод (свежих, сока 
или экстрактов), выполняются в относительно корот-
кий срок, и поэтому их долгосрочные эффекты все еще 
остаются неизвестными. Было показано, что потребле-
ние черники снижает артериальное давление и улуч-
шает эндотелиальную функцию, окислительно-восста-
новительную функцию и чувствительность к инсулину 
у пациентов с МС. Подобные исследования проведены 
с использованием клюквы и гранатового сока [31]. По-
казаны положительные свойства плодов клубники при 
МС (положительное влияние на постпрандиальную ги-
пергликемию и метаболизм, а также снижение уровня 
молекул адгезии-1, гликированного гемоглобина и хо-
лестерина, противовоспалительное действие и анти-
гипертензивная активность, связанная с уменьшением 
объёма циркулирующей крови) за счёт фенольных со-
единений в их составе – производных пеларгонидина 
и цианидина, кемпферола, физетина, эллаговых и гал-
ловых кислот [32].

В статье H. M. Ayoub с соавт. показана эффектив-
ность антоцианов фиолетового картофеля и фиолето-
вой моркови при МС в доклинических исследованиях 
на крысах линии Зукер с ожирением и диабетом [33].

Схожие результаты получены относительно анто-
цианов, выделенных из аронии черноплодной и пур-
пурной кукурузы, в доклинических исследованиях на 
крысах с алиментарным МС [34].

Даже для листьев стевии, которые использовали 
ранее лишь в качестве заменителя сахара, в послед-
них исследованиях показаны положительные плейо-
тропные эффекты за счёт наличия антиоксидантной, 
антистрессовой и мембраностабилизирующей актив-
ностей [35]. С наличием в составе ЛРС рода стевии, по-

мимо стевиозида, обусловливающего сладкий вкус, 
ди- и тритерпенов, стигмастерола, танина, аскорби-
новой кислоты, алкалоидов, стероидов, сапонинов, 
b-каротина, хрома, кобальта, магния, железа, калия, 
фосфора, рибофлавина, тиамина, олова, цинка, апиге-
нина, аустронилина, b-ситостерола, кофеиновой кис-
лоты, кампестерола, кариофиллена, кентауреидина, 
хлорогеновой кислоты, хлорофилла, кемпферола, лю-
теолина и кверцетина связывают целый ряд фармако-
логических активностей, включая антацидные, карди-
отонические, противокариесные, противовирусные, 
антибактериальные, антигипертензивные, противо-
грибковые, противовоспалительные, мочегонные, ан-
тиоксидантные, гипотензивные, антигиперлипидеми-
ческие и противоопухолевые свойства. Кроме того, 
его гиполипидемические и инсулинотропные эффек-
ты способствуют лечению диабета типа 2, стимулируя 
секрецию инсулина бета-клетками островков Лангер-
ганса поджелудочной железы, что характерно для 
секретагогов [36].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, выполнен первый этап фитофар-

макологического поиска – поиск и анализ информа-
ции. Проведённый обзор литературных источников, 
отечественных и зарубежных, позволяет наметить 
перспективные для дальнейшей экспериментальной 
практической работы виды лекарственного раститель-
ного сырья, суммарные комплексы и индивидуальные 
вещества растительного происхождения, в первую 
очередь фенольные производные, эффективные при 
нарушениях жирового и углеводного обменов.
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ  
С ИНСУЛИНОВЫМ РЕЦЕПТОРОМ  
РЯДА ОТЕЧЕСТВЕННЫХ СУБСТАНЦИЙ  
ИНСУЛИНА ЧЕЛОВЕЧЕСКОГО И ЕГО АНАЛОГОВ 
МЕТОДОМ ПОВЕРХНОСТНОГО  
ПЛАЗМОННОГО РЕЗОНАНАСА

И. Н. Уракова1*, К. Л. Крышень2, О. Н. Пожарицкая1, М. В. Гаврилин3**,  
А. Н. Шиков1, М. Н. Макарова2, В. Г. Макаров2

Резюме. Целью исследования явилось изучение взаимодействия субстанций инсулина отечественного производства, в том 
числе короткого и длительного действия, с инсулиновым рецептором в сравнении с субстанциями зарегистрированных пре-
паратов методом поверхностного плазмонного резонанса. При сравнении характера кривых кинетики взаимодействия и рас-
считанных равновесных констант диссоциации, определенных методом поверхностного плазмонного резонанса, статисти-
чески значимые различия между потенциально биоаналогичными субстанциями инсулина Росинсулин Р®, Росинсулин гларгин® 
и Росинсулин аспарт® (ООО «Завод Медсинтез») и соответствующими им субстанциями, входящими в состав зарегистрирован-
ных лекарственных препаратов, отсутствуют.

Ключевые слова: инсулин, инсулин гларгин, инсулин аспарт, инсулиновый рецептор, плазмонный резонанс, константа 
ассоциации.

COMPARATIVE STUDY OF INTERACTION OF SOME DOMESTIC HUMAN INSULIN SUBSTANCES AND ITS ANALOGUES  
WITH INSULIN RECEPTOR BY METHOD OF SURFACE PLASMON RESONANCE

I. N. Urakova1*, K. L. Kryshen2, O. N. Pozharitskaya1, M. V. Gavrilin3**, A. N. Shikov1, M. N. Makarova2, V. G. Makarov2

Abstract. The high demand for insulin preparations by the population of the country makes it urgent to create domestic bioanalogues 
for the treatment of diabetes mellitus. The equivalency of the quality, safety and efficacy of the bioanalogue with the reference 
medicinal preparation registered in Russia is required by authority at the stage of preclinical studies. The aim of the study was to 
study the interaction of insulin substances of domestic production, including short and long-acting insulin with the insulin receptor in 
comparison with the reference substances registered in Russia by the surface plasmon resonance method. Comparing the interaction 
kinetics curves and calculated dissociation constants determined by the surface plasmon resonance method it was confirmed that there 
are no statistically significant differences between the potentially bioanalogical insulin substances Rosinsulin R, Rosinsulin Glargin and 
Rosinsulin Aspart (LLC ”Zavod Medsintez”, Russia) and the corresponding substances of registered in Russia medicines.

Keywords: inslulin, inslulin glargin, insulin aspart, insulin receptors, plasmon resonance, association constant. inslulin, inslulin glargin, 
insulin aspart, insulin receptors, plasmon resonance, association constant.
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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день биотехнологические 

лекарственные препараты занимают от 10 до 
20% мирового фармацевтического рынка. При 
этом большая часть из них производится зару-
бежными компаниями [1]. Оригинальные био-

технологические препараты чаще всего раз-
рабатываются на основе аналогов эндогенных 
человеческих белков (инсулин, эритропоэтин, 
гормон роста и т.д.) с применением технологий 
синтеза рекомбинантной ДНК или методами ген-
ной инженерии [2]. Вследствие этого разработка 
оригинальных биотехнологических препаратов 
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характеризуется не только высокой наукоемкостью 
и существенной длительностью процесса, но и боль-
шими затратами, что находит отражение в их высокой 
стоимости. Возможным выходом для пациентов в сло-
жившейся ситуации может быть использование био- 
аналогов, эффективность и безопасность которых со-
ответствует оригинальным препаратам [3, 4].

Биоаналогичный (биоподобный) лекарственный 
препарат – это биологический лекарственный препа-
рат, схожий по параметрам качества, эффективности 
и безопасности с референтным биологическим ле- 
карственным препаратом в такой же лекарственной 
форме и имеющий идентичный способ введения [5]. 

Высокие доказательные результаты, отражающие 
сходство физико-химических и биологических свойств 
биоаналогичного препарата, позволяют уменьшить 
объем клинических и доклинических исследова-
ний  [3]. В случае подтверждения идентичности меха-
низма действия биоаналога по сравнению с референт-
ным препаратом есть вероятность экстраполировать 
применение биоаналогичного препарата по всем по-
казателям, описанным для референтного [6]. Таким об-
разом, применяя поэтапный подход для доказательст- 
ва биоаналогичности, можно уменьшать количество и 
стоимость исследований последующего этапа.

Высокая востребованность населением страны 
препаратов инсулина делает актуальным создание 
отечественных биоаналогов для лечения сахарного 
диабета. В Российской Федерации зарегистрирова-
ны и применяются генно-инженерные препараты че-
ловеческого инсулина различных производителей [7]. 
Отечественные производители пока не являются ли-
дирующими в этом списке, но активно работают над 
поставленной задачей по импортозамещению.

Для подтверждения биоаналогичности генно-ин-
женерных препаратов человеческого инсулина и ана-
логов инсулина человека необходимо доказать, что 
они по своему качеству, фармакокинетическому и фар-
макодинамическому профилям, безопасности и имму-
ногенности не отличаются от референтного препара-
та  [8, 9]. На начальных этапах исследования должны 
быть изучены и подтверждены сходства физико-хими-
ческих и биологических свойств препаратов инсулина 
и аналогов инсулина человека.

В рамках доклинических исследований биоло-
гической активности in vitro необходимо провести 
сравнительные исследования по связыванию с ре-
цепторами [9] с использованием современных высо-
кочувствительных методов. Одним из методов, ре-
комендованных руководством [9] для проведения 
сравнительного исследования связывания с рецепто-
рами, является поверхностный плазмонный резонанс. 

Поверхностный плазмонный резонанс (ППР) ис-
пользуется в биохимии более трех десятилетий. Об-
разование межмолекулярных комплексов на границе 

раздела двух сред сопровождается изменением по-
казателя преломления одной из них, что приводит к 
модуляции параметров ППР, регистрируемой детек-
тором [10]. Фактически ППР-детекторы являются реф-
рактометрами. Методы, основанные на ППР, привле-
кают исследователей прежде всего возможностью 
регистрации взаимодействий без использования ме-
ток, высокой чувствительностью, точностью и воспро-
изводимостью результатов. Процессы массопереноса 
между средой и сенсорной поверхностью в ходе об-
разования и диссоциации межмолекулярных комплек-
сов регистрируются в виде зависимости сигнала сен-
сора от времени (сенсограммы). На основании этих 
зависимостей можно рассчитать кинетические и рав-
новесные константы реакции комплексообразования.

Технология ППР-детекции носит универсальный 
характер и позволяет регистрировать взаимодейст- 
вия как низкомолекулярных объектов, так и макромо-
лекул, их агломератов, вирусов и даже целых клеток. 
Это обусловило интенсивное применение метода в 
фундаментальных исследованиях, медицине, эколо-
гическом мониторинге, контроле безопасности пище-
вых продуктов и других областях [11, 12]. В последнее 
время значительные усилия направлены на совер-
шенствование ППР-техники – увеличение чувстви-
тельности детекции [13] и создание систем для одно-
временной регистрации многих взаимодействий [14]. 

Целью настоящего исследования являлось из-
учение взаимодействия субстанций инсулина с раз-
личной направленностью действия с инсулиновым 
рецептором [определение кинетических параметров 
связывания: констант ассоциации, констант диссо-
циации, равновесной константы диссоциации (kα, kd, 
KD)] в сравнении с субстанциями зарегистрированных 
препаратов методом поверхностного плазмонного 
резонанса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В качестве исследуемых субстанций были взяты 

субстанции, произведенные на ООО «Завод Медсин-
тез», Россия: 

Росинсулин Р® (серия 011016Р, срок годности 
10.2019); Росинсулин аспарт Р® (серия А040516, срок 
годности 05.2019) – аналог инсулина короткого дейст- 
вия; Росинсулин гларгин® (серия Г011216, срок годнос- 
ти 12.2019) – аналог инсулина длительного действия.

Субстанции сравнения были выделены на 
ООО  «Завод Медсинтез», Россия, из соответствующих 
референтных препаратов:

Хумулин® Регуляр (серия 010217ХР, срок годности 
02.2020; «Эли Лилли энд Компани», США);

НовоРапид® Пенфилл® (серия НН010217, срок год-
ности 02.2020; «Эли Лилли энд Компани», США) – аналог 
инсулина короткого действия;
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Лантус® СолоСтар® (серия ЛСС010217, срок годнос- 
ти 02.2020; «Санофи-Авентис Дойчланд ГмбХ», Герма-
ния) – аналог инсулина длительного действия.

Оборудование

Измерения проводили на приборе SPR ProteOn 
XPR36™ (Bio-Rad Laboratories, США) с чипами к биосен-
сору GLM (Bio-Rad Laboratories, США).

Метод

Метод поверхностного плазмонного резонанса 
включает в себя иммобилизацию одного из партнеров 
по взаимодействию (лиганда) на полимерном слое по-
верхности чипа биосенсора с последующим взаимо-
действием с другим партнером по взаимодействию 
(аналитом), проходящим над лигандом. В данном слу-
чае лиганд представляет собой конструкцию, содер-
жащую аминосвязанное с поверхностью чипа мо- 
ноклональное антитело, и захваченный впоследствии 
рецептор eIR. 

На пересечении канала аналита с каналом лиган-
да находится «пятно» взаимодействия, в котором про-
исходит регистрация отклика поверхностного плаз-
монного резонанса во времени, что отражается на 
сенсограмме. 

В качестве рабочего буфера использовали фос-
фатно-солевой раствор (137 мМ натрия хлорида, 
2,7  мМ калия хлорида, 10 мМ двухосновного фосфа-
та натрия и 2 мМ одноосновного фосфата калия), со-
держащий 0,005% (об./об.) твин-20 при рН 7,4, что 
соответствует физиологическим условиям взаимо-
действия инсулина и рецептора во время анализа. 
Температура образцов и чипа составляла 25 °C в тече-
ние всего эксперимента.

При изучении взаимодействия инсулина и ре-
цептора растворы инсулина в концентрациях 156–
2500  нМ пропускали одновременно в направлении 
каналов аналита при скорости потока 25 мкл/мин в 
течение 300 с для ассоциации. Диссоциацию изуча-
ли в течение 650 с. Перед повторной инъекцией ана-
лита поверхность чипа регенерировалась путем про-
пускания раствора глицина гидрохлорида с рН 2,0 по 
каналам лигандов в течение 20 с (скорость потока –  
25 мкл/мин) для снятия инсулина и рецептора с анти-
тел. Эксперимент повторяли 3 раза.

Полученные данные обрабатывали при помо-
щи программы ProteOn ManagerTM software (Bio-Rad, 
США): константы ассоциации (kα), диссоциации (kd) и 
равновесные константы диссоциации (KD) были рас-
считаны с применением модели анализа «two states». 
Степень различия между экспериментальными и те-
оретическими кривыми оценивают с помощью кри-
терия хи-квадрат (χ2). Достоверность сходства экспе-
риментальных кривых с теоретическими при уровне 
значимости p<0,05 определяли путем сравнения полу-
ченных значений χ2 с табличными.

Различия между KD для исследуемой субстанции 
и соответствующей по продолжительности действия 
субстанции сравнения определяли в t-тесте Стьюден-
та при уровне значимости p<0,05 с использованием 
программного обеспечения Statistica 10.0 (StatSoft, 
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Инсулиновый рецептор представляет собой 

мембранный белок, принадлежащий к классу транс-
мембранных рецепторов с тирозинкиназной актив-
ностью (RTK) [15]. Белок состоит из двух a- и двух 
b-субъединиц. Α-субъединицы связывают инсулин, 
тогда как C-концевая область b-субъединиц имеет 
тирозинкиназную каталитическую область, которая 
опосредует фосфорилирование тирозина [16]. Каждый 
инсулиновый рецептор (IR) имеет два сайта связыва-
ния для инсулина: один связывает инсулин с высокой 
аффинностью, второй – с низкой афинностью. При бо-
лее высоких концентрациях количество инсулина, свя-
занного с рецептором, увеличивается, но в среднем 
аффинность уменьшается. Это явление упоминается 
как «отрицательная кооперативность» [17].

Инсулин в поджелудочной железе обычно при-
сутствует в виде гексамера, который стабилизируется 
Zn2+, но связывается с рецептором в виде мономера, 
не содержащего Zn2+ [18]. Инсулин имеет два участ-
ка, участвующих в связывании инсулиновым рецепто-
ром. Инсулиновые остатки, ответственные за димери-
зацию и гексамеризацию (олигомеризация инсулина) 
соответственно образуют два сайта, которые связыва-
ют рецептор [19]. В процессе связывания как инсулин, 
так и IR подвергаются конформационным изменениям 
[20], что приводит к инициированию сигнального кас- 
када для поглощения глюкозы.

Ранние исследования 1970-х годов были посвяще-
ны связыванию инсулина с клеточными мембранами и 
сфокусированы на простом бимолекулярном взаимо-
действии: модель связывания с одним сайтом. В 80-х 
годах была предложена модель связывания двух сай-
тов, чему были получены значительные доказательст- 
ва. Широко распространенная модель, принятая в на-
стоящее время, основывается на гипотезах Шеффера 
(Schäffer) [20] и Де Мейтса и Виттакера (De Meyts and 
Whittaker’s) [21].

Согласно модели Шеффера инсулин первоначаль-
но взаимодействует с двумя мономерами IR путем 
объединения с сайтами 1 и 2’ (рисунок 1).

Эта модель дала объяснение возможности свя-
зывания второй молекулы инсулина с сайтом 2 и 
третьей – с сайтом 1’. Однако эта модель не дала убе-
дительного объяснения явлению отрицательной ко-
оперативности. Эта проблема была преодолена Де 
Мейтсом и Виттакером [21] благодаря их альтерна-
тивной теории высокоаффинного взаимодействия 
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между участками 1 и 2’ в одном положении, вызы-
вающего конформационные изменения, влияющие 
на соответствующие участки 1’ и 2, где вторая мо-
лекула инсулина может связываться с более низким 
сродством. 

Современная модель связывания инсулина со-
стоит в том, что каждая цепь в IR-димере содержит два 
инсулинсвязывающих кармана: участки 1 и 2 на одной 
цепи и участки 1’ и 2’ на другой. Связывание инсулина с 
одним из карманов описывается как «низкоаффинное 
связывание», тогда как сшивка участков 1 и 2’ или 2 и 1’ 
одной молекулой инсулина ответственна за «высоко-
аффинное связывание» [22–23]. В связи с этим для из-
учения кинетики взаимодействия инсулина и рецеп-
тора была выбрана модель «two state».

СРАВНЕНИЕ КИНЕТИКИ  
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ С РЕЦЕПТОРОМ  
РОСИНСУЛИНА Р® И ИНСУЛИНА  
ХУМУЛИН® РЕГУЛЯР

На рисунках 2 и 3 представлены типичные сен-
сограммы, полученные при изучении взаимодейст- 
вия Росинсулина Р® и инсулина Хумулин® Регуляр с 
рецептором. 

Характер взаимодействия субстанций с рецепто-
ром одинаков (рисунки 2 и 3): обе субстанции де-
монстрируют быструю ассоциацию с достижением 
равновесия уже в течение первых 20–30 секунд инъ-
екции инсулина. Фаза диссоциации также происходит 
быстро. При диссоциации ответ (RU) полностью не воз-
вращается к исходному уровню. 

В таблицах 1 и 2 представлены значения констант 
ассоциации, диссоциации и равновесной константы 
диссоциации, полученные при обсчете кинетики вза- 
имодействия Росинсулина Р® и инсулина Хумулин® Ре-
гуляр с рецептором.

Средние значения равновесных констант дис-
социации для Росинсулина Р® и инсулина Хумулин® 
Регуляр составляют: KD=(5,79±1,31)×10-7 M и KD= 
=(4,37±0,41)×10-7 M соответственно. Сравнение значе-
ний равновесных констант диссоциации для указан-
ных субстанций с использованием t-теста выявило, что 
их различие статистически незначимо.

Рисунок 1. Возможные сайты для связывания инсулина на ин-
сулиновом рецепторе: 1, 2, 1’ и 2’ (сайты 1 и 2 – от одного моно-
мера, а 1’ и 2’ – от другого)

Рисунок 2. Сенсограмма, полученная при взаимодействии Росинсулина Р® (в концентрациях 156–2500 нМ) с иммобилизованным 
рецептором

Рисунок 3. Сенсограмма, полученная при взаимодействии инсулина Хумулин® Регуляр (в концентрациях 156–2500 нМ) с иммоби-
лизованным рецептором
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Таблица 1. 

Значения констант ассоциации, диссоциации  
и равновесной константы диссоциации, полученные  

при обсчете кинетики взаимодействия Росинсулина Р®  
с рецептором
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8,03×105 2,39×10-1 2,97×10-7 5,80×10-4 9,11×10-4 1,75
6,06×105 2,51×10-1 4,14×10-7 5,62×10-4 5,92×10-4 1,73
2,81×105 2,22×10-1 7,87×10-7 1,33×10-3 1,02×10-3 2,33
3,12×105 2,55×10-1 8,18×10-7 1,56×10-3 8,34×10-4 3,42

Таблица 2. 

Значения констант ассоциации, диссоциации  
и равновесной константы диссоциации, полученные  

при обсчете кинетики взаимодействия инсулина  
Хумулин® Регуляр с рецептором
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4,47×105 1,80×10-1 4,30×10-7 7,53×10-4 4,27×10-4 1,29
1,25×106 4,09×10-1 3,27×10-7 5,11×10-3 1,70×10-2 1,61
1,41×105 7,16×10-1 5,09×10-7 6,84×10-3 1,87×10-2 1,46
1,38×106 6,70×10-1 4,85×10-7 1,02×10-2 2,51×10-2 1,08

СРАВНЕНИЕ КИНЕТИКИ  
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ С РЕЦЕПТОРОМ 
РОСИНСУЛИНА АСПАРТ Р®  
И ИНСУЛИНА НОВОРАПИД® 
ПЕНФИЛЛ®

На рисунках 4 и 5 представлены типичные сенсо-
граммы, полученные при изучении взаимодействия 
Росинсулина аспарт Р® и инсулина НовоРапид® Пен-
филл® с рецептором. 

При взаимодействии данных субстанций с рецеп-
тором наблюдалась быстрая фаза ассоциации. Равно-
весие достигалось уже через 20 секунд инъекции ин-
сулина. Фаза диссоциации также происходит быстро, 
без полного возвращения ответа (RU) к исходному 
уровню (рисунки 4 и 5). 

В таблицах 3 и 4 представлены значения констант 
ассоциации, диссоциации и равновесной константы 
диссоциации, полученные при обсчете кинетики взаи-
модействия Росинсулина аспарт Р® и инсулина Ново-
Рапид® Пенфилл® с рецептором.

Согласно результатам, полученным по модели 
«two states», субстанция Росинсулин аспарт P® харак-
теризовалась значением KD (4,10±0,50)×10-7 М. Суб-
станция инсулин НовоРапид® Пенфилл® характери-
зовалась значением KD (4,57±0,17)×10-7 М. Сравнение 
значений равновесных констант диссоциации для ука-
занных субстанций с использованием t-теста выявило, 
что их различие статистически незначимо.

Рисунок 4. Сенсограмма, полученная при взаимодействии Росинсулина аспарт Р® (в концентрациях 156–2500 нМ) с иммобилизо-
ванным рецептором

Рисунок 5. Сенсограмма, полученная при взаимодействии инсулина НовоРапид® Пенфилл® (в концентрациях 156–2500 нМ) с им-
мобилизованным рецептором
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Таблица 3. 
Значения констант ассоциации, диссоциации  

и равновесной константы диссоциации, полученные  
при обсчете кинетики взаимодействия Росинсулина аспарт Р®  

с рецептором
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7,30×105 3,05×10-1 4,18×10-7 2,07×10-14 1,75×10-5 5,12
3,37×105 1,70×10-1 5,04×10-7 1,13×10-3 7,35×10-4 8,61
7,49×105 3,35×10-1 4,48×10-7 6,14×10-4 1,42×10-14 5,65
2,93×105 7,89×10-2 2,69×10-7 2,34×10-4 1,57 6,96

Таблица 4. 
Значения констант ассоциации, диссоциации  

и равновесной константы диссоциации, полученные  
при обсчете кинетики взаимодействия инсулина  

НовоРапид® Пенфилл® с рецептором
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4,58×105 1,99×10-1 4,34×10-7 1,07×10-3 1,03×10-3 1,89
1,20×106 5,76×10-1 4,79×10-7 2,42×10-2 3,52×10-2 4,55
4,15×105 1,75×10-1 4,22×10-7 5,55×10-4 6,41×10-4 1,87
8,78×104 4,33×10-2 4,93×10-7 8,54×10-4 4,34×10-4 2,88

СРАВНЕНИЕ КИНЕТИКИ  
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ С РЕЦЕПТОРОМ  
РОСИНСУЛИНА ГЛАРГИН®  
И ИНСУЛИНА ЛАНТУС® СОЛОСТАР®

На рисунках 6 и 7 представлены типичные сенсо-
граммы, полученные при изучении взаимодействия 
Росинсулина гларгин® и инсулина Лантус® СолоСтар® с 
рецептором. 

Взаимодействие Росинсулина гларгин® и инсу-
лина Лантус® СолоСтар® с рецептором демонстриру-
ет быструю ассоциацию с достижением равновесия 
уже в течение первых 20 секунд инъекции инсулина. 
Фаза диссоциации также происходит быстро. В отли-
чие от инсулина Лантус® СолоСтар® в случае Росин-
сулина гларгин® при диссоциации ответ (RU) полнос- 
тью не возвращается к исходному уровню (рисунки 
6 и 7). 

В таблицах 5 и 6 представлены значения констант 
ассоциации, диссоциации и равновесной константы 
диссоциации, полученные при обсчете кинетики взаи-
модействия Росинсулина гларгин® и инсулина Лантус® 
СолоСтар® с рецептором.

Согласно полученным результатам субстан-
ция Росинсулин гларгин® характеризовалась зна-
чением KD (12,63±2,76)×10-7 М. Субстанция инсулин 

Рисунок 6. Сенсограмма, полученная при взаимодействии Росинсулина гларгин® (в концентрациях 156–2500 нМ) с иммобилизо-
ванным рецептором

Рисунок 7. Сенсограмма, полученная при взаимодействии инсулина Лантус® СолоСтар® (в концентрациях 156–2500 нМ) с иммоби-
лизованным рецептором
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Лантус® СолоСтар® характеризовалась значением  
KD (13,23±2,22)×10-7 М. Сравнение значений равновес-
ных констант диссоциации для указанных субстанций 
с использованием t-теста выявило, что их различие 
статистически незначимо.

Таблица 5. 

Значения констант ассоциации, диссоциации  
и равновесной константы диссоциации, полученные  

при обсчете кинетики взаимодействия Росинсулина гларгин®  
с рецептором
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9,20×104 1,79×10-1 19,5×10-7 1,13×10-3 6,89×10-4 1,72

1,40×105 1,87×10-1 13,4×10-7 6,31×10-4 1,37×10-3 1,93

1,22×105 1,40×10-1 11,5×10-7 3,82×10-4 1,58×10-3 4,72

2,82×105 1,72×10-1 6,10×10-7 3,27×10-4 3,30×10-11 1,90

Таблица 6. 

Значения констант ассоциации, диссоциации  
и равновесной константы диссоциации, полученные  

при обсчете кинетики взаимодействия инсулина  
Лантус® СолоСтар® с рецептором

Ко
нс

та
нт

а 
ас

со
ци

ац
ии

 1
,

K
a1

, 1
/M

s

Ко
нс

та
нт

а 
ди

сс
оц

иа
ци

и 
1,

 K
d1

, 1
/s

Ра
вн

ов
ес

на
я 

ко
нс

та
нт

а 
ди

сс
оц

иа
ци

и,
K

D
, M

Ко
нс

та
нт

а 
ас

со
ци

ац
ии

 2
,

K
a2

, 1
/M

s

Ко
нс

та
нт

а 
ди

сс
оц

иа
ци

и 
2,

 
K

d2
, 1

/s

χ2

4,84×105 6,81×10-1 14,10×10-7 1,57×10-2 3,58×10-2 1,83

2,03×105 2,39×10-1 11,80×10-7 5,25×10-4 2,55×10-3 2,25

3,70×105 3,04×10-1 8,21×10-7 3,22×10-15 1,16×10-5 2,22

9,03×105 1,70 18,88×10-7 9,58×10-3 2,24×10-2 3,81

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами впервые была проведена работа по оцен-

ке кинетики взаимодействия инсулина с рецептором 
методом поверхностного плазмонного резонанса в 
реальном времени с целью подтверждения биоана-
логичности новых субстанций существующим на рын-
ке. По результатам проведенных исследований можно 
сделать вывод, что при сравнении характера кривых 
кинетики взаимодействия и рассчитанных равновес-
ных констант диссоциации, определенных методом 
поверхностного плазмонного резонанса, статистичес- 
ки значимые различия между потенциально биоана-
логичными субстанциями инсулина и соответствую-
щими им по времени воздействия субстанциями, вхо-
дящими в состав зарегистрированных лекарственных 
препаратов, отсутствуют.
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ И РАДИАЦИОННАЯ БЕЗОПАСНОСТЬ 
ЛЕКАРСТВЕННОГО РАСТИТЕЛЬНОГО СЫРЬЯ 
ПОДОРОЖНИКА БОЛЬШОГО, СОБРАННОГО  
В ЦЕНТРАЛЬНОМ ЧЕРНОЗЕМЬЕ

Н. А. Дьякова1*

Резюме. Изучено накопление естественных и искусственных радионуклидов, а также биологически активных веществ в листьях 
подорожника большого, собранного на территории Воронежской области в естественных биогеоценозах, испытывающих на 
себе различное антропогенное воздействие. Результаты исследования отобранных образцов листьев подорожника большого 
показывают в целом экологически благополучное состояние изучаемого лекарственного растительного сырья. Все образцы 
удовлетворяют требованиям действующей нормативной документации по содержанию радионуклидов и водорастворимых 
полисахаридов. Выявлено, что изучаемые радионуклиды в имеющейся в сырье концентрации не оказали влияния на накопле-
ние водорастворимых полисахаридов в листьях подорожника большого.

Ключевые слова: Центральное Черноземье, подорожник большой, радионуклиды, водорастворимые полисахариды.

EFFICIENCY AND RADIATIVE SAFETY OF MEDICINAL VEGETABLE RAW MATERIALS OF THE PLANTAIN BIG,  
COLLECTED IN THE CENTRAL BLACK EARTH

N. A. Dyakova1*

Abstract. Accumulation of natural and artificial radionuclides and also biologically active agents in leaves of a plantain big, collected 
in the territory of the Voronezh region in the natural biogeocenoses which are influenced various anthropogenic influence is studied. 
Results of a research of the selected samples of leaves of a plantain big show, in general, ecologically safe condition of the studied 
medicinal vegetable raw materials. All samples meet requirements of the existing standard documentation on the maintenance of 
radionuclides and water-soluble polysaccharides. It is taped that the studied radionuclides in the concentration which is available in 
raw materials didn't exert impact on accumulation of water-soluble polysaccharides in leaves of a plantain big.

Keywords: Central Black Earth, plantain big, radionuclides, water-soluble polysaccharides.
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РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
Большая часть заготовок лекарственного 

растительного сырья сосредоточена в Централь-
ном Черноземье. Освоение минеральных ресур-
сов, интенсивные технологии в сельском хозяй-
стве, связанные с использованием пестицидов, 
последствия Чернобыльской трагедии – все эти 
факторы резко обострили проблему обеспече-
ния медицинской и фармацевтической промыш-
ленности растительным сырьем в полном объе-
ме и ассортименте. Загрязненное лекарственное 
растительное сырье и фитопрепараты, получен-
ные из него, являются одним из источников по-
ступления поллютантов в организм человека [1, 
2]. Одними из наиболее опасных загрязнителей 
биосферы в настоящее время считаются ради-
онуклиды в силу их способности к миграции по 
биологическим цепям [3]. 

Целью исследования являлось изучение на-
копления естественных и искусственных ра-
дионуклидов, а также биологически активных 
веществ в листьях подорожника большого, со-
бранного на территории Воронежской области в 
естественных биогеоценозах, испытывающих на 
себе различное антропогенное воздействие. Ак-
туальность данного исследования заключается в 
научной оценке влияния экотоксикантов на жи-
вые организмы вообще и на лекарственное рас-
тительное сырье в частности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Выбор исследуемых районов обусловлен ха-

рактером специфического антропогенного воз-
действия на него (рисунок 1): химические пред-
приятия ООО «Воронежский Гипрокаучук» (28), 
ОАО  «Минудобрения» (23), ООО «Бормаш» (24); 
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теплоэлектроцентраль «ВОГРЭС» (27), Нововоронежс- 
кая атомная электростанция (АЭС) (8), Воронежский 
аэропорт (30), улица города (улица Ленинградская) (31), 
высоковольтные линии электропередач (ВЛЭ) (9), Во-
ронежское водохранилище (29), малые города с раз-
витой легкой промышленностью [Калач (26), Борисо-
глебск (25)], зона предполагаемой добычи никеля (4), 
зоны активной сельскохозяйственной деятельности 
[Лискинский (10), Ольховатский (11), Подгоренский (12), 
Петропавловский (13), Грибановский (14), Хохольский 
(15), Новохоперский (16), Репьевский (17), Воробьевс- 
кий (18), Панинский (19), Эртильский (20), Верхнехавс- 
кий (21), Россошанский (22) районы], зоны, подверг-
шиеся радионуклидному загрязнению в результате 
аварии на Чернобыльской АЭС [Нижнедевицкий (5), 
Острогожский (6), Семилукский (7) районы] и в качест- 
ве сравнения – заповедная зона [Воронежский био-
сферный заповедник (1), Хоперский государственный 
природный заповедник в Новохоперском (2) и в Бори-
соглебском районах (3)]. Кроме того, большое внима-
ние уделено лекарственному растительному сырью, 
произрастающему вблизи автомобильных и железных 
дорог. Рассматривались разные природные зоны: лес-
ная зона [Рамонский район (32)], лесостепь [Аннинский 
район (33)], степь [Павловский район (34)], где имеют-
ся крупные транспортные развязки трассы М4 «Дон», 
А144 Курск – Саратов. Также рассмотрены нескорост-
ная автомобильная дорога [Богучарский район (35)] и 
железная дорога [Рамонский район (36)]. 

В качестве объекта исследования решено было 
использовать листья подорожника большого (Plantago 
major L.) – лекарственного растительного сырья, со-
бираемого, как правило, от дикорастущих организ-
мов, являющихся характерными представителями 
как естественных растительных сообществ, так и ур-
банофлоры. Водорастворимые полисахариды (ВРПС) 

являются основной группой биологически активных 
веществ в листьях подорожника большого и облада-
ют противовоспалительным, болеутоляющим, рано-
заживляющим, отхаркивающим, антисептическим, им-
муностимулирующим, мочегонным действием [4, 5].

Анализ образцов почв и лекарственного расти-
тельного сырья проводили на спектрометре-радио-
метре гамма-, бета- и аль-
фа-излучения МКГБ-01 
«РАДЭК» (ООО  «НТЦ «Ра-
дэк», Россия) с прог- 
раммным обеспечением 
ASW [6]. Взвешивание осу-
ществляли с точностью 
до 0,0001 г на аналитичес- 
ких весах A&D GH-202 
(AND, Япония). Проводи-
ли определение основных 
(долгоживущих) искусст- 
венных радионуклидов 
(стронций-90, цезий-137) и 
часто встречаемых в при-
роде естественных радио- 
нуклидов (калий-40, то-
рий-232, радий-226). 

Содержание ВРПС определяли по экспрессной 
гравиметрической методике с применением ультра-
звуковой ванны «Град 40-35» («Град-Технолоджи», Рос-
сия) для ускорения процесса экстракции [7]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Результаты исследований отобранных образцов 

лекарственного растительного сырья на содержание 
радионуклидов и ВРПС приведены в таблице 1.

Результаты исследования отобранных образцов 
листьев подорожника большого показывают в целом 
экологически благополучное состояние изучаемо-
го лекарственного растительного сырья. Все образ-
цы удовлетворяют требованиям действующей норма-
тивной документации по содержанию искусственных 
радионуклидов. Нормирование в лекарственном 
растительном сырье природных радионуклидов в на-
стоящее время отсутствует. Из таблицы 1 видно, что 
в большей степени листьями подорожника большо-
го накапливается цезий-137 и калий-40. При этом ак-
тивность радионуклидов варьирует: для цезия-137 они 
составляют от 54,1 до 163,1 Бк/кг, а для калия-40 – от 
416 до 1197 Бк/кг. Поведение цезия-137 и, конечно, ка-
лия-40 при переходе из почвы в растения обычно свя-
зывают с поведением обменного калия. Основанием 
для этого является тот факт, что растения, которые со-
держат больше калия, обычно накапливают больше 
цезия-137. Калий-40 же накапливается в растениях ана-
логично его нерадиоактивным изотопам и в концент- 
рациях, прямо пропорциональных концентрациям в 
природе. Цезий и калий – элементы одной группы пе-
риодической системы элементов, а потому механиз-

Рисунок 1. Карта отбора образцов почв и лекарственного рас-
тительного сырья (обозначения расшифрованы в тексте)

Аналитические весы A&D 
GH-202

СЕКЦИЯ:   Контроль качества лекарственного растительного сырья
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мы захвата из почвы и транспортировки в тканях рас-
тения ничем не отличаются. Распределение цезия-137 
по отдельным органам и передвижение его внутри 
растения тесно связано с калием, в частности с ка- 
лием-40 [8, 9].

Таблица 1.

Содержание радионуклидов и ВРПС  
в изучаемых образцах 

№
 п

/п

Район сбора

Активность 
радионуклидов, Бк/кг

Со
де

рж
ан

ие
 В

РП
С,

 
%

Ст
ро

нц
ий

-9
0

Ц
ез

ий
-1

37

То
ри

й
-2

32

Ка
ли

й
-4

0

Ра
ди

й
-2

26

1.
Воронежский 
биосферный заповедник

6,4 115,9 12,4 416 4,8 24,1

2. Хоперский заповедник 6,0 77,3 11,7 539 4,2 23,5

3.
Борисоглебский район 
(Губари)

6,1 63,9 14,3 606 3,9 24,5

4. Елань-Колено 5,8 69,9 10,8 682 7,3 20,4

5. Нижнедевицк 10,4 123,3 9,8 689 8,6 18,4

6. Острогожск 7,8 128,1 11,7 853 8,9 19,1

7. Семилуки 8,9 163,1 9,3 716 10,1 17,9

8. Нововоронеж 5,4 136,8 14,7 635 9,2 18,3

9.
Воронеж – Нововоронеж 
(ВЛЭ)

7,6 153,7 15,4 614 9,6 14,3

10. Лискинский район 4,8 129,6 12,3 556 8,3 20,1

11. Ольховатский район 5,9 136,1 13,0 718 8,4 19,0

12. Подгоренский район 7,2 118,9 14,2 831 8,3 16,3

13. Петропавловский район 6,3 79,5 14,5 854 8,7 17,5

14. Грибановский район 6,4 61,3 17,4 704 10,2 16,9

15. Хохольский район 7,8 142,9 16,5 918 10,1 17,0

16. Новохоперский район 6,8 63,1 17,1 679 10,6 18,3

17. Репьевский район 8,2 138,6 18,4 751 8,7 17,2

18. Воробьевский район 5,3 64,3 19,5 653 8,2 18,0

19. Панинский район 8,4 89,5 12,6 689 8,7 16,8

20. Верхнехавский район 8,7 115,4 18,4 911 8,2 19,8

21. Эртиль 8,9 81,2 13,3 937 9,3 20,2

22. Россошанский район 7,2 105,7 16,5 983 8,0 15,7

23.
Россошь (химическое 
предприятие ОАО 
«Минудобрения»)

7,1 117,4 13,9 861 8,1 13,9

24. Поворино 6,5 65,3 14,2 499 9,0 14,7

25. Борисоглебск 6,7 54,1 12,1 673 7,6 18,4

26. Калач 7,5 59,8 11,7 835 7,3 19,5

27.
Вблизи 
теплоэлектроцентрали 
«ВОГРЭС»

7,2 167,3 20,6 1072 10,2 19,1

28.

Вблизи химического 
предприятия по 
производству 
синтетического каучука 
ООО «Сибур»

7,4 157,6 18,5 1157 10,1 18,7

№
 п

/п

Район сбора

Активность 
радионуклидов, Бк/кг

Со
де

рж
ан

ие
 В

РП
С,

 
%

Ст
ро

нц
ий

-9
0

Ц
ез

ий
-1

37

То
ри

й
-2

32

Ка
ли

й
-4

0

Ра
ди

й
-2

26

29.
Вдоль низовья 
Воронежского 
водохранилища

8,3 140,6 17,3 1116 9,8 20,2

30
Вблизи Воронежского 
аэропорта

6,2 89,1 16,4 531 7,4 16,4

31. Улица города 9,3 146,3 11,5 1197 9,3 17,6

32.
Вдоль трассы М4 
(Рамонский район)

7,2 97,6 10,6 534 7,0 12,4

33. Вдоль трассы А144 (Анна) 5,4 116,8 13,7 678 4,5 12,9

34.
Вдоль трассы М4 
(Павловск)

6,7 103,4 9,7 511 6,5 15,3

35.
Вдоль нескоростной 
автомобильной дороги 
(Богучар)

5,9 57,1 9,6 609 8,4 16,4

36.
Вдоль железной дороги 
(Рамонский район)

7,7 98,4 11,1 497 7,2 15,5

Среднее для Воронежской 
области

7,1 106,6 14,0 742 8,2 18,0

ПДК [3] 200 400 – – –
Не 

менее 
12

Чувствительность водорастворимых полисахари-
дов листьев подорожника большого к антропогенно-
му воздействию в условиях нашего эксперимента оце-
нивается как низкая. Содержание водорастворимых 
полисахаридов в листьях растений, произрастающих 
в местах наиболее сильного антропогенного воз-
действия, несильно отличается от содержания водо-
растворимых полисахаридов в растениях, отобранных 
в экологически благополучных зонах. При этом все 
образцы оказались соответствующими требованиям 
нормативной документации.

Для детального анализа влияния содержания в 
растениях радионуклидов на накопление биологи-
чески активных веществ были рассчитаны коэффици-
енты корреляции (таблица 2) [10].

Таблица 2.

Коэффициенты корреляции между содержанием  
радионуклидов и ВРПС в листьях подорожника большого

Коэффициенты корреляции 

Стронций-90 Цезий-137 Торий-232 Калий-40 Радий-226

–0,07 –0,10 0,00 0,01 -0,31

По данным таблицы 2 можно судить об отсутствии 
влияния изучаемых радионуклидов на накопление 
ВРПС в листьях подорожника большого. Вероятно, это 
связано с низким содержанием радионуклидов в сы-
рье, при котором никаких биохимических нарушений 
в растении не происходит.

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследования отобранных образцов 

листьев подорожника большого показывают в целом 
экологически благополучное состояние изучаемого 
лекарственного растительного сырья. На накопление 
ВРПС листьев подорожника большого определяемые 
искусственные и природные радионуклиды выражен-
ного влияния не оказали: образцы, собранные в эко-
логически благоприятных зонах, мало отличаются по 
количественному содержанию ВРПС от образцов ур-
банофлоры и синантропной растительности. Это го-
ворит об устойчивости данной группы биологически 
активных веществ к антропогенным влияниям, в част-
ности к радиологическому воздействию. Дальнейшие 
исследования предполагается направить на изучение 
воздействия радионуклидов на накопление в разных 
видах лекарственного растительного сырья моносаха-
ридов, флавоноидов и эфирных масел.
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ИЗУЧЕНИЕ САПОНИНОВ КОРНЕЙ  
СОЛОМОЦВЕТА ДВУЗУБОГО

Т. Н. Нгуен1*, М. Г. Ожигова1

Резюме. Приведено исследование сапонинов корней соломоцвета двузубого (Achyranthes bidentata Blume) семейства амаран-
товых (Amaranthaceae), собранного во Вьетнаме. Соломоцвет двузубый – тропическое растение из семейства амарантовых, яв-
ляющееся очень популярным лекарственным растением в Азии. В корнях соломоцвета двузубого обнаружен комплекс биоло-
гически активных веществ (БАВ), в который входят сапонины, экдистероиды, полисахариды, алкалоиды и кумарины. В данной 
работе приведены качественный и количественный анализы сапонинов корней соломоцвета. В результате проведенных ис-
следований установлено, что в корнях содержатся как минимум три сапонина преимущественно тритерпеновой группы, явля-
ющиеся производными олеаноловой кислоты. Методом спектрофотометрического анализа продуктов, полученных в резуль-
тате реакции сапонинов с кислотой серной концентрированной, определено количественное содержание суммы сапонинов в 
пересчете на олеаноловую кислоту, которое составило 2,76±0,04%.

Ключевые слова: соломоцвет двузубый, корень, сапонины, олеаноловая кислота.

STUDY OF SAPONINS IN ROOTS OF ACHYRANTHES BIDENTATA BLUME

T. N. Nguyen1*, M. G. Ozhigova1

Abstract. To study saponins from the roots of Achyranthes bidentata Blume (Amaranthaceae) were collected in Vietnam. Achyranthes 
bidentata is a tropical plant in the Amaranthaceae family, which is the most popularmedicinal plant in Asia. A complex of biologically 
active substances (BAS) was found in the roots of Achyranthes bidentata Blume that included saponins, ecdysteroids, polysaccharides, 
alkaloids, and coumarins. In this study, qualitative and quantitative analysis of saponins of Achyranthes roots was carried out. As a 
result of the studies, it was found that the roots contain at least three saponins predominantly triterpene group, which are derivatives 
of oleanolic acid. By spectrophotometric analysis of productsobtained as a result of the reaction of saponins with concentrated sulfuric 
acid, the quantity of the content of saponins was defined, equivalent to oleanolic acid is equaled 2,76±0,04%.

Keywords: Achyranthes bidentata, root, saponin, oleanolic acid.

УДК 615.32; 615.07; 582

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
Соломоцвет двузубый – многолетнее травя-

нистое растение, широко распространенное в 
восточноазиатских странах – Японии, Китае, Вьет-
наме и Малаккском архипелаге. В России встреча-
ется на Дальнем Востоке, в Уссурийском крае [1]. 

Соломоцвет двузубый в качестве лекарства 
с древности используется в азиатской народ-
ной медицине для лечения различных заболева-
ний благодаря своим противовоспалительным, 
гипотензивным, диуретическим свойствам. Со-
временными исследователями установлено, что 
соломоцвет двузубый обладает многими видами 
фармакологической активности – противовоспа-
лительной, антибактериальной, иммуномодули-
рующей, антиоксидантной, антиостеопорозной, 
нейропротекторной и др. [2–6]. Водный экст- 
ракт А. bidentata ускоряет регенерацию нервов 
после травмы у кроликов. Фракцию полисахари-

дов A. bidentata возможно использовать в ка-
честве нейропротектора для лечения поврежде-
ний периферических нервов [2]. Экстракт корня 
А. bidentata эффективно предотвращает потери 
костной массы у крыс с удаленными яичниками и 
проявляет выраженный терапевтический эффект 
при лечении остеопороза [3]. Спиртовые экстрак-
ты из различных частей A. bidentata обладают вы-
сокой антибактериальной активностью и исполь-
зуются в качестве антибактериального средства, 
обладающего узким спектром активности [4]. По-
лисахариды корней активируют иммунную сис- 
тему у старых мышей и крыс, обладают общеу-
крепляющим и тонизирующим действием  [5]. Со-
ломоцвет снижает содержание холестерина в 
крови, увеличивает тонус матки, замедляет ритм 
сердечных сокращений [6]. 

Во Вьетнаме соломоцвет двузубый включен 
в Государственную фармакопею IV издания [7]. 
Лекарственные препараты из этого растения наз- 
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начают при артритах, гипертонической болезни, ате-
росклерозе, мочекаменной болезни, гематурии, аме-
норее, воспалении слюнных желез, ларингитах [6, 8]. В 
китайской медицине корни этого растения применяют 
в качестве средства, восстанавливающего силы, а так-
же как диуретическое, кровоостанавливающее, проти-
вопростудное средство. Используют как противоядие, 
наружно при заболеваниях кожи и ногтей. В Корее ле-
карства из корня этого растения используют при вос-
палительных процессах мочевого пузыря и уретры. В 
Японии отвары из корней A. bidentata применяют при 
артритах, ларингитах, гипертонии и атеросклерозе [8].

Корень соломоцвета двузубого содержит комп- 
лекс биологически активных соединений, таких как са-
понины, экдистероиды, полисахариды, алкалоиды и 
кумарины [8, 9]. 

Противовоспалительное, противоревматическое, 
диуретическое и особенно гипотензивное фармаколо-
гическое действие связывают с наличием тритерпено-
вых сапонинов [10].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлись корни соло-

моцвета двузубого, приобретенные в аптечной сети 
г. Ханой (Вьетнам), выпущенные в пачках фирмой VIET 
MEC (серия № 150, год сбора 2016).

Для определения наличия тритерпеновых сапони-
нов готовили водное и спиртоводное извлечение [11]. 

Методика: 1,0 г воздушно-сухого измельченно-
го сырья помещают в колбу объемом 50 мл, заливают 
10 мл экстрагента и нагревают с обратным холодиль-
ником на кипящей водяной бане в течение 15 мин. Пос- 
ле извлечение охлаждают под струей холодной воды и 
фильтруют через бумажный фильтр «красная лента» в 
коническую колбу объемом 50 мл. 

Наличие тритерпеновых соединений определяли 
в водных извлечениях с помощью реакции пенообра-
зования [11].

Методика. Берут две пробирки с водным извле-
чением, в одну добавляют 5 мл раствора кислоты хло-
ристоводородной 0,1 моль/л, в другую – 5 мл раствора 
натрия гидроксида 0,1 моль/л и сильно встряхивают. 
При наличии в сырье тритерпеновых сапонинов в обе-
их пробирках образуется пена, равная по объему и 
устойчивости. Если сырье содержит сапонины стеро-
идной группы, то в среде щелочи образуется пена, в 
несколько раз большая по объему и устойчивости [11].

Для подтверждения наличия тритерпеновых са-
понинов, а также их агликонов осуществляли тонкос-
лойную хроматографию на пластинках Sorbfil в различ-
ных системах растворителей: хлороформ – этилацетат 
(9:1), бензол – ацетон (3:1), н-бутанол – этанол – раствор 
аммиака 25% (7:2:5) [12]. 

Методика получения извлечения сапонинов. 
Извлечение биологически активных соединений из 
сырья получали с использованием в качестве экстра-
гента спирта этилового 70% [11].

Для определения агликонов сапонинов осуществ- 
ляли гидролиз полученного выше извлечения: отби-
рали аликвоту объемом 5 мл и выпаривали под ваку-
умом досуха. Сухой остаток растворяли в 10 мл смеси 
для гидролиза. Смесь растворителей для гидролиза 
готовили, используя кислоту ледяную уксусную, кис-
лоту хлористоводородную концентрированную, воду 
очищенную; для этого компоненты смешивали, соблю-
дая соотношение объёмов (3,5:1:5,5), затем помещали в 
круглодонную колбу для гидролиза и нагревали на во-
дяной бане в течение 2 ч с момента закипания бани. 
Затем гидролизную смесь разбавляли водой очищен-
ной в соотношении 1:2, выпавший осадок отделяли 
фильтрованием через плотный бумажный фильтр «зе-
ленная лента». Осадок на фильтре промывали водой 
очищенной, растворяли в 25 мл горячего спирта эти-
лового 95%. После хроматографирования пластинки 
обрабатывали раствором кислоты серной 20%, высу-
шивали в сушильном шкафу в течение 10 мин при тем-
пературе 100–105 °С. При этом на хроматографической 
пластинке проявлялись пятна фиолетового цвета.

В качестве свидетеля использовали стандарт-
ный образец (СО) кислоты олеаноловой (AK Scientific,  
США). 

Определение содержания суммы тритерпено-
вых сапонинов в пересчете на олеаноловую кислоту 
проводили по методике, основанной на способнос- 
ти поглощения продуктами реакции тритерпеновых 
сапонинов с концентрированной серной кислотой в 
УФ-части спектра. В результате этой реакции тритер-
пеноиды протонируются по двойной связи с образова-
нием карбокатиона в положении С-28 с последующей 
лактонизацией. При этом наблюдается характерный 
максимум поглощения при 310 нм [13].

Методика. Около 1,0 г измельченного воздушно-
сухого сырья корней соломоцвета двузубого трехкрат-
но экстрагируют спиртом этиловым 70% порциями по 
15 мл по 1 часу на кипящей водяной бане с обратным 
холодильником в круглодонной колбе объемом 50 мл. 
Полученные извлечения фильтруют через бумажный 
фильтр «красная лента» и объединяют в мерную кол-
бу объемом 50 мл, недостающий объем восполня-
ют экстрагентом (раствор А). Далее из полученного 
извлечения отбирают аликвоту объемом 5 мл и выпа-
ривают под вакуумом досуха. Гидролиз проводят по 
методике, описанной выше. Осадок на фильтре про-
мывают очищенной водой, растворяют в 25 мл спирта 
этилового 95% и помещают в мерную колбу объемом 
25 мл (раствор Б).
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К 1 мл полученного раствора прибавляют 4 мл 
кислоты серной концентрированной, выдерживают 
10 мин и определяют оптическую плотность на спект- 
рофотометре Shimadzu UV-1240 в кюветах с толщиной 
поглощающего слоя 10 мм в области 220–450 нм. Раст- 
вор сравнения – кислота серная концентрированная. 

Параллельно определяют оптическую плотность 
стандартного раствора олеаноловой кислоты в анало-
гичных условиях проведения эксперимента.

Приготовление раствора СО олеаноловой кисло-
ты. Около 0,0052 г (точная навеска) СО кислоты олеано-
ловой переносят в мерную колбу вместимостью 50 мл, 
растворяют в спирте этиловом 95% и доводят объем 
раствора до метки тем же растворителем.

Расчет содержания суммы сапонинов в корнях со-
ломоцвета двузубого в пересчете на олеаноловую кис-
лоту проводят по формуле:
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x

x

A m
X

A m W
⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅

=
⋅ ⋅ ⋅ ⋅ −

где Аx – оптическая плотность исследуемого раствора; 
A0 – оптическая плотность раствора СО олеаноловой 
кислоты; m0 – масса СО олеаноловой кислоты в г; mх – 
масса сырья в г; W – потеря в массе сырья при высуши-
вании (5,88%).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате реакции пенообразования получен-

ного извлечения с растворами гидроксида натрия и 
хлористоводородной кислотой в обеих пробирках об-

разуется пена, равная по 
объему и устойчивости, что 
свидетельствует о наличии 
в корнях соломоцвета дву-
зубого сапонинов преиму-
щественно тритерпеновой 
структуры [11].

В результате проведе-
ния хроматографии в тон-
ком слое сорбента наи-
более четкое разделение 
пятен сапонинов наблюда-
лось в системе раствори-
телей н-бутанол – этанол – 
раствор аммиака 25% (7:2:5) 
(рисунок 1). После детек-
ции хроматограмм спирто-
водного извлечения про-
являлось 4 пятна: одно 
коричневого и три фиоле-
тового цвета со значения-
ми Rf 0,44±0,01; 0,57±0,02; 
0,78±0,01; 0,90±0,01. Извле-
чение после гидролиза на 

хроматограмме проявлялось в виде одного пятна, со-
впадающего со стандартом олеаноловой кислоты по 
окраске (фиолетового цвета) и значению Rf (0,90±0,01), 
что позволяет предположить, что сапонины соломоц-
вета являются производными олеаноловой кислоты 
(таблица 1).

Таблица 1.

Результаты идентификации сапонинов корней  
соломоцвета двузубого методом ТСХ в системе  

н-бутанол – этанол – раствор аммиака 25% (7:2:5)  
до и после гидролиза

№ 
пятна

Rf

Цвет пятна после обработки 20% 
раствором серной кислоты и нагревания

Спиртовое 
извлечение

Спиртовое 
извлечение 

после 
гидролиза

СО кислоты 
олеаноловой

1 0,90±0,01 коричневый фиолетовый фиолетовый

2 0,78±0,01 фиолетовый – –

3 0,57±0,02 фиолетовый – –

4 0,44±0,01 фиолетовый – –

Количественное определение суммы сапонинов 
проводили по методике, основанной на способности к 
поглощению продуктами реакции тритерпеновых са-
понинов с концентрированной серной кислотой в УФ-
части спектра при 310 нм (рисунок 2) [12].

В результате статистической обработки данных 
четырех параллельных измерений установлено, что 
общее содержание сапонинов в корнях соломоцвета 
двузубого в пересчете на олеаноловую кислоту соста-
вило 2,76±0,04%. Относительная ошибка определения 
при доверительной вероятности 0,95 составила 1,27% 
(таблица 2).

Рисунок 1. ТСХ-анализ. Сис- 
тема: н-бутанол – этанол  – 
раствор аммиака 25% 
(7:2:5); пластинка Sorbfil, де-
текция – обработка раство-
ром кислоты серной 20% 
с последующим нагревом 
в течение 10 мин при тем-
пературе 100–105 °С. Обо-
значения: 1 – спиртовод-
ное извлечение корней; 
2  – спиртоводное извлече-
ние после гидролиза; 3 – СО 
кислоты олеаноловой

Рисунок 2. Спектры поглощения СО олеаноловой кислоты и са-
понинов в корнях соломоцвета двузубого.

1 – СО кислоты олеаноловой; 2 – сапонины в корнях соломо- 
цвета двузубого после гидролиза

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля
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Таблица 2.

Результаты количественного определения суммы  
тритерпеновых сапонинов в пересчете  

на олеаноловую кислоту

Xi(%) Xср–Xi (Xср–Xi)2 Метрологические 
характеристики

2,79 0,03 0,0009 Xср=2,76
S2=6,3 . 10-4

S=0,025
P=0,95

t(P,f)=2,78
Δx=0,04
Ε=1,27%

2,76 0 0

2,73 0,03 0,0009

2,75 0,01 0,0001

Xср= 2,76 ∑=0,0019

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведенных исследований уста-

новлено, что в корнях соломоцвета двузубого содер-
жатся сапонины преимущественно тритерпеновой 
группы. При хроматографировании спиртоводного из-
влечения из корней в тонком слое силикагеля в сис- 
теме растворителей н-бутанол – этанол – раствор ам-
миака 25% (7:2:5) после обработки раствором кисло-
ты серной 20% с последующим нагревом в течение 
10 мин при температуре 100–105 °С проявлялось 4 пят-
на: одно коричневого и три фиолетового цвета. После 
гидролиза в смеси кислоты ледяной уксусной, кисло-
ты хлористоводородной концентрированной и воды 
очищенной на хроматограмме в тех же условиях про-
являлось 1 пятно фиолетового цвета, совпадающее по 
окраске и значению Rf (0,90±0,01) со стандартом оле- 
аноловой кислоты. На основании этого можно сделать 
вывод о том, что в корнях соломоцвета содержатся как 
минимум три сапонина, производных олеаноловой 
кислоты.

Количественное содержание суммы тритерпено-
вых сапонинов в пересчете на олеаноловую кислоту 
проводили методом прямой спектрофотометрии по 
методике, основанной на способности к поглощению 
продуктами реакции тритерпеновых сапонинов с кон-
центрированной серной кислотой при длине волны 
310 нм. Содержание сапонинов в корнях соломоцве-
та составило 2,76±0,04% при относительной ошибке 
1,27% с доверительной вероятностью 0,95.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА  
МИНЕРАЛЬНОГО СОСТАВА ТРАВЫ  
КОТОВНИКА КОШАЧЬЕГО (NEPETA CATARIA L.)  
ИЗ РАЗНЫХ МЕСТ ПРОИЗРАСТАНИЯ

И. И. Тернинко1, Т. Х. И. Нгуен1*, Ю. Э. Генералова1

Резюме. Приведены результаты сравнительного изучения методом атомно-эмиссионной спектрометрии с индуктивно свя-
занной плазмой минерального состава травы котовника кошачьего (Nepeta сataria L.), произрастающего на территории 
Ленинградской и Белгородской областей. В траве котовника из Ленинградской и Белгородской областей обнаружено 16 и 18 
элементов соответственно с максимальным содержанием Ca, Mg, K, Fe и Al, которые можно рассматривать как основные мине-
ральные элементы данного растения. Накопление и распределение Cu, Mg, Na определено как дополнительный химический 
маркер для травы котовника. Полученные результаты позволяют рассматривать котовник кошачий в качестве потенциального 
источника минеральных элементов.

Ключевые слова: минеральный состав, котовник кошачий, почва.

COMPARATIVE STUDY OF MINERAL COMPOSITION OF CATNIP HERB (NEPETA CATARIA L.) FROM DIFFERENT REGIONS

I. I. Terninko1, T. H. Y. Nguyen1*, Yu. E. Generalova1

Abstract. The results of comparative study of the mineral composition by the inductively coupled plasma-atomic emission spectrometry 
method of catnip herb (Nepeta cataria L.) which growing on the territory of the Leningrad Region and the Belgorod Region are presented. 
16 and 18 elements were found in the herb from the Leningrad and Belgorod regions, respectively, with the maximum content of Ca, 
Mg, K, Fe and Al, which can be considered as the main mineral elements of this plant. The accumulation and distribution of Cu, Mg, 
Na is defined as an additional chemical marker for herb catnip. The results obtained allow us to consider the catnip herb as a potential 
source of mineral elements.

Keywords: mineral composition, Nepeta cataria L., soil.

УДК 615.322; 582.949.2; 546.06; 543.421
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ВВЕДЕНИЕ 
Nepeta сataria L. (котовник кошачий) – тра-

вянистое многолетнее растение из семейства 
яснотковых (Lamiaceae), которое традиционно 
используется в этномедицине разных стран в ка-
честве седативного средства. В эксперименте ко-
товник оказывает спазмолитическое, антимик- 
робное, антиоксидантное, иммуностимулирую-
щее и противоопухолевое действие [1–4].

Фармакологические свойства Nepeta сata- 
ria  L. определяются разнообразными биоло-
гически активными веществами (БАВ), кото-
рые относятся к различным группам: фенольным 
соединениям (в том числе флавоноидам и гид- 
роксикоричным кислотам), эфирным маслам, сте-
роидным соединеним и др. [5–7]. Значительная 
роль в биосинтезе БАВ отводится макро- и мик- 
роэлементам. Так, например, Сu, Мn, К, Zn, В, Со 
способствуют биосинтезу фенольных, a Mo, V, Мn, 
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Сu, Sr – тритерпеновых соединений [8]. Кроме того, 
макро- и микроэлементы способны в составе комплек-
сов БАВ влиять на фармакологический эффект ле-
карственного растительного сырья и фитопрепаратов. 

Определение минерального состава дает возмож-
ность прогнозировать профиль эффективности и без-
опасности ЛРС, так как, с одной стороны, элементы об-
ладают собственной терапевтической активностью, а с 
другой, важно оценить уровень токсичных элементов 
(кадмия, свинца, ртути и мышьяка).

В литературе [9–12] имеются данные по изучению 
минерального состава некоторых представителей ро-
да Nepeta L. Oднако сведения о минеральном составе 
вида Nepeta cataria L. в литературе не носят системно-
го характера. Кроме того, в литературе отсутствуют 
данные о сравнительном изучении элементного соста-
ва травы котовника в зависимости от региона произ-
растания, а также нет оценки накопления отдельных 
элементов из почвы.

В связи с этим целью данной работы было иссле-
дование минерального состава травы котовника коша-
чего (Nepeta cataria L.) из разных мест произрастания 
растения и оценка способности накапливать отдель-
ные элементы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом настоящего исследования служи-

ли образцы травы котовника кошачьего (Nepeta  cata- 
ria L.), заготовленные на территории питомника ле- 
карственных растений ФГБОУ ВО СПХФУ (пос. Лембо-
лово Всеволожского района Ленинградской области) и 
с дикорастущих растений в районе г. Новый Оскол Бел-
городской области. Траву заготавливали в фазе цвете-
ния в период с мая по октябрь 2017 г. Заготовку над-
земной части (травы) проводили в сухую погоду на 
расстоянии 10 см от поверхности земли, избегая попа-
дания грубых (одревесневших) частей растения. Сушку 
проводили воздушно-теневым способом. Пробы поч- 
вы из зон произрастания растений отбирались спосо-
бом конверта с глубины 20 см.

Определение минерального состава травы ко-
товника и образцов почвы проводили методом 
атомно-эмиссионной спектрометрии с индуктив-
но связанной плазмой на спектрометре Optima 8000 
(Perkin Elmer Inc., США) на базе центра контроля качест- 
ва лекарственных средств ФГБОУ ВО СПХФУ. Подго-
товку пробы почвы и растительных образцов к ана-
лизу осуществляли по методике, предложенной в 
программе спектрометра, в соответствии с рекомен-
дациями ГФ РФ ХIII, ОФС.1.5.3.0009.15 [13]. Пробоподго-
товка заключалась в обработке 600 мг сухой навески 
образца 10  мл концентрированной азотной кислоты 
(ос.ч., 18-4, ЗАО «Вектон», Россия) и 6 мл концентриро-
ванной перекиси водорода (ос.ч., ООО «НеваРеактив», 
Россия) с последующей микроволновой обработкой 
в системе Speedwave Entry DAP-60K (Berghof  GmbH, 

Германия) в тефлоновом, герметично закрытом сосу-
де (бомбе). Затем остаток переносили в мерную кол-
бу вместимостью 100 мл и доводили до метки биди-
стиллированной водой. Рабочие параметры прибора: 
скорость подачи образца – 1,5 мл/мин, положение 
обзора эмиссии – аксиальный, время интегриро-
вания  – 3–5  с, число повторов интегрирования  – 3, 
диапазон длин волн – 213–770 нм, скорость потока 
плазмообразующего газа – 10 л/мин, скорость пото-
ка дополнительного газа – 0,2 л/мин, скорость пото-
ка газа для распыления пробы – 0,55 л/мин, мощность 
плазмы – 1300 Вт. Анализ, а также расчеты содержа-
ния отдельных элементов проводили в соответствии 
с требованиями ПО прибора и ОФС.1.2.1.1.0004.15  
ГФ РФ XIII [13].

Растворы металлов с известными концентраци-
ями, используемые для градуировки спектрометра, 
готовили посредством разбавления стандартных об-
разцов, в качестве которых использовали мультиэле-
ментный стандарт и ртуть в 5% растворе азотной кис-
лоты в концентрации 10 мкг/мл (таблица 1). 

Таблица 1.

Стандартные образцы

Мультиэлементный 
стандарт

Multi-element Calibration Standard 3, 
Matrix per Volume: 5% HNO3 per 125 ml, 
стандартный образец-раствор, содержание 
Ag, Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, 
Ga, Hg, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, 
Tl, Zn, U, V – 10 µg/ml, Perkin Elmer Inc., США, 
PE № 9300233, CAS: HNO3 [7697-37-2], серия 
CL3-151MKBY1, годен до 30.11.18

Ртуть 

Mercury Standard, 10µg/ml Hg in 5% HNO3, 
стандартный образец-раствор, содержание 
Hg – 10 µg/ml в 5% HNO3, Perkin Elmer Inc., 
США, PE № 9300253, CAS: Hg [7439-97-6]; 
HNO3 [7697-37-2], серия CL9-102HGY1, годен 
до 30.11.18

По результатам исследования вычисляли коэф-
фициент биологического поглощения (КБП), который 
характеризует накопление элементов растительным 
сырьем, представляет собой отношение содержания 
микроэлемента в золе растения к его содержанию в 
почве и расчитывается по формуле, приведенной в ли-
тературе [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По результатам исследования макро- и микро- 

элементов в траве и почве различных климатогеогра-
фических зон произрастания установлено, что эле-
ментный профиль котовника из разных регионов раз-
личается по уровню содержания элементов. Было 
определено содержание 16 элементов в траве котов-
ника из Ленинградской области и 19 элементов в траве 
из Белгородской области (таблица 2). 

Анализ распределения макро- и микроэлемен-
тов свидетельствует, что в траве котовника превалиру-
ют элементы Ca, Mg, K, Fe и Al. Это вполне объяснимо, 
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так как они являются элементами, необходимыми для 
физиологических процессов в растениях: Mg выполня-
ет большую роль в процессе фотосинтеза, метаболиз-
ме фенольных соединений, входит в состав хлорофил-
ла [15]; Ca и K участвуют в регуляции роста и развития, 
защите от патогенных влияний; Fe участвует в процес-
сах фотосинтеза, фиксации азота, окислительно-вос-
становительных реакциях; Al контролирует коллоид-
ные свойства в клетке [8]. 

Ряд убывающих концентраций элементов в образ-
цах травы котовника из Ленинградской и Белгородс- 
кой областей произрастания характеризуется следу-
ющей закономерностью: Ca>Mg>K>Fe>Al>Mn>Ba>Na> 
Zn>Cu>Cr>Ni> Pb>Li>Hg>Cd и K>Ca>Mg>Al>Fe>Sr> 
Na>Li>Rb>Zn>Mn>Se>Cu>As>Ba>Ni> Hg>Cr>Cd соот-
ветственно (рисунок 1). Присутствие некоторых эле-
ментов только в сырье (Hg – в сырье из Ленинградс- 
кой области; As, Se, Sr, Rb – в сырье из Белгородской 
области) говорит о том, что в данных местах загряз-
нение этими элементами может происходить непо-
средственно воздушным путем.

В сырье котовника из Ленинградской области 
содержание токсических элементов (кадмия, свин-

ца и мышьяка) находится в допустимых фармако- 
пеей пределах, а содержание ртути превышает ПДК в 
2  раза. Однако ртуть, содержание которой в сырье 
составляет 0,21 мг/кг, не идентифицирована в почве, то 
есть можно сделать вывод о концентрировании тра-
вой котовника данного элемента при различных путях 
поступления. 

В почвенных образцах Белгородской области по 
сравнению с условно экологически чистым районом 
Ленинградской области содержание элементов выше. 
В траве котовника из Белгородской области наблюда-
лось превышение ПДК мышьяка в 20 раз и ртути почти 
в 30 раз. Таким образом, можно сделать вывод, что ре-
гион Белгородской области непригоден для заготовки 
травы котовника в связи с высоким профилем токсич-
ности сырья. Кроме того, полученные результаты сви-
детельствуют о детоксикационной способности травы 
котовника. 

Для оценки интенсивности поглощения химичес- 
ких элементов травой котовника из почвы были рас-
считаны КБП (таблица 2). В зависимости от места про-
израстания интенсивность поглощения элементов 

Таблица 2.

Минеральный состав травы Nepeta cataria L. и почвы с мест произрастания, мг/кг

Элемент

Ленинградская область Белгородская область

Содержание 
КБП

Содержание 
КБП

трава почва трава почва

Al 964,17 6091,21 0,16 325,17 8240,04 0,04

As 
(ПДК 0,5 мг/кг)

– – – 9,77 (!) – ≈9,77

Ba 51,54 46,61 1,11 9,27 50,27 0,18

Ca 23407,47 9011,94 2,60 18476,82 52599,57 0,35

Cd
(ПДК 1,0 мг/кг)

0,04 0,24 0,17 0,66 0,22 3,08

Cr 4,74 6,57 0,72 1,16 16,33 0,07

Cu 5,64 2,52 2,24 11,42 6,54 1,75

Fe 1596,65 24066,23 0,07 203,97 36017,22 0,01

K 2287,89 610,75 3,75 1652,9 3016,68 0,55

Li 0,80 4,75 0, 17 114,57 8,56 13,39

Mg 4001,24 543,16 7,37 4813,95 2316,47 2,08

Mn 201,54 2916,40 0,07 31,95 605,49 0,05

Na 32,31 25,11 1,29 140,70 63,89 2,20

Ni 3,48 3,85 0,90 5,63 14,50 0,39

Pb
(ПДК 6,0 мг/кг)

1,11 4,72 0,24 – – –

Se – – – 22,68 – ≈22,68

Sr – – – 197,51 – ≈197,51

Zn 20,00 26,19 0,76 38,70 26,21 1,48

Hg
(ПДК 0,1 мг/кг)

0,21 (!) – ≈0,21 3,48 (!) 0,16 21,53

Rb – – – 81,29 – ≈81,29

Примечание:       выделены элементы, которые накапливаются в ЛРС.
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травой котовника различается. Согласно рядам КБП 
по шкале Н.Ф. Ганжара (2007) [14] в траве котовника из 
Ленинградской и Белгородской областей элементами 
энергичного и сильного накопления (КБП>1) являются 
Ba, Ca, Cu, K, Mg, Na и Li, Se, Sr, Hg, Rb, As, Cd, Cu, Mg, 
Na, Zn соответственно; слабого накопления и средне-
го захвата (1>КБП>0,1) – Al, Cd, Cr, Li, Ni, Pb, Zn, Hg и Ba, 
Ca, K, Ni; элементы слабого захвата (КБП<0,1) – Fe, Mn и 
Al, Cr, Fe, Mn.

Установлено, что котовник вне зависимости от 
места произрастания является накопителем Cu, Mg, 
Na. По убыванию данные элементы распределены 
следующим образом: Mg>Na>Cu. Это позволяет рас-
сматривать накопление и распределение данных эле-
ментов как дополнительный химический маркер для 
травы котовника. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.	 В траве котовника из Ленинградской и Белго-

родской областей обнаружено 16 и 18 элементов 
соответственно с максимальным содержанием 

Ca, Mg, K, Fe и Al, которые можно рассматривать 
как основные минеральные элементы данного 
растения.

2.	 Установлены особенности накопления отдельных 
элементов в траве котовника, а именно ряд убы-
вающих концентраций Ba, Ca, Cu, K, Mg, Na и Li, 
Se, Sr, Hg, Rb, As, Cd, Cu, Mg, Na, Zn для образцов 
из Ленинградской и Белгородской областей со-
ответственно, в том числе накопление и распре-
деление Cu, Mg, Na, которые обозначены как эле-
ментные маркеры котовника.

3.	 Установлено, что трава котовника обладает де-
токсикационной способностью, что обусловле-
но избирательным накоплением токсических 
элементов (ртути, мышьяка и кадмия), концент- 
рация которых в образцах травы выше, чем в 
почве.

4.	 Установлено, что регион Белгородской области 
непригоден для заготовки травы котовника в свя-
зи с высоким профилем токсичности сырья.

Рисунок 1. Ряд убывающих концентраций минеральных элементов (мг/кг) в траве котовника и почве из Ленинградской области 
(А) и Белгородской области (Б)

СЕКЦИЯ:   Контроль качества лекарственного растительного сырья
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ВВЕДЕНИЕ
Сначала немного о предыстории. Трескунов 

Карп Абрамович (19.01.1919 – 27.01.2016) – мой ле-
чащий врач с 1980 г. – приглашен в 1970 г. Ф. И. Ду-
бовицким (основателем наукограда вместе с ака-
демиком Н. Н. Семёновым) в Черноголовку, как 
уникальный практический врач-исследователь, 
кандидат медицинских наук, подполковник ме-
дицинской службы, главный терапевт армии Ка-
лининградского военного округа со специфичес- 
ким многолетним (с 1943 г.) опытом врачебной 
деятельности. В январе 1984 г. вместе с главным 
врачом больницы В. И. Головкиным направляют 
меня в академическую больницу на Ленинском 
проспекте в Москве на обследование по причи-
не затруднения установления диагноза отклоне-
ния от нормального функционирования внутрен-
них органов. 

После обследования, убедившись в отсутст- 
вии эффективных методов лечения, я предложил 
лечить себя хитозаном, с которым работал в ИПХФ 
РАН с 1979 г., имел определенный опыт и два па-
тента по применению в технических областях. 
Тогда для меня, как химика-экспериментатора, 

стало ясно, что защита пищевода, печени и под-
желудочной железы должна быть постоянной и 
регулярной изнутри (при самотеке в данном слу-
чае, как мне сказали после обследования, неми-
нуема смерть быстрая, но мучительная). 

Однако в стране в 1984 г. ещё не было пище-
вого хитозана. После 6–7 лет исследований уда-
лось получить хитозан с заданными молекуляр-
ными характеристиками, свободный от тяжелых 
металлов и белка в соответствии с пределом до-
пустимой их концентрации. Активно в лечебной 
практике К. А. Трескунов стал применять сначала 
хитодез, а потом и фитохитодез с 1992 г. В 1997 г. 
занялись патентованием. В настоящее время спо-
собы получения и применения защищены 11 па-
тентами РФ. 

Анализ сборов лекарственных растений для 
получения фитохитодезов показал, что в боль-
шинстве случаев основным их компонентом яв-
ляется тысячелистник. Почему? 

Из различных источников по фитотера-
пии [1–2] известно, что в тысячелистнике действу-
ющим началом являются следующие вещества. 
Хинаголид и гермакранолид (сесквитерпеновые 

Ст
ат

ья
 п

ри
ве

де
на

 в
 а

вт
ор

ск
ой

 р
ед

ак
ци

и



1592018 № 3 (24)       www.pharmjournal.ru      

g-лактоны) оказывают желчегонное действие. Дубиль-
ные вещества, эфирное масло, бетуленол и хамазу-
лен обеспечивают противовоспалительное, бактери-
цидное, противоаллергическое и ранозаживляющее 
действие. Флавоноиды, фенилпропаноиды и эфирное 
масло – спазмолитическое действие на гладкие мыш-
цы. Ахиллеин (горький алкалоид) раздражает оконча-
ния вкусовых нервов и усиливает секрецию. Комплекс 
веществ активирует действие фибрина, но не приво-
дит к образованию тромбов: кровоостанавливающее 
действие сходно с эффектом ионов кальция, легкоус-
вояемые формы которого в тысячелистнике имеются 
в макроколичестве. 

Из истории известно, что в армиях Александра 
Македонского широко применялись галеновые экст- 
ракты тысячелистника (К. Гален, 131–201 гг. н.э.), а сол-
даты Александра Суворова в личной аптечке имели 
тысячелистник в виде растертого порошка в качестве 
кровоостанавливающего средства. А совсем недавно 
группа ученых Курского государственного универси-
тета установила иммуномодулирующую активность 
полисахаридного комплекса (ПСК), выделенного из 
тысячелистника благородного [2]. ПСК, получаемый 
путем водной экстракции тысячелистника благород-
ного и очищенный перекристаллизацией в этило-
вом спирте, обладает способностью снижать иммуно- 
супрессирующее действие антибиотиков и стафило-
кокковой инфекции, что впервые экспериментально 
показано в официальной медицине. Авторы [2], об-
суждая действие ПСК тысячелистника, сравнивают 
его с известным иммуномодулирующим действием 
ПСК, выделенного из женьшеня [3] и софоры японс- 
кой [4]. 

Видовой эпитет не является точным переводом 
латинского (известно 42 вида тысячелистника!). По-
этому решением специальной комиссии в советское 
время ограничились словом «обыкновенный». В мол-
давском заповеднике «Ягорлык» различают 9 видов: 
испанский, благородный, Нейльрейха, пойменный, 
расставленный, степной, холмовой, щетинистый и 
паннонский. Последние два используются для корма 
крупного рогатого скота и лошадей. 

Обыкновенный и благородный тысячелистники 
встречаются почти повсеместно. Лечебными свойства-
ми обладают оба вида. Их можно различать по струк-
туре листьев: у обыкновенного тысячелистника лис- 
тья дважды перисто-рассеченные, а у благородного 
листья прерванно-двоякоперисто-надрезанные. Пе-
редозировка при употреблении в пищу листьев, цвет-
ков и молодых побегов может вызвать отравление, 
сопровождающееся головокружением и высыпанием 
на коже. Поэтому используют его в профилактических 
и/или лечебных целях сначала в небольших количест- 
вах (лучше в сборах) и с периодичностью не больше 
двух недель. 

Проведенный нами [5] предварительный анализ 
микроэлементного состава некоторых лекарственных 
растений, фитосборов и фитохитодезов показал, что 
даже в одном растении содержится большой набор 
макро-, микро- и наноэлементов, а элементный состав 
одного и того же растения существенно отличается 
от его территориального происхождения на планете. 
Возможно, именно этим объясняется давно установ-
ленный фитотерапевтами и травниками факт наибо-
лее эффективного оздоровления организма человека 
только в случае применения лекарственных растений, 
взятых именно из его среды обитания, когда не про-
исходит существенного изменения в микроэлемент-
ном обмене. Кроме этого, подтверждена ожидаемая 
закономерность: чем больше компонентов в сборе 
лекарственных растений, тем более богатый качест- 
венный и количественный состав всех макро-, мик- 
ро- и наноэлементов, что может положительно влиять 
на эффективность оздоровления и профилактики раз-
личных отклонений от нормального состояния орга-
низма человека. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали методы атомно-эмиссион-

ной спектроскопии (ICAP-61, Thermo Jarnell Ash, США) 
и масс-спектроскопии (X-7, Thermo Elemental, США), по-
зволяющие определять содержание всех элементов 
таблицы Д. И. Менделеева, за исключением германия, 
галоидов и элементов 8-й группы. Образцы тысяче-
листника обыкновенного из Калужской и Московской 
областей (2012) были испытаны в аналитическом сер-
тификационном испытательном центре ФГБУН Инсти-
тут проблем технологии микроэлектроники и особо 
чистых материалов Российской академии наук в Чер-
ноголовке. Протокол КХА № 276 от 01 октября 2012 г. 
Заказчик К. А. Трескунов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Уместно отметить богатый по разнообразию и ко-

личественному элементному составу тысячелистник 
обыкновенный (и тысячелистник благородный) [5]. В 
представленной таблице 1 имеются данные по содер-
жанию некоторых элементов (мкг/г) в тысячелистнике 
обыкновенном различного территориального и вре-
менного происхождения для сравнительного анализа. 

В третьем столбце представлены результаты ис-
пытания тысячелистника обыкновенного из Калужс- 
кой и Московской областей. В следующем столбике – 
данные Государственного торгово-экономического 
института (2002 г.), далее – образцы тысячелистника из 
окрестности химического комбината «Стерлитамак» в 
пределах 2–3 км (2000 г.). 

Легко обнаруживаются существенные различия 
по некоторым элементам. Содержание ртути, меди, 
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железа и натрия в образцах тысячелистника отлича-
ется на порядки. Следовательно, сбор тысячелистни-
ка и, надо полагать, других лекарственных растений 
нельзя проводить в окрестностях промышленных зон! 
Немаловажным является и то, что данные, приведен-
ные в книге Т. Г. Гончаровой, не соответствуют данным, 
полученным современным методом в 2012 г. Особен-
но по селену, который, по сведениям автора [1], дол-
жен присутствовать в тысячелистнике в повышенных 
концентрациях. 

Таблица 1.

Данные по содержанию некоторых элементов  
в тысячелистнике обыкновенном

№
/п

Эл
ем

ен
т

Ка
лу

ж
. –

  
М

ос
к.

 о
бл

., 
20

12
 г.

К
ра

сн
оя

рс
ки

й 
ГТ

ЭИ
, 

20
02

 г.

Ст
ер

ли
та

м
ак

, 2
00

0 
г.

В 
кн

иг
е 

[1
], 

19
97

 г.

1 Zn 28–19 34,8 101 0,68

2 Rb 14–16 0,1 4,7 –

3 Mg 1740–2160 1160 – 2600

4 Na 13–14 800 – –

5 Fe 95–89 82 1609 200

6 Cu 9,6–6,2 1553 – 0,74

7 K
21950–
19157

16180 – 35900

8 Ca 7880–7150 6060 – 11800

9 Cd 0,26–0,19 0,1 – –

10 Ni 2,6–0,9 10,7 – 0,2

11 Se <0,05 – – 6,25

12 Hg <0,006 Следы 8,67 –

Современные методы позволяют определять 
практически все элементы таблицы Д. И. Менделеева. 
В таблице представлены сведения только по тем эле-
ментам, по которым можно было найти информацию 
в литературе и выявить существенные различия. Ре-
зультаты наглядно демонстрируют необходимость 
постоянного контроля содержания всех элементов в 
растениях с указанием источника образца по времени 
и территории. 

Примененный в работе метод не позволяет опре-
делять элемент германий (отсутствует методика вы-
деления германия из растительного сырья). Однако 
элемент германий спектрально не определяется. Но 

ролью его в биологических системах пренебрегать 
нельзя [6]. Достаточно напомнить, что герматраны об-
ладают противоопухолевым, гиполипидемическим, 
гипотензивным, антивирусным и антималярийным эф-
фектами [6]. В последние годы ведутся дискуссии об 
эссенциальной роли германия в организме (в иммун-
ной системе). Отметим, что, по литературным данным, 
германий содержится в чесноке, бобовых, корне жень-
шеня, грибах, алоэ, отрубях, семенах, рыбе, молоке, то-
матном соке. 

Суточная доза – 0,8–1,6 мг. Недостаток германия 
приводит к развитию остеопороза и повышению рис- 
ка развития онкологических заболеваний. Есть мне-
ние: иммуномодулирущие свойства определяются на-
личием элемента германий. В связи с этим и данными 
патента, полученного в 2002 г. Курским государствен-
ным медицинским университетом [2], важно знать и о 
содержании элемента германия в лекарственных рас-
тениях, и в частности в тысячелистнике различного 
происхождения. Определение германия в раститель-
ном материале, воде, почве и воздухе возможно ана-
литическими методами, разработанными давно [7] или 
созданными в настоящее время. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В заключение хочется выразить надежду, что 

общественность в ближайшее время сможет полу-
чить информацию о содержании элементов, вклю-
чая и германий, в лекарственных растениях (и их  
частях) различного территориального и временно-
го происхождения. Это обогатит фитотерапию и даст 
возможность более обоснованно применять раз-
личные ее методы в оздоровлении и профилактике 
заболеваний. 

В дополнение к заключению важно сообщить сле-
дующее. Хитозан, как аминополисахарид, в основном 
используется в качестве катионного полиэлектроли-
та  [8]. Существенно, что этот же полимер может быть 
преобразован в состояние анионного полиэлектро-
лита. Один из первых наших патентов был посвящен 
способу получения такого полиэлектролита без при-
менения органических растворителей на всех ста- 
диях синтеза, только в водных средах, что обуслов-
ливало получение особо чистого продукта [9]. Вы-
дающийся инфекционист России, профессор Лидия 
Васильевна Погорельская, которая использовала в 
качестве компонента своих сборов и тысячелистник 
обыкновенный, установила, что хитозан в виде анион-
ного полиэлектролита эффективен не только при ле-
чении язвенных заболеваний, но и при сальмонеллезе 
и дизентерии, когда катионный полиэлектролит бесси-
лен [10, 11]. Механизм этого явления не изучен. Почему 
так происходит, каковы границы и степень управляе-
мости? Вопросы к микробиологам. 
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Исследователи [2] обнаружили важное качество 
ПСК, выделенного из тысячелистника благородного. 
Для определения действующего начала важно не толь-
ко установить структуру полисахаридного комплек-
са, но и содержание микро- и наноэлементов, вклю-
чая элемент германий (ООО «Микронутриенты»), как в 
исходном сырье, так и в экстрагируемом из растения 
веществе. 
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ОПТИМИЗАЦИЯ ВЭЖХ-МЕТОДИКИ 
КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ГЛИЦИРРИЗИНОВОЙ КИСЛОТЫ В КОРНЯХ СОЛОДКИ

Б. В. Бровченко1*, В. А. Ермакова2, А. Н. Кузьменко2, И. А. Самылина2,  
И. И. Краснюк (мл.)2

Резюме. Проведена сравнительная оценка содержания глицирризиновой кислоты в корнях солодки методами УФ-
спектрофотометрии (ГФ РФ XIII) и высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Разработана пробоподготовка для 
ВЭЖХ-метода количественного определения глицирризиновой кислоты в образцах отечественного производства. Экспери-
ментально установлена малая селективность УФ-спектрофотометрии при определении глицирризиновой кислоты и показана 
перспективность метода ВЭЖХ для стандартизации сырья солодки.

Ключевые слова: глицирризиновая кислота, сырье солодки, моноаммония глицирризинат, высокоэффективная жидкост-
ная хроматография (ВЭЖХ), УФ-спектрофотометрия, пробоподготовка, селективность метода, количественное определе-
ние, лекарственное растительное сырье.

OPTIMIZATION OF HPLC METHODS FOR QUANTITATIVE DETERMINATION OF GLYCYRRHIZIC ACID IN LICORICE ROOTS

B. V. Brovchenko1*, V. A. Ermakova2, A. N. Kuzmenko2, I. A. Samylina2, I. I. Krasnyuk (Jr.)2

Abstract. Comparative evaluation of glycyrrhizic acid content in licorice roots by methods of UV-spectrophotometry (GF RF XIII) and 
high-performance liquid chromatography (HPLC) was carried out. Sample preparation for HPLC method of quantitative determination 
of glycyrrhizic acid in samples of domestic production is developed. Small selectivity of UV-spectrophotometry at determination of 
glycyrrhizic acid is experimentally established and perspective of HPLC method for standardization of licorice raw materials is shown.

Keywords: glycyrrhizic acid, licorice raw materials, monoammonium glycyrrhizinate, high-performance liquid chromatography (HPLC), 
UV spectrophotometry, sample preparation, selectivity of the method, quantitative determination, medicinal plant raw materials.
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РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время актуальной является 

оптимизация методов контроля качества рас-
тительных лекарственных средств (в том чис-
ле исходного сырья), используемых для контро-
ля серийной продукции и надежного выявления 
фальсификатов.	

Развитие методов высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ) расширяет воз-
можности её использования для анализа ле-
карственного растительного сырья.

Солодка давно и широко используется в ле-
чебной практике. Известна своими целебны-
ми свойствами благодаря содержащимся в её 
корнях тритерпеновым сапонинам, флавонои-
дам, глицирризиновой кислоте и другим био-
логически активным соединениям (БАС). Ко-
личественное содержание глицирризиновой 

кислоты (ГК) согласно ФС.2.5.0040.15 «Солодки 
корни» ГФ РФ XIII издания [1] проводится мето-
дом УФ-спектрофотометрии (не менее 6%) [2], в 
то время как в зарубежных фармакопеях Евро-
пейского союза, США, Китая и Японии [3–6] для 
стандартизации сырья солодки используется ме-
тод ВЭЖХ и содержание ГК нормируется на уров-
не 2–4%. Следует отметить, что в РФ используется 
сырье солодки голой (Glycyrrhiza glabra  L.) и со-
лодки уральской (Glycyrrhiza uralensis Fisch.). За ру-
бежом наряду с указанными видами солодки ис-
пользуют корни других видов, например солодки 
вздутой (Glycyrrhiza inflata Вat.)

Цель исследования

Разработать ВЭЖХ-методику для стандарти-
зации сырья и препаратов солодки, применяе-
мых в отечественной фармацевтической практи-
ке. Провести сравнительную оценку содержания 
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ГК в корнях солодки методом УФ-спектрофотометрии 
и ВЭЖХ. Оценить селективность метода УФ-спектро- 
фотометрии и ВЭЖХ.

Объекты и методы исследования

В качестве объекта исследования были взяты 
образцы корней солодки производства ОАО  «Крас-
ногорсклексредства» (серия 141116), в качестве 
эталона сравнения использовался стандартный 
образец моноаммонийной соли кислоты глицирризи-
новой USP CRS (СО ГК). Исследования проводили на УФ-
спектрофотометре Shimadzu UV-1800 с двухлучевой 
оптической схемой, спектральным диапапзоном 190–
1100 нм, с детектором – кремниевым фотодиодом и 
шириной щели 1 нм, а также на ВЭЖХ-системе Alliance, 
Empower 2 (Waters, США), снабженной спектрофото-
метрическим детектором и колонкой Luna-Omega С18, 
4,6×250 мм (Phenomenex, США), заполненной полнопо-
ристым октадецилсиланом, с размером частиц 5 мкм. 
В качестве подвижной фазы использовали смесь аце-
тонитрила и раствора 0,5% ортофосфорной кислоты 
в соотношении 40:60 при расходе элюента 1 мл/мин. 
Детектирование осуществляли при 254 нм, объем вво-
димой пробы составлял 10 мкл. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследуемый объект был проанализирован фар-

макопейным методом УФ-спектрофотометрии по 
ФС.2.5.0040.15 «Солодки корни». Далее изучали хрома-
тографические характеристики стандартного образ-
ца моноаммонийной соли глицирризиновой кислоты 
(СО ГК). В ходе исследования готовили раствор СО ГК 
из расчета содержания ГК в корнях солодки не менее 
6% в следующей концентрации: 0,0165 г стандартно-
го образца аммония глицирризината помещали в мер-
ную колбу вместимостью 25 мл, растворяли в 15 мл 
метанола, доводили до метки метанолом и перемеши-
вали (концентрация – 660 мкг/мл). УФ-спектр раствора 
СО ГК не отличался от спектра испытуемого раствора 
(рисунок 1). Данное исследование проводили для уста-

новления возможности использования метода про-
боподготовки по ГФ XIII при количественном опреде-
лении ГК методом ВЭЖХ. При сравнении максимумов 
поглощения на УФ-спектрофотометре испытуемого 
раствора и раствора СО ГК спектры не отличались друг 
от друга. Далее проводили сравнительное изучение 
экстракции ГК фармакопейным способом при помо-
щи методов УФ-спектрофотометрии и ВЭЖХ с целью 
определения погрешности первого и возможности ис-
пользования фармакопейного метода пробоподготов-
ки для второго. В результате было установлено, что ме-
тод УФ-спектрофотометрии определяет содержание 
ГК на уровне 10%, а ВЭЖХ – на уровне 2%. Исследова-
ния проводили в шести повторностях. Данные пред-
ставлены в таблице 1.

Таблица 1.

 Результаты определения содержания ГК  
методами УФ-спектрофотометрии и ВЭЖХ

№
 п

/п

Н
ав

ес
ка

, г

УФ-
спектрофотометрия ВЭЖХ

П
ог

ло
щ

ен
ие

Со
де

рж
ан

ие
 

ГК
* , %

П
ло

щ
ад

ь 
пи

ка
, м

В·
с

Со
де

рж
ан

ие
 

ГК
, %

1 2,0233 0,5801 8,93 176,242 1,86

2 2,1402 0,8167 11,88 217,883 2,16

3 2,3343 0,9110 12,15 230,578 2,10

4 1,8865 0,6219 10,26 175,809 1,98

5 2,3475 0,7126 9,45 233,945 2,12

6 2,5395 1,0150 12,44 260,597 2,18

Среднее 10,85 2,06

Ст. откл. 1,50 0,12

RSD, % 13,81 5,81

Стоит отметить, что при определении содержания 
ГК методом ВЭЖХ в растворах, полученных фармако-
пейным способом пробоподготовки, на хроматограм-
мах наблюдался дополнительный пик на 3,345 мину-
ты, который был значительно больше пика искомого 
компонента (рисунок 2). На хроматограмме СО ГК до-
полнительного пика не наблюдалось (рисунок 3). При 
использовании фармакопейного способа пробоподго-

Рисунок 1. УФ-спектр раствора СО ГК Рисунок 2. Хроматограмма испытуемого раствора
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товки в процессе экстракции из корней солодки, кро-
ме глицирризиновой кислоты, в раствор дополнитель-
но экстрагируется сумма веществ, поглощающих в 
диапазоне длин волн от 250 до 270 нм.

Результаты, полученные методом УФ-спектро- 
фотометрии, соответствуют требованию ФС.2.5.0040.15 
и превышают нормированное содержание ГК в кор-
нях солодки в 1,5–2 раза; данные ВЭЖХ дают результат 
в 2–3 раза меньше нормы, установленной ФС. Нужно 
отметить, что метод выделения моноаммонийной со-
ли ГК, изложенный в ГФ ХIII, не в полной мере полно-
ценен и существует целый ряд исследований по его 
модификации [9, 10]. Для установления более точного 
содержания ГК в корнях солодки было принято реше-
ние применить метод ВЭЖХ, как более селективный, и 
на основании литературных данных подобрать способ 
пробоподготовки, обеспечивающий наилучшую экст- 
ракцию ГК. В ходе анализа литературных сведений [7, 
8, 11] установлено, что наилучшие результаты экстра-
гирования были получены при использовании водно-
метанольной смеси в соотношении 50:50. В приведен-
ных литературных источниках указано, что сырьем 
для исследований служили корни солодки Коржинс- 
кого (Glycyrrhiza korshinskyi Grig.), не являющейся офи-
цинальным видом в РФ. Учитывая этот факт, нами при 
разработке методики ВЭЖХ для оценки качества сы-
рья и препаратов солодки, разрешенных в РФ, экспе-
риментально были подобраны условия экстракции и 
экстрагенты. В исследовании апробированы следую-
щие водно-метанольные смеси: соотношение мета-
нол  : вода – 50:50; 70:30; 30:70. Экстракцию проводи-
ли при комнатной температуре на УЗ-бане дважды по 
30 минут с перерывом 10 минут. 

При проведении испытаний готовили по пять на-
весок (около 0,5 г). Для анализа точную навеску из-
мельченных корней солодки, около 0,5 г, с размером 
частиц, проходящих сквозь сито 0,2 мм, помещали в 
коническую колбу вместимостью 100 мл, прибавля-
ли 100 мл соответствующего растворителя, закрывали 
пробкой, перемешивали, маркировали в соответствии 
с установленным кодом раствора. Помещали в УЗ-баню 
и обрабатывали ультразвуком в течение 30 минут. По 

истечении установленного времени колбу вынимали 
из ванны, давали раствору остыть при комнатной тем-
пературе в течение 10 минут, затем снова обрабатыва-
ли ультразвуком в течение 30 минут. При охлаждении 
растворов в перерывах между экстрагированиями во-
ду в бане заменяли на свежую комнатной температу-
ры. Такой подход к экстрагированию был определен 
в ходе анализа данных литературы, согласно которым 
наилучший результат был достигнут при двукратной 
обработке ультразвуком с перерывом для охлаждения 
образцов [8]. Все растворы после их соответствующей 
обработки отстаивали в течение 10 минут. Далее, ис-
пользуя автоматический дозатор вместимостью 10 мл, 
отбирали 5 мл испытуемого раствора из центра соот-
ветствующей конической колбы, переносили в пласти-
ковый шприц Лурье, который был соединен с фильт- 
рующей насадкой PVDF диаметром 15 мм и размером 
пор 0,45 мкм (CHROMAFIL P-45/15 MS, Macherey-Nagel, 
кат. № 729 044). Пробу фильтровали, отбрасывая пер-
вый миллилитр. Фильтрат использовали в хроматогра-
фическом анализе. В указанных условиях пик глицир-
ризиновой кислоты фиксируется на хроматограмме на 
6,456 минуты при эффективности 6500±350 т.т. и коэф-
фициенте асимметрии 0,85–1,0. Время хроматографи-
рования – 15 мин. С каждым экстрагентом извлечение 
проводили в пяти повторностях, а хроматографирова-
ние каждой пробы проводили дважды и затем усред-
няли полученные результаты. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как описано выше, при использовании фармако-

пейного способа пробоподготовки в процессе экст- 
ракции из корней солодки, кроме глицирризиновой 
кислоты, в раствор дополнительно экстрагируется 
сумма веществ, поглощающих в диапазоне длин волн 
от 250 до 270 нм, это дает основание считать, что ме-
тод УФ-спектрофотометрии является интегральным и 
дает завышенный результат совокупности экстраги-
рованных веществ. Об этом свидетельствует и метод 
ВЭЖХ: на приведенных примерах хроматограмм до-
полнительный пик значительно больше пика искомо-
го компонента. Подтверждением этому является дос- 
таточно большой разброс значений содержания ГК 
при её количественном определении в корнях солод-
ки разными методами (таблица 1): среднее значение 
УФ-спектрофотометрии – 10,85% (минимум составля-
ет 8,93%, максимум – 12,44%, разброс значений – 32%); 
ВЭЖХ – 2,06% (минимум составляет 1,85%, максимум – 
2,19%, разброс значений – 16%). 

Как уже было сказано выше, для определения 
наилучшей экстракции ГК были подобраны три соот-
ношения растворителей (метанол/вода) – 50:50; 70:30; 
30:70. Растворители готовили, точно отмеривая мер-
ным цилиндром количества, приливая метанол к воде. 
Для проведения испытаний подготавливали по пять 

Рисунок 3. Хроматограмма раствора СО ГК
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навесок (около 0,5 г) и экстрагировали на УЗ-бане при 
описанных выше условиях. Хроматографирование по 
каждой навеске вели в двух повторностях, получен-
ные данные усредняли. Данные по количественному 
содержанию глицирризиновой кислоты выбранным 
методом представлены в таблице 2.

Таблица 2. 

Результаты определения ГК с использованием  
указанных типов экстрагентов
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1 0,5117 5,02 1 0,5022 5,64 3–1 0,4980 5,54

2 0,4931 5,39 2 0,5050 5,57 3–2 0,4933 5,67

3 0,4997 5,34 3 0,5105 5,65 3–3 0,5015 5,69

4 0,4967 5,47 4 0,4912 5,62 3–4 0,4912 5,82

5 0,4997 5,52 5 0,4982 5,64 3–5 0,5086 5,81

Среднее 
значение

5,35 5,62 5,70

Стат. 
откл.

0,19 0,04 0,10

RSD, % 3,51 0,76 1,84

Как видно из таблицы, максимальное содержание 
ГК достигается при использовании в качестве экстра-
гента смеси метанол : вода в соотношении 30:70. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе разработки ВЭЖХ-методики для стандарти-

зации сырья солодки проведена сравнительная оцен-
ка содержания глицирризиновой кислоты в корнях 
солодки методом УФ-спектрофотометрии (ГФ XIII) и 
предложенным методом ВЭЖХ с использованием про-
боподготовки по ГФ XIII. Установлено, что фармакопей-
ный метод дает завышенные результаты (более 10% 
ГК от нормы); предложенный метод ВЭЖХ показывает 
содержание ГК в корнях солодки около 2%, что свиде-
тельствует о большей селективности метода. 

Ввиду сложности пробоподготовки фармакопей-
ного метода и наличия в экстракте дополнительной 
суммы веществ разработана методика ВЭЖХ, в рамках 
которой экспериментально обоснованы оптимальные 
условия экстракции ГК из сырья солодки, применяемо-
го в отечественной фармацевтической практике.

Результаты проведенного исследования свиде-
тельствуют о целесообразности использования ме-
тода ВЭЖХ для оценки качества сырья и препара-
тов солодки, а также включения его в нормативную 
документацию.
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ЭМБИНИН – ПЕРСПЕКТИВНОЕ КАРДИОТОНИЧЕСКОЕ 
СРЕДСТВО ПРИРОДНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

Д. Ю. Ивкин1*, В. Г. Лужанин1, А. А. Карпов2,3, С. М. Минасян2,3,  
Я. И. Полещенко2, А. Э. Мамедов2, М. Н. Повыдыш1, В. В. Поройков4,  
И. А. Наркевич1

Резюме. Эмбинин – флавоновый С-гликозид надземной части касатика молочно-белого (Iris lactea). Учитывая установленное ра-
нее для экстракта Iris lactea кардиотоническое действие, выявление действующего вещества, отвечающего за данный вид био-
логической активности, представляется актуальной задачей. Целью настоящего исследования стала оценка кардиотропного 
действия и токсикологического профиля эмбинина. Острую токсичность эмбинина определяли по ГОСТ 32644-2014, оценку 
инотропного действия эмбинина проводили в сравнении с дигоксином на модели перфузии изолированного сердца крысы по 
Лангендорфу, а также in vivo эхокардиографическим исследованием с расчётом фракции укорочения левого желудочка (ФУ) и 
анализом электрокардиограмм. Эмбинин в дозе 2000 мг/кг не вызывал гибели самок крыс. Вещество обладает выраженным ино-
тропным действием. Установление выраженного кардиотонического эффекта в эксперименте и низкая токсичность, а также вы-
сокая вероятность наличия кардиопротекторного действия эмбинина, предсказанная с использованием программы PASS, позво-
ляют рассматривать эмбинин как перспективную молекулу для дальнейших исследований при сердечно-сосудистой патологии.

Ключевые слова: касатик молочно-белый, эмбинин, инотропный эффект, ЭХО-КГ.

EMBININ IS A PERSPECTIVE CARDIOTONIC MEAN FOR NATURAL ORIGIN

D. Yu. Ivkin1*, V. G. Luzhanin1, A. A. Karpov2,3, S. M. Minasyan2,3, Ya. I. Poleshchenko2, A. E. Mamedov2,  
M. N. Povydysh1, V. V. Poroykov4, I. A. Narkevich1

Abstract. Embinin is a flavone C-glycoside from the aerial part of the milky white tangent (Iris lactea). Cardiotonic action was established 
earlier for the extract of Iris lactea. Identification of the active substance responsible for this type of biological activity seems to be an 
urgent task. The purpose of this study was to evaluate the cardiotropic effect and the toxicological profile of embinin. The acute toxicity 
of embinin was determined in accordance with GOST 32644-2014, the inotropic effect of embinin was evaluated in comparison with 
digoxin in the model of perfusion of the isolated rat heart by Langendorf, and also in vivo by echocardiographic study with calculation 
of the left ventricular shortening fraction and electrocardiogram analysis. The embinin in a dose of 2000 mg/kg didn’t cause the death 
of female rats. The substance has a pronounced inotropic effect. Establishment of a pronounced cardiotonic effect in the experiment 
and low toxicity, as well as a high probability of the presence of cardioprotective action of embinin, predicted using the PASS program, 
allow us to consider embinin as a promising molecule for further studies in cardiovascular disease.

Keywords: Iris lactea, embinin, inotropic effect, echocardiography.

УДК 615.22

ВВЕДЕНИЕ
Касатик молочно-белый (Iris lactea Pall.) – 

многолетнее травянистое растение из семейст- 
ва ирисовые (Iridaceae Juss.), применяется в на-
родной медицине как антигипоксическое, им-
муномодулирующее и противовоспалитель-
ное средство. Лекарственным сырьем является 
трава, собранная во время цветения. Основны-
ми химическими компонентами травы являются 
ксантон мангиферин, флавоновые С-гликозиды 
группы эмбинина и его ацетильные производ- 
ные, сверцияпонин, ориентин, гомоориентин, фе-
нольные кислоты [1]. 

Ранее для экстрактов Iris lactea были уста-
новлены низкая токсичность (максималь-
но удавалось вводить животным 7000 мг/кг, 
при этом гибели не наблюдали), антигипокси-
ческая активность в широком диапазоне доз  
(0,1–700 мг/кг), антиоксидантное действие в ус-
ловиях токсического гепатита, дозозависимые 
иммуномодулирующие свойства, в том числе 
интерфероногенная активность. Также была уста-
новлена кардиотропная активность при про-
филактическом введении экстракта в дозах 70 и 
350 мг/кг на модели ишемии миокарда у крыс [2]. 
Имеются сведения о наличии у экстракта свойств 
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модулятора активности печёночных ферментов [3]. 
Была разработана технология получения и стандар-
тизации настойки из травы Iris lactea [4], на основе 
экстракта создан «Лактир» – противовоспалительный 
комплекс с иммуномодулирующей активностью, а так-
же биологически активная добавка к пище «Витонк» 
для повышения иммунитета и профилактики онколо-
гических заболеваний [5].

Эмбинин (6-(2-O-(-альфa-L-рамнопиранозил)-
бета-D-глюкопиранозил)-5-гидрокси-7-метокси-2-
(4-метоксифенил)-4H-1-бензопиран-4-он) (рисунок 
1)  – флавоновый гликозид, впервые выделенный из 
надземной части Iris lactea в 80-х годах XX века на ка-
федре фармакогнозии Ленинградского химико-фар-
мацевтического института (ныне СПХФУ) [6], однако 
несовершенство методологии не позволило получить 
исследуемое вещество достаточной степени чистоты 
и в количестве, необходимом для фармакологических 
исследований. 

В 2016 году методом препаративной высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии сотрудниками 
СПХФУ и Университета им. Генриха Гейне (г. Дюссель-
дорф, Германия) был получен химически чистый эмби-
нин и несколько новых природных соединений – аце-
тилированных производных эмбинина [7, 8].

C целью определения наиболее перспектив-
ных направлений исследования биологической ак-
тивности эмбинина in vivo использовали компьютер-
ную программу PASS (Prediction of Activity Spectra for 
Substances). PASS позволяет по структурной формуле 
органического соединения оценить вероятный спектр 
его биологической активности, включающий фармако-
терапевтические эффекты, молекулярные механизмы 
действия, метаболизм, влияние на генную экспрессию 
и транспортеры, побочные и токсические эффекты. 
Оценка основана на анализе взаимосвязей «структу-
ра – активность» для обширной обучающей выборки, 
содержащей субстанции лекарственных препаратов; 
«кандидаты в препараты», находящиеся на различных 
стадиях клинических и доклинических исследований; 
фармакологические вещества и биохимические реа-
генты; вещества, для которых имеется информация о 
специфической токсичности [9].

Средняя точность прогноза, рассчитанная по 
скользящему контролю с исключением по одному для 

всех веществ обучающей выборки и всех видов биоло-
гической активности, составляет около 95%. Результа-
ты прогноза, помимо названий активности, включают 
в себя оценки вероятностей наличия (Pa) и отсутствия 
каждой активности (Pi), имеющие значения от 0 до 
1  [9]. При сопоставлении качества предсказания этой 
программы и ряда других методов прогноза профилей 
биологической активности показано наличие опреде-
ленных преимуществ у PASS [10, 11]. 

Наиболее вероятным среди прогнозируемых для 
эмбинина видов биологической активности являет-
ся кардиопротекторное действие (Pa=0,961, Pi=0,002) 
(таблица 1). Полученный результат указывает на перс- 
пективность дальнейшего тестирования данного со- 
единения в экспериментах in vivo в отношении кардио-
тропных эффектов.

Таблица 1.

Прогнозируемый спектр активности  
для (6-(2-O-(-альфa-L-рамнопиранозил)-бета- 
D-глюкопиранозил)-5-гидрокси-7-метокси-2- 

(4-метоксифенил)-4H-1-бензопиран-4-она) (эмбинина). Pa>0,9

Активность Pa Pi
Cardioprotectant 0,961 0,002
Chemopreventive 0,954 0,002
Membrane integrity agonist 0,947 0,004
TP53 expression enhancer 0,940 0,004
Free radical scavenger 0,923 0,002
Hepatoprotectant 0,922 0,002
CDP-glycerol 
glycerophosphotransferase inhibitor

0,918 0,007

Anticarcinogenic 0,907 0,002
Vasoprotector 0,905 0,003
Anaphylatoxin receptor antagonist 0,905 0,004
Membrane permeability inhibitor 0,904 0,004
Cytostatic 0,900 0,004

В связи с распространенностью различных форм 
сердечной недостаточности, тяжелыми исходами этой 
патологии и недостатками существующих кардиотони-
ческих средств актуален поиск новых кардиотоничес- 
ких препаратов. Применение сердечных гликозидов, 
несмотря на их высокую эффективность, ограничива-
ется малой широтой терапевтического действия, зна-
чительным количеством побочных явлений и про-
тивопоказаний [12]. Поиск новых негликозидных и 
неадренергических кардиотоников направлен на по-
лучение препаратов с большой широтой терапевтичес- 
кого действия и наличием дополнительных полезных 
при этой патологии фармакологических свойств [13].

Учитывая результаты предсказания биологичес- 
кой активности эмбинина с помощью компьютерной 
программы PASS, а также установленное ранее для 
экстракта Iris lactea кардиотоническое действие, экспе-
риментальное исследование кардиотропной актив-
ности эмбинина представляется актуальной задачей. 
Таким образом, целью настоящего исследования стала 
оценка кардиотонического действия эмбинина и его 
токсикологического профиля. 

Рисунок 1. Структурная формула эмбинина
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование острой токсичности при перораль-

ном введении эмбинина проводили по методу опре-
деления класса острой токсичности согласно ГОСТ 
32644-2014 на белых беспородных самках крыс массой 
180–200 г, полученных из ФГУП «Питомник лаборатор-
ных животных «Рапполово» [14]. Животных, сгруппиро-
ванных по дозам (300 и 2000 мг/кг эмбинина перораль-
но), содержали в искусственно вентилируемых клетках 
при температуре 22±3 °С и влажности 50–60% при ис-
кусственном освещении с 12-часовой сменой цикла 
«день – ночь» на полнорационном лабораторном кор-
ме с неограниченным доступом к питьевой воде. Ис-
пытание предельной дозы в 2000 мг/кг массы тела про-
водили на 6 животных (по 3 животных на каждый из 2 
этапов). Испытуемое вещество вводили в виде суспен-
зии в объёме до 3 мл на животное.

Оценку инотропного действия эмбинина прово-
дили в сравнении с дигоксином на модели перфузии 
изолированного сердца крысы по Лангендорфу [15]. В 
процессе перфузии регистрировали конечное систо-
лическое давление (КСД) в левом желудочке по стан-
дартной методике. Модифицированный аппарат Лан-
гендорфа состоял из двух перфузионных колонок, в 
одной из которых находился буферный раствор Креб-
са – Хенселейта, в другой – тот же раствор с раство-
рённой в нём субстанцией эмбинина (или препаратом 
сравнения дигоксином). В обеих колонках осуществля-
лась оксигенация и термостатирование растворов при 
+37 °С.

После завершения периода стабилизации (10 мин) 
осуществлялось попеременное подключение перфу-
зируемого сердца к колонкам с растворённой субстан-
цией эмбинина (или дигоксина) и к колонке с раство-
ром без эмбинина (или дигоксина). Время перфузии 
сердца из каждой колонки составляло 1 минуту. На 
30-й секунде каждого эпизода перфузии анализирова-
лась величина КСД. На каждом сердце было выполне-
но 10 измерений, всего в данной экспериментальной 
группе было 5 сердец. Контрольная группа была ана-
логична опытной, в ней вместо эмбинина использо-
вался дигоксин в эквимолярной концентрации.

Оценочным критерием инотропного эффекта суб-
станции эмбинина и референсного дигоксина являл-
ся прирост величины КСД, который выражался в про-
центном отношении данной величины на 30-й секунде 
перфузии испытуемым веществом к таковой величине 
во время предыдущего эпизода перфузии раствором 
Кребса – Хенселейта без испытуемого вещества.

После исследований на изолированном сердце 
(органный уровень) было принято решение провести 
эксперимент in vivo для более детального изучения 
инотропного, хронотропного эффектов и исключе-
ния острых нежелательных лекарственных реакций на 
сердце. В эксперименте использовались крысы-самцы 
стока Wistar (n=9) массой 250±50 г. Крыс наркотизиро-
вали с помощью внутрибрюшинного введения хлорал-
гидрата в дозе 425 мг/кг (Acros Oganics, США). Живот-

ные располагались на термостатируемом столике. В 
ходе эксперимента выполнялась запись электрокар-
диограммы с помощью стационарного компьютерно-
го кардиографа высокого разрешения «Кардиотехни-
ка-8» (ЗАО «Инкарт», Россия) в стандартных отведениях 
с целью оценки нарушений ритма и мониторирова-
ния частоты сердечных сокращений (ЧСС). Для оцен-
ки систолической функции сердца проводилось эхо-
кардиографическое исследование (ЭХО-КГ) с расчётом 
фракции укорочения левого желудочка (ФУ). Исполь-
зовалась эхокардиографическая ультразвуковая 
установка высокого разрешения MyLabTouchSL 3116 
(Essaot, Италия) с сосудистым линейным датчиком 
(частота – 13 МГц, глубина сканирования – 2 см) [16]. 

На первом этапе производилась катетеризация 
бедренной вены и установка сосудистого катетера. 
Выполнялось эхокардиографическое исследование 
(ЭХО-КГ) с регистрацией основных гемодинамичес- 
ких показателей: ФУ и ЧСС. Расчет ФУ производился по 
формуле [((КДР–КСР) / КДР) × 100], где КДР – конечный 
диастолический размер левого желудочка, КСР – ко-
нечный систолический размер левого желудочка.

В дальнейшем в бедренную вену вводилось 0,2 мл 
насыщенного раствора эмбинина с последующей ре-
гистрацией гемодинамических показателей непо-
средственно после введения, через 5 и 10 мин (рису-
нок 2). 

Результаты экспериментов обработаны статисти-
чески с использованием непараметрического крите-
рия Манна – Уитни. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Прогноз острой токсичности для крыс при пе-

роральном способе введения, выполненный с ис-
пользованием программы GUSAR [17], дает значение  
527 мг/кг. Однако в результате экспериментально-
го исследования острой токсичности было установ-
лено, что введение эмбинина в предельной дозе  
2000 мг/кг самкам крыс не вызывает гибели или каких-
либо проявлений токсического действия (таблица 2), 
что позволяет отнести данное вещество к 5-му классу 
токсичности.

В то же время, по литературным данным, ЛД50 
препарата сравнения дигоксина для взрослых крыс 
составляет 30,0±1,9 мг/кг [18], что свидетельству-
ет о существенно большей терапевтической широте 
эмбинина.

Рисунок 2. Протокол эксперимента по оценке влияния эмби-
нина на гемодинамику in vivo
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Таблица 2.

Исследование по методу определения класса  
острой токсичности

Шаг, доза
Шаг А3, доза 

300 мг/кг
Шаг А4, доза 

2000 мг/кг
Шаг А4*,

доза 2000 мг/кг 
Исход 3 из 3 живы 3 из 3 живы 3 из 3 живы

Примечание: *повторение эксперимента.

При перфузии миокарда по методу Лангендорфа 
прирост систолического внутрилевожелудочкового 
давления в группе эмбинина оказался равным 19%, в 
группе дигоксина – 47%, различие достоверно (р<0,05) 
(таблица 3). 

Таблица 3.

Сравнительная инотропная активность эмбинина  
и дигоксина на выделенном миокарде

Перфузируемый раствор

Давление в левом желудочке, 
мм рт. ст.

M±m 
(среднее ±  

среднеквадратичное 
отклонение) 

%

Кребс – Хензелейт (Контроль 1) 119±2* 100
Кребс – Хензелейт + эмбинин 142±6* 119*
Кребс – Хензелейт (Контроль 2) 112±4* 100
Кребс – Хензелейт + дигоксин 165±10* 147*

Примечание: *различия достоверны при р<0,05.

Таким образом, положительный инотропный эф-
фект эмбинина в сравнении с дигоксином в эквимо-
лярной концентрации оказался менее выраженным. 

В экспериментах in vivo сразу после введе-
ния раствора эмбинина отмечалось значимое 
увеличение ФУ по сравнению с исходными зна-
чениями (р<0,05) (ФУ исходная – 43,4±3,9%; ФУ сра-
зу после введения – 57,6±7,7%). Через 5 мин пос- 
ле введения отмечалась нормализация уровня  
ФУ (34,1±5,3%) с тенденцией (р=0,09) к снижению отно-

сительно исходных показателей. Значимых различий 
между ФУ через 10 мин (39,6±8,1%) и исходными значе-
ниями выявлено не было (р=1,0) (рисунки 3, 4).

Значимых различий по ЧСС между всеми точка-
ми наблюдения выявлено не было (исходная ЧСС –  
369±7/мин, ЧСС сразу после введения – 361±14/мин, че-
рез 5 мин – 358±9/мин, через 10 мин – 359±21/мин).

На фоне введения 0,2 мл насыщенного раство-
ра эмбинина отмечалось появление незначительного 
числа одиночных желудочковых экстрасистол, кото-
рые исчезали на 5–7-й минуте наблюдения.

Таким образом, в результате оценки кардиото-
нического действия был обнаружен положительный 
инотропный эффект, а также на фоне введения 0,2 мл 
насыщенного раствора эмбинина отмечалось появле-
ние незначительного числа одиночных желудочко-
вых экстрасистол, которые исчезали на 5–7-й минуте 
наблюдения, в отличие от сердечных гликозидов, вы-
зывающих в эксперименте аллоритмию по типу биге-
минии и тригеминии [12]. Эти данные позволяют рас-
сматривать эмбинин как перспективную молекулу для 
дальнейших исследований эффективности при сер-
дечно-сосудистой патологии. 

Рисунок 3. Динамика изменения фракции укорочения левого 
желудочка после введения эмбинина

Рисунок 4. А, Б – эхокардиографическое исследование, М-режим, короткая парастернальная позиция. А – до введения эмбини-
на, Б – сразу после введения эмбинина
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В настоящее время сердечные гликозиды в кли-
нической медицине используют в подавляющем боль-
шинстве случаев не с целью усиления сократимости 
миокарда, а с целью контроля ритма и нейромодуля-
торных эффектов (снижение катехоламинергическо-
го влияния и уровня ренина) у больных с хронической 
сердечной недостаточностью. В этом плане менее вы-
раженный прирост сократимости миокарда под 
действием эмбинина в сравнении с дигоксином не- 
достатком эмбинина не является. В дальнейшем плани-
руется выполнить более детальное эксперименталь-
ное исследование механизмов инотропного действия, 
возможных плейотропных эффектов, оценить побоч-
ные эффекты, а также осуществить подбор эффектив-
ных доз эмбинина при сердечной недостаточности и 
изучить влияние его на твёрдые конечные точки при 
длительной терапии с целью определения возможных 
перспектив его клинического использования. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.	 Эмбинин, флавоновый гликозид, выделенный из 

травы Iris lactea, относится к веществам 5-го клас-
са токсичности.

2.	 Предсказание спектра биологической активности 
эмбинина с использованием программы PASS по-
казало, что наиболее вероятным является кардио-
протекторное действие.

3.	 В результате эксперимента на органном и орга-
низменном уровнях был обнаружен положитель-
ный инотропный эффект, что на фоне низкой ток-
сичности позволяет рассматривать эмбинин как 
перспективную молекулу для дальнейших иссле-
дований при сердечно-сосудистой патологии.
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НОВЫЙ ПРОТИВОВИРУСНЫЙ ПРЕПАРАТ «ТРИАЗИД». 
РЕЗУЛЬТАТЫ I ФАЗЫ КЛИНИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ

Э. Г. Деева1, Ю. И. Шевчик1, А. А. Шалджан1, К. А. Загородникова2,  
А. А. Тумашов3, А. В. Баклыков3,4, С. К. Котовская3,4, О. Н. Чупахин3,4,  
В. Н. Чарушин3,4, В. Л. Русинов3,4, Д. С. Копчук3,4*

Резюме. В работе представлены результаты исследования фармакокинетики, переносимости и безопасности нового противо-
гриппозного препарата «Триазид» в нескольких дозовых режимах, проведенного на здоровых добровольцах. Предложена удоб-
ная методика определения препарата «Триазид» в плазме крови и моче методом ВЭЖХ, использованная в рамках исследования. 
При этом не установлено достоверной статистической связи между приемом препарата, нежелательными клиническими явле-
ниями и изменениями лабораторных показателей. Изучение фармакокинетики показало, что «Триазид» в плазме крови обнару-
живается в среднем через 0,5 ч, кривая убывания концентраций двухфазна, период полувыведения в первой фазе составляет 
1,5–4,0 ч. Максимальные концентрации с увеличением дозы возрастают прямо пропорционально. С увеличением суточной дозы 
максимальная концентрация достигается раньше. При этом не отмечено существенной кумуляции при длительном примене-
нии. «Триазид» хорошо переносился всеми участниками во всех изученных дозовых режимах. Предпочтительными режимами, 
обеспечивающими поддержание эффективных и безопасных концентраций, выглядят приемы по 300 мг два и три раза в сутки. 

Ключевые слова: «Триазид», грипп, клиническое исследование, безопасность, фармакокинетика.

NEW ANTIVIRAL DRUG TRIAZID. RESULTS OF FIRST PHASE OF CLINICAL TRIAL

E. G. Deyeva1, Yu. I. Shevchik1, A. A. Shaldghan1, K. A. Zagorodnikova2, A. A. Tumashov3, A. V. Baklykov3,4,  
S. K. Kotovskaya3,4, O. N. Chupahin3,4, V. N. Charushin3,4, V. L. Rusinov3,4, D. S. Kopchuk3,4*

Abstract. The paper contains а results of the study of the pharmacokinetics, tolerability and safety of a new influenza drug Triazide in 
several dose regimens conducted on healthy volunteers. The convenient method for the determining the Triazide in blood plasma and 
urine by the HPLC have been proposed for the using in this study. There was no reliable statistical relationship between drug intake, 
undesirable clinical events and changes in laboratory parameters. A study of the pharmacokinetics have been showed that Triazide in 
the blood plasma was found on average after 0.5 hours, the curve of decrease in concentrations was two-phase, the half-life in the first 
phase was 1.5-4.0 hours. The maximum concentrations with increasing dose increased in direct proportion. With an increase in the daily 
dose, the maximum concentration was reached earlier. At the same time, no significant cumulation was observed with prolonged use. 
In the study, Triazide was well tolerated by all participants in all studied dose regimens. Preferred regimens that provide maintenance 
of effective and safe concentrations, appearances were 300 mg two and three times a day.

Keywords: Triazide, influenza, clinical research, safety, pharmacokinetics.
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ВВЕДЕНИЕ
Создание инновационных лекарственных 

препаратов, эффективных в отношении инфек-
ций вирусной этиологии, является одной из наи-
более актуальных задач современной медицины 
и фармацевтики. Это продиктовано полиэтиоло-
гичностью и контагиозностью вирусных инфек-
ций, высокой изменчивостью вирусов и появле-
нием новых особо опасных агентов [1]. Так, новый 
высокопатогенный вирус гриппа птиц H5N1, по-
явившийся в 1997 г., вызвал беспрецедентную 

смертность (до 60%) среди заболевших в стра-
нах Юго-Восточной Азии. Подобные вспышки 
птичьего гриппа получили достаточно широ-
кое распространение, охватив ряд стран Европы 
и США  [1–3]. Всемирная организация здравоох-
ранения уже в 2000 г. декларировала необходи-
мость подготовки к пандемии гриппа. Пандемия 
гриппа 2009 г., вызванная новым штаммом виру-
са гриппа А(H1N1), стала серьезной проблемой 
вследствие отсутствия выбора средств противо-
вирусной терапии, инъекционных лекарствен-
ных форм для лечения тяжелых форм заболе-



1732018 № 3 (24)       www.pharmjournal.ru      

вания, ограничения использования препаратов по 
причине появления резистентных штаммов [1, 4–6]. 

Перечисленные проблемы противовирусной те-
рапии диктуют необходимость разработки и прак-
тического внедрения новых эффективных средств 
лечения гриппа [1, 6, 7]. Скрининг, проведенный сре-
ди соединений азолоазинов, позволил выявить ряд 
наиболее перспективных соединений с высокой про-
тивовирусной активностью, в ряду которых особое 
место занимает препарат с условным названием «Три-
азид» – 5-метил-6-нитро-7-оксо-4,7-дигидро-1,2,4-
триазоло[1,5-α]пиримидинида l-аргининия моногид- 
рат [8]. Согласно результатам доклинических исследо-
ваний «Триазид» в системах in vivo обладает высокой 
противовирусной активностью в отношении различ-
ных штаммов вируса гриппа. «Триазид» относится к VI 
классу относительно безвредных веществ по класси-
фикации Hodge [9]. Полученные результаты доклини-
ческого исследования препарата «Триазид» явились 
основанием проведения клинического исследова-
ния I фазы для оценки переносимости, безопасности 
и фармакокинетики препарата и отработки режима 
дозирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клиническое исследование проводилось в 

ФГБУ  «НИИ гриппа» Минздрава России (г. Санкт-
Петербург) в соответствии с этическими нормами, 
определенными Правилами проведения качествен-
ных клинических испытаний в РФ и Хельсинской дек- 
ларацией [10–15], на основании разрешения № 250 на 
проведение клинического исследования от 12 апреля 
2016 г., выданного Министерством здравоохранения 
Российской Федерации, и выписки из протокола № 120 
заседания совета по этике от 01 марта 2016 г.

Пациенты

В исследование были включены здоровые добро-
вольцы обоего пола в возрасте от 18 до 45 лет, подпи-
савшие информированное согласие. Основными кри-
териями исключения являлись: беременность или 
кормление грудью; наличие острых и хронических за-
болеваний; сопутствующая терапия; недавнее участие 
в каком-либо клиническом исследовании. 

Дизайн исследования

В исследовании участвовали 44 здоровых добро-
вольца, в том числе 4 дублера, когортами по 10 добро-
вольцев, последовательно участвовавших в случае 
первых трех когорт в трех этапах исследования, а в слу-
чае четвертой когорты – в двух этапах исследования.

В ходе исследования проводились следующие ла-
бораторно-инструментальные обследования: общий 
анализ крови, биохимический анализ крови, общий 
анализ мочи – в день скрининга и на 1, 5, 27, 34, 62 и 
69-й дни исследования, ЭКГ в 12 стандартных отведе-
ниях – в день скрининга и на 33-й и 68-й дни исследо-

вания, измерение АД, ЧСС – в день скрининга и на 1–5, 
27, 28, 34–38, 62, 63, 69–73-й дни исследования. Иссле-
дование включало 3 этапа: изучение фармакокинетики 
и переносимости при однократном приеме «Триази-
да»; при многократном режиме дозирования (добро-
вольцы принимали препарат ежедневно однократно в 
течение 7 дней); при многократном режиме дозирова-
ния с увеличением кратности приема и суточной дозы 
препарата. В целом было проанализировано 11 схем 
приема препарата «Триазид» с эскалацией суточных 
доз от 300 мг до 1200 мг.

На каждый следующий этап с увеличением дозы 
добровольцы переходили в случае удовлетворитель-
ной переносимости и установленной безопасности на 
предыдущем этапе. Период «отмывания» между эта-
пами введения препарата составлял 4 недели (5 пери- 
одов полувыведения). 

Средняя продолжительность участия в исследо-
вании для когорт I, II и III составила 73 дня, для когорты 
IV – 38 дней.

Забор крови  
для фармакокинетического анализа

При изучении фармакокинетических параметров 
образцы крови получали в следующие временные точ-
ки: 0,5; 1; 1,5; 2; 4; 8; 12; 24; 48; 72; 96 ч после приема пре-
парата, а также изучались фоновые показатели крови 
(до приема препарата – точка 0). Сбор мочи прово-
дился у добровольцев на этапе 1 в следующие интер-
валы времени: 0–4 ч; 4–8 ч; 8–12 ч; 12–24 ч. В каждый 
из указанных промежутков времени регистрировал-
ся объем мочи. Таким образом, забор проб для фар-
макокинетики проводился следующим образом: на 
1 этапе – кровь и моча, на 2 и 3 этапах – только кровь. 
В качестве антикоагулянта при этом использовался ге-
парин (3%), 1 часть на 20 частей крови; выполнялось 
центрифугирование (3000 об/мин в течение 20 мин); 
заморозка не использовалась. 

Препарат

Препарат «Триазид», капсулы, 300 мг, выпущен 
ОАО «Фармстандарт-Лексредства» (Россия).

Изучение безопасности и переносимости

Основными показателями безопасности и пере-
носимости являлись: частота возникновения и тип не-
желательных явлений, их тяжесть и связь с приемом 
препарата, динамика лабораторных и инструменталь-
ных показателей. 

Изучение фармакокинетических параметров

Пробоподготовка образцов производилась в ре-
зультате их обработки водным раствором соляной 
кислоты, дальнейшая экстракция «Триазида» произ-
водилась этилацетатом; растворитель был отогнан, а 
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остаток растворен в буферном растворе, используе-
мом для проведения количественного анализа.

Содержание «Триазида» определяли в плазме 
крови и моче методом высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ). Хроматографический ана-
лиз проводили на хроматографе Agilent 1200 (Agilent 
Technologies, США) с использованием хроматографи-
ческой колонки Phenomenex Luna C18 (2), 150×2,00 мм, 
5 мкм (Phenomenex, США), и предколонке Eclipse 
XDB-C18, 4,6×12,5 мм, 5 мкм (Agilent Technologies, США), 
при температуре 28 °С. В качестве подвижной фазы ис-
пользовали смесь 50 мМ фосфатный буферный раст- 
вор (рН 4,67) : ацетонитрил (Sigma-Aldrich, США), до-
ля ацетонитрила – от 5% на старте до 20% на 7-й мин. 
Время хроматографирования составляло 18  мин. 
УФ-детектирование проводили при длине волны 
210±1,2 нм. Время удерживания «Триазида» составило 
около 8,8 мин. Валидация данной методики была вы-
полнена согласно ОФС.1.1.0012.15 в диапазоне кон-
центраций от 0,03 до 20 мкг/мл.

В ходе исследования оценивались следующие 
фармакокинетические параметры: максимальная кон-
центрация (Cmax); время достижения максимальной 
концентрации (Tmax); константа элиминации (kel); пе-
риод полувыведения (T1/2); площадь под кривой кон-
центраций за время наблюдения (AUC0-t); площадь под 
кривой концентраций, экстраполированная до беско-
нечного времени (AUC0-∞); минимальная концентра-
ция (Cmin); фактор кумуляции (fc); фракция, выводимая 
в неизменном виде (fe); почечный клиренс (CLR). 

Статистический анализ

Статистическая обработка полученных данных 
была выполнена с использованием непараметричес- 
ких и параметрических методов. 

Для статистического анализа результатов принят 
уровень значимости 5% и мощность используемых 
критериев 80%. Описательная статистика измеряемых 
показателей содержит следующие значения: мини-
мальные и максимальные значения, среднее, медиана, 
межквартильный размах.

Оценка клинико-лабораторных показателей 
внутри и между когортами на всех этапах исследова-
ния проведена с помощью критерия Краскелла – Уол-
лиса или критерия Фридмана с соответствующими 
апостериорными критериями. Категориальные дан-
ные описаны с помощью процентных соотношений 
и абсолютных значений. Сравнение категориальных 
данных проводилось с помощью точного критерия 
Фишера. Анализ выполнен с помощью пакета статис- 
тических программ IBM SPSS Statistics, ver. 21.0 (IBM 
Corporation, США).

Для анализа фармакокинетических параметров 
использовались методы линейной и нелинейной рег- 
рессии, анализа интегральных моментов, параметри-
ческих и непараметрических анализов парных и не-
парных наблюдений соответственно характеру дан-
ных. Анализ был выполнен с помощью программного 
обеспечения Statistica, Excell и GraphPad Prizm. Были 
представлены статистические характеристики мак-
симальных, минимальных и средних величин с указа- 
нием интервала стандартной ошибки или проценти-
лей в зависимости от характера данных. Принимае-
мый уровень вероятности для отвержения нулевой ги-
потезы установлен при p<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе работы проведена оценка переносимости, 

безопасности и фармакокинетики препарата «Триа-
зид» при использовании 11 схем приема препарата с 
эскалацией суточных доз от 300 мг до 1200 мг. Режим 
дозирования препарата составил 1, 2 и 3 раза в сутки.

Безопасность

В ходе проведенного исследования установлена 
безопасность и хорошая переносимость препарата 
«Триазид».

Средние суммарные дозы на добровольца со-
ставили: в когорте I – 6600 мг, в когорте II – 11100 мг, 
в когорте III – 15600 мг, в когорте IV – 9600 мг. Все ко-
горты добровольцев получали «Триазид» в нарастаю-
щих дозировках (максимальная разовая доза – 1200 мг, 
максимальная суточная доза – 1200 мг, максимальная 
курсовая доза – 8400 мг). При этом не установлено 
достоверной статистической связи между приемом Agilent Technologies 1200
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препарата, нежелательными клиническими явления-
ми и изменениями лабораторных показателей. В ходе 
исследования было отмечено 53 клинических нежела-
тельных явления, из которых 25 нежелательных явле-
ний зафиксированы в когорте I, 13 – в когорте II, 9 – в 
когорте III, 6 – в когорте IV. Все нежелательные явления 
были легкой степени тяжести, носили транзиторный 
характер и не требовали отмены препарата или про-
ведения дополнительной терапии. В процессе иссле-
дования не было зафиксировано ни одного серьезно-
го нежелательного явления. 

Среди зафиксированных нежелательных явлений 
(НЯ) таковые с возможной/вероятной связью с при- 
емом препарата распределились по когортам следую-
щим образом: в когорте I – 15 НЯ с возможной связью 
с приемом препарата (nобщее=25); в когорте II – 6 НЯ с 
вероятной связью с приемом препарата (nобщее=13); в 
когорте III – 4 НЯ с возможной/вероятной связью с при- 
емом препарата (nобщее=9); в когорте IV – 1 НЯ с воз-
можной связью с приемом препарата (nобщее=6).

При этом необходимо отметить, что связи нежела-
тельных явлений с увеличением дозы препарата не вы-
явлено. Наибольшее количество случаев нежелатель-
ных явлений отмечено в когорте I, где доза препарата 
при всех трех схемах введения была минимальной.

Таким образом, за все время проведения иссле-
дования нежелательные явления по причинно-следст- 
венной связи с приемом препарата распределены сле-
дующим образом: вероятная связь (n=8), возможная 
связь (n=18), сомнительная связь (n=18), не связанные 
с приемом препарата (n=9).

Все нежелательные явления можно разделить на 
следующие группы: гастроинтестинальные (n=23), 
респираторные (n=4), неврологические (n=23), кож-
ные (n=1), сердечно-сосудистые (n=1), другие (n=1).

Среди нежелательных клинических явлений были 
отмечены: головная боль (n=21), боли в животе (n=10), 
диарея (неоформленный стул до двух раз в сутки) 
(n=5), тошнота (n=3), потеря аппетита (n=3), слабость 
(n=2), заложенность в ушах (n=1), сердцебиение (n=1), 
чувство жажды (n=1), метеоризм (n=1), кожный зуд 
(n=1), катаральные явления (заложенность носа, нас- 
морк, боли в горле) (n=4).

Статистически значимых различий между коли-
чеством нежелательных явлений, дозами и схемами 
приема препарата выявлено не было (для нежелатель-
ных явлений с вероятной связью двусторонняя значи-
мость точного критерия Фишера составляет р>0,999, с 
возможной связью – р=0,392).

Таким образом, частота и характер нежелатель-
ных явлений не имели значимых различий в зави-
симости от когорт, схем применения и дозировок 
препарата.

Изучение изменений лабораторных показателей 
в разных когортах и при сравнении когорт между со-
бой не позволило установить определенных тенден-
ций. Колебания величин лабораторных показателей 
не выходили за пределы физиологических норм ни в 
одной из 11 испытанных схем применения препарата.

Анализ совокупности данных показал, что «Три-
азид» не вызывал каких-либо изменений общеклини-
ческого статуса добровольцев, не нарушал функцио-
нальной активности систем организма, не оказывал 
негативного влияния на оцениваемые параметры (ЭКГ, 
АД, ЧСС, температура тела).

Таким образом, применение препарата «Триазид» 
не оказывало патологического влияния на состояние 
жизнеобеспечивающих органов и систем организма, 
было безопасно и хорошо переносилось всеми участ-
никами исследования.

Фармакокинетические параметры  
при однократном приеме препарата 

C целью определения концентрации препара-
та «Триазид» в плазме крови и моче в рамках работы 
была предложена эффективная методика его коли- 
чественного определения методом ВЭЖХ, которая и 
использовалась во всех дальнейших случаях.

Кривая убывания концентраций «Триазида» пос- 
ле приема однократной дозы 300 мг была нелиней-
ной и характеризовалась двумя фазами убывания. Пе- 
риод полувыведения в 1-й фазе составлял 4,3 ч, во 
второй – 14 ч. Максимальные значения концентрации 
регистрировались в среднем через 4 ч и составляли  
0,07 мкг/мл (медиана). В половине случаев наблюдал-
ся второй равноценный пик концентраций в интер-
вале 12–72 ч, с медианным значением 0,09 (от 0,06 
до 0,2) мкг/мл. Усредненная кривая представлена на 
рисунке 1А.

Среднее время удерживания составило 39 ч. На-
чальная фаза абсорбции была быстрой, коэффициент 
в несколько раз превышал соответствующий коэффи-
циент фазы элиминации, однако затем всасывание, 
вероятно, замедлялось, уравниваясь со скоростью 
элиминации. Общий плазменный клиренс составил в 
среднем 219 л/ч, что подтверждает преобладание эли-
минации над всасыванием. Соответственно, значение 
кажущегося объема распределения также в среднем 
составило 4379 л.

При приеме «Триазида» в дозе 600 мг (рисунок 
1Б) максимальная концентрация возросла пропорци-
онально увеличению дозы, но достигалась несколько 
раньше, при этом одновременно увеличивалась ско-
рость убывания концентраций в 1-й фазе, тогда как во 
второй она оставалась в целом неизменной. Пропор-
ционально дозе увеличивалось и значение площади 
под кривой. Клиренс и кажущийся объем распределе-
ния примерно не изменялись. 
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При увеличении однократной дозы «Триазида» до 
900 мг (рисунок 1В) оба пика концентраций сдвигались 
во времени к началу. Максимум концентраций, так же 
как значения площади под кривой, увеличивались 
пропорционально дозе. Коэффициент элиминации на 
хвосте распределения не изменялся, незначительно 
уменьшались значения плазменного клиренса и кажу-
щегося объема распределения.

При увеличении разовой дозы до 1200 мг началь-
ная фаза абсорбции максимально сокращалась, сред-
ний максимум концентраций наблюдался около 3 ч, 
максимальное значение увеличивалось пропорцио-
нально дозе (рисунок 1Г). Вторая фаза убывания ни-
велировалась: период полувыведения и среднее вре-
мя удерживания уменьшались до значений 1-й фазы, 
соответственно уменьшались значения площади под 
кривой. В таблице 1 представлены данные показате-
лей фармакокинетики «Триазида» при приеме одно-
кратной дозы препарата.

Оценка клиренса

С мочой при приеме препарата «Триазид» в дозе 
300 мг в течение 24 ч в неизменном виде выделялось 
от 9 до 26% принятой дозы, в среднем 16%. Соответст- 
венно почечный клиренс составил в среднем (меди- 
ана) 63 л/ч. При увеличении дозы препарата до 600 мг 

количество выведенного в неизменном виде с мочой 
«Триазида» варьировало от 11 до 32% (в среднем 23%). 
Основная часть, как и при приеме 300 мг, выводилась 
в интервале 4-8 ч. При приеме 900 мг однократно про-
цент выводимого с мочой вещества несколько увели-
чивался (8-55%, в среднем 32%). Необходимо отметить, 
что при увеличении дозы до 1200 мг общее количество 
выведенного с мочой «Триазида» не увеличилось, что 
подтверждает предположение о лимитировании вса-
сывания в этой дозе. На рисунке 2 представлена дина-
мика выделения «Триазида» с мочой при приеме одно-
кратной дозы во всех когортах.

Рисунок 1. Кривые убывания концентраций «Триазида» после приема однократных доз: А) 300 мг, Б) 600 мг, В) 900 мг, Г) 1200 мг

Рисунок 2. Динамика выделения «Триазида» с мочой
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Фармакокинетические параметры  
при многократном и длительном приеме

При многократном введении в дозе 300 мг в сут-
ки «Триазид» кумулировал (рисунок 3), среднее зна-
чение фактора кумуляции составило 5,3 (от 1,2 до 
7,5). Максимальная концентрация была в 6 раз вы-
ше, чем при однократном приеме, и достигалась 
раньше. Несколько ускорялось убывание в первой 
фазе. Значение плазменного клиренса достоверно 
снижалось.

При многократном приеме «Триазида» в дозе 
600  мг 1 раз в сутки площадь под фармакокинети-
ческой кривой также незначительно увеличивалась 

(рисунок 4). Медиана значения фактора кумуляции 
составила 1,7 (от 0,24 до 8,9). Максимальные значе-
ния достигались дважды, как и в случае однократ-
ного приема, но происходило это раньше: в первый 
раз – через 0,5–1,5 ч после введения, во второй – 
через 4–8 ч. Значения Сmax, а также других показа-
телей фармакокинетики значимо не изменялись. В 
целом, как и для дозы 300 мг, отмечался сдвиг обоих  
пиков концентраций влево и, как следствие, сокра-
щение общего времени удержания «Триазида» в 
организме.

При приеме 600 мг «Триазида» (по 300 мг два раза 
в день) достигались такие же максимальные концент- 
рации, как и при его приеме в дозе 600 мг один раз в 

Таблица 1.

Данные показателей фармакокинетики «Триазида» при приеме однократной дозы препарата  
(при отсутствии стандартного отклонения указана медиана)

Показатель
300 мг 600 мг 900 мг 1200 мг

Достоверность 
различий1

Среднее Ст. откл. Среднее Ст. откл. Среднее Ст. откл. Среднее Ст. откл. р
Tmax (ч) 4 2,7 3 1 1** 0,5 1,25 – 0,005
Cmax (мкг/мл) 0,1 0,06 0,3 0,26 0,59 0,4 0,77 0,5 <0,0001
(kel)1 (ч-1) 0,16 – 0,43 – 0,31 – 0,42 –
(Т1/2)1 (ч) 4,3 – 1,6 – 2,2 – 1,7 –
(kel)2 (ч-1) 0,05 – 0,06 – 0,06 – – –
(T1/2)2 (ч) 14 – 11,6 – 11,6 – – –
AUC0-t (мкг∙ч/мл) 1,2*1 1 2,88* 3,4 5,411 4,1 4,70 1,4 0,007
AUC0-∞ (мкг∙ч/мл) 1,37 0,1 2,92 3 5,48 4,1 4,70 1,4
AUMC0-t (мкг∙ч2/мл) 37,4 53 65,1 102 167 228,1 23,11 7,4 >0,05
AUCM0-∞ (мкг∙ч2/мл) 53,5 39 68,9 108 172 228,5 23,11 7,4 >0,05
MRT (ч) 39 21 23,6 18 22 22,3 4,5 1,76 0,07
fe 0,16** 0,06 0,23 0,06 0,32** 0,12 0,23 0,06 0,005
CLR (л/ч) 62 – 89 – 105 – 59 – >0,05
Cl/F (доза/
AUC) (л/ч)

219 138 205 825,9 177,4 442 251 102 >0,05

Vd/F (CL/kel) (л) 4379 2319 3425** 6560 2359 – 634** 314 0,0005
Ka (ч-1) 0,72** 0,4 11 0,2 2,8**1 1,5 2,3 5 0,006
Vss=CL∙MRT (л) 8540** 6435 4848 10233 41091 2749 1194**1 639 0,004

Примечание: 1сравнения проведены методом Kruskal – Wallis с коррекцией Dunn.
**Пары статистически достоверных различий.

Рисунок 3. Кривые убывания концентраций «Триазида» при 
однократном (прерывистая линия) и многократном (сплошная 
линия) приеме в дозе 300 мг

Рисунок 4. Кривые убывания концентраций «Триазида» при 
однократном (прерывистая линия) и многократном (сплошная 
линия) приеме в дозе 600 мг
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сутки (рисунок 5). Второй пик концентраций достигал-
ся раньше (в среднем через 4 ч). Вторая фаза убывания 
концентраций практически не наблюдалась, период 
полувыведения в среднем составил 1,2 ч, что совпа-
дало с соответствующим значением при приеме «Три-
азида» в дозе 600 мг один раз в сутки и длительном 
его приеме в дозе 300 мг. Площади под фармакоки-
нетической кривой были существенно ниже, чем при 
приеме 600 мг один раз в сутки. При этом скорость 
элиминации «Триазида» из плазмы существенно не из-
менялась, не наблюдалось кумуляции, напротив, Cmax 
были снижены по сравнению с многократным при- 
емом 1 раз в сутки.

При длительном приеме «Триазида» в дозе 900 мг 
в сутки значения максимальной концентрации и вре-
мя ее достижения значимо не изменялись (рисунок 6). 
Вторая фаза элиминации нивелировалась, первая ха-
рактеризовалась такой же константой, как и при одно-
кратном приеме. Площадь под фармакокинетической 
кривой имела тенденцию к снижению, в основном за 
счет отсутствия повторного появления «Триазида» в 
крови через 11–12 ч (второй пик концентраций). 

При дозировании 900 мг «Триазида» в три приема 
по 300 мг кривая концентраций после каждого при-
ема характеризовалась такими же значениями Тmax, 

Cmax и AUC, как после ежедневного приема препарата 
в дозе 900 мг один раз в сутки. Однако благодаря по-
добным подъемам концентраций 3 раза в сутки пред-
ставляется, что этот режим обеспечивает наиболее 
стабильные концентрации препарата в крови в тече-
ние наиболее продолжительного времени без кумуля-
ции (рисунок 7).

При длительном приеме «Триазида» в дозе 1200 мг 
в сутки значения максимальной концентрации и вре-
мя ее достижения значимо не изменялись (рисунок 8).

Таким образом, по сравнению с данными, полу-
ченными при однократном приеме «Триазида» в до-
зах 300, 600, 900 и 1200 мг, при многократном приеме 
в тех же дозах исчезали различия во времени дости-
жения и величине максимальной концентрации, а 
также в значениях площади под фармакокинетичес- 
кой кривой и среднего времени удержания (табли-
цы 2, 3). Рассчитанный фактор кумуляции отмечен 
только для дозы 300 мг, в остальных дозах кумуляции 
практически не наблюдалось. Минимальным в дозе 
300  мг был общий плазменный клиренс «Триазида», 
тогда как при более высоких дозах его значения зна-
чимо не различались. Отмечалась тенденция к сниже-
нию скорости всасывания при длительном приеме и 
при увеличении дозы, выраженной в значении конс- 
танты абсорбции, однако статистической значимости 
эти различия не достигли.

Рисунок 5. Кривые убывания концентраций «Триазида» при 
приеме в дозе 300 мг однократно, 300 мг 1 раз в сутки 7 дней и 
300 мг 2 раза в сутки 7 дней

Рисунок 6. Кривые убывания концентраций «Триазида» при 
однократном (прерывистая линия) и многократном (сплошная 
линия) приеме в дозе 900 мг

Рисунок 7. Кривые убывания концентраций «Триазида» в раз-
ных режимах приема дозы 300 мг

Рисунок 8. Кривые убывания концентраций «Триазида» при 
однократном (прерывистая линия) и многократном (сплошная 
линия) приеме в дозе 1200 мг в сутки
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Обсуждение полученных результатов

При анализе фармакокинетических параметров 
было показано, что при приеме внутрь «Триазид» 
быстро всасывается и обнаруживается в крови уже че-
рез 0,5 ч. Нарастание концентраций происходит сту-
пенчато благодаря одновременному течению с раз-
ной скоростью процессов всасывания, распределения 
в тканях и выведения. В связи с этим отмечается не-
сколько пиков концентраций. Максимальные концент- 
рации с увеличением дозы возрастают прямо пропор-
ционально и составляют в среднем 0,1 мкг/мл в до-
зе 300  мг, 0,3  мкг/мл в дозе 600 мг, 0,6 мкг/мл в дозе 
900 мг и 0,8 мкг/мл в дозе 1200 мг. С увеличением су-

точной дозы максимальная концентрация достигает-
ся раньше. Так, при однократном приеме 300 мг «Триа-
зида» время достижения максимальной концентрации 
составляет в среднем 4 ч, при длительном приеме – 
1 ч. При применении доз 900 и 1200 мг были получены 
аналогичные данные. Убывание концентраций в плаз-
ме носит двухфазный характер, в первой фазе период 
полувыведения составляет от 1,5 до 4 ч, во второй  – 
11–13  ч. Сразу после появления в плазме «Триазид» 
интенсивно выводится почками в неизменном виде в 
среднем в количестве 30% независимо от доз. Отно-
сительное уменьшение выведения отмечается после 
приема 1200 мг «Триазида». Большая часть препарата 
выводится в интервале 4–8 ч.

Таблица 2.

Сводные результаты показателей фармакокинетики «Триазида» при приеме внутрь в течение недели (в отсутствие стандартно-
го отклонения указана медиана)

Показатель 300 мг 600 мг 900 мг 1200 мг
Достоверность 

различий1

Среднее/
медиана

Ст. откл.
Среднее/
медиана

Ст. откл.
Среднее/
медиана

Ст. откл.
Среднее/
медиана

Ст. откл. р

Tmax (ч) 1 1 1 0,4 1 0,5 1 0,4 >0,05

Cmax (мкг/мл) 0,45 0,23 0,4 0,3 0,41 0,3 0,79 0,43 >0,05

(kel)1 (ч-1) 0,4 – 0,6 – 0,35 – 0,6 –- >0,05

(Т1/2)1 (ч) 1,7 – 1,2 – 2,2 – 1,5 0,8 >0,05

(kel)2 (ч-1) 0,05 – – – - – – – –

(T1/2)2 (ч) 13,9 – – – - – – – –

AUC0-t (мкг∙ч/мл) 4,7 1,4 3 1,7 2,5 1 6,3 3,8 >0,05

AUC0-∞ (мкг∙ч/мл) 3,5 – 3 1,7 2,5 1 6,3 3,8 >0,05

AUMC0-t (мкг∙ч2/мл) 23 7,3 16 11 22 20 31,4 20,7 >0,05

AUCM0-∞ (мкг∙ч2/мл) 54 – 16 11 22 20 31,4 20,7 >0,05

MRT (ч) 4,5 1,7 5,7 1,5 7,8 4 4,5 1,76 >0,05

fc 5,3* – 1,7 – 0,92* – 1 – 0,0095*

Cl/F (доза/AUC) (л/ч) 68*** 25 203 – 402 146 202 96 <0,0001

Vd/F (CL/kel) (л) 1714 – 297 862 619 441 222 –

Ka (ч-1) 2,3 5 0,3 0,2 0,6 0,8 0,35 0,3 >0,05

Таблица 3.

Сводные результаты показателей фармакокинетики «Триазида» при приеме внутрь однократно и в течение недели

Показатель
300 мг 600 мг 900 мг 1200 мг

1 день 7 дней 1 день 7 дней 1 день 7 дней 1 день 7 дней
Tmax (ч) 4 1 3 1 1 1 1,25 1

Cmax (мкг/мл) 0,1 0,45 0,3 0,4 0,59 0,41 0,77 0,79

(kel)1 (ч-1) 0,16 0,4 0,43 0,6 0,31 0,35 0,42 0,6

(Т1/2)1 (ч) 4,3 1,7 1,6 1,2 2,2 2,2 1,7 1,5

(kel)2 (ч-1) 0,05 0,05 0,06 – 0,06 – – –

(T1/2)2 (ч) 14 13,9 11,6 – 11,6 – – –

AUC0-t (мкг∙ч/мл) 1,2 4,7 2,88 3 5,41 2,5 4,70 6,3

AUC0-∞ (мкг∙ч/мл) 1,37 3,5 2,92 3 5,48 2,5 4,70 6,3

AUMC0-t (мкг∙ч2/мл) 37,4 23 65,1 16 167 22 23,11 31,4

AUCM0-∞ (мкг∙ч2/мл) 53,5 54 68,9 16 172 22 23,11 31,4

MRT (ч) 39 4,5 23,6 5,7 22 7,8 4,5 4,5

Cl/F (доза/AUC) (л/ч) 219 63 205 203 177,4 402 251 202

Vd/F (CL/kel) (л) 4379 1714 3425 297 2359 862 634 441

Ka (ч-1) 0,72 2,3 1 0,3 2,8 0,6 2,3 0,35
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При длительном применении в дозах 300 и 600 мг 
наблюдается некоторое увеличение площади под кри-
вой (коэффициент кумуляции 5 и 1,7 соответственно), в 
дозах 900 и 1200 мг нарастания значения AUC (кумуля-
ции) не отмечается. Коэффициент абсорбции при дли-
тельном применении снижается, говоря о замедлении 
всасывания. Также при длительном приеме не регист- 
рировалась вторая фаза элиминации и общий пе- 
риод полувыведения составлял в среднем 1,5–2 ч во 
всех дозах. Благодаря этому прием «Триазида» не-
сколько раз в сутки не приводил к кумуляции, но 
обеспечивал более длительное нахождение вещества 
в плазме. Клиренс и кажущиеся объемы распределе-
ния были значительными независимо от дозы.

В целом полученные данные говорят о лимитиро-
вании нарастания концентраций с увеличением дозы 
при длительном приеме, что делает в случае кратнос- 
ти приема более 1 раза целесообразным получение 
препарата в дозе не выше 600 мг. Из числа кратных 
режимов введения наиболее стабильные концентра-
ции создают режимы приема 300 мг 3 раза в сутки и 
300 мг 2 раза в сутки. Таким образом, для дальнейших 
исследований именно эти режимы представляются 
наиболее целесообразными. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе проведенного исследова-

ния были изучены фармакокинетика, переносимость 
и безопасность нового противогриппозного препа-
рата «Триазид» в различных дозовых режимах; была 
предложена удобная методика определения препара-
та «Триазид» в плазме крови и моче методом ВЭЖХ, ис-
пользованная в рамках работы. При этом установлена 
безопасность и хорошая переносимость препарата, а 
изучение его фармакокинетики показало, что после 
приема внутрь «Триазид» быстро всасывается и обна-
руживается в крови уже через 0,5 ч. Максимальные 
концентрации с увеличением дозы возрастают прямо 
пропорционально. С увеличением суточной дозы мак-
симальная концентрация достигается раньше. Убыва-
ние концентраций в плазме носит двухфазный харак-
тер, в первой фазе период полувыведения составляет 
от 1,5 до 4 ч, во второй – 11–13 ч. Анализ различных 
режимов приема «Триазида» показывает, что из чис-
ла кратных режимов введения наиболее стабильные 
концентрации создают режимы приема 300 мг 3 раза в 
сутки и 300 мг 2 раза в сутки. 

Результаты проведенного клинического иссле-
дования I фазы по протоколу «Исследование без- 
опасности, переносимости и фармакокинетики пре- 
парата «Триазид» при применении у здоровых доб- 
ровольцев, I фаза» позволяют рекомендовать данный 
препарат к испытанию II фазы по оценке безопасности 
и эффективности.

Работа была выполнена при финансовой под-
держке Министерства образования и науки Российс- 
кой Федерации (грант № 4.6351.2017/8.9).
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РЕКОМЕНДАЦИИ ЕВРОПЕЙСКОЙ ФАРМАКОПЕИ  
«РЕГУЛИРОВАНИЕ УСЛОВИЙ 
ХРОМАТОГРАФИРОВАНИЯ» И ИХ ОГРАНИЧЕНИЯ  
ДЛЯ МЕТОДИК ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПРИМЕСЕЙ 

Н. А. Эпштейн1*, В. Л. Севастьянова1, А. И. Королева1

Резюме. Рассмотрены рекомендации о допустимых изменениях условий хроматографирования, приведенные в главе 2.2.46 
Европейской Фармакопеи в разделе «Регулирование условий хроматографирования». На основании опыта исследований 
робастности методик ВЭЖХ и УЭЖХ и литературных данных указано, какие из этих рекомендаций не годятся или имеют су-
щественные ограничения для методик определения примесей. Приведен пример, подтверждающий некоторые из указан-
ных ограничений. Для методик определения примесей рекомендуется: использовать допустимые изменения условий хро-
матографирования из главы 2.2.46 Европейской Фармакопеи раздела «Adjustment of chromatographic conditions» только в 
случае отсутствия близко расположенных или частично перекрывающихся пиков примесей, не используемых для контроля 
разрешающей способности хроматографической системы на хроматограммах испытуемого раствора фармацевтической 
субстанции / лекарственного препарата на конце срока годности; альтернативное условие – отсутствие таких пиков на хро-
матограммах растворов, получаемых при стрессовых исследованиях с субстанцией лекарственного вещества; устанавли-
вать допустимые пределы изменения (коррекции) условий хроматографирования на основании исследования робастности 
методик и включать их при необходимости как дополнение к условиям хроматографирования.

Ключевые слова: допустимые изменения условий хроматографирования, примеси, ограничения, ВЭЖХ, УЭЖХ.

RECOMMENDATIONS OF THE EUROPEAN PHARMACOPOEIA «ADJUSTMENT OF CHROMATOGRAPHIC CONDITIONS»  
AND THEIR RESTRICTIONS FOR THE METHODS OF IMPURITIES DETERMINATION

N. A. Epshtein1*, V. L. Sevastianova1, A. I. Koroleva1

Abstract. The recommendations of admissible corrections of the chromatographic conditions provided in chapter 2.2.46 of the European 
Pharmacopeia in the section "Adjustment of chromatographic conditions" are examined. Based on experience of the investigation of 
robustness of HPLC and UPLC methods and literary data, the article points out which of these recommendations are not suitable or 
have significant restrictions for the methods of impurities determination. An example that confirms some of the specified restrictions 
is given. For methods for determining impurities, it is recommended: to use admissible corrections of the chromatographic conditions 
from chapter 2.2.46 of the European Pharmacopeia, in section "Adjustment of chromatographic conditions" only in the absence of 
closely located or partially overlapping peaks of impurities not used for control of the resolution of chromatographic system on the 
chromatograms of the test solution of pharmaceutical substance / drug at the end of its shelf-life or on the chromatograms of the sample 
solutions after stress testing; an alternative condition is the absence of such peaks on the chromatograms of the solutions obtained 
under stress testing with the drug substance; to set admissible limits for the change (corrections) of the chromatographic conditions 
on the basis of the investigation of the robustness of the methods, and to include them, if necessary, in the methods. 

Keywords: adjustment of chromatographic conditions, impurities, restrictions, HPLC, UPLC.
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РАЗДЕЛ:   Регуляторные вопросы

ВВЕДЕНИЕ
Вопросы, связанные с ревалидацией хрома-

тографических методик, до сих пор являются акту-
альными на практике из-за большого количества 
факторов, способных влиять на валидационные 
характеристики методики и ее робастность [1–
4]. В главе 2.2.46 Европейской Фармакопеи (EP) 
«Chromatographic separation techniques» в раз-
деле «Adjustment of chromatographic conditions» 
(«Регулирование условий хроматографирова-
ния») приведены рекомендации о допустимых 

изменениях условий хроматографирования [5]. 
При этом отмечено, что не нужна ревалидация 
методики, если изменяют условия хроматографи-
рования в указанных пределах и при этом выпол-
няются требования пригодности хроматографи-
ческой системы. Однако наш опыт исследования 
робастности методик ВЭЖХ и УЭЖХ показал, что 
многие из рекомендуемых допустимых изменений 
условий хроматографирования, указанных в EP [5], 
имеют существенные ограничения, а некоторые 
даже не годятся в случае методик определения 
примесей. Это согласуется с наличием в [6] реко-
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мендаций, аналогичных приведенным в главе 2.2.46 EP, 
но только для методик количественного определения 
(Assay), и введением дополнительных ограничений 
для допустимого изменения состава подвижной фазы, 
размера частиц, размера колонки и т.д. в USP [7]. 

Цель статьи: проанализировать допустимые из-
менения (далее корректировки) условий хроматогра-
фирования для жидкостной хроматографии, указан-
ные в главе 2.2.46 Европейской Фармакопеи, с точки 
зрения их пригодности для методик определения при-
месей, а также дать рекомендации, основанные на ли-
тературных данных и на нашем опыте.

Прежде всего подчеркнем, что допустимые кор-
ректировки условий хроматографирования должны 
основываться на теоретических доводах, а также на 
опыте исследования робастности аналитических ме-
тодик [1]. На основании этой предпосылки мы провели 
анализ рекомендаций «Adjustment of chromatographic 
conditions» из главы 2.2.46 Европейской Фармакопеи с 
точки зрения их пригодности для методик определе-
ния примесей. Результаты анализа систематизированы 

в таблице 1, в ней указаны ограничения, препятствую-
щие применению некоторых рекомендаций EP [5] по 
допустимым корректировкам условий хроматогра-
фирования для методик определения примесей. Эти 
ограничения дополнены важными, на наш взгляд, ре-
комендациями из Фармакопеи США [7].

Проиллюстрируем некоторые из ограниче-
ний, указанных в таблице 1, на примерах, получен-
ных при исследовании робастности изократической 
методики определения примесей в новом препа-
рате, которые произвели на нас особенно сильное 
впечатление.

Условия хроматографирования: колонка XBridge 
C18, 250×4,6 мм, 5 мкм; подвижная фаза: 0,05 М фосфат-
ный буфер с рН=8,0 – метанол – ацетонитрил (47:46:7); 
скорость потока 1,0 мл/мин; объем вводимой пробы 
10 мкл; детектор УФ 215 нм; температура колонки 35 °С. 
В требованиях пригодности хроматографической сис- 
темы нормируется разрешение между пиком основно-
го вещества и примеси с RRT около 1,09: Peak-to-valley 
ratio (p/v) – не менее 1,5.

Таблица 1.

Результаты оценки пригодности для методик определения примесей рекомендаций о допустимых изменениях условий  
хроматографирования, указанных в главе 2.2.46 Европейской Фармакопеи

Рекомендация EP Ограничение использования 

1 2

Изократическое элюирование

Состав подвижной фазы: содержание компонента-растворителя, при-
сутствующего в меньшем количестве, может корректироваться в преде-
лах ±30% (относительное содержание) или ±2% (абсолютное содержание) 
в зависимости от того, какое из них больше. Например, для меньшего по 
содержанию компонента, составляющего 10% подвижной фазы, корректи-
рование относительного содержания на 30% допускает предельные зна-
чения от 7% до 13%, а корректирование абсолютного содержания на 2% 
допускает предельные значения от 8% до 12%, т.е. корректирование по от-
носительному содержанию больше. Для меньшего по содержанию компо-
нента, составляющего 5% подвижной фазы, корректирование относитель-
ного содержания на 30% допускает предельные значения от 3,5% до 6,5%, 
а корректирование абсолютного содержания на 2% допускает предельные 
значения от 3% до 7%, т.е. в данном случае корректирование по абсолютно-
му содержанию больше. Абсолютное содержание других компонентов не 
может быть изменено более чем на 10%.

Высокий риск неприемлемости этих коррекций для методик 
определения примесей, если на хроматограммах могут быть 
близко расположенные или частично перекрывающиеся 
пики примесей, которые не указаны в требованиях пригод-
ности хроматографической системы (ППХС) – критические 
методики.
Нет теоретического обоснования.
Фармакопея США допускает изменение содержания минор-
ных компонентов подвижной фазы (содержание ≤50%) на 
±30% относительных; при этом изменение содержания лю-
бого компонента подвижной фазы не должно превышать 
10% абсолютных (по отношению ко всей подвижной фазе) [7]. 

Скорость подвижной фазы: ±50%. При изменении размеров колонки до-
пускается большее корректирование (см. формулу ниже).

Неприменимо для критических методик. 
Нет теоретического обоснования.

Температура: ±10 °С в случае контролируемой рабочей температуры при 
отсутствии других указаний в частной фармакопейной статье. То же 

pH водного компонента подвижной фазы: ±0,2 pH при отсутствии дру-
гих указаний в частной фармакопейной статье или ±1,0 pH в случае испыта-
ния неионизированных веществ.

То же не исключено. Поэтому для критических методик сле-
дует проверять сохранение специфичности при изменении 
pH на ±0,2 pH.

Концентрация солей в буферном компоненте подвижной фазы: ±10%. Иногда неприменимо для ионообменной хроматографии; 
нет теоретического обоснования.

Характеристики колонки:

Неподвижная фаза:
•	 не допускается изменение заместителей неподвижной фазы (т.е. не до-

пускается замена C18 на С8);

Не учтена важность различия в селективности однотипных 
сорбентов.
Для методик определения примесей: даже замена однотип-
ной колонки (например, одного сорбента C18 на другой сор-
бент C18) требует ревалидации методики по характеристике 
«специфичность».

РАЗДЕЛ:   Регуляторные вопросы
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Рекомендация EP Ограничение использования 

1 2

размер частиц: допускается максимальное уменьшение размера на 50%, 
увеличение не допускается;

Нет теоретического обоснования. Фармакопея США обус- 
ловливает допустимое изменение размера частиц тем, что 
должно оставаться постоянным или изменяться в пределах 
от –25% до +50% отношение длины колонки (L) к размеру 
частиц (dp) или число теоретических тарелок должно изме-
няется в пределах от –25% до +50% по отношению к номи-
нальным значениям.

Размер колонки:
•	 длина: ±70%;
•	 внутренний диаметр: ±25%.
При изменении размера колонки скорость подвижной фазы (ПФ) может 
корректироваться при необходимости по формуле:

F F
L d

L d
2 1

2 2
2

1 1
2

=
⋅

⋅
,

где F1 – скорость ПФ, указанная в частной фармакопейной статье (ФС),  
мл/мин; F2 – скорректированная скорость ПФ, мл/мин; L1 – длина колонки, 
указанная в частной ФС, мм; L2 – длина используемой колонки, мм; d2

1  – внут- 
ренний диаметр колонки, указанный в частной ФС, мм;
d2

2   – внутренний диаметр используемой колонки, мм.

Формула имеет теоретическое обоснование для сохранения 
времени удерживания вещества, однако ее применение не 
гарантирует валидность методики определения примесей 
по характеристике «специфичность».
Фармакопея США вводит дополнительное требование: эф-
фективность колонки не должна изменяться больше чем на 
20%.

Длина волны детектора: корректирование не допускается. Есть теоретическое обоснование.

Объем вводимой пробы: может быть уменьшен при условии, что исполь-
зуемое детектирование и повторяемость пика(ов) остаются удовлетвори-
тельными; увеличение не допускается.

Лучше использовать рекомендацию Фармакопеи США: «Объ-
ем инжекции можно регулировать настолько, насколько это 
согласуется с принятой прецизионностью, линейностью и 
пределами детектирования» [7]. 

Градиентное элюирование

Состав подвижной фазы градиентного элюирования: незначительное 
корректирование состава подвижной фазы и системы градиента допусти-
мо при следующих условиях:
•	 выполняются требования пригодности хроматографической системы;
•	 основной(ые) пик(и) элюируется в пределах ±15% от указанного(ых) 

времени(ен) удерживания;
•	 элюирующая способность конечного состава подвижной фазы должна 

быть не ниже, чем у состава, указанного в частной фармакопейной ста-
тье.

Если соответствие требованиям пригодности хроматографической систе-
мы не может быть достигнуто, предпочтительной зачастую является оцен-
ка объема задержки или замена хроматографической колонки.

В большинстве случаев эти рекомендации неприменимы для 
методик определения примесей из-за потери селективности 
методики; допустима только коррекция программы градиен-
та с учетом объема задержки.
Фармакопея США не рекомендует использовать коррекции 
состава подвижной фазы для изменения условий хроматог- 
рафирования методик с градиентным элюированием [7] 
(потребуется ревалидация методики). 

Объем задержки (Dwell Volume). Конфигурация используемого обору-
дования может значительно изменить разрешение, время удерживания 
или относительное удерживание, описанные в методике, например из-за 
избыточного объема задержки. В частных фармакопейных статьях обыч-
но включают изократическую стадию до начала программы градиентно-
го элюирования, обеспечивая адаптацию к временным точкам градиента 
с учетом разницы в объеме задержки между системой, использованной 
при разработке частной фармакопейной статьи, и фактически использу-
емой системой. Адаптация продолжительности изократической стадии в 
зависимости от используемого аналитического оборудования входит 
в ответственность пользователя. Если в частной фармакопейной статье 
приведен объем задержки, установленный при ее разработке, то времен-
ные точки (t, мин), указанные в таблице градиента, могут быть заменены на 
адаптированные временные точки (tc, мин), рассчитанные по формуле:

t t
D D

Fc
o= ⋅

−
,   

где D– объем задержки, мл; Do  – объем задержки, использованный при раз-
работке методики, мл; F – скорость подвижной фазы, мл/мин.
Изократическая стадия, введенная с данной целью, может быть исключена 
при наличии данных по валидации методики, применяемой без указанной 
стадии.

Есть теоретическое обоснование.

pH водного компонента подвижной фазы: корректирование не допу-
скается. 

Требование основано на практике

Продолжение табл. 1
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В таблице 2 представлены факторы высокого и 
среднего риска и пределы их изменения при исследо-
вании робастности методики. Обращаем внимание на 
то, что в качестве допустимого предела изменения со-
держания элюентов рассматривали ±2,0% относитель-

ных и наихудшие случаи в соответствии с обоснова- 
нием, приведенным в [1]. 

На рисунках 1–3 приведены хроматограммы ис-
пытуемого раствора, полученные при условиях, ука-
занных в методике, а также при изменении факторов, 

Рекомендация EP Ограничение использования 

1 2

Концентрация солей в буферном компоненте подвижной фазы: кор-
ректирование не допускается.

Требование основано на практике

Скорость подвижной фазы: корректирование допускается при измене-
нии размеров колонки (см. формулу, указанную ниже).
Неподвижная фаза:
не допускается изменение заместителей неподвижной фазы (т.е. не допус- 
кается замена C18 на С8);

Не учтена важность различия в селективности однотипных 
сорбентов. 
Для методик определения примесей даже замена однотип-
ной колонки (например, одного сорбента C18 на другой сор-
бент C18) требует ревалидации методики по характеристике 
«специфичность».

размер частиц: корректировка не допускается; Требование основано на практике

Размер колонки:
•	 длина: ±70%;
•	 внутренний диаметр: ±25%.
При изменении размера колонки скорость подвижной фазы может коррек-
тироваться при необходимости по формуле (обозначения см. выше):

F F
L d

L d
2 1

2 2
2

1 1
2

=
⋅

⋅

Допустимая коррекция теоретически не обоснована и не га-
рантирует валидность методики определения примесей по 
характеристике «специфичность». 
Фармакопея США не рекомендует коррекции F, L и d для ме-
тодик с градиентным элюированием [7].

Температура: ±5 °С в случае контролируемой рабочей температуры при 
отсутствии других указаний в частной фармакопейной статье.

Нет теоретического обоснования. 
Увеличение температуры действует как увеличение содер-
жания более сильного элюента, поэтому высокий риск поте-
ри селективности в случае критических (см. выше) методик.

Длина волны детектора: корректирование не допускается. Есть теоретическое обоснование.

Объем вводимой пробы: может быть уменьшен при условии, что исполь-
зуемое детектирование и повторяемость пика(ов) остаются удовлетвори-
тельными; увеличение не допускается.

Лучше использовать рекомендацию Фармакопеи США: «Объ-
ем инжекции можно регулировать настолько, насколько это 
согласуется с принятой прецизионностью, линейностью и 
пределами детектирования» [7].

Окончание табл. 1

Таблица 2.

Факторы высокого и среднего риска и пределы их изменения при исследовании робастности рассматриваемой методики

№ Факторы 
Единица 

измерения
Значение по методике

Пределы 
изменения

Уровень (–1)* Уровень (+1)*

1.
Состав подвижной 
фазы (ПФ)

%
Буфер – МеОН – ACN =

470:460:70
±2% отн.

Буфер/МеОН/ACN = 
479,4 : 450,8 : 68,6

Буфер/МеОН/ACN =
460,6 : 469,2 :71,4

2.
Буфер: значение pH 
буфера

pH 8,0 ±0,10 pH 7,90 8,10

3.
Буфер: концентрация 
соли в буфере (Сbuff)

мг/мл

Раствор смеси 6,80 г ка-
лия дигидрофосфата и 
1,872 г натрия гидроксида в 
1000  мл воды, доведенный 
до рН=8,00.

±10%

Раствор смеси 6,12 г ка-
лия дигидрофосфата и 
1,685 г натрия гидрокси-
да в 1000 мл воды, дове-
денный до рН=8,00.

Раствор смеси 7,48 г ка-
лия дигидрофосфата и 
2,059  г натрия гидрокси-
да в 1000  мл воды, дове-
денный до рН=8,00.

4. Скорость потока (F) мл/мин 1,0 ±2% 0,98 1,02

5.
Температура колонки 
(Т)

°C 35 ±3 °C 32 38

6. Длина волны (λ) нм 215 ±2 нм 213 217

7. Колонка* – – – Колонка 1 Колонка 2

Примечание: * Хроматографическая колонка 2 содержит такой же сорбент, как и колонка 1, но другой серии.
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оказавшихся критическими [1] для этой методики: ско-
рости потока, температуры колонки и pH фосфатного 
буферного раствора. 

Влияние изменения скорости потока на ±2,0%. 
При сопоставлении хроматограмм на рисунке 1 (ввер-
ху) видно, что в соответствии с теорией при увеличе-
нии скорости потока F на 2,0% пики основного вещест- 
ва и примесей немного смещаются влево (зеленый 
цвет), а при уменьшении F на 2,0% смещаются вправо 
(синий цвет) относительно условий хроматографиро-
вания по методике (красный цвет). При этом разреше-
ние между пиком основного вещества и примеси с RRT 
около 1,09 изменяется незначительно и соответству-
ет требованиям пригодности хроматографической сис- 
темы. В то же время, как видно из рисунка 1 (внизу, уве-
личенный масштаб), увеличение скорости потока всего 
на 2,0% приводит к практически полному перекрыва-
нию некоторых пиков примесей, а именно выходящих 
при номинальных (по методике) условиях с RRT около 
0,49 (RT≈27,5 мин) и около 0,53 (RT≈29,1 мин), а также к 
значительному перекрыванию пиков примесей в об-

ласти 14–16 мин и 21–23 мин. Отметим, что при номи-
нальных условиях пики этих примесей были хорошо 
разделены и поэтому не были включены в требования 
пригодности хроматографической системы. 

Влияние изменения температуры хроматог- 
рафической колонки. Увеличение температуры (T) 
хроматографической колонки и, следовательно, под-
вижной фазы на три градуса (+3  °C), как видно из ри-
сунка 2 (вверху), действует аналогично увеличению 
содержания более сильного элюента [8] – пики смеща-
ются влево (зеленый цвет), а при уменьшении T на три 
градуса (–3 °C) – смещаются вправо (синий цвет) отно-
сительно условий хроматографирования по методи-
ке (красный цвет). При этом разрешение между пиком 
основного вещества и примеси с RRT около 1,09 изме-
няется незначительно и соответствует требованиям 
пригодности хроматографической системы. Из уве-
личенного участка хроматограммы (рисунок 2, внизу) 
видно, что изменение температуры хроматографичес- 
кой колонки всего на +3 °C приводит к значительному 
перекрыванию пиков примесей, выходящих при номи-

Рисунок 1. Наложение хроматограмм испытуемых растворов 
для определения примесей: красный цвет – нормальные ус-
ловия, синий цвет – при уменьшении скорости потока на 2,0%, 
зеленый цвет – при увеличении скорости потока на 2,0%. Вни-
зу  – увеличенный масштаб (с небольшим сдвигом) для боль-
шей наглядности перекрывания пиков в области 14–16 мин, 
21–23  мин и 27–30 мин при увеличении скорости потока на 
2,0%

Рисунок 2. Наложение хроматограмм испытуемых раство-
ров для определения примесей: красный цвет – нормальные 
условия, синий цвет – при уменьшении температуры колон-
ки на 3 °С, зеленый цвет – при увеличении температуры ко-
лонки на 3 °С. Внизу – увеличенный масштаб (с небольшим 
сдвигом) для большей наглядности перекрывания пиков в 
области 27–30 мин при увеличении температуры колонки на 
3 °С
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нальных условиях с RRT около 0,49 (RT≈27,5 мин) и око-
ло 0,53 (RT≈29,1 мин); это приводит к большой ошибке 
определения содержания этих примесей по сравнению 
с результатом их обсчета по хроматограмме, получен-
ной при номинальных условиях. Пики примесей в об-
ласти 14–16 мин и 21–23 мин остаются достаточно хо-
рошо разделенными, то есть увеличение температуры 
имеет разное воздействие на разные примеси, и это 
можно объяснить прежде всего различной энергией 
сорбции молекул примесей. 

Влияние изменения pH фосфатного буфера. 
Уменьшение pH фосфатного буфера на 0,1 (pH=7,9), как 
видно из рисунка 2 (вверху), приводит к тому, что пи-
ки некоторых примесей смещаются влево (зеленый 
цвет), а при увеличении pH на 0,1 (pH=8,1) – смеща-
ются вправо (синий цвет) относительно условий хро-
матографирования по методике (красный цвет). При 
этом разрешение между пиком основного вещества 
и примеси с RRT около 1,09 изменяется незначитель-
но и соответствует требованиям пригодности хро-
матографической системы. Из увеличенного участка 
хроматограммы (рисунок 3, внизу) видно, что умень-
шение pH буфера всего лишь на 0,1 приводит к прак-
тически полному перекрыванию пиков примесей, вы-
ходящих при номинальных условиях с RRT около 0,49 
(RT≈27,5 мин) и около 0,53 (RT≈29,1 мин), а также к зна-
чительному перекрыванию пиков примесей в области 
14–16 мин и 21–23 мин. 

В таблице 3 в качестве примера приведены зна-
чения разрешения Rs между пиками примесей, вы-
ходящих при номинальных условиях с RRT около 0,49 
(RT≈27,5 мин) и около 0,53 (RT≈29,1 мин). 

На основании полученных результатов можно 
сделать следующие важные выводы: даже при выпол-
нении требований к пригодности хроматографичес- 
кой системы изократическая методика определения 
примесей может стать неробастной при:

•	 увеличении скорости потока F на 2,0%, хотя EP до-
пускает изменение F на ±50% (таблица 1); 

•	 увеличении температуры T колонки на 3  °C, хотя 
EP допускает изменение T на ±10 °С (таблица 1);

•	 уменьшении pH на 0,1, хотя EP допускает измене-
ние pH на ±0,2 (таблица 1).

Как видим, значения критических изменений ско-
рости потока и температуры оказались значительно 
меньшими, чем допускается в разделе «Adjustment of 
chromatographic conditions» главы 2.2.46 Европейской 
Фармакопеи [5], также меньшим оказалось и крити-
ческое значение pH. 

Таблица 3.

Критические факторы, установленные при исследовании робастности изократической методики определения примесей*

 Факторы
Отклик 

F
(–2,0%)

F
(+2,0%)

Т
(–3 °C)

Т 
(+3 °C)

pH 
(+0,1pH)

pH 
(–0,1pH)

Разрешение Rs между пиками с 
RRT около 0,49 (RT~27 мин) и около 
0,53 (RT~29 мин) на хроматограмме 
испытуемого раствора**

2,0
Практически полное 
перекрывание пиков

1,85
Значительное 
перекрывание 

пиков***
1,9

Практически полное 
перекрывание пиков

Примечание: * Обозначения факторов см. в табл. 2.
** При условиях по методике Rs ≈ 1,9.
*** Приводит к большой ошибке определения содержания примесей по сравнению с результатом обсчета хорошо разделенных 
пиков на хроматограмме, полученной при условиях по методике 

Рисунок 3. Наложение хроматограмм испытуемых раство-
ров для определения примесей: красный цвет – нормаль-
ные условия, синий цвет – при увеличении рН буфера на 0,1 
(рН=8,1), зеленый цвет – при уменьшении рН буфера на 0,1 
(рН=7,9). Внизу  – увеличенный масштаб (с небольшим сдви-
гом) для большей наглядности перекрывания пиков в области 
14–16 мин, 21–23 мин и 27–30 мин при уменьшении рН буфера 
на 0,1
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Характерно, что у рассмотренной методики на 
хроматограммах испытуемого раствора, а также раст- 
воров образцов после стрессовых экспериментов 
имелись близко расположенные пики примесей, ко-
торые не были указаны в требованиях пригодности 
хроматографической системы, так как они были доста-
точно хорошо разделены при номинальных условиях. 
Возможность перекрывания некоторых из таких пиков 
была установлена только при исследовании робаст-
ности методики. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные выше результаты, а также наш 

опыт исследования робастности методик ВЭЖХ и 
УЭЖХ показывает, что:

•	 в случае методик определения примесей инди-
катором непригодности рекомендаций Евро-
пейской Фармакопеи [5] о допустимых измене-
ниях условий хроматографирования является 
наличие на хроматограммах испытуемого раст- 
вора фармацевтической субстанции / лекарст- 
венного препарата на конце срока годности или 
на хроматограммах растворов образцов суб-
станции после стрессовых исследований близко 
расположенных или частично перекрывающих-
ся пиков примесей, не используемых для конт- 
роля разрешающей способности хроматографи-
ческой системы (критические методики согласно 
таблице 1). 

Для методик определения примесей 
рекомендуем:

•	 использовать допустимые изменения усло-
вий хроматографирования из главы 2.2.46 Ев-
ропейской Фармакопеи раздела «Adjustment of 
chromatographic conditions» только при отсутст- 
вии на хроматограмме испытуемого раствора 
фармацевтической субстанции / лекарственного 
препарата на конце срока годности близко распо-
ложенных или частично перекрывающихся пиков 
примесей, не используемых для контроля разре-
шающей способности хроматографической систе-
мы. Альтернативное условие – отсутствие таких 
пиков на хроматограммах растворов, получае-
мых при стрессовых исследованиях с субстанци-
ей лекарственного вещества. Для снижения риска 
невалидности методики при изменении условий 
хроматографирования целесообразно учитывать 
ограничения, указанные в таблице 1; 

•	 устанавливать допустимые пределы измене-
ния (допустимые коррекции) условий хро-
матографирования на основании исследова-
ния робастности методик и включать их при 
необходимости как дополнение к условиям 
хроматографирования. 
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Резюме. В статье изложена информация об использовании научными работниками умений и навыков в сфере проведения 
исследований в области патентоведения, внедрения в производственный процесс новейших и прогрессивных результатов 
собственных разработок, а также вопросы регистрации сведений о результатах интеллектуальной деятельности в базах 
данных ЕГИСУ НИОКТР и ПАРУС (ФАНО) России. Представлены аспекты научно-исследовательской работы ФГБНУ ВИЛАР в 
области интеллектуальной собственности, позволяющие сделать результаты научной деятельности института более востре-
бованными и значимыми.
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ВВЕДЕНИЕ 
В современных условиях развития научно-

технического прогресса, постоянного обнов-
ления научной информации важное значение 
приобретает деятельность в области патентове-
дения, анализа и учета результатов интеллекту-
альной деятельности.

Экономические условия развития нашей 
страны, учет требований ФАНО России и поста-
новлений Правительства РФ предопределяют не-
обходимость включения сведений по результа-
там интеллектуальной деятельности (РИД) в базы 
данных ПАРУС (ФАНО России) и ЕГИСУ НИОКТР. В 
связи с этим встал вопрос о необходимости сис- 
тематизации и анализа патентной деятельности в 
ФГБНУ ВИЛАР.

Всероссийский научно-исследовательский 
институт лекарственных и ароматических рас-
тений (ФГБНУ ВИЛАР) – научное учреждение, 
проводящее весь комплекс научных исследова-

ний, от поиска биологически активных веществ 
и проведения доклинических исследований до 
разработки технологии получения субстанций 
и лекарственных средств на их основе, созда-
ния сырьевой базы и разработки агротехнологий 
возделывания лекарственного растительного сы-
рья [1].

Для достижения поставленной цели в рам-
ках проведения НИР институт решает задачи, 
включающие следующие исследования:

99 исследования биологических структур на 
стадиях их формирования, функционирова-
ния и сохранения;

99 мобилизацию генетических ресурсов ле-
карственных и ароматических растений для 
сохранения генофонда, создания адаптивно-
устойчивых сортов, агротехнологий и штам-
мов клеточных культур лекарственных рас-
тений с целью развития сырьевой базы для 
фитопрепаратов;



1912018 № 3 (24)       www.pharmjournal.ru      

99 научное формирование, сохранение и изучение 
биоколлекций генофонда различного направ-
ления с целью создания новых лекарственных 
средств;

99 проведение доклинических исследований отдель-
ных фракций, субстанций и лекарственных препа-
ратов из лекарственного растительного сырья:

99 поиск активных фракций природных соединений, 
разработка способов их получения из нативного 
сырья, методик стандартизации и создание на их 
основе современных лекарственных форм [2].

В новых экономических условиях система управ-
ления патентно-лицензионной и изобретательской 
деятельностью становится структурным элементом в 
системе научно-исследовательской работы институ-
та в области создания новых сортов лекарственных 
растений, разработки агротехнологий, новых и усо-
вершенствованных технологий получения биологи-
чески активных веществ, получения фитопрепаратов, 
разработки методов их анализа, методик определе-
ния фармакологической активности и безопасности 
препаратов. 

В соответствии с законом РФ № 2124-1 от 27.12.91  
«О средствах массовой информации» [3] с целью экс-
пертизы материалов научных исследований институ-
та, подлежащих правовой охране и направляемых для 
публикации в открытой печати, а также выступлений 
по телевидению и радио в ФГБНУ ВИЛАР определен 
порядок публикации результатов научных исследова-
ний сотрудниками института и рассмотрение матери-
алов авторских свидетельств и патентов.

В соответствии с приказами № 52 от 21.04.2015 и 
№ 24 от 15.02.2018 созданы экспертные комиссии:

•	 по химическим, технологическим, медицинским и 
биотехнологическим работам;

•	 по работам в области лекарственного расте- 
ниеводства.

Все работы, предназначенные для публикации, 
рассматриваются на заседании экспертных комис-
сий. По результатам обсуждения экспертная комиссия 
принимает решение о направлении статьи в печать 
(оформляется экспертное заключение) либо выносит 
рекомендации о подготовке материалов на патенто-
вание или переработку статьи с учетом замечаний 
экспертов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Информационную базу исследования состави-

ли данные национальной библиографической базы 
данных РИНЦ, реферативные базы данных публика-
ций в научных журналах «Web of Science» и «Scopus», 

информационный ресурс Федерального института 
промышленной собственности (ФИПС), Единая госу-
дарственная информационная система учета научно-
исследовательских, опытно-конструкторских и тех-
нологических работ гражданского назначения (ЕГИСУ 
НИОКТР).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
За период работы экспертных комиссий (с 2015 

по 2018 гг.) проведено 56 заседаний, на которых рас- 
смотрено более 140 научных статей, тезисов, моно-
графий, предназначенных для публикации в открытой 
печати, а также описаний новых изобретений и селек-
ционных достижений. Показатели результативности 
ФГБНУ ВИЛАР, а именно число публикаций, входящих 
в РИНЦ, число статей в журналах, входящих в «Web of 
Science» или «Scopus», RSCI, в перечень ВАК, число мо-
нографий и патентов, представлены на рисунке 1. 

Как видно из рисунка 1, максимальное количест- 
во публикаций в РИНЦ, «Web of Science» или «Scopus» 
приходится на 2016 г. по сравнению с 2017 г., что сви-
детельствует о возникших сложностях в публикации 
материалов научно-исследовательской работы в вы-
сокорейтинговых журналах, в том числе в журналах, 
входящих в перечень ВАК. Количество монографий и 
патентов в 2017 г. по сравнению с другими годами не 
изменилось и осталось на уровне 9–12 патентов, 3–4 
монографий в год.

Институтом проводится активная работа по 
оформлению и своевременной подаче заявок на ре-
зультаты интеллектуальной деятельности, включая 
проведение информационного поиска по выявле-
нию уровня техники заявленного решения. Работы 
по поиску и анализу информации проводятся в фор-
ме патентных исследований, регламентируемых ГОСТ 
15.011-96 [4].

Согласно статье УК РФ № 1225 к охраняемым ре-
зультатам интеллектуальной деятельности и средств 
индивидуализации относятся 16 объектов, из которых 
по 5 проводятся работы в институте:

Рисунок 1. Показатели результатов научно-исследовательс- 
кой работы ФГБНУ ВИЛАР с 2013–2017 гг.
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•	 изобретения;

•	 полезные модели;

•	 селекционные достижения;

•	 фирменные наименования; 

•	 товарные знаки.

За последние 5 лет (2013–2017 гг.) институтом по-
лучено 44 патента (рисунок 2) на изобретения и по-
лезные модели, сорта лекарственных растений, в том 
числе 12 – за 2017 год, из них 3 патента получены по 
технологии лекарственных препаратов, 5 – на способ 
получения фармацевтических субстанций, 3 – на фар-
макологическую активность субстанций и препаратов, 
3 – на селекционные достижения.

Патентно-лицензионная деятельность ФГБНУ  
ВИЛАР проводится в соответствии с направлениями 
научно-исследовательской работы института и госу-
дарственными регламентами Федерального института 
промышленной собственности.

Следует отметить, что после получения патента 
с каждым годом расходы на уплату государственных 
пошлин за поддержание патента в силе увеличивают-
ся, что требует оценки коммерческой реализуемости 
патента и принятия решения о его продлении.

В связи с этим научно-организационный отдел 
проводит анализ действующих объектов интеллекту-
альной собственности (ИС) на предмет целесообраз-
ности (нецелесообразности) дальнейшего поддержа-
ния их в силе и предоставляет подготовленный график 
оплаты государственных пошлин на рассмотрение ру-
ководству института.

Утвержденный документ о поддержании патен-
тов в силе передается в бухгалтерию института. На-
учно-организационный отдел контролирует правиль-
ность и своевременность уплаты государственных 
пошлин, предоставляет руководству института ин-
формацию о сроках и размерах платежей, связанных 

с правовой охраной результатов интеллектуальной 
деятельности [2].

Важным направлением деятельности институ-
та в современных условиях является оценка и поста-
новка на баланс института объектов интеллектуаль-
ной собственности в виде нематериальных активов 
предприятия. В 2017 году согласно распоряжению от 
08.08.2014 г. № 472 ФАНО России «О первоочередных 
мерах по информатизации Федерального агентства 
научных организаций» на баланс института поставле-
но 73 объекта, 12 объектов ИС проходят этап оценки 
(рисунок 3). 

Анализ представленных на рисунке 3 результа-
тов показывает, что доля изобретений, поставленных 
на баланс института, составляет 53%, а доля селекци-
онных достижений – 31,5% от общего количества РИД.

В системе управления НИР и ГЗ ФАНО России в 
обязательном порядке осуществляется учет объек-
тов интеллектуальной собственности с указанием ко-
личества поданных заявок на патент, количества по-
лученных охранных документов, а также количества 
прекращенных охранных документов как в Российс- 
кой Федерации, так и за её пределами на год подачи 
отчета (рисунок 4).

По результатам выполнения научно-исследова-
тельской работы в 2017 г. институтом подано 4 за-
явки на объекты интеллектуальной собственности в 
РФ, получено 9 охранных документов и прекращено 
действие 3 патентов.

Проводится работа по фиксированию объектов 
интеллектуальной собственности в системе ЕГИСУ  
НИОКТР. Единая государственная информационная  
система учета результатов научно-исследовательских, 
опытно-конструкторских и технологических работ 
гражданского назначения предназначена для:

•	 учета данных о научных исследованиях и разра-
ботках по всем областям знаний в Российской 
Федерации;

Рисунок 2. Количество патентов, полученных по тематикам 
ФГБНУ ВИЛАР в период с 2013 по 2017 гг.

Рисунок 3. Распределение охраняемых результатов интеллек-
туальной деятельности в зависимости от вида РИД
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•	 предоставления информации всем заинтересо-
ванным лицам о результатах научно-исследова-
тельских, опытно-конструкторских и технологи-
ческих работ;

•	 использования результатов интеллектуальной 
деятельности.

Основная цель создания ЕГИСУ НИОКТР – разви-
тие единой базы данных по научно-исследовательс- 

ким и опытно-конструкторским работам, повышение 
эффективности расходования средств на проведение 
научных исследований и разработок, а также спо-
собствование коммерциализации результатов интел-
лектуальной деятельности.

В настоящее время в системе представлена ин-
формация об объектах интеллектуальной собствен-
ности (рисунок 5).

Рисунок 5. Единая государственная информационная система учета результатов научно-исследовательских и опытно-конструк-
торских работ на примере ФГБНУ ВИЛАР
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Рисунок 4. Информация об объектах интеллектуальной собственности в системе  управления НИР и ГЗ ФАНО России на примере 
ФГБНУ ВИЛАР 
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Как видно из рисунка 5, в 2017 году в соответст- 
вии с направлениями научных исследований инсти-
тут работал по пяти темам научно-исследовательс- 
ких и опытно-конструкторских работ. К каждой теме  
НИОКТР института прикрепляются РИД (патенты на 
полезные модели, селекционные достижения, изобре-
тения), полученные в рамках данной научной работы 
(рисунок 6).

Размещение РИД в базе данных ЕГИСУ НИОКТР 
непосредственно в темах научных исследований поз- 
воляет правообладателю патента своевременно по-
лучить информацию о востребованности результатов 
интеллектуальной деятельности, связаться с произво-
дителями, заинтересованными в патенте, и сформиро-
вать договор на использование результатов интеллек-
туальной деятельности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Следует отметить, что надлежащим образом орга-

низованная деятельность института в сфере интеллек-
туальной собственности позволяет сделать научный 
труд сотрудника более значимым, а результаты его на-
учной деятельности более востребованными.
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Рисунок 6. Сведения о патентах на селекционные достижения по теме «Научное формирование, сохранение и изучение биокол-
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РОССИЙСКИХ ЕСТЕСТВОИСПЫТАТЕЛЕЙ  
НА РУБЕЖЕ XIX–XX вв.

К. С. Гузев1*

Резюме. В работе представлены сведения о Ф. Б. Швабе и Н. Заклине, предпринимателях конца XIX – начала XX вв., которые 
своим трудом и смекалкой создали материально-техническую базу, обеспечившую развитие различных отраслей естест- 
вознания. Их деятельность способствовала развитию медицины, фармации, химии, биологии, геологии, астрономии и др. 
Кроме снабжения, они осуществляли определённые просветительские функции. Проявленные ими деловые качества и 
принципы организации возглавляемых ими предприятий не утратили актуальности и применяются в настоящее время.
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OF THE XIX–XX CENTURY
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Abstract. The paper presents information about F. B. Schwabe and N. Zaklin, entrepreneurs of the late 19th and early 20th centuries who, 
through their labor and ingenuity, created the material and technical base that provided the development of various branches of natural 
science. Through their work they contributed to the development of medicine, pharmacy, chemistry, biology, geology, astronomy, 
etc. In addition to supply, they carried out certain educational functions. The business qualities and principles of organization of the 
enterprises led by them have not lost their relevance and are being applied at present.

Keywords: development of science, supply of medicine and pharmacy, instruments, equipment, means of mechanization of pharmacies, 
catalogs of medical and pharmaceutical products.
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ВВЕДЕНИЕ
Период с середины до конца XIX в. был вре-

менем расцвета российской науки, в том чис-
ле в области естествознания. Именно в это вре-
мя Россию прославляли врачи Н. И. Пирогов 
(1810–1881), И. М. Сеченов (1829–1905), С. П.  Бот-
кин (1832–1889), Н. В. Склифосовский (1836–1904), 
И. И. Мечников (1845–1916), В. М. Бехтерев (1857–
1927), эмбриолог К. М. Бэр (1792–1876), физиологи 
И. П. Павлов (1849–1936) и Н. Е. Введенский (1852–
1922), микробиологи Д. И. Ивановский (1864–1920) 
и В. Л. Омельянский (1867–1928)  [1]. Не отставали 
от них химики А. А. Воскресенский (1809–1880), 
Н.  Н. Зинин (1812–1880), А. М. Бутлеров (1828–
1886), Д. И. Менделеев (1834–1907) и фармацев-
ты Ю. К. Трапп (1814–1908), В. А. Тихомиров (1841–
1915), И. Г. Драгендорф (1836–1898) [2, 3]. При этом, 
повествуя о достижениях этих учёных, лишь не-
многие придавали значение тому факту, что для 
научных открытий да и для повседневной рабо-
ты врачей, химиков и фармацевтов необходимо 
соответствующее оснащение. Так, врачам нужны 

приборы для постановки диагноза, инструмен-
ты, перевязочный материал, предметы ухода за 
больными, лекарства. Для химических лабора-
торий и производств необходимы сырьё (рас-
тительное или химическое), реактивы, лабора-
торное стекло, аналитическое оборудование. 
Провизоры не могут работать без химических 
субстанций, лекарственного растительного сы-
рья, вспомогательных веществ, средств малой 
механизации. По роду занятий нас, конечно, ин-
тересуют прежде всего нужды врачей и фарма-
цевтов, но ведь были ещё зоологи, биологи, бо-
таники, почвоведы и множество учёных иных 
специальностей. Им также необходимы обору-
дование, реактивы и другие материалы. И всё это 
должно быть современным, качественным, удоб-
ным, эффективным. Следовательно, этим кто-то 
должен озаботиться, сделать необходимую вещь 
или найти её, купить, привезти, сохранить, пре- 
доставить. Скорее всего, таких людей было не-
много и о них не принято было писать, что, на 
наш взгляд, несправедливо. О некоторых из них 
мы и хотим рассказать в этой статье.
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ПОСТАВЩИК ДВОРА  
ЕГО ИМПЕРАТОРСКОГО 
ВЕЛИЧЕСТВА

Первая компания, которую необходимо предста-
вить, – это московская фирма (впоследствии торговый 
дом) Федора Борисовича Швабе (1814–1880).

Теодор Швабе родился в Швейцарии в 1814 го-
ду и до того, как переехать в Россию, некоторое вре-
мя жил в Берлине. Согласно документам московского 
департамента полиции временем появления фирмы 
обрусевшего швейцарца Теодора, а по-русски – Фе-
дора Борисовича Швабе, считается 1837 год. В этом 
году Ф.  Б.  Швабе организовал магазин по продаже 
очков, пенсне и других мелких оптических принадлеж-
ностей, получаемых из-за границы. В короткое время 
это предприятие трансформируется сначала в мас- 
терскую по продаже и ремонту очков, а в дальнейшем в 
компанию по производству оптических приборов. Из-
начально магазин и мастерская размещались в Мяс-
ницкой части, во 2-м квартале, в доме Шиловского, но 
достаточно быстро фирма «Ф. Швабе» переезжает в 
дом князя Голицына на Кузнецком Мосту. Фирма быстро 
развивается, растёт, и через 13 лет после её основания 
в мастерской, оборудованной четырьмя токарными 
станками и одним горном, работало 12 человек. За это 
время компания освоила производство очков, бино-
клей, телескопов и ряда геодезических приборов, вос-
требованных на рынке России. Сам Федор Борисович в 
1853 году становится купцом 3-й гильдии, а через 5 лет 
(1858 г.) купцом 2-й гильдии.

В 1853 году фирма впервые принимает участие 
во Всероссийской мануфактурной выставке, которая 
проходила в Москве. На выставке были представле-

ны большой телескоп, несколько микроскопов, весы 
и солнечные часы с пушкой. Участие в выставке оказа-
лось достаточно успешным: Федор Швабе был награж-
дён большой серебряной медалью. С этого времени 
фирма «Ф. Швабе» не пропускала ни одной выставки, 
и её продукция постоянно завоёвывала медали раз-
личного достоинства. Ф. Швабе, поняв, что России не-
обходимо собственное производство оптических и 
физических приборов, расширяет номенклатуру из-
делий и увеличивает объём выпускаемой продукции. 
К концу 1850-х годов работники фирмы уже могли со-
бирать почти все оптические приборы того времени: 
лупы, зрительные трубы, микроскопы, бинокли и др. 
В магазине на Кузнецком Мосту были выделены спе-
циальные отделы для продажи хирургических и вете-
ринарных инструментов, оптики (очки, пенсне, лупы, 
бинокли, подзорные трубы, телескопы, микроскопы), 
физических и геодезических приборов. Отдельно бы-
ли организованы рентгеновский кабинет, отдел муля-
жей и учебных пособий, а также ортопедическая мас- 
терская по изготовлению и ремонту протезов.

В работе с клиентами Ф. Швабе применял новые 
для того времени способы работы. Так, одна из первых 
астрономических обсерваторий в России появилась 
на крыше здания его компании. Там была построена 
небольшая астрономическая башня с люками в купо-
ле, откуда все желающие могли наблюдать за звёздами 
с помощью мощной подзорной трубы. Это новшество 
в значительной степени увеличило объём продажи 
москвичам биноклей и подзорных труб. Также фирма 
изготовила в подарок императору Николаю I модель 
пушки единорог. Государь был восхищен этой моде-
лью, вручил Федору Борисовичу бриллиантовый перс- 
тень с рубином и заказал изготовление таких же моде-
лей для всех кадетских корпусов Санкт-Петербурга и 
Москвы. Кстати, эти способы продвижения своих това-
ров успешно применялись в дальнейшем преемником 
Ф. Швабе. Благодаря проводимой рекламной и выста-
вочной работе магазин Ф. Швабе на Кузнецком Мосту 
стал местом, куда люди приходили не только для того, 
чтобы улучшить зрение или что-то приобрести, но и 
для того, чтобы познакомиться с передовыми изобре-
тениями того времени. Интересно отметить, что улица 
Кузнецкий Мост, где располагалась фирма «Ф. Швабе», 
стала первой улицей в Москве, где было опробовано 
освещение газовыми фонарями.

Ещё одно нововведение заключалось в том, что 
с 1849 года Федор Швабе начинает ставить клеймо на 
своих изделиях. Это повысило узнаваемость изготов-
ленной им продукции и позволило развернуть актив-
ную продажу инструментов частным лицам, государст- 
венным учреждениям и учебным заведениям. Так, с 
1854  года фирма «Ф. Швабе» стала поставщиком Им-
ператорского Казанского университета и Московского 

Рисунок 1. Портрет Федора Борисовича Швабе
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кадетского корпуса. Чуть позже она становится круп-
нейшим поставщиком оптических и физических при-
боров Двора Его Императорского Величества. С конца 
70-х годов по заказу московского департамента поли-
ции фирма освоила выпуск комплектов антропомет- 
рических инструментов для обмера преступников по 
методу А. Бертильона и начала поставлять их в поли-
цейские участки.

Фирма практиковала индивидуальную работу с 
клиентами. Так, в магазин часто приходили хирурги, 
стоматологи, ортопеды и просили изготовить для них 
те или иные инструменты, которые сложно было полу-
чить из-за рубежа. Это также поднимало престиж фир-
мы и повышало уважение к её владельцу.

Важно отметить, что компания целенаправлен-
но занималась пропагандой научных знаний. В качест- 
ве примера можно привести вступительную статью 
в каталоге микроскопов, посвящённую биографии и 
творческому пути физика-оптика Э. Аббе (Ernest Abbe), 
компаньона Карла Цейса [4]. Кроме того, своё обору-
дование предприятие снабжало подробной инструк-
цией по эксплуатации, а также быстро ремонтировало 
прибор, пришедший в негодность [5]. Для привлече-
ния большего количества заказов компания предос- 
тавляла дополнительные услуги: доставка товаров 
по Москве была бесплатной, в другие города изде-
лия отправлялись по почте за счёт предприятия. Пос- 

тоянным клиентам каталоги продукции рассылались 
бесплатно, упаковка инструментов делалась за счёт 
фирмы.

Благодаря принятым мерам компания очень быст- 
ро развивалась, а следовательно, росла и номенкла-
тура производства. Чтобы познакомить покупателей 
со своей продукцией, Федор Борисович в 1856 году 
издаёт свой первый каталог на русском и немецком 
языках, содержащий описания и технические характе- 
ристики выпускаемых оптических приборов. В 1867 го-
ду свет увидел второй каталог – «Полный системати-
ческий каталог физических, механических, оптичес- 
ких, медицинских и других инструментов и снарядов». 
В дальнейшем выпускаемые каталоги стали иллюстри-
ровать рисунками, а их выпуск стал традиционным, 
причём кроме больших и общих каталогов выпуска-
лись каталоги по специальностям. К сожалению, нам 
не удалось найти первые каталоги фирмы, поэтому мы 
приводим копии титульных листов каталогов начала 
XX в., с которыми мы и работали (рисунок 3).

В 1870 году фирма «Ф. Швабе» приступила к из-
готовлению новых хирургических инструментов, до-
пускающих их антисептическую обработку. В конце 
десятилетия фирма выходит со своими наборами 
инструментов на зарубежный рынок, где успешно кон-
курирует с западными производителями. Расширение 
номенклатуры производимой продукции привело к 
увеличению объёмов производства, что, в свою оче-
редь, потребовало открытия дополнительных мага-
зинов. Были открыты филиалы в Нижнем Новгороде и 
Киеве.

Управление производством и реализацией про-
дукции требовало большого напряжения сил, и Фе-
дор Борисович принимает решение о привлечении к 
этой работе своего племянника – Альберта Иванови-

Рисунок 2. Клеймо фирмы «Ф. Швабе»

Рисунок 3. Титульные листы каталогов фирмы «Ф. Швабе» начала ХХ в.
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ча Гамбургера. Для этого компания в 1873 году преоб-
разовывается в торговый дом «Ф. Швабе», учредите-
лями которого стали Ф. Б. Швабе и А. И. Гамбургер. Всё 
это привело к качественному рывку в развитии ком-
пании. Она значительно расширила ассортимент вы-
пускаемых товаров, улучшила их качество, вышла на 
новые рынки сбыта, развила сотрудничество с веду-
щими западными фирмами и заняла высокое место в 
ряду компаний, выпускающих аналогичную продук-
цию. В 1880 году Федор Швабе в возрасте 66 лет выхо-
дит из торгового дома и передаёт свои права на фирму 
«Ф. Швабе» А. И.  Гамбургеру, который на протяжении 
последующих 30 лет продолжал работу, начатую ос-
нователем компании, не меняя, что очень важно, пер-
воначального её названия. В результате этой работы в 
Сокольниках была построена фабрика по изготовле-
нию и ремонту медицинских инструментов, медицин-
ского оборудования и оптических приборов. Фабрика 
была оснащена новыми машинами, станками и оруди-
ями производства. Станки работали на электричестве, 
вырабатываемом собственной электростанцией, име-
лись водопровод, газовый генератор (газ получали из 
бензина), хорошая вентиляция. На фабрике были ор-
ганизованы научный отдел, инженерно-конструктор-
ское бюро, отдел контроля качества оптических при-
боров, цех сборки геодезических приборов, большой 
склад сырья и готовой продукции, отдел комплекта-
ции и упаковки заказов. Слаженно действовали ме-
ханическая мастерская, мастерские по изготовлению 
хирургических инструментов, кузница, паяльная, по-
лировочная, малярная, отделение делительных машин 
с прессами для вырубки деталей из металла, стекло-
дувная мастерская, отдел по изготовлению изделий 
из стекла, столярная мастерская [6–8]. Торговый дом 
«Ф. Швабе» проработал до 31 августа 1917 года. В Со-
ветской России он был преобразован в акционерное 
общество «Геофизика», существующее до настоящего 
времени. Но это уже другая история.

Для того чтобы понять размах работы компании 
«Ф. Швабе» по производству только медицинского 
инструмента, перевязочных средств, приборов и обо-
рудования в конце XIX – начале ХХ вв., приводим спи-
сок разделов, присутствующих в каталоге медицинс- 
ких изделий 1901 г., в котором представлены 18136 
наименований продукции на 846 сдвоенных страни-
цах. А ведь были ещё каталоги по механике, химии и 
технологии, по волшебным фонарям, геодезии, мик- 
роскопии, метеорологии.

Указатель каталога по отделам.

Анатомия Антропология и антропометрия

Обстановка для 
хирургических и больничных 
палат

Инструменты и аппараты для 
лечения болезней дыхательных 
путей

Анестезия Инъекции и аспирация

Инструменты 
для кровопускиния

Зубные инструменты

Офтальмология Отология

Ринология Ларингология

Полость рта и нёба
Инструменты для бронхов и 
пищевода

Инструменты для желудка
Инструменты для операций in 
anali

Урология Дерматология и трансплантация

Инструменты в карманных 
наборах

Наложение шва и остановка 
кровотечения

Ампутация, резекция, 
трепанация

Акушерство и гинекология

Термокаустика Дезинфекция и стерилизация

Диагностика
Принадлежности для ухода за 
больными

Аппараты для гидротерапии и 
термотерапии

Аппараты для питания и гигиены

Массаж и лечебная гимнастика
Электродиагностика 
и электротерапия

Бандажи и бинты Протезы

Ортопедия Перевязочный материал

Аптечные принадлежности

Перечень аптечных принадлежностей в этом ка-
талоге состоит из 915 наименований. В него входят ве-
сы (ручные, тарирные, аптекарские и др.), разновесы 
(от фунтовой гири до разновеса в сантиграмм), ложки 
(фарфоровые, металлические), шпатели, ножи, пилюль-
ные машинки, прессы, резаки для травы, ступки (фар-
форовые и металлические), фарфоровые и стеклянные 
выпарительные чашки, стеклянная посуда (стаканы, 
колбы круглодонные и плоскодонные, мерные цилинд- 
ры с делениями на налив и слив, мерные стаканы – 
стеклянные и фарфоровые, склянки, банки, мензурки 
различных типов и размеров – прозрачные и из оран-
жевого стекла, с корковой или притёртой стеклянной 
пробкой, делительные воронки, эксикаторы, водяные 
бани, воронки, пробирки различных форм и размеров, 
пипетки, бюретки), штативы, испарители, газовые го-
релки, инфундирки, кастрюли, перегонные аппараты 
из стекла и металла на газовом и дровяном нагреве, 
щипцы, ножницы, зажимы, различные держатели, ка-
рандаши по стеклу, алмазные резаки, пробки (корко-
вые и резиновые), сетки, керосиновые, бензиновые и 
спиртовые лампы, спиртовки, газовые горелки разной 
конструкции, резиновые трубки, фильтры. И всё это, 
как видно, из различного материала, всевозможных 
размеров и конструкций.

Вот, например, как описываются в каталоге обыч-
ные ручные весы (рисунок 4): весы ручные с медными 
коромыслами и роговыми чашками, с длиной коро-
мысла 9–10–11–12 см, для груза 2–5–10–15 г, диамет- 
ром чашки 3–3,5–4–4,5 см, лакированные или никели-
рованные, пяти типов и размеров по коромыслу, диа-
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метру чашек и массе груза, на подставке или нет. До-
полнительно могут разделяться по качеству и цвету 
ниток – шёлк зелёного цвета, нитка бумажная белая.

Из представленного описания видно, что при же-
лании, зайдя в магазин торгового дома «Ф. Швабе», 
можно было полноценно оснастить и больницу, и апте-
ку, и химическую лабораторию. Недостаёт только ре-
активов и фармацевтических субстанций. А этим зани-
мались другие люди – драгисты.

ПРЕДПРИНИМАТЕЛЬ Н. ЗАКЛИН
Примером работы такого драгиста может слу-

жить деятельность провизора Н. Заклина (г. Санкт-
Петербург). К сожалению, какой-либо информации о 
его жизни в открытой печати нам найти не удалось. Од-
нако анализ содержания каталога аптекарских, рези-
новых и хирургических товаров провизора Н. Заклина 
позволил получить представление о работе аптекар-
ского склада конца XIX в. [9].

Во введении провизор Н. Заклин пишет: «Цель из-
дания настоящего каталога состоит в том, чтобы дать 
возможность покупателям заодно с резиновыми, кле-
ёнчатыми и виксантиновыми изделиями запастись не-
обходимыми аптекарскими, хозяйственными, косме-
тическими товарами, находящимися в складах моего 
магазина и отпускающимися весьма добросовестно 
по самым умеренным ценам». Далее он добавляет, что 
в этот каталог вошла только наиболее ходовая часть 
товаров. Поскольку перечислить все товары, входя-
щие в каталог, не представляется возможным, ниже 
мы приводим разделы каталога, а также их количест- 
венное наполнение.

Анализ перечня лекарственного растительного 
сырья, химических веществ минеральной и органи-
ческой природы показал, что он способен не только 
обеспечить работу аптеки, но и гарантировать функ-
ционирование средней химической лаборатории, за-
нимающейся химическим синтезом и физико-хими-
ческим анализом.

Рисунок 4. Страница 451 каталога аптечных принадлежностей фирмы «Ф. Швабе»
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Таблица 1.

Разделы каталога Н. Заклина

№№ Разделы каталога
Количество 

товарных 
позиций

1. Предметы для кухни, стола и пряности 65

2.
Предметы для хозяйства и домашнего 
обихода

30

3. Чернила 6

4. Средства против насекомых 16

5.
Вещества для чистки домашней утвари и 
выведения пятен

15

6. Порошок для чистки серебра 4

7.

Аптекарский и химический товар
Лекарственное растительное сырьё
Неорганические и органические вещества
Готовые именные средства
Масла жирные
Масла эфирные
Мёд и продукты пчеловодства
Скипидар, канифоль, терпентин
Бальзам
Другие
Итого

124
105
11
6
11
3
6
2

16
284

8.

Продукты для аптек и фабрик
Химические
Эфирные эссенции
Ягоды
Итого

20
10
6

36

9. Патентованные готовые средства 50

10. Натуральные минеральные воды 73

11. Соли для ванн и для питья 31

№№ Разделы каталога
Количество 

товарных 
позиций

12.
Искусственные минеральные и 
прохладительные воды 

13

13. Целебные воды 45

14.
Предметы ухода за больными детьми и 
перевязочный материал

107

15. Курительные вещества 19

16.
Дезинфекционные и дератизационные 
вещества

34

17. Губки, щётки 9

18. Гребни, гребешки, пульверизаторы 7

19. Материал для стирки белья 26

20. Осветительный материал 20

21. Иллюминация и украшение ёлок 8

22. Материал для приготовлеия фейерверка 25

23. Нюхательная соль 4

24. Вещества, употребляемые для курения 23

25. Курительницы 7

26. Принадлежности для туалета 33

27. Предметы для дезодорации 3

28.

Косметика – ограничились лишь перечис-
лением видов изделий [помада, фиксатуар, 
бриллиантин, масло для волос, воды для во-
лос, краска для волос, мыла туалетные (оте- 
чественные и заграничные – английские, 
немецкие), мыла медицинские, одеколоны, 
туалетная вода, туалетный уксус, воды и 
молочко для смягчения кожи, крема, пудра 
для лица и волос, румяна, белила, каранда-
ши, духи (французские, английские, на вес), 
средства для зубов, зубная паста, душистые 
подушки]

–

29.
Клеёнчатый отдел [клеёнка, салфетки, 
платки, половые ковры и дорожки, клеёнка 
половая (линолеум)].

–

30.

Непромокаемая одежда виксантиновая 
(мужские, женские, военные накидки, с ка-
пюшоном и без, пальто, куртки, брюки, ар-
мяки кучерские, передники, нагрудники для 
врачей и сестёр милосердия)

–

31.

Резиновый отдел (калоши, игрушки, куклы, 
подушки и матрацы, чепцы для купания, оде-
яла, спасательные кольца и жилеты, чехлы 
для ружей, фляжки, грелки, половики, ков-
ры, спринцовки, молокоотсосы, пузыри для 
льда, подушки для кислорода и воздуха, ма-
териал для постельных подкладок).
Предметы из роговой резины [стаканы, 
трости, подсвечники, кисеты, чехлы, кольца, 
мыльницы, рукоупражнители (эспандеры), 
саквояжи, портфели, сумки, платёжные та-
релки, подставки, мешки, ленты]

–

32.
Предметы для конюшни, экипажей 
и велосипедов

–

Рисунок 5. Копия первой страницы «Каталога аптекарским, ре-
зиновым и хирургическим товарам» провизора Н. Заклина
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Таким образом, на складе у провизора Н. Закли-
на находились около одной тысячи складских позиций 
аптечных, гигиенических и хозяйственных товаров. 
Косметические товары, изделия из клеёнки и резины, 
средства по уходу за больными и образцы непромока-
емой одежды подсчитать просто невозможно. Необ-
ходимо также учесть, что всё это хранилось на складе 
не в одном экземпляре, а мешками, коробами, бочка-
ми, рулонами. Дополнительно надо принять во внима-
ние, что для их хранения были необходимы различные 
температурные условия и уровни влажности. Невоз-
можно даже представить, каких размеров должен был 
быть склад для хранения такого количества таких раз-
ных товаров. Для оптимального функционирования 
описанного склада был необходим персонал, облада-
ющий специальными знаниями, квалификацией и опы-
том. Сотрудники должны были не только правильно 
оформлять отпуск крупнооптовых заказов потреби-
телям, рационально упаковав их и определив на до-
ставку, но и вести контроль сроков хранения товаров, 
а также своевременно пополнять складские запасы. 
Таким образом, чем шире была складская номенкла-
тура и разнообразнее перечень продуктов на складе, 
тем большая ответственность ложилась на управляю-
щих и администраторов и тем более высокие требова-
ния предъявлялись к сотрудникам такого склада и его 
помещениям.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Приведённые в статье в историческом аспекте 

сведения о деятельности, без которой трудно пред-
ставить себе прогресс в естественных науках, в том 
числе медицине, должны быть, на наш взгляд, полез-
ны современному читателю. Действительно, два че-
ловека – Ф. Б. Швабе и Н. Заклин, предприниматель и 
фармацевт, также ставший предпринимателем,  – бо-
лее века назад чрезвычайно успешно приложили свои 
усилия к созданию материального оснащения раз-
личных отраслей естествознания. Они проявили не- 
заурядные организаторские способности, развива-
лись сами и способствовали эффективному разви-
тию тех дисциплин, которые нуждались в обеспече-
нии необходимым оборудованием, выполняя при этом 
и определённые просветительские функции. Прояв-
ленные Ф. Б. Швабе и Н. Заклиным деловые качества и 
принципы организации возглавляемых ими предпри-
ятий не утратили актуальности и могут быть примене-
ны и в настоящее время.
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РЕЦЕНЗИЯ НА МОНОГРАФИЮ АВТОРОВ 

А. И. Мараховой, А. А. Сорокиной, В. Ю. Жилкиной

«ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ В АНАЛИЗЕ 
ЛЕКАРСТВЕННОГО РАСТИТЕЛЬНОГО СЫРЬЯ  
И ПРЕПАРАТОВ НА РАСТИТЕЛЬНОЙ ОСНОВЕ» 

Рецензии на монографии

К препаратам из лекарственного растительного сырья (ЛРС) в России особое отношение, и использование трав было 
традиционным еще с XI века. В настоящее время количество фитопрепаратов в России увеличивается с каждым годом и сей-
час составляет более 40% номенклатуры лекарственных средств, выпускаемых в нашей стране.

Широкий спектр фармакологической активности, меньшее количество побочных эффектов по сравнению с синтети-
ческими средствами обуславливают популярность растительных препаратов.

В настоящее время лекарственные средства, в том числе лекарственное растительное сырье (ЛРС), включены в список 
продукции, подлежащей обязательной сертификации и должны подвергаться контролю качества.

Качество лекарственных средств зависит не только от строгого соблюдения технологического регламента их произ-
водства, но и от применения надежных аналитических методов контроля и оценки качества фармацевтических субстанций 
(ЛРС) и готовой продукции – лекарственных растительных препаратов. Постоянное повышение уровня требований к ка-
честву лекарственных средств, разработка современной фармакопеи требуют пересмотра ряда методик количественно-
го анализа ЛРС. При этом новые методики должны быть точными и не приводить к большому росту себестоимости анализа. 
Наиболее подходящими для этих целей являются фотометрические и потенциометрические методы.

Несмотря на то, что в литературе достаточно много внимания уделяется разработке методик анализа отдельных видов 
ЛРС, требуется реализация систематического подхода к методологии выбора способа анализа в зависимости от влияния со-
путствующих веществ.

Отсутствие систематических исследований в области химической стандартизации в цепочке «ЛРС – лекарственная фор-
ма – лекарственный препарат» с учетом состава метаболома растения обуславливает актуальность рецензируемой книги. 

В рецензируемой монографии описаны возможности некоторых физических и физико-химических методов, применяе-
мых в количественном определении биологически активных соединений ЛРС и препаратов на его основе. 

В монографии приведены примеры использования некоторых физических и физико-химических методов для стандар-
тизации ЛРС и препаратов на его основе. Описаны теоретические основы гравиметрического, титриметрического (в том 
числе и потенциометрического), спектрофотометрического анализа биологически активных соединений. 

Данная информация может быть весьма полезна в практике молодых исследователей и работников производств. 

Особой ценностью монографии является приведенная в ней методология, позволяющая сделать выбор в пользу того 
или иного метода анализа, сформулированная на основе результатов собственных исследований и примеров научной ли-
тературы. Данная методология позволит начинающим исследователям выстроить структуру собственных исследований, а 
производителям ЛРС – избежать ошибок при разработке нормативной документации предприятия.

Представленная книга может быть полезна производителям ЛРС, дипломникам, аспирантам и докторантам фармацев-
тических вузов, научным работникам.

Директор ИБХТН РУДН д.х.н. Я.М. Станишенекий
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ТРИ ПОДХОДА 
К РАЗРАБОТКЕ 
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 
АНТИТЕЛ: КОНТРАКТНЫЙ, 
САМОСТОЯТЕЛЬНЫЙ  
И КОМБИНИРОВАННЫЙ 
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Публикации партнеров

АВТОР
П. Л. Гнеденков,

ООО «Сарториус Стедим РУС»

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время такая группа лекарственных препа-

ратов, как моноклональные антитела, становится все более и 
более востребованной в медицине. Сегодня из 10 самых про-
даваемых препаратов в мире 8 являются моноклональными 
антителами. Более того, на различных этапах регистрации и 
разработки находятся еще десятки препаратов, а количество 
патентов, описывающих терапевтическое использование мо-
ноклональных антител, исчисляется тысячами. Это не могло 
не привлечь к этой группе препаратов внимание различных 
фармпроизводителей: от гигантов фармацевтического бизне-
са до небольших стартапов. 

На сегодняшний день существует несколько подходов к 
разработке процессов получения и очистки моноклональных 
антител: некоторые компании предлагают проведение конт- 
рактных исследований, некоторые проводят такие исследо-
вания самостоятельно, а некоторые используют комбиниро-
ванный подход, привлекая внутренние и внешние ресурсы. 
При этом каждый из подходов имеет свои преимущества. Са-
мостоятельные исследования позволяют оперативно моди-
фицировать схемы и дополнительно получать материалы для 
проведения научных изысканий, однако требуют наличия спе-
циалистов и оборудования прямо на месте. Поскольку стои-
мость современных аналитических систем часто оказывает-
ся очень значительной, подобный подход оправдывает себя  
только в случае, когда исследовательская база уже существу-
ет или если планируется разработка множества продуктов. 
Дополнительные сложности возникают при выборе экспресси-
онной системы – хозяина. Самостоятельная разработка систе-
мы может занять очень значительное время, притом возмож-
но, что с точки зрения индустриализации полученная система 
окажется неидеальной – ведь она должна сочетать хороший 
рост, высокий титр и генетическую стабильность с высокой ме-
ханической устойчивостью. Разработка и тестирование подоб-
ной системы может занять несколько лет, что не всегда целе-
сообразно для осуществления одиночных проектов. С другой 
стороны, большинство коммерческих систем высокой эффек-
тивности для исследовательских целей доступны по сравни-
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тельно низкой цене, однако лицензии на коммерчес- 
кое использование могут стоить значительно дороже 
и часто подразумевают выплату роялти. Использова-
ние контрактных разработчиков позволяет избежать 
значительной части этих проблем: они, как правило, 
уже имеют опыт разработки и лицензирования клеточ-
ных линий (а часто и владеют правами на какие-либо 
промышленные линии) и располагают всем оборудо-
ванием, необходимым для проведения исследований 
и характеризации препарата. Однако при использо-
вании контрактных исследований возникает другая 
проблема – стоимость работы исследователей обычно 
выше, чем при самостоятельной разработке, а после 
успешного завершения требуется провести трансфер 
технологии на производственную площадку клиен-
та, при этом, как правило, возникает парадоксальная 
ситуация: чем лучше разработан процесс в лаборато-
рии, тем сложнее его перенести на уже существующую 
площадку. Решением подобных проблем может быть 
создание производства под конкретный препарат уже 
после окончания разработки, однако в данном случае 
все упирается в жесткие временные рамки. 

ПЛАТФОРМА CELLCA  
ДЛЯ ЭКСПРЕССИИ БЕЛКОВ  
В КЛЕТКАХ CHO

Комбинированные решения, использующие пре-
имущества обоих подходов, позволяют обойти многие 
сложности: ограниченный объем проводимых сто-
ронней организацией исследований позволяет ми-
нимизировать затраты на их проведение, сохраняя 
сжатые временные рамки, а индустриализация про-
цесса на месте позволяет выполнить масштабирова-
ние и валидацию в конкретных условиях будущего 
производства. 

Так, можно использовать сервис разработки ком-
пании Cellca (ныне часть концерна «Сарториус») по 
созданию биоаналогов. Достаточно выбрать ориги-
нальную молекулу и составить общий план дейст- 

вий  – все остальное сделают контрактные исследо-
ватели. Поставленный на поток процесс разработки 
биоаналогов (в настоящее время завершено более 20 
проектов) позволяет в кратчайшие сроки, до 4 меся-
цев, получить несколько готовых клонов – продуцен-
тов с эффективностью не менее 3 г/л моноклональных 
антител. При этом, несмотря на то что каждый клон 
индивидуален, большой опыт работы с ними позволя-
ет дать общие рекомендации и провести первичное 
культивирование в объеме до 5 л, то есть начать мас-
штабирование процесса сразу же после получения 
клонов. Параллельно с процессом масштабирования 
можно начинать процесс регистрации и стандартиза-
ции препарата также силами контрактных исследова-
телей. Например, для этого можно воспользоваться 
услугами компании Biooutsource – одного из лидеров 
в области исследований биоаналогов. Стандартный 
набор исследований, предлагаемых этой компанией, 
позволяет доказать биоаналогичность исследуемого 
препарата, а следовательно – использовать специаль-
ные схемы сертификации, применяемые для биоана-
логов. Помимо этого, можно также охарактеризовать 
и клон – продуцент, доказать его достаточную генети-
ческую стабильность и вирусную чистоту, таким об-
разом подготовив почву для его регистрации в ка-
честве промышленного продуцента, а по окончании 
этих исследований создать под заказ абсолютно го-
могенный банк клеток (MCB) на 500 криопробирок и 
отгрузить его заказчику. Параллельно с этими иссле-
дованиями на базе предполагаемого производства 
можно проводить исследования по масштабирова-
нию и очистке: комплексные решения на базе одно-
разовых технологий позволяют в кратчайшие сроки 
исследовать разные варианты процесса, охарактери-
зовать их, собрать и обработать полученные данные 
с целью построения области допустимых параметров 
и оптимизации процесса, а в дальнейшем легко пере-
нести процесс в производство и обеспечить контроль 
критических параметров в реальном времени.

Рисунок 1. Платформа Cellca для экспрессии белков в клетках CHO
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ЗДОРОВЫЙ ВОЗДУХ  
ДЛЯ БОЛЬНИЦ

Материал предоставлен  
компанией «Поток Интер» ВВЕДЕНИЕ 

Внедрение современных стандартов безопасности тре-
бует использования эффективных технологий обеззаражива-
ния воздуха в медицинских учреждениях. На пути их внедре-
ния стоят два препятствия: отсутствие опыта проектирования 
и солидный возраст многих больничных зданий, ограничива-
ющий возможности модернизации. Однако оба барьера пре-
одолимы. Ревизия проектной базы нового строительства и 
применение автономных решений там, где радикальная мо-
дернизация невозможна, позволяют в обозримые сроки при-
вести любой стационар в соответствующее современным тре-
бованиям состояние.

Ежегодно в российских стационарах от внутрибольнич-
ных инфекций страдает порядка 2,5 млн человек. Бытует мне-
ние, что инфицирующая пациентов патогенная микрофлора 
распространяется исключительно контактным способом. Од-
нако мало кто обращает внимание на воздушно-капельный 
путь распространения инфекций, хотя он представляет се-
рьёзную опасность. Одна из главных тому причин – несоот-
ветствие зданий стационаров и амбулаторий современным са-
нитарным требованиям к чистоте воздуха.

НОВЫЙ ВЗГЛЯД НА СТАРУЮ ПРОБЛЕМУ
По мнению кандидата медицинских наук Владимира Ку-

лабухова, заведующего отделением анестезиологии и реа-
нимации Ожогового центра ФГБУ «Институт хирургии име-
ни А.  В.  Вишневского», ИСМП (случаи инфекции, связанные 
с оказанием медицинской помощи) – основная причина ле-
тальности в стационарах всего мира. Согласно статистике, они 
повышают риск летального исхода для пациентов в 5–7 раз, 
продлевают их пребывание в больницах в среднем на 6–8 дней 
и наносят ежегодный ущерб бюджету в размере 15  млрд  
рублей. При этом стандартные профилактические меры (де-
зинфекция помещений и оборудования, контроль за соблю-
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дением санитарных правил персоналом, ограничение 
доступа посетителей) не создают барьер основно-
му способу распространения патогенной микрофло-
ры  – по воздуху. По данным ВОЗ, на долю передаю- 
щихся воздушно-капельным путем инфекций прихо-
дится более 90% всех регистрируемых заболеваний, и 
ИСМП не являются исключением.

Такие традиционные способы обеззараживания 
воздуха, как ультрафиолетовое облучение, обработка 
озоном или химически активными веществами, име-
ют невысокую эффективность. Во-первых, ввиду из-
бирательности воздействия на патогенную микрофло-
ру, во-вторых, из-за своей опасности для человека, что 
делает невозможным их непрерывное использование, 
в том числе в присутствии пациентов и персонала. Что 
касается применения HEPA-фильтров, то они не убива-
ют патогенные микроорганизмы, а лишь аккумулиру-
ют их, в результате чего сами могут стать источником 
повышенной биологической опасности.

Однако существуют современные технологии, 
позволяющие системно решить проблему. Так, ме-
тод инактивации патогенных микроорганизмов путем 
комбинированного многократного воздействия пос- 
тоянными электрическими полями, разработанный 
российской научно-производственной фирмой «По-
ток Интер», позволяет эффективно уничтожать все из-
вестные микроорганизмы.

«Инактивация микроорганизмов происходит при 
прохождении воздушного потока через активный эле-
мент установки и приводит к необратимому повреж-
дению микробных клеток, после чего разрушенные 
микроорганизмы улавливаются в зоне фильтрации. Та-
ким образом, обеспечивается надежная микробиоло-
гическая очистка воздуха, исключающая накопление 
живых патогенов в фильтрующей части установки. При 
этом она может работать в круглосуточном режиме в 
присутствии людей, без каких-либо противопоказа-
ний», – объясняет кандидат биологических наук Евге-
ний Кобзев, заведующий лабораторией НПФ «Поток 
Интер», эксперт в области микробиологии воздуха.

Свою эффективность метод доказал в ходе кли-
нико-эпидемиологических исследований, которые 
проводились на базе ряда ведущих российских ме-
дицинских институтов. Так, обеззараживание воз-
духа с применением установок «Поток» в госпитале 
им. Н.  Н.  Бурденко позволило в 1,4 раза снизить ве-
роятность развития послеоперационного сепсиса, 
в 2,2 раза – септического шока и полиорганной не-
достаточности и вчетверо снизить летальность, об-
условленную послеоперационными осложнениями. 
Кроме того, оборудование «Поток», встроенное в сис- 
тему вентиляции, уже более десяти лет обеспечивает 
чистоту воздуха в операционных и реанимационных 
залах пятого хирургического корпуса Клинической 
больницы № 1 им. Н.И. Пирогова. На протяжении все-
го этого периода уровни обсемененности воздушной 

среды в данных помещениях находятся в пределах со-
ответствующих требований санитарно-эпидемиологи-
ческих правил, доля послеоперационных осложнений 
не превышает 0,15%.

ЭКСПЕРТИЗА ПРОЕКТОВ
Использование подобных описанному совре-

менных методов очистки воздуха от биологически 
активных микроорганизмов с эффективностью не 
менее 95% является обязательным стандартом для 
проектирования зданий медицинских учреждений. 
В течение последнего десятилетия в России приняты 
стандарты и нормативы, которые кардинальным об-
разом изменили требования к очистке и дезинфек-
ции воздуха в чистых помещениях (ГОСТ 52539-2006, 
ФЗ № 384-ФЗ, СанПиН 2.1.3.2630–10, СП 118.13330.2012, 
СП 158.13330.2014). Однако на практике это условие за-
частую не выполняется.

«Но их практическое применение требует пере-
смотра большинства существующих проектов, многие 
из которых либо начали разрабатываться в предшест- 
вующий период, либо по инерции включают устарев-
ший подход к проектированию систем вентиляции и 
очистки воздуха», – комментирует Иван Шалаев, ге-
неральный директор компании «ПроектАльянсСтрой», 
специализирующейся на проектировании внутренних 
инженерных сетей для медицинских учреждений.

Например, внедрение канальных систем обезза-
раживания воздуха «Поток» в уже спроектированную 
систему вентиляции требует ревизии проектных реше-
ний. Дело в том, что внутреннее сопротивление функ-
ционального элемента системы составляет 150 Па, что 
в 3–5 раз выше сопротивления вентиляционных реше-
ток, которое изначально учитывалось при проектиро-
вании. Поэтому простая установка канальных модулей 
в систему вентиляции приведет к резкому снижению 
кратности воздухообмена в обслуживаемых помеще-
ниях и скорости потока в воздуховодах, что в итоге 
фактически сводит эффект обеззараживания на нет. 
Чтобы система работала, необходимо увеличивать 
свободный напор в сети и повышать производитель-
ность воздухообмена здания в целом. Реализация по-
добных мер требует привлечения высококвалифици-
рованных специалистов и разработки оригинальных 
проектных решений с последующей комплексной мо-
дернизацией системы воздухообмена.

На сегодняшний день положение усугубляет де-
фицит компетентных проектировщиков, обладающих 
необходимой квалификацией. Многочисленные ошиб-
ки в аэродинамических расчетах, при подборе венти-
ляционного оборудования, непонимание основных 
правил перераспределения воздушных потоков в се-
ти – все это в итоге ведет к выбору неоптимальных и 
экономически необоснованных проектных концеп-
ций. Причиной всему – низкий уровень вузовской под-
готовки специалистов. Большинство из них обучается 
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по устаревшим программам и до начала своей про-
фессиональной деятельности не имеет опыта работы 
на стройках, где применяется современное оборудо-
вание и материалы.

«Это лишь часть возможных проблем, которая 
видна на поверхности. Готовые проекты с трудом под-
даются адаптации к новым условиям. Внедрение в них 
решений по обеззараживанию воздуха подчас требу-
ет значительных внеплановых затрат, например об- 
условленных необходимостью замены вентиляци-
онного оборудования на более производительное, 
пересчета сечений основных магистралей и заме-
ны воздуховодов, их перекладки по более оптималь-
ным направлениям, а также согласования со смежны-
ми инженерными коммуникациями. Поэтому самый 
рациональный шаг – с самого начала проектировать 
системы с обеззараживанием воздуха в чистых поме-
щениях и, конечно, полностью отказаться от устарев-
ших типовых проектных решений. В числе прочего это 
относится и к различного рода типовым проектам по-
ликлиник, больничных корпусов, родильных домов и 
т.п.», – резюмирует Иван Шалаев.

ЛОКАЛИЗОВАННЫЕ РЕШЕНИЯ
Еще больше проблем возникает в процессе мо-

дернизации зданий старой постройки, в которых раз-
мещается значительная часть эксплуатируемых боль-
ниц и поликлиник. По факту до 80% действующих 
стационаров и амбулаторных учреждений эксплуати-
руются с нарушением санитарных норм в части обез-
зараживания воздуха. Однако попытки привести их в 
соответствие с актуальными требованиями путем ре-
конструкции далеко не всегда приносят плоды.

Многие постройки относятся либо к советско-
му периоду, либо даже к более раннему, а порой им 
вообще присваивают статус исторических. Далеко 
не всегда эти здания соответствуют архитектурным 
и конструктивным требованиям и нормам, предъяв-
ляемым сегодня к медицинским учреждениям. Ведь 
еще 20–30 лет назад нормативы не содержали четких 
указаний по классу чистоты и кратности воздухооб-
мена, а также по зонированию чистых помещений. К 
тому же редко в каком старом здании можно найти 
техническое помещение необходимых габаритов для 
размещения современного вентиляционного обору-
дования, ведь раньше вентиляции уделялось не так 
много внимания, как в наши дни. До сих пор для боль-
шинства медицинских учреждений областных горо-
дов понятие «чистый воздух» является отвлеченным. 
Операционные отделения, инфекционные боксы, ре-
анимационные палаты в них функционируют с нару-
шением всех существующих норм и требований, ка-
сающихся чистоты воздуха.

По мнению Ивана Шалаева, выход из подобных 
ситуаций следует искать не в перестройке здания, что 
не всегда возможно и требует значительных капиталь-

ных затрат, а в использовании локализованных реше-
ний, которые могут быть реализованы в пределах каж-
дого отдельного помещения.

«Все изделия «Поток» имеют масштабируемую 
модульную структуру. На основе базового активного 
функционального элемента «Поток 150-М-01» собира-
ются как канальные установки производительностью 
от 90 до 2880 м3/ч, так и автономные модули различ-
ной мощности. Например, мобильный агрегат на ба-
зе одного активного элемента способен за час обра-
ботать воздух в стандартном помещении площадью 
40–50 м2. Самый производительный вариант реализа-
ции – потолочная циркуляционно-канальная установ-
ка для высокоасептических операционных. Воздухо- 
распределитель установки создает однонаправ-
ленные воздушные потоки, имеющие скорость 0,24– 
0,3  м/с и отсекающие рабочую область от окружаю-
щего пространства. Получается своего рода асепти- 
ческий купол, создающий преграду для проникнове-
ния микроорганизмов в стерильную операционную. 
После чего вытесненный воздух забирается установ-
кой с периферии помещения», – объясняет специалист.

Необходимую скорость однонаправленного пото-
ка воздуха обеспечивает статическое давление, под-
держиваемое во входных и выходных камерах актив-
ных модулей, а также использование индивидуальных 
перфораций в зависимости от исходных данных по 
требуемому воздухообмену для помещения. Произво-
дительность различных модификаций установки мо-
жет варьироваться в пределах от 1800 до 7200  м3/ч 
при площади поперечного сечения однонаправлен-
ного потока воздуха 11 м2 и энергопотреблении в пре-
делах от 40 до 80 Вт. Аналогичные решения, но мень-
шей производительности и габаритов, выпускаются 
для малых операционных (540–2160 м3/ч) и палат груп-
пы 2 по ГОСТ Р 52539-2006 (270–900 м3/ч). В прочих 
случаях могут применяться подвесные ламинарные 
ячейки «Поток» разной производительности, а так-
же подвесные и колонные рециркуляционные модули 
различного назначения.

«Все эти решения могут быть использованы ав-
тономно и потому не требуют реконструкции здания 
и модернизации системы вентиляции. В случае если 
речь идет об очень старых постройках, применение 
установок позволяет не только предотвратить рас-
пространение внутрибольничных инфекций, но и 
нейтрализовать неблагоприятный микробиологичес- 
кий фон в зданиях. Известно, что эффективность де-
зинфекции стен и перекрытий в старых постройках 
крайне низка, поскольку микроорганизмы (в особен-
ности плесневые грибы) способны проникать вглубь 
строительных материалов и переживать там неблаго-
приятные условия. Постоянное обеззараживание поз- 
воляет значительно сократить их концентрацию в воз-
духе и препятствует последующему распростране-
нию», – добавляет Евгений Кобзев («Поток Интер»).
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ЭКОНОМИЧНЫЙ  
И ЭФФЕКТИВНЫЙ СПОСОБ 
СОЗДАНИЯ ЧИСТОЙ 
ВОЗДУШНОЙ СРЕДЫ

Материал предоставлен  
компанией Lamsystems 

ВВЕДЕНИЕ 
В связи с развитием высоких технологий в различных от-

раслях промышленности все более увеличивается перечень 
требований к стабильно обеспеченному качеству воздушной 
среды в производственных помещениях. Параметры, характе-
ризующие качество воздушной среды помещений, могут быть 
самыми разнообразными: температура, влажность, давление, 
чистота, и все они продиктованы особенностями технологиче-
ских процессов конкретного производства. 

Как показывает мировая практика, наибольшие требова-
ния предъявляются именно к чистоте воздушной среды – по 
концентрации взвешенных частиц в единице объема воздуха 
и по максимально допустимому количеству жизнеспособных 
микроорганизмов в единице объема воздуха. Для стабильно-
го обеспечения указанных параметров невозможно примене-
ние обычных строительных вентиляционных систем, стандарт-
ных инженерных решений. Все это приводит к необходимости 
создания специальных инженерных сооружений – комплек-
сов чистых помещений. Чтобы создать чистое помещение за-
данного класса чистоты, необходимо четко понимать, что само 
по себе  чистое помещение  не является гарантом обеспече-
ния нужной чистоты воздушной среды. Достижение заданно-
го класса чистоты обеспечивается только комплексным под-
ходом к закладываемым техническим и проектным решениям 
с самого начала работ, а также соблюдением требований, 
специфичных для каждого из этапов создания чистых поме-
щений. Понятно, что при таком подходе стоимость комплексов 
чистых помещений хоть и оправданно, но все-таки высока.

ЧИСТЫЕ ЗОНЫ
В поиске более экономичных, но не менее эффектив-

ных способов достижения требуемого класса чистоты воз-
духа в определенном объеме, специалисты научились созда-
вать автономные локальные пространственные конструкции, 
так называемые, чистые зоны. Как и чистые помещения, их 
«меньшие братья» являются продуктом индивидуального 
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проектирования, поскольку конфигурация, класс чис- 
тоты и габариты чистой зоны зависят от конкретного 
помещения, специфики технологического процесса 
и размещаемого в рабочем пространстве оборудова-
ния. Стоимость чистой зоны гораздо ниже стоимости 
чистого помещения. Именно поэтому чистые зоны се-
годня пользуются огромным спросом. Это, в свою оче-
редь, породило большое количество предпринима-
телей, производящих нерабочие конструкции за счет 
экономии на материалах и технологиях. 

АВТОНОМНЫЕ  
ФИЛЬТРОВЕНТИЛЯЦИОННЫЕ 
МОДУЛИ

Инженерная мысль, следуя рыночным запросам 
на недорогие, но эффективные решения, привела спе-
циалистов ЗАО «Ламинарные системы» к созданию 
автономных активных фильтровентиляционных 
модулей (далее – ФВМ). Автономные ФВМ являют-
ся, пожалуй, наиболее экономичным на сегодняшний 
день вариантом создания локальных зон более высо-
кого класса чистоты в помещениях, имеющих более 
низкий класс чистоты, либо в неклассифицируемых 
помещениях. 

В зависимости от комплектации ФВМ использует-
ся для создания разных типов нисходящего воздушно-
го потока в рабочей зоне:

•	 ламинарного (при установке ламинаризатора) – 
для создания и поддержания высокой степени 
чистоты воздуха; 

•	 турбулентного (при установке турбулизатора) – 
для равномерного распределения чистого возду-
ха по всему объему помещения.

Управление автономным ФВМ осуществляется 
с помощью сенсорного экрана, на котором отобра-
жается техническая информация о состоянии ФВМ, 
рабочих режимах и настройках. Конструкция поз- 
воляет объединять между собой несколько ФВМ, 
формируя ламинарное поле. С помощью сенсорно-
го экрана может осуществляться настройка и конт- 
роль текущих параметров работы 16 фильтромоду-
лей одновременно.

Каждый ФВМ оснащен двумя вентиляторами с 
ЕС-моторами, предварительным фильтром G4, фильт- 
ром тонкой очистки НЕРА класса Н14, портами для 
подачи аэрозоля и отбора проб, световыми индика-
торами оперативного контроля режимов работы, а 
также блоком автоматического управления, обеспе-
чивающим поддержание постоянной скорости воз-
душного потока на выходе из ФВМ без изменений не-
зависимо от засоренности фильтров. Для крепления 
фильтромодулей к потолку, ограждающим конструк-
циям или между собой предусмотрены универсаль-
ные кронштейны. Опционально в фильтромодуль с 
ламинаризатором может быть интегрировано свето-
диодное освещение. 

ФВМ могут быть изготовлены из стали, окрашен-
ной порошковой эмалью, либо из нержавеющей стали. 

Впервые автономные ФВМ производства ЗАО «Ла-
минарные системы» были представлены на выставке 
«Pharmtech & Ingredients – 2017» в Москве, где вызвали 
большой интерес посетителей.

Автономные активные фильтровентиляционные 
модули марки LAMSYSTEMS – это экономичное и эф-
фективное решение для любых производств и лабора-
торий различного профиля, где предъявляются опре-
деленные требования к чистоте воздушной среды. 

Рисунок 1. Схема воздушных потоков фильтромодулей
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МОНИТОРИНГ 
ВОЗДЕЙСТВИЯ НА МИШЕНЬ 
ПРИ ИЗЫСКАНИИ НОВЫХ 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ:
ПРИМЕНЕНИЕ WES  
ДЛЯ ТЕПЛОВОГО 
КЛЕТОЧНОГО АНАЛИЗА
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ВВЕДЕНИЕ
При изыскании новых лекарственных веществ чрезвы-

чайно важным этапом процесса разработки препарата яв-
ляется подтверждение его связывания с целевым участком 
внутри клетки-мишени. Подтверждение того, что кандидат в 
лекарственные препараты воздействует на предполагаемую 
мишень, находящуюся в клетке, а также определение кон-
центрации, при которой он оказывает желаемый эффект(ы), 
являются основными критериями оценки его активности и 
эффективности воздействия на ткани-мишени. Анализы теп- 
лового сдвига (TSA) регулярно применяются как в промыш-
ленности, так и в науке для выявления или подтверждения 
взаимодействий, происходящих при использовании очищен-
ных белков. Не так давно этот тип анализа был адаптирован 
к цитологическому формату и получил название теплового 
клеточного анализа (CETSA) [1]. Важно отметить, что при пе-
реходе от биохимической системы к клеточной биологичес- 
кая значимость сохраняется. Таким образом, локализация 
белка, посттрансляционные модификации и другие биомоле-
кулярные перекрестные взаимодействия в процессе анализа 
на связывание лекарственного средства с мишенью остаются 
нетронутыми [1, 2].

ТЕПЛОВОЙ КЛЕТОЧНЫЙ АНАЛИЗ  
(CETSA)

CETSA предоставляет исследователям возможность из-
мерения степени воздействия лекарственного средства на 
мишень непосредственно в клетке [2]. Обычно используемые 
фенотипические анализы, которые полагаются на результа-
ты функциональных изменений, таких как изменение уров-
ней метаболитов, статус фосфорилирования нисходящих бел-
ков-мишеней или жизнеспособность клеток в качестве мерила 
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реакции на лекарственное средство, не могут быть од-
нозначно связаны именно с этим воздействием. Пред-
ставляя собой метод прямой оценки взаимодействия 
лекарственных средств и мишеней, CETSA облада-
ет большей специфичностью, ввиду измерения функ-
циональной реакции на действие лекарственного 
средства.

Если говорить кратко, самый первый этап CETSA 
заключается в определении температуры, необхо-
димой для денатурации представляющего интерес 
белка. После ее определения создаются условия, вы-
зывающие постоянное тепловое напряжение. Это на-
пряжение поддерживается в течение определенного 
периода времени для того, чтобы провести тестирова-
ние градиента концентрации предполагаемого лиган-
да на его эффективность в отношении определенной 
цели. Несвязанные белки денатурируют и осаждают-
ся, тогда как связанные с лигандом белки остаются ста-
бильными в растворе [2]. Стабилизированный белок 
может быть обнаружен в растворимой фракции, но 
для того чтобы исследователи могли получить досто-
верные данные, требуется применение количествен-
ного аналитического метода вестерн-блоттинга.

В данной статье представлены количественные и 
воспроизводимые данные CETSA, полученные с помо-
щью прибора Wes™ (CETSA-Wes), производителем ко-
торого является компания ProteinSimple. Данный коли-
чественный анализ позволяет проверить связывание 
лекарственного средства с мишенью и, учитывая его 
количество, рассчитывает полумаксимальную ингиби-
рующую концентрацию (IC50).

CETSA И ОПЫТ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
WES

Доктор Matias Casás Selves является научным 
сотрудником Института по исследованию рака Он-
тарио (OICR). Он принимает участие в программе по 
изысканию новых лекарственных средств. Используя 
клеточную линию MV4-11, несущую клетки миеломо-
ноцитарного лейкоза, исследовательская группа OICR 
поставила своей целью определить воздействие на 
мишень внутри клетки данной линии, которое про-
изводится запатентованным ими Соединением 1 
(Compound 1). В качестве мишени был определен инте-
ресующий ученых Белок X (Protein X).

Протокол CETSA в первую очередь требует опре-
деления температуры денатурации белка-мишени [2]. 
Сначала клетки MV4-11 подверглись температурно-
му воздействию в диапазоне от 37 °C до 72 °C, затем 
был сделан анализ экспрессии белка с применени-
ем традиционного вестерн-блоттинга. Было выявле-
но, что большая часть Белка X денатурировала и вы-
пала в осадок при температуре 52 °C (результаты не 
показаны). Затем повышенные концентрации Соеди-

нения 1 (0,00001–10 мкМ) добавили к 2,5×106 клеткам 
MV4-11 в каждом опыте на 1 час при температуре 52 °C, 
для контроля использовался растворитель ДМСО. 
Для измерения связывания Соединения 1 с Белком X 
клеточные лизаты анализировали с использованием 
обычной методики вестерн-блоттинга, определяя из-
менение экспрессии и устойчивости Белка X (рисунок 
1). Соединение 1 индуцировало большой сдвиг устой-
чивости структуры Белка X под действием теплово-
го напряжения между 0,001 мкМ и 0,01 мкМ (рисунок 
1). Хотя эти результаты дают веские основания пред-
полагать, что Соединение 1 связывается со своей ми-
шенью в низком наномолярном диапазоне, точные 
значения IC50 рассчитать невозможно, принимая во 
внимание полуколичественный характер обычного 
метода вестерн-блоттинга.

КАК РАБОТАЕТ WES
Wes – это полностью автоматизированная капил-

лярная система электрофореза, в которой применя-
ется методика Simple Western (ProteinSimple, PN  004-
600). В данной методике отсутствуют проблемы, 
присущие традиционным вестерн-системам, все про-
цессы, начиная от разделения компонентов образца 
и заканчивая анализом данных, полностью автома-
тизированы. Образец лизата, матрицы разделения и 
концентрирования загружают в капилляр в вакууме, 
для разделения белков подается напряжение, а затем 
под действием УФ производится захват и иммобили-
зация молекул белка химическим методом.

Белок остается на стенке капилляра. Незахвачен-
ный материал смывается, и первичное антитело вхо-
дит в капилляр, где образует специфичную связь с 
мишенью. Следующие этапы включают окисление лю-
минола пероксидом в присутствии пероксидазы хрена 
(HRP). В результате этой реакции генерируется коли-
чественный хемилюминесцентный сигнал (рисунок 2).

Для разделения требуется всего 5 мкл денатури-
рованного образца, который содержит лизат, 1X флу-
оресцентный стандарт, DTT и буфер для образца для 
каждой точки данных. Wes – это прибор, который спо-
собен за один цикл выполнять количественный ана-
лиз 25 образцов всего за три часа. При этом непо-

Рисунок 1. Определение проводилось методом иммуноблот-
тинга (вестерн-блот), было обнаружено увеличение экспрес-
сии и стабильности Белка X в клетках MV4-11 при увеличении 
градиента концентрации Соединения 1. Эксперимент прово-
дился при 52 °C. ДМСО, контроль растворителем
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средственная работа оператора займет всего 30 мин. 
Визуализация и анализ данных осуществляются с по-
мощью программного обеспечения Compass, пред-
назначенного для систем разделения белков Simple 
Western. Данные представлены либо в форме электро-
ферограммы, либо в виде традиционных полос.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ WES  
ДЛЯ МОНИТОРИНГА  
СТАБИЛЬНОСТИ БЕЛКА В ПРОЦЕССЕ  
РАЗРАБОТКИ НОВЫХ  
ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ

Чтобы точно рассчитать значение IC50 для Со- 
единения 1, результаты CETSA, полученные с помо-
щью традиционной вестерн-методики (рисунок 1), 
были воспроизведены во время анализа с исполь-
зованием прибора Wes. Здесь они представлены как 
CETSA-Wes. Повторный эксперимент проводили с ис-
пользованием той же линии клеток лейкемии (MV4-11) 
с тем же количеством клеток на один опыт (2,5×106), 
фиксированной температурой (52 °C) и временем 
(1 час). Но градиент концентрации Соединения 1 для 
составления изотермической кривой зависимости 
«доза – эффект», использующейся для расчета IC50, 
был расширен (рисунок 3A, B). При использовании 
системы CETSA-Wes можно было детектировать ана-
логичный сдвиг стабильности у Белка X в присутствии 
возрастающих концентраций Соединения 1 (рисунок 
3A). Важно отметить, что Wes допускает мультиплек-
сирование, если наблюдается достаточный разброс 
молекулярной массы белков-мишеней. Это позволя-
ет детектировать и Белок X, и контроль нагрузки в од-
ном капилляре.

Это дало точный метод нормализации сигнала, 
детектированного для Белка X, для контроля нагруз-
ки и, следовательно, для вычисления IC50 для Соеди-
нения C.

Подсчет проводился с помощью ПО Compass для 
систем, основанных на методе Simple Western. Полу-
ченное значение составило 13,7 нМ, или 0,0137 мкМ 
(рисунок 3B) .

Рисунок 2. Стандартный анализ с использованием методики 
Simple Western, выполненный с помощью прибора Wes

Рисунок 3. Повторение результатов при использовании системы CETSA-Wes. Они демонстрируют увеличение экспрессии и ста-
бильности Белка X при увеличении концентрации Соединения 1 (A). Кривая зависимости «доза – эффект», сгенерированная для 
Соединения 1 на основе нормализации сигнала Белка X для контроля белковой нагрузки, IC50=13,7 нМ (B)
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CETSA-WES ЯВЛЯЕТСЯ  
КОЛИЧЕСТВЕННЫМ  
И ВОСПРОИЗВОДИМЫМ МЕТОДОМ

Было получено подтверждение возможности про-
ведения количественного анализа с использованием 
метода Wes при выполнении теплового клеточного 
анализа CETSA. Затем с использованием данного мето-
да была проведена валидация воспроизводимости ре-
зультатов исследований. Эксперимент, отображенный 
на рисунке 3, был повторен с использованием иден-
тичных условий, но в двух параллельных испытаниях. 
Ранее проведенные, независимые друг от друга анали-
зы показали, что Соединение 2 является неактивным 
аналогом Соединения 1. Оно также было включено в 
исследование, чтобы продемонстрировать способ-
ность метода также дифференцировать молекулы, об-
ладающие различной активностью (рисунок 4). Кривая 
зависимости «доза – эффект», для Соединения 1 была 
воспроизведена со сдвигом стабильности в Белке X, 
который был индуцирован аналогичной тепловой на-
грузкой (52 °C), а расчитанное значение IC50 составило 
15,2 нM (или 0,0152 мкМ) ± 0,092 (рисунок 4). Важно, что 
неактивный аналог (Соединение 2) не оказывает влия-
ния на Белок. Это подтверждает способность системы 
CETSA-Wes специфичным образом различать и точно 
измерять искомое, происходящее внутри клетки взаи-
модействие лекарственного препарата с мишенью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработка новейших эффективных терапевти-

ческих средств часто ограничена в связи с невозмож- 
ностью контролировать происходящее внутри клеток 
прямое связывание лекарственного вещества и бел-
ка-мишени. Анализ теплового сдвига (TSA) стал клас-

сическим средством для измерения взаимодействий 
между очищенными белками, а для мониторинга об-
щей клеточной реакции на препарат применяются 
анализы, основанные на оценке фенотипической ак-
тивности. Ни один из этих методов не позволяет про-
изводить прямое изучение взаимодействия лекарства 
и мишени внутри клетки, а также соотносить реакцию 
клеток с определенным взаимодействием лекарства и 
мишени. CETSA-Wes – это инновационный подход, ко-
торый решает данную проблему благодаря своей спо-
собности назначать приоритет соединениям в рамках 
действий, предпринимаемых для оптимизации связи 
«структура – активность» (SAR). CETSA-Wes является 
усовершенствованным методом анализа воздействия 
на мишень, который позволяет ускорить процесс оп-
тимизации химического соединения в SAR.
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2014. № 9. Р. 2100–2122.

Рисунок 4. Кривая зависимости «доза – эффект», отобра-
жающая связывание Соединения 1 с целевым Белком X в 
сравнении с неактивным Соединением 2. Соединение 1, 
IC50=15,2±0,092 нМ; Соединение 2, IC50 = не определено
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ИНЕРТНАЯ АЗОТНАЯ 
СРЕДА И БЕЗОПАСНОСТЬ 
ЦЕНТРИФУГ

Материал предоставлен  
компанией Rousselet Robatel 

ВВЕДЕНИЕ
23 марта 1994 г. была выдана директива 34/9/ES Европар-

ламента и Совета ЕС по гармонизации законов государств  – 
членов ЕС, касающихся «оборудования и защитных систем, 
предназначенных для использования в потенциально взрыво-
опасных средах».

Данная директива действовала вплоть до директивы  
94/9/EC «Новый подход» от 1 июня 2003 г., название кото-
рой происходит от французского термина «ATmosphere 
EXplosible» («взрывчатые атмосферы») – ATEX. 18.04.2014 
на основе новой законодательной базы New Legislation 
Framework (NLF) данная директива была переработана в ди-
рективу 2014/34/EU, которая 18.04.2016 полностью заменила 
изначальную директиву.

Применение электрооборудования на центрифугах в по-
тенциально взрывоопасных средах определяет международ-
ный стандарт IEC 60079-0:2017. На территории Российской 
Федерации ему соответствует ГОСТ 31610.0-2014 «Взрыво- 
опасные среды. Часть 0. Оборудование. Общие требования». 

Требования к неэлектрическому оборудованию для по-
тенциально взрывоопасной среды регулируются ISO  80079-
36:2016 и ее российским вариантом – ГОСТ 32407-2013 
«Взрывоопасные среды. Часть 36. Неэлектрическое оборудо-
вание для взрывоопасных сред. Общие требования и методы 
испытаний». 

О взрывозащитном исполнении непосредственно са-
мих центрифуг и пойдет речь в статье, которую подготовили 
сотрудники компании ROUSSELET ROBATEL – L’Kherba и A. Ple- 
net. 
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ЗАЧЕМ НУЖНА ЦЕНТРИФУГА  
В ЗАЩИТНОЙ СРЕДЕ  
НЕЙТРАЛЬНОГО ИНЕРТНОГО ГАЗА?

При центрифугировании жидкостей и твёрдых 
частиц в химической и фармацевтической промыш-
ленности приходится часто иметь дело с потенци-
ально взрывоопасными и легковоспламеняющимися 
материалами, которые при обработке в центрифуге 
образуют нестабильную среду при наличии следую-
щих факторов:

Как видно из вышесказанного, мы имеем три фак-
тора, образующих треугольник:

Для того чтобы исключить риск взрыва, необхо-
димо изолировать или устранить один из этих фак-
торов, а это не так просто, как может показаться на 
первый взгляд. Говоря о материале, мы имеем ввиду 
химические вещества, и тут стоит учитывать их взры-
воопасность, но исключить их из процесса нельзя. 

Таким образом, для исключения рисков взры-
ва и возгорания мы можем работать только с веще-
ством, которое поддерживает горение и источником 
возгорания. Окислителем является кислород из окру-
жающей среды. В центрифуге кислород присутству-
ет до момента его вытеснения нейтральным газом, 
таким образом, газ полностью заполняет центрифугу, 
чаще всего для этого используется азот или углекис- 
лый газ. 

Последним фактором является источник возгора-
ния, например искра, тепло или статическое электри-
чество, и для их устранения требуется использование 
электрооборудования во взрывозащищенном испол-
нении, а также заземление центрифуги. Таким образом 
мы исключаем третий фактор.

Примечание 1:

Стоит добавить, что мы говорим о минимизации 
риска возгорания из-за искры. Несмотря на то что мо-
торы и элементы управления могут быть в защищен-
ном исполнении, любой механический инцидент в 
центрифуге может спровоцировать возникновение 
искры.

Примечание 2:

Также нужно отметить тот факт, что заземление 
способствует безопасности оборудования только до-
полнительно, так как, например, в случае использо-
вания текстильного фильтрующего мешка в бараба-
не проводимость барабана будет достаточно низкой, 
к тому же изменчивой в зависимости от плотностей 
перерабатываемых продуктов и т.д. Риск возникнове-
ния искр намного выше у центрифуг с нижней выгруз-
кой, у которых для удаления отфильтрованного осадка 
с внутренней стороны барабана и последующей его 
выгрузки используется вырезной нож, который кон-
тактирует с материалом. В процессе вырезания про-
исходит контакт двух масс разного потенциала, что 
создает условия для возникновения опасной искры.

Рекомендация: в странах ЕС все производи-
тели центрифуг обязаны гарантировать, что обору-
дование было произведено таким образом, чтобы 
предотвратить возможное возникновение искр. Ком-
пания Rousselet создала следующие европейские 
рекомендации:

99 Циркуляр ТЕ номер 2174 от 18.01.1974.

99 Стандарт ISO «Centrifugeuse, règle de construction 
et de sécurité».

99 «Intégration de la sécurité dans la conception des 
machines et appareils» от 15.07.1980, рекомендуе-
мые принципы безопасности 483 и R233-101.

Наиболее детально проработанным докумен-
том на данную тему является рекомендация от 
2  июня 1982  года: «Etude des risques présentés par 
la centrifugation des suspensions dans un solvent 
inflammable» – «Исследование рисков при центрифу-
гировании суспензий, содержащих горючие растворы».

Основные элементы описаны здесь (рисунок 2):

a)	 газовая фаза, которая должна быть инертирова-
на – % содержания О2<8%;

b)	 непрерывный контроль инертных характеристик 
газовой фазы;

c)	 если % О2<8%

•	 подача и запуск не должны начаться, если 
центрифуга остановлена;
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•	 обеспечена сигнализация, и инертные характе-
ристики газовой фазы находятся под постоян-
ным контролем при работе центрифуги / потен-
циал заземления всех соприкасающихся частей 
и их контроль;

d)	 перед вмешательством человека (человеческим 
фактором) 

•	 предотвращение механических рисков;

•	 обновление и контроль дыхательной атмо- 
сферы.

ТЕХНОЛОГИЯ  
АЗОТНОГО ИНЕРТИРОВАНИЯ

Азотное инертирование может быть использова-
но как на ручных, так и на автоматических центрифу-
гах, но не стоит забывать, что тут речь идет о предот-
вращении взрыва, и поэтому контроль должен быть 
особенно тщательным. Ручной режим изображен на 
рисунке 1.

Подающий вентиль контролируется обслуживаю-
щим персоналом, поэтому должна соблюдаться стро-
гая личная дисциплина ввиду потенциальной опас-
ности взрыва. 

По этой причине большинству компаний реко-
мендуется иметь автоматическую систему для мини-
мизации потенциальной ошибки производственного 
персонала. Такая система постоянно контролирует и 
корректирует состояние путем сравнения с заданны-
ми параметрами и обеспечивает полную безопасность 
благодаря наблюдению за системой.

Какие существуют ограничения по безопасности у 
этих двух решений?

Азотная среда и контроль

В случае, если в процессе ожидается присутствие 
чужеродной среды, как потенциально взрывоопасно-
го газа, рекомендуется придерживаться следующе-
го плана спецификации оборудования для азотной 
инертной среды. 

Контроль

Измерение и контроль газовой среды можно про-
водить двумя способами. 

99 Постоянный контроль % количества О2 с помо-
щью парамагнитного анализатора кислорода. 
Кислород О2 является парамагнитным газом, ко-
торый притягивается магнитным полем (так же 
как и железо). В этой системе анализируемый газ 
проходит через два полюса магнита и, таким об-
разом, газ размещается в магнитном поле. 

99 Мобильный датчик настраивает уровень элект- 
рического тока пропорционально концентра-
ции кислорода. Этот датчик не меняет своих 
характеристик со временем, но бывает очень 
чувствительным к коррозии из-за конденса-
ционных паров, а также может попадать под 
влияние частиц пыли. Конкурентом данного 
типа детектора является система контроля с ис-
пользованием газовых батарей. Тут детекция 
осуществляется с помощью газовой батареи, 
которая создает электрический сигнал, пропор-
циональный обнаруженному давлению О2. Дан-
ный метод детекции является точным, но имеет 
ограниченный срок действия, и, таким образом, 
нельзя построить всю систему безопасности на 
этом принципе без ее регулярных проверок. 

Это означает, что для обоих анализаторов необ-
ходима автоматическая система проверки, которая 
будет наблюдать за состоянием и сигнализировать о 
снижении эффективности вследствие коррозии в пер-
вом случае или вследствие износа набора батареи во 
втором.

Контроль сверхдавления – «вытесняющая» 
продувка.

Центрифуга имеет постоянный объём, и с помо-
щью анализатора О2 мы можем определить, каков бу-
дет нормальный расход для данного константного 
объёма с учётом допустимых потерь установленно-

Рисунок 1. Ручной режим азотного инертирования

Рисунок 2. Измерение и контроль газовой среды путем изме-
рения % О2
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го давления для получения правильной концентра- 
ции О2.

Таким образом, когда стандартное значение из-
вестно, нужно только определить потенциально нуж-
ное количество азота анализатором О2.

Безопасность

Для эффективного контроля газовой среды нуж-
но эту функцию объединить с циклом работы цент- 
рифуги, как это изображено на рисунке 3.

Данная система должна быть частью программи-
руемого цикла прямо соединена, работать безукориз-
ненно и иметь защиту от возможных вторжений или 
изменений на любом уровне. 

Без применения данной системы мы подвергаем-
ся опасности взрыва.

Как и при использовании данной системы, для об-
работки продукта при центрифугировании в инертной 
среде также необходимо иметь систему управления, 
которая вернет наш цикл в нормальную среду после 
окончания работы.

Например, для центрифуг со съёмным фильтрую-
щим мешком необходимо вмешательство оператора. 
Он должен наклониться над центрифугой при выем-
ке мешка или при очистке барабана. Вдыхание инерт-
ного газа (N2 или другого газа, например углекисло-
го) провоцирует рвоту и потерю сознания, что, в свою 
очередь, может приводить к серьёзным последстви-
ям для здоровья. 

Похожий список строгих предписаний должен 
исполняться при наблюдении и поддержании при-
емлемого уровня среды, который позволяет открыть 
центрифугу.

Примечание: у центрифуг малого диаметра, на-
пример до 850 мм, полное обновление внутренней 
среды до атмосферы окружающей среды необяза-
тельно, поскольку количество инертного газа низкое 
и возможный выброс N2 или других газов в окружаю-
щую среду не представляет никаких проблем.

СИСТЕМА АЗОТНОЙ  
ИНЕРТНОЙ СРЕДЫ  
ROUSSELET ROBATEL

На основании вышеизложенного становится по-
нятно, насколько высоки требования к эффективной 
системе контроля. Специалисты компании Rousselet 
Robatel, которые работают в данной области на про-
тяжении многих лет, разработали полную систему, ко-
торая была представлена 2 июня 1982. 

Описание центрифуги

Центрифуга газонепроницаема для газа под дав-
лением: рабочее давление – 20 миллибар, тестовое 
давление – 40 миллибар, допустимые потери давле-
ния – 200 нормальных литров в час. 

Центрифуга имеет следующие элементы:

•	 надувную уплотняющую прокладку крышки цент- 
рифуги;

•	 корпус подшипника под давлением (р=50  мил- 
либар);

•	 гидравлический сифон на выпускной трубке;

•	 надувное нижнее уплотнение контейнера для 
центрифуги с нижней выгрузкой с вырезанием.

Функционирование системы изображено на ри-
сунке 4. 

Организационная схема

Устройство азотного инертирования было спро-
ектировано как компактная единица, которую можно 
легко разместить на главной панели управления обо-
рудованием (рисунок 5).

Рисунок 3. Определение и контроль газовой среды с использо-
ванием инертного газа

Рисунок 4. Схема функционирования центрифуги
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Рисунок 5. Рабочие условия
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O.M.A.R.  
НА МЕЖДУНАРОДНОЙ 
ВЫСТАВКЕ В ГЕРМАНИИ 
«ACHEMA-2018»

Материал предоставлен  
компанией O.M.A.R. ВВЕДЕНИЕ

С 11 по 15 июня 2018 года представители компании O.M.A.R. 
уже шестой раз подряд присутствовали на международной 
выставке «Achema» в г. Франкфурт-на-Майне, Германия. Это 
превосходная возможность ознакомиться с последними дос- 
тижениями в области машиностроения и биотехнологии, 
встретиться с партнерами и представить новую продукцию 
потенциальным клиентам. 

В этом году компания O.M.A.R. продемонстрировала че-
тыре машины из одной линейки: блистерную машину для R&D-
лабораторий Fantasy Plus, блистерную машину для упаковки в 
стрипы BF 35, блистерную машину BF 50 Plus и деблистерную 
машину F140. Все машины изготавливались с применением ря-
да серьезных технологических усовершенствований, чтобы 
клиенты компании O.M.A.R. могли использовать весь потен-
циал современных научно-исследовательских и опытно-конст- 
рукторских разработок. 

Техническая команда компании O.M.A.R. наряду с глобаль-
ной сетью ее официальных представителей и дистрибьюторов, 
которая представлена в более чем 35 странах мира, оказывала 
поддержку клиентам и заказчикам на протяжении всего пери-
ода проведения выставки.
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Исследования, инновации и дизайн стали ключе-
выми особенностями оборудования O.M.A.R. Все это 
позволило бренду O.M.A.R. занять уверенную позицию 
на современном фармацевтическом рынке, предо-
ставляя покупателям большой выбор компактных ре-
шений для упаковки изделий в блистеры, а также для 
извлечения продуктов, упакованных в блистеры. 

БЛИСТЕРНАЯ МАШИНА  
ДЛЯ R&D-ЛАБОРАТОРИЙ  
FANTASY PLUS 

99 Модель Fantasy Plus.

99 Размер блистеров − 212x132x18 мм. 

99 Полуавтоматическая.

99 Оснащена печатающим модулем.

99 Программируемый логический контроллер Sie-
mens (отвечает требованиям CFR21). 

99 Контрольная панель с сенсорным экраном.

Инновационная блистер-
ная машина с удобным дизай-
ном предназначается для изго-
товления высококачественных 
блистеров из предварительно 
нарезанных листов пластика и 
алюминия. Все операции, необ-

ходимые для упаковки продуктов в блистеры, выпол-
няются легко и быстро на одной машине путем на-
стройки и перестановки функционально связанных 
деталей без использования специального инстру-
мента. Возможно изготовление оборудования в соот-
ветствии с определенными требованиями заказчика, 
используя изготовленные на заказ модули для изме-
нения размеров, конфигурации и количества блисте-
ров. Управление всеми функциями при производстве 
блистеров осуществляется че-
рез программируемый логи-
ческий контроллер Siemens и 
контрольную панель с сенсор-
ным экраном. Блистерная ма-

шина оснащена печатающим модулем для фиксации 
всех параметров, используемых при производстве  
блистеров.

АВТОМАТИЧЕСКАЯ  
БЛИСТЕРНАЯ МАШИНА  
ДЛЯ УПАКОВКИ В СТРИПЫ BF35 

99 Модель BF 35.

99 Автоматическая блистерная машина для упаковки 
в стрип-пакеты. 

99 Размер блистров − 100x35 мм (или величина, крат-
ная 35 мм). 

99 35 уд/мин. 

Модель BF35 – это совершенно новая, не имею-
щая аналогов установка для производства блистерных 
стрипов, оборудованная несколькими автоматизиро-
ванными рабочими станциями. Машина позволяет из-
готавливать продукцию для клинических испытаний 
новых лекарственных средств, а также применяется 
для мелкосерийного производства. Машина отличает-
ся компактными размерами, а ее функционирование 
полностью автоматизировано. Система BF35 произво-
дит блистерную упаковку единого формата размером 
100x35 мм. Таким образом, это наиболее эффектив-
ное решение для всех предприятий, работа которых 
связана с упаковкой твердой фармацевтической про-
дукции, пищевых добавок и продуктов питания в блис- 
теры. Путем простой перестановки модулей модель 
BF35 можно настроить таким об-
разом, чтобы она производила 
блистерную упаковку для флако-
нов или бутылок, изготавливая 
небольшие контейнеры на одну 
или несколько доз с различным 
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положением. Более того, система BF35 позволяет полу-
чать блистеры для упаковки жидких веществ, пред-
назначенных для использования в медицине и ветери-
нарии, с максимальной точностью дозировки.

АВТОМАТИЧЕСКАЯ  
БЛИСТЕРНАЯ МАШИНА BF50 PLUS 

99 Модель BF 50 PLUS. 

99 Автоматическая блистерная машина. 

99 Размер блистеров − 180x100x27 мм. 

99 Предварительная установка для различных авто-
матических систем загрузки.

99 Предварительная установка для системы 
видеоуправления. 

BF50 PLUS представляет собой компактную авто-
матическую блистерную машину, оснащенную под-
вижным фидером с вращающимися колесами. За 
управление фидером отвечает программируемый ло-
гический контроллер Siemens (соответствует нормати-
вам CFR21). Предельная точность шага обеспечивается 
благодаря применению бесщёточного электродвига-
теля. Это многофункциональное решение для упаков-
ки в блистеры твердых продуктов в промышленных 
масштабах. Машина позволяет быстро и эффектив-
но упаковывать небольшие партии продукции в тех 
производствах, где требуется простота и гибкость 
применения. 

Возможно дооснащение машины дополнительны-
ми модулями, такими как система выявления газовых 
пор, камера видеонаблюдения, устройство для нане-
сения меток по центру упаковки и др. Эта универсаль-
ность позволяет использовать модель для изготовле-

ния различных типов упаковки. 
Для подачи продукта могут при-
меняться разные системы заг- 
рузки (от ручных до автомати-
ческих) благодаря применению 
специальных направляющих. 

УНИВЕРСАЛЬНАЯ  
ДЕБЛИСТЕРНАЯ МАШИНА F140 

99 Модель F140.

99 Универсальная модель. 

99 Деблистерная машина для извлечения упакован-
ного продукта.

99 60–70 уд/мин. 

Новая УНИВЕРСАЛЬНАЯ полуавтоматическая де-
блистерная машина Sympaty F140 – это устройство, 
предназначенное для извлечения твердых капсул, таб- 
леток разной формы, мягких желатиновых капсул, ле-
денцов и другой продукции из блистерной упаковки. В 
упаковке может быть до 7 рядов ячеек, а максимальная 
ширина блистера − 120 мм. Машина позволяет свести 
к минимуму затраты на изменение формата упаков-
ки и хранение продукции. Оснащенная передвижной 
подставкой из нержавеющей стали и прозрачными 
подносами из ПЭТГ или нержавеющей стали AISI 316L 
для вторичного использования продукта или отхо-
дов производства, деблистерная машина F140 допол-
няется предохранительной решеткой, которую можно 
открыть вместе с системой крепления из поликар-
боната. Фармацевтическая продукция извлекается 
без повреждения или загрязнения благодаря систе-
ме вращающихся лезвий, которой оснащена Sympaty 
F140. Перед извлечением продукции из упаковки осу-
ществляется надрез алюминиевой пленки каждой от-
дельно взятой ячейки, обеспечивающий аккуратное 
извлечение продукции без нарушения ее целост- 
ности. 

Машина может быть осна-
щена электронным счетчиком 
и регулятором движения для 
блистеров разных размеров и 
формы, например блистеров с 
диагонально расположенными 
ячейками.
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ИННОВАЦИОННЫЙ, 
УНИВЕРСАЛЬНЫЙ РЕАКТОР 
ДЛЯ МЯГКИХ И ЖИДКИХ 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ ФОРМ 
С ТРЕМЯ МЕШАЛКАМИ 
НА КРЫШКЕ И ДОННЫМ 
ГОМОГЕНИЗАТОРОМ

Материал предоставлен  
компанией «Промвит» 

ВВЕДЕНИЕ
При заказе емкостного оборудования заказчики, как пра-

вило, стремятся заказать универсальный реактор с макси-
мальным набором опций для решения индивидуальных тех-
нологических задач. Это оправданно при планировании 
производства широкой линейки продуктов в одном реакто-
ре при небольших объемах серий и использовании реактора в 
контрактном производстве за счет его универсальности.

Характерным примером такого реактора может служить 
изготовленная в 2017 году инновационная разработка компа-
нии – реактор с рабочим объемом 300 л со встроенным дон-
ным роторным гомогенизатором и тремя размещенными на 
его крышке мешалками для приготовления мягких (эмуль-
сий, гелей, мазей и паст) и жидких (растворов и суспензий) 
лекарственных форм. Корпус реактора изготовлен из стали 
AISI  316 L и рассчитан на работу под избыточным давлением 
2 бар и вакуумом 0,9 бар.

Так как обычно цикл приготовления не превышает 2–3 ча-
сов, можно принять производительность данного реактора 
равной 600 литров в смену или 12000 л готового продукта в 
месяц при односменной работе.

Обычно реакторы заказывают для приготовления либо 
МЛФ, либо ЖЛФ. В данном случае благодаря своей оснащен-
ностью мешалками реактор получился широкоуниверсаль-
ным, что позволяет не только качественно приготовить обе 
лекарственные формы, но и использовать его в качестве пла-
вителя для приготовления расплава жировой фазы МЛФ.Механизм подъема крышки реактора
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Реактор оборудован механизмом подъема крыш-
ки, что гарантирует контроль качества отмывки всех 
внутренних частей корпуса после приготовления каж-
дой серии продукта и делает работу оператора макси-
мально удобной.

По центру крышки размещена мешалка якорная 
тихоходная (обороты от 0 до 60 об/мин) с развитой по-
верхностью перемешивания и плавающими скребка-
ми из тефлона.

Справа и слева от оси якорной мешалки симме-
трично размещены две 2-х ярусные турбинные ме- 
шалки, которые, кроме своего прямого назначения в 
качестве мешалок, работают как классические рассе-
катели для увеличения эффективности работы якор-
ной мешалки. 

1-я турбинная мешалка имеет скорость вращения 
от 0 до 100 об/мин. В качестве рабочего органа высту-
пают два съемных лопастных ротора открытого типа.

2-я турбинная мешалка имеет скорость вращения 
от 0 до 1000 об/мин. В качестве рабочего органа высту-
пают два съемных лопастных ротора закрытого типа. 
Вместо нижнего ротора можно установить мешалку 
типа «фреза» для дополнительного измельчения сыпу-
чих компонентов, загружаемых в реактор. 

Механизм подъема крышки реактора позволяет 
оперативно обслужить все мешалки реактора и при 
необходимости заменить или сместить по валу верх-
ние рабочие органы турбинных мешалок.

Уплотнение валов всех мешалок на крышке – 
двойное торцевое, герметичное, с автономным замк- 
нутым контуром смазки и охлаждения.

Три мешалки с приводами на крышке реактора

Привод гемогенизатора роторного

Тефлоновые скребки якорной мешалки
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Комплектация крышки реактора: люк техноло-
гический, клапан предохранительный, мановакуум-
метр, смотровое окно с дворником и фонарем под-
светки, материальные штуцера и коллектор с тремя 
спрейболами.

Корпус оснащен 2-контурной винтовой теплооб-
менной (один контур – для нагрева продукта подогре-
той водой, а второй – для охлаждения захоложенной 
водой) и теплоизолирующей рубашками.

Для выгрузки готового продукта и реализации оп-
ции ввода компонентов под слоем жидкости днище 
корпуса оснащено двумя вентилями нижнего спуска. 
Через 2-й вентиль можно организовать подачу ком-
понентов продукта, используя возможность реактора 
работать под вакуумом.

Каждая мешалка выполняет свою задачу, а их ком-
бинация, учитывая возможность регулировки поло-
жения рабочих органов по высоте, регулировки обо-
ротов и направления вращения роторных мешалок 
позволяет настроить реактор, как музыкальный инст- 
румент, на работу с каждым продуктом.

Якорная мешалка предназначена для перемеши-
вания вязких жидкостей, сдвига подогретых компо-
нентов продукта от стенок в сторону центра корпуса, 
где они попадает в зону действия роторных мешалок, 
которые направляют их к днищу, к роторному гомо-
генизатору. Этому же способствуют дополнительные 
лопасти на валу якорной мешалки, размещенные под 
углом 45 градусов, которые также направляют компо-
ненты продукта к гомогенизатору.

Кроме того, при выгрузке готового продукта 
скребки якорной мешалки очищают стенки корпуса, 
сводя тем самым его потери к минимуму.

При работе реактора в качестве плавителя жи-
ровой фазы якорная мешалка производит переме-
шивание компонентов и очистку стенок корпуса, 
за счет чего ускоряется теплообмен и весь процесс 
плавления.

Турбинная мешалка с открытыми роторами пере-
мешивает поступающие к ней от скребков якорной 
мешалки продукт и смещает их от поверхности к 
донной части реактора.

Основное назначение турбинной мешалки с за-
крытыми роторами – перемещение компонентов про-
дукта от поверхности к донной части реактора и нагне- 
тание их в корпус гомогенизатора для обеспечения 
его эффективной работы.

Плавная регулировка скорости вращения ме-
шалок дает возможность привести параметр линей-
ной скорости их рабочих органов в соответствие с 
широким диапазоном вязкости смешиваемых про- 
дуктов.

Назначение гомогенизатора – измельчение час- 
тиц эмульсии и суспензии и создание гомогенного 
продукта с дисперсностью от 10-ти до 50 мкм.

Быстроходная мешалка с двумя турбинами открытого типа 
скорость от 0 до 100 об/мин

Тихоходная якорная мешалка с плавающими скребками  
из тефлона; две быстроходные турбинные мешалки; якорь 

тихоходной мешалки с тефлоновыми скребками

Публикации партнеров



228 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

При работе гомогенизатора в частицах продукта, 
направляемых в зазор между ротором и статором, соз-
дается давление, которое резко падает на границе за-
зора между ротором и статором при перемещении 
частиц между лопатками статора. При этом внутрен-
нее давление приводит к разрушению частиц, тем са-
мым уменьшая размер частиц и повышая дисперс-
ность обрабатываемого продукта.

В верхней части своего корпуса работающий го-
могенизатор создает зону разрежения, куда поступа-
ют компоненты приготовляемого продукта. Затем они 
под воздействием насосного эффекта, создаваемого 
лопатками ротора, проходят сквозь лопатки ротора, 
пересекают зазор между ротором и статором и выхо-
дят между лопатками статора в донную часть корпуса 
реактора. 

Здесь компоненты продукта снова подвергает-
ся воздействию лопаток якорной мешалки, и цикл 
повторяется.

Как показывает опыт изготовления и эксплуата-
ции реакторов, для получения качественного про-
дукта при производстве мягких лекарственных форм 
комплектация реактора гомогенизатором обяза-
тельна. Реактор может быть как с внутренним, так и 
внешним контуром циркуляции. Выбор конструкции 
реактора обычно выполняет технолог заказчика в за-
висимости от вида продуктов, которые предполагает-
ся готовить на данном реакторе.

В данном случае мы рассматриваем конструкцию 
реактора с внутренним контуром циркуляции и раз-
мещением гомогенизатора в донной части.

Пульт управления реактора оснащен панелью PLC 
с визуализацией технологического процесса, управле-
нием всеми параметрами технологии и архивирова-
нием этих параметров в режиме реального времени.

Наличие панели PLC и контроллера позволяет 
полностью запрограммировать весь технологический 
процесс, начиная с загрузки компонентов и заканчи-
вая выгрузкой готового продукта, что гарантирует 
стабильное качество получаемого продукта и исклю-
чение ошибок, которые могут быть допущены персо-
налом в случае ручного управления реактором.

На стадии разработки технического задания на-
ши специалисты совместно с технологами заказчика 
определяют необходимый набор опций для того, что-
бы реактор вписался в существующую технологичес- 
кую схему. Система управления реактором так же 
строится таким образом, чтобы она вписалась в су-
ществующую систему управления технологическим 
оборудованием, а реактор максимально охватил 
спектр поставленных перед ним задач.

Емкостное оборудование, производимое компа-
нией «Промвит», оснащается необходимым комплек-
том технической документации для дальнейшей ат-
тестации производства в составе паспорта сосуда, 
работающего под давлением, инструкции по эксплуа-
тации, протоколов FAT, SAT, OQ и IQ.

Гемогенизатор роторный донного расположения, скорость 
ротора – от 0 до 3600 об/мин 

Публикации партнеров



2292018 № 3 (24)       www.pharmjournal.ru      

КУЛЬТИВИРОВАНИЕ КЛЕТОК 
НАСЕКОМЫХ SF9  
В MULTITRON CELL  
С СИСТЕМОЙ SHAKERBAG 
OPTION

Материал предоставлен  
компанией Infors

ВВЕДЕНИЕ
Клетки насекомых Sf9 представляют собой клоны кле-

точной линии Sf21, полученной из ткани яичек мотылька 
Spodoptera frugiperda. Роль клеток Sf9 в получении рекомбина-
ционного белка становится все более значимой, в особенности 
в сочетании с экспрессирующей бакуловирусной векторной 
системой (ЭБВС). ЭБВС можно использовать с целью заражения 
клеток бакуловирусом − абсолютно безвредным для человека 
вирусом, который доставляет в клетку нуклеотидную последо-
вательность гена и заставляет клетку производить необходи-
мый белок. Рост клеток Sf9 можно ускорить путем увеличения 
концентрации глюкозы, поэтому в данном случае рекоменду-
ется применять культивирование с подпиткой. 

Линия клеток Sf9 легко культивируется. Подобно клет-
кам млекопитающих, клетки насекомых демонстрируют бо-
лее высокий уровень резистентности в отношении продук-
тов деструкции и более выраженную реакцию на стресс, что 
делает их оптимальным материалом для культивирования пу-
тем встряхивания легкими круговыми движениями в однора-
зовых мешках. 

Приведенный пример демонстрирует процесс культиви-
рования клеточной линии Sf9 в одноразовых мешках объемом 
2 л в шейкере-инкубаторе Multitron Cell с системой ShakerBag 
Option (INFORS HT, CH-Bottmingen). 

ТЕХНИЧЕСКИЕ ТРЕБОВАНИЯ  
АППАРАТА MULTITRON CELL

99 Наличие системы ShakerBag option.

99 Амплитуда встряхивания − 50 мм.

99 Прямая подача воздуха.
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99 Охлаждение.

99 Возможность использования различных подста-
вок (для одноразовых мешков, с кюветодержате-
лями для колб и т.д.).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СПЕЦИФИКАЦИИ 

Клетки насекомых Sf9 культивировали в одно-
разовых мешках общим объемом 2 л (рабочий объем 
1  л). Посевная концентрация колебалась в пределах  
1,0x106 клеток/мл. Минимальный объем подпитыва-
емых клеточных культур в больших мешках для куль-
тивирования составлял 25% от максимального рабо-
чего объема камеры. Условия культивирования были 
следующие: температура – 27 °C, водородный показа-
тель pH – около 6. Клетки Sf9 обеспечивались возду-
хом посредством прямой подачи газа.

ПОДПИТЫВАЕМЫЕ КУЛЬТУРЫ 
a) Питательная среда. Процесс культивирова-

ния клеток в одноразовой камере объемом 2 л был за-
пущен по специально подобранному для данной це-
ли плану подпитки с использованием GIBCO Sf-900 II 
SFM (Invitrogen), бессывороточной среды, смешанной 
с Рluronic F-68 и глутаминовой средой. Данная пита-
тельная среда была разработана непосредственно для 
культивирования клеток насекомых; она отличается 
высокой концентрацией глюкозы. 

b) Одноразовый мешок объемом 2 л. Перенос 
посевной культуры в одноразовый мешок объемом 
2 л осуществлялся при концентрации клеток 1x106 на 
1 мл с жизнеспособностью > 75% в 300 мл питательной 
среды SF-900 II SFM. Процесс культивирования занял в 
целом 10 дней. В первый день была произведена под-
питка клеток 200 мл питательной смеси, в результате 
чего итоговый объем среды возрос до 500 мл. Далее, 
на второй и пятый дни эксперимента, в мешок добав-

ляли еще по 200 мл смеси, а на шестой день и далее 
объем подпитки сократили до 100 мл. В результате до-
бавления питательной среды рабочий объем среды  
Sf-900 II SFM достиг 1 л. 

Для обеспечения клеток кислородом в од-
норазовый мешок постоянно подавался воздух  
(1 об/мин). Клетки насекомых встряхивались на ско- 
рости 35 об/мин.

АНАЛИЗ
a) Анализ параметров. Ежедневное определе-

ние концентрации жизнеспособных клеток выполня-
лось с использованием системы Cedex (Innovatis). Для 
анализа роста и выработки субстрата применялся 
аппарат Bioprofile Analyser 100 (Nova Biomedical).

b) Формулы. Для вычисления максимального 
уровня роста µmax и времени удвоения td использо-
валась нижеприведенная формула. 

µ
µmax

max

( ) ( )
,

( )
[ ].=

−
−


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2 1
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АНАЛИЗ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для усовершенствования процесса культиви-

рования клетки насекомых Sf9 в течение нескольких 
дней выращивались в одноразовых мешках объемом 
2  л в шейкере-инкубаторе Multitron Cell с системой 
ShakerBag Option. В процессе культивирования кле-
ток насекомых Sf9 производился отбор и анализ еже-
суточной пробы с целью максимально точного срав-
нения уровней концентрации клеток, потребления 
субстрата и формирования промежуточных продук-
тов обмена веществ.

До тех пор пока питательная среда не достигла 
максимального рабочего объема 1 л, ежедневная по-
степенная подпитка свежей питательной средой 
обеспечивала рост клеток Sf9 с максимальной кон-
центрацией жизнеспособных клеток 1,3x107 клеток 
на 1 мл и общей жизнеспособностью >85% к седьмо-
му дню культивирования. Потребление глюкозы наб- 
людалось в сравнении с ростом клеток; оно достигло 
лимитирующей концентрации на девятый день иссле-
дования. Процесс культивирования был завершен на 
десятый день после полного потребления субстрата и 
снижения уровня жизнеспособности клеток ниже 70% 
(рисунок 2).

Максимальный уровень роста клеток µmax, кото-
рого удалось достичь в ходе исследования, составил 
0,6038 в сутки, а время удвоения td составило 27,55 ч. 
Максимальная концентрация клеток была зафиксиро-
вана на уровне 1,3x107 на 1 мл, при этом жизнеспособ-
ность клеток составила >85% (рисунок 3).

Рисунок 1. Аппарат Multitron Cell с ShakerBag Option для трех од-
норазовых мешков объемом 2 л

Публикации партнеров



2312018 № 3 (24)       www.pharmjournal.ru      

Концентрации глюкозы и глутамина отображены 
на рисунке 4. Оба субстрата служили в качестве источ-
ника энергии для клеток насекомых Sf9 и потребля-
лись в процессе их роста. Параллельно со снижением 
объемов глюкозы и глутамина клетки будут произво-
дить промежуточные продукты обмена веществ, ам-
моний и глутамин. При увеличении концентрации ам-
мония и глутамина среда может стать опасной для 
клеток. При наличии аммония может начаться процесс 
образования глутамина; это объясняет снижение объ-
ема аммония и неизменную концентрацию глутамина 
(рисунок 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
1.	 В ходе исследования был достигнут максималь-

ный показатель концентрации клеток в размере 
1,3x107 на 1 мл с жизнеспособностью >85% в одно-
разовом мешке объемом 2 л и рабочим объемом 
1 л. 

2.	 Оптимального уровня подачи субстрата можно 
достичь путем разработки специальной страте-
гии подпитки. 

3.	 Амплитуда встряхивания 50 мм обеспечивает ак-
куратное перемешивание клеточных культур. 

4.	 Одна секция шейкера-инкубатора Multitron Cell 
может быть использована для культивирования 
клеточных культур, рабочий объем которых сос- 
тавляет от 10 мл до 10 л. Таким образом, увеличе-
ние объема стартовых клеточных культур до мел-
комасштабного производства возможно в одной 
единице оборудования. 

Рисунок 2. Сравнение плотности и жизнеспособности клеток, 
глюкоза и объем

Рисунок 3. Уровень роста клеток и время удвоения

Рисунок 4. Промежуточные продукты обмена веществ при 
культивировании клеток Sf9
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ПЕРСПЕКТИВНЫЙ АНАЛИЗ – 
УВЭЖХ 3.0

Материал предоставлен  
компанией SHIMADZU

ВВЕДЕНИЕ
Независимо от области фармацевтической промышлен-

ности – будь то поиск новых лекарственных препаратов, до-
клинические и клинические исследования, активные ингреди-
енты или готовые препараты – выбор всегда останавливается 
на ВЭЖХ. В зависимости от стадии, например, разработка ле-
карственного препарата или производство готовых фармацев-
тических препаратов, к свойствам системы ВЭЖХ предъявля-
ются многочисленные требования.

В настоящее время невозможно представить проведе-
ние скрининга на наличие активных веществ, а также химичес- 
кую оптимизацию без применения ЖХ/МС. На данном этапе 
для МС-детекторов устанавливаются различные потребности 
и приоритеты, однако требования для всех хроматографов 
ВЭЖХ более или менее одинаковы.

Предполагается, что системы позволяют проводить ана-
лиз с высоким разрешением и скоростью при полном от-
сутствии перекрестного загрязнения. Кроме того, в системах 
должна быть предусмотрена возможность работы с разными 
видами пластин и ампул, а также с большим количеством проб. 
Данные системы должны работать слаженно с минимальными 
отклонениями при переходе от системы к системе, чтобы низ-
кая точность впоследствии не препятствовала объединению 
данных. Поскольку количество проб часто ограничено, наблю-
дается большой спрос на системы, работающие с минимальны-
ми количествами пробы, но обеспечивающие при этом высо-
кую чувствительность измерений.

Рисунок 1. Система Nexera с механизмом смены 
штативов II для большой вместимости проб
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На более позднем этапе процессы идентификации, 
количественное определение примесей, определения 
стабильности/однородности содержимого, изучения 
растворения, а также валидация очистки требует на-
личия разнообразных дополнительных опций. При 
использовании метода ВЭЖХ при валидации очистки 
необходимо обеспечить высокую чувствительность и 
универсальную детекцию с использованием большого 
количества проб с низкими концентрациями, тогда как 
определение методом ВЭЖХ при тестировании раст- 
ворения требует детекции с особенно высокой точ-
ностью больших и малых количеств в течение огра-
ниченного периода времени. Как правило, в целях 
контроля качества необходимо предусмотреть пре-
цизионные и устойчивые системы ВЭЖХ. Высокая  
чувствительность важна для испытаний на стабиль-
ность и на выявление примесей, поскольку продукты 
распада обычно появляются в значительно меньших 
концентрациях. Высокая точность системы обеспе-
чивает возможность распознавания возникновения 
ошибки на раннем этапе и её устранения до получения 
результатов, выходящих за установленные пределы. 
Данная характеристика обеспечивает преимущество 
системы над ВЭЖХ системами средней точности.

При разработке УВЭЖХ системы Nexera компания 
«Шимадзу» уделила особе внимание не только высо-
кой производительности, но и высокой разрешающей 
способности, обеспечивающей работу с современны-
ми колонками с размерами частиц менее 2 мкм и с дав-
лением в системе более 1 000 бар, что является преде-
лом для большинства современных систем УВЭЖХ.

Целью компании «Шимадзу» также являлось соз-
дание разносторонней системы практически с ну-
левым перекрестным загрязнением, которую мож-
но было бы применять в любой области благодаря 
комплексным диапазонам давления потока и мас-
штабируемого вводимого объема. Система Nexera 
производства компании «Шимадзу» — это гибкая 
комплексная система ВЭЖХ, точность и надежность 
которой подходит для повседневного стандартного 

анализа, а также для разделения, требующего значи-
тельной скорости и высокого разрешения. Управле-
ние системой Nexera обеспечивается программным 
обеспечением LabSolutions, а также такими прог- 
раммными платформами, как Waters EmpowerTM, 
Dionex ChromeleonTM и AB Sciex AnalystTM. Nexera 
представляет собой модульную и гибкую систему для 
УВЭЖХ, состоящую из:

99 Высокоточных насосов для подачи растворителя 
LC-30AD.

Рисунок 2. Поточная линия SIL-30AC DIIMS. Приемная линия 
проб является частью поточной линии, а насос-дозатор отде-
лен посредством клапана низкого давления

Рисунок 3. CTO-30A: вид изнутри. 

А – Нагревательный блок и разделенные плавкие предохранительные вставки; Б – устройство предварительного нагрева малого 
объема/ малого рассеяния; В – отделение для колонок
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99 Быстродействующего и гибкого автоматического 
автодозатора SIL-30AC с самым низким перекрест-
ным загрязнением, представленном на рынке.

99 Механизма смены штативов Rackchanger II для 
сверхбольших количеств проб.

99 Термостата для стандартных колонок, снабжен-
ного ручным переключающим клапаном колонок, 
смесительных реакторов и больших колонок, а 
также нового специализированного высокотем-
пературного колоночного термостата, позволяю-
щего нагревать колонку до 150 °С.

При применении полумикропроточных кювет с 
низким рассеиванием и частотой отбора проб 100 Гц 
ВЭЖХ детекторы компании «Шимадзу» подходят для 
высокоскоростного разделения с высоким разреше-
нием. Далее представлено подробное описание ос-
новных модулей системы Nexera.

Модуль подачи растворителя LC-30AD пред-
ставляет собой двухпоршневой насос с высоким 
разрешением, рассчитанный на малые объемы. 
Данный насос вводит новое представление о пре-
цизионности и точности современных насосов для 
подачи растворителя. Скорости потока в нем варьи-
руются в диапазоне от 0,0001 мл/мин до 10 мл/мин, а 
диапазон давления составляет до 130 мПа. LC-30AD 
позволяет создавать двойные или тройные гради-
ентные системы с высоким давлением, а также че-
тырехкомпонентные градиентные системы с низким 
давлением.

Многоуровневые реакторы для смешивания 
растворителей (патент компании «Шимадзу») двух ти-
пов позволяют смешивать растворители в системах с 
минимизированным удерживаемым объемом. В зави-
симости от установленных требований доступны ре-
акторы объемом 180 мкл или 20 мкл.

Что касается параметров перекрестного загряз-
нения и воспроизводимости, то по техническим харак-
теристикам автодозатор SIL-30AC превосходит любой 

другой пробоотборник ВЭЖХ, существующий сегодня 
на рынке. Для проб и матриц, имеющих критическое 
значение, перекрестное загрязнение может быть иск- 
лючено применением трех промывочных растворите-
лей (плюс один растворитель для промывки наружной 
иглы) в сочетании с разными режимами промывки до 
и после всасывания проб.

Помимо хорошо отлаженной и точной техноло-
гии DIIMS (прямое введение с изолированной систе-
мой измерения) в автодозаторе также предусмотрен 
ввод через фиксированный контур для сверхбыстро-
го разделения при минимизированной ширине пи-
ка и задержке градиента. Функция перекрестного до-
зирования введения является стандартной функцией 
для Nexera и позволяет максимально сократить время 
цикла.

Для высокотемпературного LC анализа при наг- 
реве до 150 °С система Nexera обеспечивает возмож-
ность эффективного предварительного нагрева раст- 
ворителей, что позволяет создать стабильные и на-
дежные условия. Усовершенствованный интеллек-
туальный стабилизатор нагрева (IHB) минимизирует 
размывание зоны во время высокотемпературного 
анализа благодаря применению независимо контро-
лируемых зон нагрева в отделении для колонки, что 
позволяет достичь точной температуры в колонке не-
зависимо от скорости потока. Наличие послеколоноч-
ного охладителя позволяет понизить шум детектора 
при работе с высокими температурами.

Почему следует выбирать систему,  
превосходящую требования?

Следующий пример показывает серию циклов, 
направленных на определение содержания активно-
го ингредиента. Спецификация требований пользо-
вателя в отношении прецизионной точности площа-
ди пиков (вводимый объем = 5 мкл) составляет ≤2% 
RSD (относительное стандартное отклонение). Нало-
жение хроматограмм (рисунок 4) демонстрирует хо-

Рисунок 4. Наложение хроматограмм, полученных при 10 последовательных циклах (справа – пики в увеличенном масштабе)
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рошую степень прецизионной точности, однако при 
увеличении масштаба становится явной тенденция к 
уменьшению площади пиков. % RSD для точности пло-
щади пиков попадает в пределы 2% RSD, но указан-
ная тенденция (рисунок 5) указывает на существо-
вание проблемы. Следовательно, чтобы не допустить 
получения неудовлетворительных результатов можно 
устранить данную тенденцию.

Перекрестное  
загрязнение снижает  
производительность

Перекрестное загрязнение пробы может приво-
дить к задержкам и к увеличению издержек, особен-
но при поиске новых лекарственных препаратов, по-
скольку ложноположительные кандидаты проходят 
весь процесс.

Рисунок 5. График дрейфа площадей пиков; Area – площадь, AV – среднее значение, SD – стандартное отклонение, RSD - относи-
тельное стандартное отклонение

Рисунок 6. Перекрестное загрязнение хлоргексидина без промывки инжектора и внутренней части иглы
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При создании DIIMS (прямое введение с изоли-
рованной системой измерения) и при условии тща-
тельного отбора материалов автодозатором SIL-30AC 
перекрестное загрязнение сводится к минимуму. 
Применяя специальные режимы промывки, пере-
крестное загрязнение проб можно свести к неопре-
деляемым количествам. На рисунке ниже показа-
но перекрестное загрязнение 0,0006% при вводе 
хлоргексидина.

Применяя дополнительные этапы промывки, пе-
рекрестное загрязнение можно исключить полностью, 
как показано на рисунке 7.

В статье приведено только несколько примеров, 
демонстрирующих преимущества передовой систе-
мы для УВЭЖХ. Технические возможности и универ-
сальность системы Nexera позволяют удовлетворить 
все предполагаемые потребности современной ВЭЖХ, 
применяемой в фармацевтической промышленности. 
В конечном счете, надежность системы и большие ин-
тервалы между циклами технического обслуживания 
определяют ее реальную ценность для повседневно-
го применения.

Данные факторы учитывались при разработке 
системы Nexera. Результатом стала надежная, устойчи-
вая и прецизионная система ВЭЖХ, которая сохранит 
свою актуальность и в будущем.

КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА  
УЛЬТРАЧИСТОЙ 
ПРОМЫШЛЕННОСТИ

Две модели анализаторов общего  
органического углерода (TOC)  
с различными методами окисления

Ультрачистая вода является одним из наиболее 
широко применяемых реагентов в фармацевтической 
промышленности, и поэтому ее качество предельно 
важно для технологических процессов. В течение мно-
гих лет контроль качества воды проводился посредст- 
вом измерения проводимости, что позволяет оце-
нить общую концентрацию неорганических веществ, 
присутствующих в воде. Данный метод детекции не 
учитывает органические загрязнения, поскольку они 
обычно не вносят вклад в проводимость. Однако орга-
нические загрязнения могут весьма существенно вли-
ять на технологические процессы, и все актуальнее 
становится внесение количественного определения 
всех видов органических веществ в процедуры конт- 
роля качества для проб воды.

Величина TOC (Total Organic Carbon, общий ор-
ганический углерод) может применяться в качестве 
суммарного показателя наличия органических со- 

Рисунок 7. Перекрестное загрязнение хлоргексидина при промывке инжектора, внутренней части иглы и наружной поверхности
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единений. Аналогично сигналам проводимости, кото-
рые определяются ионными соединениями, значение 
TOC является мерой вклада органических соединений, 
присутствующих в пробе воды.

В зависимости от области применения требует-
ся вода разной степени чистоты. В Европейской Фар-
макопее определены несколько степеней качества, 
включая такие понятия как «Очищенная вода», «Сверх-
очищенная вода» и «Вода для инъекций».

Разъяснение терминологии

Вода для инъекций – это ультрачистая вода, при-
меняемая при приготовлении растворов для инъек-
ций. Ультрачистую воду получают посредством дис-
тилляции. Значение TOC для нее не может превышать 
0,5 мг/л (вода для инъекций в объёме).

Сверхочищенная вода – это стерильная вода для 
производства лекарственных препаратов, для кото-
рых не требуется «вода для инъекций». Ее также ча-
сто применяют для промывки во время очистки. 
Сверхочищенную воду получают методом обратного 
осмоса. Значение TOC для нее не может превышать 
0,5 мг/л. Однако в Фармакопее США данная классифи-
кация не применяется. Очищенная вода применяет-
ся для производства лекарственных препаратов, не 
подпадающих под отдельные стандарты. Содержание 
органических веществ для очищенной воды опреде-
ляется по значению TOC (0,5 мг/л) или в перманганат-
ной пробе.

Определение TOC в соответствии  
с Евр. Фарм. 2.2.44

Рекомендации Евр. Фарм. 2.2.44 не предписыва-
ют использовать какой-то конкретный метод окисле-
ния при определении ТОС, однако должны выявлять-
ся различия между органическим и неорганическим 
углеродом. Этого можно достичь путем удаления не-

органического углерода (метод NPOC), или путем раз-
дельного определения (дифференциальный метод). 
Предел обнаружения для TOC должен составлять по 
меньшей мере 0,05 мг углерода/л. Применимость 
данного метода должна определяться в ходе испыта-
ний на пригодность системы.

Для проведения испытаний на пригодность сис- 
темы готовится стандартный раствор, содержащий 
сахарозу с содержанием углерода 0,5 мг/л, а также 
контрольный раствор 1,4-бензохинона с таким же со-
держанием углерода. В используемом эталонном 
растворе, состоящем только из воды (ультрачистой 
воды), уровень TOC не может превышать 0,1 мг/л. Для 
проведения испытаний на пригодность системы ана-
лизируются все растворы, включая эталонный, а полу-
ченные результаты сохраняются.

ВОДЫ В ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ
Эталонный раствор воды: rw.

Стандартный раствор (сахароза): rs.

Контрольный раствор (бензохинон): rss.

Сигнал эталонного раствора воды вычитается из 
сигнала отклика обоих стандартных растворов. Затем 
выход стандарта бензохинона вычисляется последо-
вательно относительно стандарта сахарозы.

Выход в %:

100.ss w

s w

r r
r r

−
⋅

−

Приемлемыми являются результаты от 85 до 115%. 
Проба ультрачистой воды отвечает требованиям реко-
мендаций, когда ее сигнал отклика (ru) не превышает 
rs – rw.

Определение TOC в ультрачистой воде

Для анализа TOC в повседневной практике при-
меняются два метода окисления:

1.	 Каталитическое окисление, при котором соедине-
ния углерода превращаются в СО2 с помощью ка-
тализатра и высокой температуры, и проводится 
последующая детекция в сочетании с бездиспер-
сионным инфракрасным детектором.

2.	 Химическое окисление в сочетании с УФ-облу- 
чением. 

Для определения показателя TOC в ультрачис- 
той воде можно применять оба метода. Из общих 
соображений нельзя ответить на вопрос, какой из 
двух методов представляет собой лучшее решение, 
так как все зависит от конкретной аналитической 
задачи.

TOC-L с ASI-L
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Модельный ряд TOC-анализаторов

Компания SHIMADZU предлагает две серии ТОС-
анализаторов, удовлетворяющих всем требованиям 
по анализу качества воды и одинаково подходящих 
для анализа от ультрачистой воды до сильно загряз-
ненных сточных вод (или в том числе и для валидации 
очистки). Приборы отличаются широким диапазоном 
измерений (от 0,5 мкг/л до 25000 мг/л) и могут работать 
либо в автономном режиме, либо посредством управ-
ления через ПК.

Однако, две серии ТОС-анализаторов различают-
ся между собой по своей методологии при анализе 
ультрачистой воды. В приборах модели TOC-VWP/WS 
применяется так называемое «мокрое» окисление, а 
в приборах модели TOC-L применяется метод низко-
температурного окисления при 680 °C.

TOC-L: метод каталитического окисления

В приборе TOC-L применяется общепризнанный 
метод низкотемпературного термокаталитического 
окисления. Интегрированный модуль для подготовки 
образца (ISP) (комбинация 8-портового клапана и до-
затора с функцией продувки) значительно сокраща-
ет время анализа и его сложность, поскольку процес-
сы разбавления, окисления и ввода пробы полностью 
автоматизированы. Автоматическое разбавление поз- 
воляет увеличить диапазон измерения до 25 000 про-
милле (предел обнаружения: 4 мкг/л).

Кроме того, технология каталитического окис-
ления в сочетании с приставкой TNM-1 позволяет од-
новременно определять TOC/TNb (общий связанный 
азот) и для этого достаточно одного введения пробы. 
Процедура проводится в соответствии с рекоменда-
циями EN в отношении определения TNb посредством 
хемилюминесцентного детектирования. В данном слу-
чае каталитическое окисление протекает при 720 °C. 
Одновременное определение TOC/TNb прекрасно 
подходит для валидации очистки, поскольку позволя-
ет проводить дифференциальное определение между 
чистящим средством и препаратом.

TOC-VWP: «мокрое» окисление

Ключевым методом TOC-VWP анализатора являет-
ся мощное окисление комбинацией персульфата на-
трия в сочетании с УФ-облучением при 80 °C. Так как 
для определения требуется раствор персульфата, 
важно, чтобы раствор не содержал никаких приме-
сей, отрицательно сказывающихся на измеряемой ве-
личине. TOC-VWP анализатор включает автоматичес- 
кую функцию, позволяющую исключить возможные 
загрязнения из раствора персульфата, для гарантии 
того, что среднее значение TOC имеет истинное про-
исхождение из пробы, а не из используемого раство-
ра реагента.

Сочетание большого объема дозирования (до 
20,4  мл) и с высокочувствительного NDIR детекто-
ра приводит к крайне низкому пределу обнаружения 
(0,5 мкг/л) и превосходной воспроизводимости в ниж-
нем ppb диапазоне. Следовательно, TOC-VWP/WS хо-
рошо подходит для определения TOC в диапазоне 
ультраследовых количеств.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Приборы обоих типов с различными способами 

окисления могут применяться для определения TOC 
согласно рекомендациям EP 2.2.44. Преимуществом 
низкотемпературного метода каталитического окис-
ления является высокая степень окисления проб, в 
частности содержащих твердые частицы. Кроме того, 
при помощи данного метода можно проводить одно-
временные измерения TOC/TNb.

Преимуществом химического окисления являет-
ся возможность ввода большого объема пробы, что 
приводит к более высокой чувствительности и, следо-
вательно, позволяет проводить измерения с высокой 
прецизионностью в нижнем ppb диапазоне.

Публикации партнеров
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чая иллюстративный материал и список литературы), 
рассматривающие экспериментальные  исследования  
в области фармацевтической технологии и разработки,  
вопросы оценки качества, эффективности, безопаснос- 
ти воспроизведенных и оригинальных лекарственных 
средств и регистрации лекарственных средств.

Журнал также публикует предлагаемые авторами и 
одобренные редакционной коллегией обзорные статьи 
по актуальным проблемам фармацевтической техноло-
гии, разработки и регистрации лекарственных средств 
(до 40 машинописных страниц, включая иллюстратив-
ный материал и список литературы). 

Работы приоритетного характера (1-3 машинопис-
ные страницы), содержащие не более 3 иллюстраций, 
публикуются в виде коротких сообщений.

Текст статьи должен быть представлен в редакцию 
на адрес электронной почты: info@pharmjournal.ru, наб-
ранным в текстовом редакторе MS Word версии не ниже 
2003. Название файла – фамилия первого автора. Редак-
ция не несет ответственности за содержание и досто-
верность представленного материала.

Первая страница статьи начинается с УДК и назва-
ния статьи на русском языке,  напечатанного заглавны-
ми буквами по центру.  Далее следует список авторов на 
русском языке. Для каждого автора указываются иници-
алы и фамилия, сначала пишутся инициалы, потом фа-
милия автора. Инициалы отделяются от фамилии автора 
одинарным пробелом. Затем следуют точные названия 
и адреса (с обязательным указанием почтового индекса) 
всех учреждений (с цифровой пометкой, где работает 
каждый из авторов),  звездочкой в верхнем регистре по-
мечен автор, ответственный  за переписку (* – ссылка на 
телефон и адрес электронной почты). Редакция не несет 
ответственности за искаженное воспроизведение имен 
собственных, допущенное по вине автора.

Затем приводится краткое резюме статьи (Резю-
ме.) на русском языке (не более 100 слов). Далее следу-
ют ключевые слова  (Ключевые слова:) (не более 6) на 
русском языке. 

Далее в том же порядке: название статьи заглав-
ными буквами по центру, список авторов с указанием 
точных названий и адресов с почтовым индексом всех 
учреждений/организаций (также с цифровой пометкой 
в верхнем регистре, указывающей, где работает каждый 
из авторов),  краткое резюме (Abstract.) и ключевые сло-
ва статьи (Keywords:) в переводе на английский язык.

Текст экспериментальной статьи и коротких сооб-
щений должен быть разбит на разделы: 1) ВВЕДЕНИЕ; 
2) МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ; 3) РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕ-
НИЕ; 4) ЗАКЛЮЧЕНИЕ; 5) ЛИТЕРАТУРА (все буквы в наз- 
ваниях разделов - заглавные). 

Все сокращения и аббревиатуры, использованные 
в тексте статьи, должны быть расшифрованы (либо при 
первом употреблении в скобках, либо в конце статьи в 
списке сокращений). Расшифровка сокращений и аббре-
виатур иноязычных терминов должна быть представле-
на на языке оригинала.  

Правила набора. Интервал между словами дол-
жен быть один пробел, перенос слов не делать, текст 

набирается шрифтом Тimes New Roman, 14 кеглем через 
полтора интервала. Название статьи набирается заглав-
ными буквами полужирным шрифтом, инициалы и фа-
милии авторов – полужирным шрифтом. При обозначе-
нии единиц измерения должна использоваться система 
единиц СИ. Международные непатентованные названия 
фармацевтических субстанций и торговые наименования 
лекарственных средств необходимо оформлять в соот-
ветствии с Государственным реестром лекарственных 
средств. При описании в работе результатов клиничес- 
ких исследований необходимо привести номер и дату 
разрешения на проведение клинического исследования 
согласно Реестру выданных разрешений на проведение 
клинических исследований лекарственных препаратов. 
При описании используемых общелабораторных реак-
тивов следует приводить их наименование, класс чисто-
ты, фирму-производитель и страну происхождения. При 
описании специфических импортных реактивов необ-
ходимо дополнительно приводить каталожный номер 
реактива. При описании исследуемых лекарственных 
средств необходимо приводить их торговое наимено-
вание, фирму-произодитель, страну происхождения, 
серию и срок годности. При описании используемых 
стандартных образов приводить количественное со-
держание активного вещества в стандартном образце, 
фирму-производитель, страну происхождения, серию 
и срок годности. Названия лекарственных средств сле-
дует писать со строчной буквы на русском языке с обя-
зательным указанием международного непатентован-
ного названия, а при его отсутствии – группировочного 
или химического названия. Числовые данные необходи-
мо указывать цифрами, в десятичных дробях использо-
вать запятые. Математические и химические формулы 
писать четко, с указанием на полях букв алфавита (рус-
ский, латинский, греческий), а также прописных и строч-
ных букв, показателей степени, индексов. К статье может 
быть приложено необходимое количество таблиц и ри-
сунков. Все таблицы и рисунки должны иметь номер и 
название, текст статьи должен содержать ссылку на них. 

К статье необходимо приложить список всей ци-
тируемой литературы, оформленный в соответствии с 
действующим ГОСТ Р 7.0.5-2008. В тексте статьи следует 
указывать номер ссылки в квадратных скобках цифра-
ми в соответствии с пристатейным списком литерату-
ры. Ссылки нумеруются в порядке цитирования. Перед 
списком указывается ЛИТЕРАТУРА прописными буквами. 
Список литературы должен представлять собой полную 
затекстовую ссылку. Для книг и сборников указываются 
точные названия по титульному листу,  место и год изда-
ния, страницы; для нормативных документов – тип до-
кумента и принявший его орган (постановление Прави-
тельства Российской Федерации, приказ Министерства 
здравоохранения Российской Федерации и т. п.), дата 
утверждения, номер и точное название. Для журналь-
ных статей указываются фамилия и инициалы авторов, 
полное название статьи, название журнала, год, номер 
выпуска, номера страниц.
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ция журнала оставляет за собой право вносить стилис-
тические изменения, не искажающие смысл. Корректу-
ра не высылается.

 Образец оформления статей, примеры сокращения 
единиц измерения и оформления ссылок представлены 
на сайте журнала: www.pharmjournal.ru.
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