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Рассказывает директор института  
биохимической технологии  
и нанотехнологии Российского  
университета дружбы народов (РУДН), 
д.х.н., профессор Я. М. Станишевский

Ярослав Михайлович, какова сейчас на Ваш 
взгляд ситуация с подготовкой кадров для 
фармацевтической отрасли в России?

Одной из приоритетных задач стратегическо-
го развития фармацевтической промышленности 
Российской Федерации на период до 2030 года яв-
ляется обеспечение отрасли квалифицированны-
ми кадрами. Дефицит высококвалифицированных 
кадров и острая нехватка специалистов такова на 

сегодняшний день тенденция современного фар-
мацевтического рынка. Причин и способов реше-
ния этой проблемы высказывается немало. Одна-
ко то, что в одночасье эта проблема не решается 
и дефицит качественных кадров, а следовательно, 
борьба за таланты будут всегда, согласны все игро-
ки фармацевтического рынка.

Сегодня перечень направлений подготовки 
высшего профессионального образования, ни-
как не коррелирует с запросами фармацевти-
ческого рынка?

В настоящее время это является одной из при-
чин неудовлетворительной ситуации с обеспече-
нием кадрами фармацевтической отрасли.

Однако, в 2017 году профессиональным сооб-
ществом был разработан новый федеральный го-
сударственный образовательный стандарт высше-
го образования (ФГОС ВО) представляющий собой 
совокупность обязательных требований при ре- 
ализации основных профессиональных образова-
тельных программ высшего образования – прог- 
рамм магистратуры по направлению подготов-
ки 33.04.01 Промышленная фармация (утвержден 
приказом Минобрнауки от 26 июля 2017 г. № 705). 

Это позволило ряду ведущих университетов 
страны, опираясь на ФГОС ВО по направлению 
подготовки 33.04.01 Промышленная фармация, 

Кадровый резерв для фармацевтической отрасли Магистратура 
«Промышленная фармация» 

Я. М. Станишевский, 
д.х.н., профессор – директор 
института биохимической тех- 
нологии и нанотехнологии Рос-
сийского университета друж- 
бы народов (РУДН); руководи-
тель образовательной прог- 
раммы «Биофармацевтичес- 
кие технологии и управление  
фармпроизводством» направ-
ление 33.04.01 «Промышлен-
ная фармация». 
http://nano.rudn.ru 

От редакции
Introduction
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открыть у себя магистерские образовательные 
программы и готовить специалистов технологов и 
исследователей для фармацевтической промыш-
ленности, а не только фармацевтов по продажам 
препаратов в аптеке.

Расскажите, пожалуйста, об образова-
тельной программе магистратуры открытой 
в Российском университете дружбы народов 
(РУДН) по направлению подготовки 33.04.01 
Промышленная фармация?

Развитие современной российской фармацев-
тической отрасли требует качественной подготов-
ки высококвалифицированных специалистов обла-
дающих профессиональными знаниями, умениями 
и навыками в области биофармацевтических тех-
нологий, а также компетенциями в организацион-
но управленческой деятельности фармацевтичес- 
ких предприятий.

В 2019 году в институте биохимической техно-
логии и нанотехнологии РУДН была открыта новая 
магистерская программа «Биофармацевтические 
технологии и управление фармпроизводством»  в 
рамках направления 33.04.01 «Промышленная фар-
мация». Данная образовательная программа ма-
гистратуры разработана в соответствии с требова-
ниями ФГОС ВО 33.04.01 Промышленная фармация. 

Целью программы  является подготовка 
специалистов в области фармацевтической био-
технологии, организацией фармацевтического 
производства, контролем качества и оборотом ле-
карственных средств. 

Какие преимущества данной образова-
тельной программы?

К преимуществам магистерской образователь-
ной программы «Биофармацевтические техноло-
гии и управление фармпроизводством» можно 
отнести то, что по окончании обучения вы приоб-
ретете знания, умения и навыки в области биофар-
мацевтических технологий, знакомитесь с основ-
ными методами контроля качества лекарственных 
средств, а также приобретете знания и навыки по 
организации и управлению фармацевтическим 
производством. На протяжении всего обучения 
опытные преподаватели – эксперты в ранге док-
торов и кандидатов наук будут вашими наставни-
ками. Также, хотелось бы отметить, что во время  
обучения у студентов есть возможность принимать 
активное участие в научно-исследовательской де-
ятельности института, выступать с научными до-
кладами на конференциях, выставках, семинарах, 
научных школах, и участвовать в стипендиальных 
конкурсах, проектах и грантах. Учебный процесс 
достаточно гибкий и построен таким образом, что 
имеется возможность совмещать обучение и про-
фессиональную деятельность. 

По окончании обучения выпускники програм-
мы получают – два диплома российского и между-
народного образца с присвоением квалификации 
магистр по направлению 33.04.01 «Промышленная 
фармация».

Выделите основные принципы организации 
учебного процесса по данной образовательной 
программе?

Основными принципами организации учеб-
ного процесса по магистерской программе «Био-
фармацевтические технологии и управление фарм- 
производством» являются: построение учебного 
процесса с учетом современных требований био-
медицинской и фармацевтической промышлен-
ности; максимальное приближение учебного про-
цесса к условиям современных биомедицинских и 
фармацевтических технологий за счет расширения 
практических и лабораторных занятий на базо-
вых предприятиях; привлечение ведущих экспер-
тов, ученых и специалистов-практиков для прове-
дения лекций, мастер-классов, семинаров, летних 
школ, конференций на русском и английском язы-
ках; конкурентоспособность дисциплин образова-
тельной программы.

Как построен учебный процесс, и какие 
дисциплины планируются изучать по данной 
программе?

Учебный процесс построен традиционно для 
классических университетов с разбивкой по се-
местрам или модулям (четвертям). В учебный план 
входят базовые дисциплины, вариативные дис-
циплины и дисциплины по выбору. Дисципли-
ны по выбору входят в четыре блока, из которых 
студент имеет возможность выбрать одну дисци-
плину из каждого блока. Также, в учебном плане  
предусмотрен государственный экзамен и защита 
магистерской диссертации.

Диплом российского 
образца

Диплом международного 
образца

От редакции
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Успешная подготовка магистерской рабо-
ты (диссертации) к защите возможна благодаря 
высокому качеству выполняемых научно-иссле-
довательских работ, их инновационная направ-
ленность, а также современное техническое 
оснащение лабораторий и центров РУДН. Это спо-
собствует фундаментализации образования и 
росту заинтересованности студентов и их стрем-
лению участвовать в работах, проводимых научны-
ми коллективами в области биофармацевтических 
технологий и разработок лекарственных средств.

Предметное поле магистерской программы 
охватывает процессы разработки, исследований, 
экспертизы, организации производства, контроля 
качества, регулирования и применения лекарст- 
венных средств. 

Основные дисциплины образовательной прог- 
раммы: 
1. Организация и управление 

фармацевтическим произ-
водством.

2. Технология производства 
лекарственных средств. 

3. Методы контроля ка- 
чества биофармацевти- 
ческой продукции.

4. Надлежащая регуляторная 
практика.

5. Принципы контроля 
качества лекарственных 
средств.

12. Физико-химические мето-
ды анализа.

13. Физическая и коллоидная 
химия лекарственных 
средств.

14. Разработка и контроль 
качества фитопрепаратов. 

15. Промышленная микробио-
логия.

16. Охрана объектов интел-
лектуальной собствен-
ности. 

6. Разработка и регистрация 
лекарственных средств.

7. Актуальные вопросы  
фармацевтической про- 
мышленности.

8. Введение в биоинфор- 
матику. 

9. Основы экономики для 
фармацевтического пред-
приятия.

10. Менеджмент в профессио-
нальной деятельности.

11. Промышленная биотехно-
логия.

17. Иммунобиологические 
препараты.

18. Промышленная токсико-
логия.

19. Процессы и аппараты в 
производстве биофарма-
цевтической продукции.

20. Нанотехнологии в ме- 
дицине.

21. Иностранный язык в про-
фессиональной деятель-
ности. 

Во время обучения студенты имеют возмож-
ность принять участие в международных и рос-
сийских научно-исследовательских проектах, кон-
ференциях научных школах и семинарах, а после 
окончания учёбы получить высокооплачиваемую 
работу.

Где могут работать выпускники данного 
направления подготовки 33.04.01 «Промыш-
ленная фармация»?

Областью профессиональной деятельности 
выпускников в первую очередь являются фарма-
цевтические компании, а также центры и лабора-
тории контроля качества лекарственных средств, 
а во вторую предприятия химической отрасли, ла-
боратории научно-исследовательских институтов, 
R&D центры производственных компаний и др. 

От редакции
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Кто может учиться по данной образова-
тельной программе и как поступить в РУДН?

В магистратуру на программу «Биофармацев-
тические технологии и управление фармпроиз-
водством»  в рамках направления 33.04.01 «Про-
мышленная фармация» приглашаем медиков, 
фармацевтов, биотехнологов, химиков, биологов, 
генетиков, технологов, инженеров и всех желаю-
щих, имеющих диплом бакалавра, специалиста или 
магистра.

В 2019 году прием документов для поступле-
ния в магистратуру будет осуществляться с 9 июня 
по 31 сентября 2019 года.

Срок обучения по данной программе 2 года по 
очной форме обучения, и 2 года 6 месяцев по заоч-
ной форме обучения без отрыва от работы.

Стоимость обучения в 2019 г. для граждан 
РФ и СНГ составляет по очной форме обуче-
ния  – 285  тыс.  руб. в год [на первый год имеется 
20% скидка (228 тыс. руб.)], по заочной форме – 
150 тыс. руб. в год.

Вид вступительного испытания – экзамен 
(вопросы к экзамену и процедура экзамена 

размещены на официальном сайте http://nano. 
rudn.ru). 

Во время обучения вас ждет интересная и на-
сыщенная студенческая жизнь, бесплатное меди-
цинское обслуживание для студентов на террито-
рии студенческого городка, отсрочка от службы в 
вооружённых силах РФ на время учёбы по очной 
форме обучения.

Добро пожаловать в РУДН! 
«Открой мир в одном университете»

Контактная информация:
Российский университет дружбы народов 

(РУДН).
Институт биохимической технологии и нано-

технологии (ИБХТН).
Адрес: Россия, 117198, Москва, ул. Миклу-

хо-Маклая д. 10/2. 
Тел.: +7 (499) 936-86-25; +7 (499) 936-85-99 
e-mail: bionano@rudn.ru 

http://nano.rudn.ru 
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VIII ФОРУМ ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ УПАКОВКИ  
«ФАРМАПАК»
Завершился VIII Форум фармацевтической упаковки «ФАРМАПАК», который 
проходил с 23 по 25 апреля 2019 года в ЦВК «Экспоцентр» (г. Москва). Организатором 
мероприятия выступила Ассоциация производителей фармацевтической упаковки.

Форум «ФАРМАПАК» и выставка упаковочных ма-
териалов, оборудования, технологий для фармацев-
тических компаний – это уникальная площадка, в рам-
ках которой можно обсудить актуальные вопросы, 
познакомиться с готовыми решениями и получить 
консультации от экспертов фармацевтического рын-
ка. Более 600 представителей производств по выпус- 
ку лекарственных препаратов посетили Форум и 
выставку в 2019 году. Партнерами мероприятия ста-
ли 28 компаний-поставщиков оборудования и ус-
луг для фармацевтических компаний: АО «ПРОМИС», 
Центр развития перспективных технологий, «Михаил 
Курако», «Tracelink», «ACG Ispection», «OCS-WIPOTEC», 
«Scanware», «BOSCH», «ORIGINAL GROUP», «Регистр ле-
карственных средств России®» «ROLSTECH», «TRAXEED», 
АО «Р-Фарм», «DIVIDELLA AG», АО НПК «КАТРЕН», «Ана-
литическая компания «АРЭНСИ Фарма», АО «Корпо-
рация развития Московской области», «Metsa Board», 
«Inter Pharm Technology», «Antares Vision» и др.

Темой сессии 23 апреля стала маркировка ле-
карственных препаратов в России. Модератором 
деловой программы традиционно выступал гене-
ральный директор АО «ПРОМИС» Слиняков Евгений 
Евгеньевич. Уже в 2020 году все лекарственные 
средства должны быть промаркированы, однако, по 
данным руководителя продуктового направления 
«Фарма» Центра развития перспективных технологий 
Антона Харитонова на данный момент только 16  000 
участников и 2  500 лекарственных препаратов заре-

гистрированы в системе. Вся нормативная база уже 
сформирована, идет процесс тестирования нанесения 
криптокода на упаковку размерами 88 и 44 символов. 
По словам представителя компании «ACG Inspection» 
Сураба Шетти, программное обеспечение должно 
быть достаточно гибким и безопасным, чтобы соот-
ветствовать требованиям к маркировке лекарств даже 
в долгосрочной перспективе. Докладчики отметили 
важность вовлечения всех подразделений фармацев-
тических компаний в бизнес-процессы сериализации 
и агрегации, а также привлечения поставщиков обо-
рудования и программного обеспечения к любым  
тестам. Первый день Форума завершил круглый стол 
по опыту внедрения маркировки лекарственных 
препаратов, модератором которого выступил глав-
ный редактор издания «Фармацевтический вестник» 
Герман Иноземцев.

Второй день Форума был посвящен повышению 
эффективности фармацевтического производства за 
счет обучения, мотивации производственного пер-
сонала и оптимизации бизнес-процессов. Представи-
тели завода «Р-Фарм» Евгения Закружная и Екате-
рина Репкина рассказали о комплексном подходе в 
подготовке кадров, с помощью которого достигается 
создание положительного имиджа фармацевтичес- 
ких специальностей и развитие компетенций сотруд-
ников. Практическим опытом использования систе-
мы для согласования и управления базой макетов 
«ОРИГИНАЛ-МАКЕТ. ПРО» поделилась Юлия Ярошен-

Мероприятия
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ко из компании «Биокад», отметив удобство функ-
ционала, четкость структуры, оперативность и про-
зрачность действий ответственных лиц при работе с 
оригинал-макетами инструкций и упаковки. Дирек-
тор по продажам Metsa Board Кристоф Бодри обо-
значил, что картон является одним из ключевых эле-
ментов работы упаковочной линии на паспортных 
скоростях, в связи с чем поставщики упаковки долж-
ны использовать сырьевые материалы стабильного 
качества.

Основным направлением деловой программы 
итогового дня Форума стала маркировка для дистри-
бьюторов лекарственных препаратов. Директор по 
развитию АО НПК «Катрен» Анатолий Тенцер куриро-
вал выступления спикеров. В своем докладе об опыте 
внедрения системы маркировки на предприятии он 
отметил, что крупные дистрибьюторы будут готовы к 
ней в числе первых, но это не отменяет многочислен-
ных нюансов при старте. Перспективы развития фар-
мацевтического рынка в 2019 году представил дирек-
тор по развитию «АРЭНСИ Фарма» Николай Беспалов, 
спрогнозировав, что объем фармрынка к концу года 
составит 1,41 млрд руб. В завершении представите-

ли аптечных и дистрибьюторских сетей смогли задать 
свои вопросы компании «Катрен».

На протяжении трех дней в рамках Форума прохо-
дила выставка упаковочных материалов, оборудова-
ния и технологий для фармацевтических компаний. На 
выставочных стендах участники демонстрировали ши-
рокий спектр маркировочного и упаковочного обору-
дования, решения по изготовлению первичной и вто-
ричной упаковки, а также программные продукты для 
маркировки лекарственных препаратов.

Организаторы мероприятия вели прямую транс-
ляцию первого дня Форума, которую можно получить, 
отправив запрос на почту marketing@promis.ru.

Справка

Форум фармацевтической упаковки «ФАРМАПАК» 
проводится с 2012 года и является одним из значимых 
событий на фармрынке, где можно встретиться с экс-
пертами в области первичной и вторичной упаковки, 
обсудить вопросы эффективности фасовки лекарств и 
способы снижения производственных потерь, а также 
проблемы в области качества упаковки. Официальный 
партнёр – компания АО «ПРОМИС».
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Синтез, акарицидная и бактериостатическая активность  
соединений в ряду 5,7-диамино-4,6-динитробензофуроксана
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Резюме
Введение. В последние годы вырос интерес к соединениям бензофу-роксанового ряда, поскольку они обладают широким спектром 
биологической активности, а кроме этого являются донорами оксида азота. В научной литературе много работ связано с синтезом и 
изучением биологической активности аминопроизводных 5-нитро-4,6-дихлорбензофуроксана, тогда как аминопроизводные 5,7-дихлор-
4,6-динитробензофуроксана изучены недостаточно. 
Цель. синтез новых аминопроизводных 5,7-дихлоро-4,6-динитробензофуроксана и изучение их биологической активности. 
Материалы и методы. Исследованы реакции конденсации 5,7-дихлоро-4,6-динитробензофуроксана с различными ароматическими 
аминами, содержащими в своей структуре функциональные группы акцепторного характера. С целью увеличения выхода подобраны 
условия реакции (температура реакции, среда, количество амина). Структура синтезированных соединений подтверждена методами ИК, 
ЯМР спектроскопии и элементного анализа. 
Результаты и обсуждение. Получены новые соединения в ряду 5,7-диамино-4,6-динитробензофуроксана. Изучена острая токсичность, 
акарицидная и бактериостатическая активность в отношении Escherichia coli и Staphylococcus aureus. У полученных соединений выявлена 
высокая фармакологическая активность, превосходящая препараты сравнения (хлорофос и креолин). 
Заключение. Большинство из синтезированных аминопроизводных 5,7-дихлоро-4,6-динитробензофуроксана обладают высокой 
активностью против клещей и бактерий. Соединения содержащие в своей структуре радикалы хлора и метила, обладают биологической 
активностью при низких концентрациях, являются малотоксичными и относятся к 4 классу опасности.

Ключевые слова: бензофуроксаны, динитробензофуроксан, аминопроизводные, акарицидная активность, бактериостатическая активность, 
острая токсичность.

Конфликт интересов: конфликта интересов нет.

Для цитирования: Спатлова Л. В. Синтез, акарицидная и бактериостатическая активность соединений в ряду 5,7-диамино-4,6-
динитробензофуроксана. Разработка и регистрация лекарственных средств. 2019; 8(2): 11–15.

Synthesis, Acaricidal, Bacteriostatic Activity Among  
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L. V. Spatlova1*
1 – Kazan State Technological University, 68, Karl Marx str., Kazan, Republic of Tatarstan, 420015, Russia
*Corresponding author: Lydia V. Spatlova. E-mail: lidanet@inbox.ru
Received: 10.10.2018. Accepted: 14.02.2019

Abstract
Introduction. In recent years, interest in the compounds of the benzofuroxane series has increased, because they have a wide range of biological 
activity, and in addition are donors of nitric oxide. In the scientific literature, many works are related to the synthesis and study of the biological 
activity of 5-nitro-4,6-dichlorobenzofuroxane amino derivatives, whereas amino derivatives of the 5,7-dichlor-4,6-dinitrobenzofuroxane substrate 
have been poorly studied. 
Aim. Is the synthesis of new amino derivatives of 5,7-dichloro-4,6-dinitrobenzofuroxane and the study of their biological activity. 
Materials and methods. Investigated the reaction of condensation of 5,7-dichloro-4,6-dinitrobenzofuroxane with different aromatic amines, 
containing functional groups of acceptor character in their structure were selected. In order to increase the yield for each specific reaction, the 
reaction conditions were selected (the reaction temperature, medium, and the amount of amine). The structure of the compounds confirmed IR, 
NMR spectra and elemental analysis. 
Results and discussion. New compounds in the 5,7-diamino-4,6-dinitrobenzofuroxane series were obtained. Acute toxicity, acaricidal and 
bacteriostatic activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus were studied. The obtained compounds were found to have high 
pharmacological activity, superior to the comparison drug (Chlorophos and Creolin). 
Conclusion. Most of the amino derivative synthesized 5,7-dichloro-4,6-dinitrobenzofuroxane have a high activity against mites and bacteria. 
Compounds containing in their structure chlorine and methyl radicals, have biological activity at low concentrations, are low-toxic and belong to 
the 4th hazard class.

Keywords: benzofuroxane, dinitrobenzofuroxan, amino derivatives, acaricidal activity, bacteriostatic activity, acute toxicity.
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ВВЕДЕНИЕ
В последние годы вырос интерес к соединениям  

бензофуроксанового ряда, поскольку они облада-
ют широким спектром биологической активнос- 
тью, а кроме этого являются донорами оксида азо-
та. Авторами [1] проведены исследования NO-до-
норской активности соединений бензофуроксано-
вого ряда: 5,7-дихлор-4,6-динитробензофуроксан, 
5,7-дихлор-6-нитробензофуроксан, 5,7-дихлор-4-нит- 
робензофуроксан, а также 4-хлор-6,7-фуроксанобен-
зофурозан и 5,7-бис(4-гидроксифениламино)-4,6-ди-
нитробензофуроксан. Проведенные исследования по-
казали, что наибольшую NO-донорскую активность 
проявляет 5,7-бис(4-гидроксифениламино)-4,6-ди-
нитробензофуроксан, что предположительно связа-
но с наличием нитро- и гидрокси-групп в молекуле 
соединении.

В научной литературе много работ посвящен-
ных поиску новых биологически активных соеди-
нений в ряду 5-нитро-4,6-динитробензофуроксана. 
Аминопроизводные 5-нитро-4,6-дихлорбензофурок-
сана проявляют фунгицидную и антимикробную ак-
тивность. В работе [2] представлены результаты вза-
имодействия 5-нитро-4,6-дихлорбензофуроксана с 
ароматическим аминами и азотосодержащими гете-
роциклами. Нуклеофильное замещение протекает по 
положению 4 бензольного кольца. Получены гибрид-
ные соединения 5-нитро-4,6-дихлорбензофурокса-
на с сульфаниламидами и антибиотиками, с целью по-
лучения новых биологически активных соединений с 
антибактериальными свойствами [3, 4]. Среди соеди-
нений бензофуроксанового ряда 5,7-дихлоро-4,6-ди-
нитробензофуроксан интересен тем, что на его основе 
можно получать новые соединения обладающие ши-
роким спектром биологической активности. Автора-
ми [5] представлен ряд аминопроизводных 5,7-дихло-
ро-4,6-динитробензофуроксана, которые обладают 
акарицидной и бактериостатической активностью при 
низкой концентрации.

Цель работы – синтез новых аминопроизводных 
5,7-дихлоро-4,6-ди-нитробензофуроксана и изучение 
биологической активности полученных соединений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Исследованы реакции конденсации 5,7-дихло-

ро-4,6-динитробензофурок-сана (1) с различными аро-
матическими аминами, содержащие в арильной части 
молекулы заместители R=Сl, Br, I, -дифенил, -азо-груп-
па. Схема синтеза и структуры соединений (2-11) при-
ведены на рисунке 1. Были выбраны ароматические 
амины, содержащие в своей структуре функциональ-
ные группы акцепторного характера. С целью увеличе-
ния выхода для каждой конкретной реакции подобра-
ны условия реакции, а именно температура реакции, 
среда, количество амина. Для синтезированных новых 
соединений получены ИК, ЯМР спектры и элементный 
анализ, которые подтвердили структуру соединений.

Для получения соединений (2-11) использовали 
диметилсульфоксид (ДМСО) – «ХЧ», о-хлороанилин – 
«Ч», 2,5-дихлороанилин – «Ч», 3,4-дихлороанлин – «Ч», 
3,5-дихлороанилин – «Ч», пара-бромоанилин – «Ч», 
4-хлор-2-метиланилин – «Ч», 3-хлоро-4-метиланилин 
«Ч», 5-йод-2-метиланилин – «Ч», 2-аминодифенил – «Ч», 
пара-аминоазобензол – «Ч». 

ИК спектры записаны на Фурье-спектрометре 
Vector 22 фирмы Bruker. Кристаллические образцы 
исследованы в виде эмульсии в вазелиновом масле. 
Спектры ЯМР 1Н зарегистрированы на приборе 
Bruker Avance-600 (600 МГц) в ацетоне-d6 (соединения 
2-6,9,10) и CDCl3 (соединения 7, 8,11) внутренний стан-
дарт – остаточные протоны растворителей (7.26 м. д. 
для CDСl3, 2.05 м. д. для ацетона-d6). Элементный ана-
лиз выполнен на приборе Carlo-Erba EA 1108. Темпера-
туры плавления полученных соединений определе-
ны с помощью нагревательного столика типа Boetius. 
Исходный 4,6-динитро-5,7-дихлорбензо-фуроксан (1) 
синтезирован по методике [5].

5,7-бис(2-Хлорофениламино)-4,6-динитробен-
зофурокса (2). В реакционной колбе растворяли 0,3 г 
(0,01 моль) 5,7-дихлоро-4,6-динитробензофурокса-
на в 5 мл ДМСО и к раствору приливали раствор 0,4 г 
(0,04 моль) орто-хлороанилина в 5 мл ДМСО. Получен-
ную реакционную массу при перемешивании нагрева-
ли до 60 °С и при этой температуре выдерживали 2 ч. 
Затем продукт реакции выделяли высаживанием в во-
ду. Выпавший оранжевый продукт 2 отфильтровыва-
ли и промывали водой. Соединение 2 перекристал-
лизовывали из изопропанола. Выход соединения 2 
0,18 г (60%), Тпл 137–138 °С, ИКС, n, см-1: 3370 (NH); 1680 
(C=N–O). Вычислено С18H10N6O6Cl2, %: С 45,0; Н 2,0; N 17,0; 
Cl 14,0. Найдено, %: C 45,5; H 1,9; N 17,1; Cl 13,9. Спектр 
ЯМР 1Н, ацетон d, м.д.: 9,5 (2H, с, NH), 7,23–7,43 (3H, м, 
H-Ar).

5,7-бис(2,5-Дихлорофениламино)-4,6-динитро-
бензофуроксан (3) получен аналогично соединению 
2 из 0,3 г (0,01 моль) 5,7-дихлоро-4,6-динитро-бензо-
фуроксана и 0,6 г (0,04 моль) 2,5-дихлороанилина. Вы-
ход соединения 3 0,24 г (80%), Тпл 182–184 °С, ИКС, n,  
см-1: 3360 (NH); 1680 (C=N-O). Вычислено С18H8N6O6Cl4, 
%: С 40,0; Н 1,4; N 15,5; Cl 26,0. Найдено, %: C 39,3; H 1,3; 
N 15,4; Cl 25,9. Спектр ЯМР 1Н, ацетон, d, м.д.: 9,2 (2H, с, 
NH), 6,93–7,03 (3H, м, H-Ar ).

5,7-бис(3,4-Дихлорофениламино)-4,6-динитро-
бензофуроксан (4) получен аналогично соединению 
2 из 0,3 г (0,01 моль) 5,7-дихлоро-4,6-динитро-бензо-
фуроксана и 0,6 г (0,04 моль) 3,4-дихлороанилина. Вы-
ход соединения 4 0,25 г (86%), Тпл 185–186 °С, ИКС, n,  
см-1: 3370 (NH); 1680 (C=N-O). Вычислено С18H8N6O6Cl4, 
%: С 40,0; Н 1,4; N 15,5; Cl 26,0. Найдено, %: C 39,0; H 1,3; 
N 15,3; Cl 25,8. Спектр ЯМР 1Н, ацетон, d, м.д.: 9,4 (2H, с, 
NH), 6,63–6,71 (2H, м, H-Ar).

5,7-бис(3,5-Дихлорофениламино)-4,6-динитро-
бензофуроксан (5) получен аналогично соединению 
2 из 0,3 г (0,01 моль) 5,7-дихлоро-4,6-динитробензо-
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фурок-сана и 0,6 г (0,04 моль) 3,5-дихлороанилина. Вы-
ход соединения 5 0,18 г (60%), Тпл 187–188 °С, ИКС, n,  
см-1: 3370 (NH); 1680 (C=N-O). Вычислено С18H8N6O6Cl4, 
%: С 40,0; Н 1,4; N 15,5; Cl 26,0. Найдено, %: C 39,2; H 1,3; 
N 15,3; Cl 25,5. Спектр ЯМР 1Н, ацетон, d, м.д.: 9,2 (2H, с, 
NH), 6,89–7,1 (2H, м, H-Ar).

5,7-бис(4-Бромофениламино)-4,6-динитробен-
зофуроксан (6) получен аналогично соединению 2 из 
0,3 г (0,01 моль) 5,7-дихлоро-4,6-динитро-бензофурок-
сана и 0,6 г (0,04 моль) 4-диброманилина. Выход со- 
единения 6 0,21 г (70%), Тпл 176–177 °С, ИКС, n, см-1: 3350 
(NH); 1680 (C=N-O). Вычислено С18H10N6Br2O6, %: С  38,0; 
Н  1,7; N 14,8; Br 28,2. Найдено, %: C 37,8; H 1,5; N 14,1;  
Br 28,1. Спектр ЯМР 1Н, ацетон, d, м.д.: 9,9 (2H, с, NH), 
7,13–7,23 (2H, м, H-Ar).

5,7-бис(2-Метил-4-хлорофениламино)-4,6-ди- 
нитробензофуроксан (7) получен аналогично со- 
единению 2 из 0,3 г (0,01 моль) 5,7-дихлоро-4,6-динит- 
робензо-фуроксана и 0,56 г (0,04 моль) 4-хлоро-2-ме-
тиланилина. Выход соединения 7 0,23 г (79%), Тпл 164–
165 °С, ИКС, n, см-1: 3400 (NH); 1680 (C=N-O). Вычислено 
С20H14N6O6Cl2, %: С 47,5; Н 2,7; N 16,6; Cl 14,0. Найдено, 
%: C 46,4; H 2,4; N 16,5; Cl 13,9. Спектр ЯМР 1Н, ацетон, 
d, м.д.: 9,2 (2H, с, NH), 6,93 – 7,1 (2H, м, H-Ar), 2,9–3,1 (6Н, 
СН3).

5,7-бис(4-метил-3-хлорофениламино)-4,6-ди-
нитробензофуроксан (8) получен аналогич-
но соединению 2 из 0,3 г (0,01 моль) 5,7-дихло-
ро-4,6-динитробензо-фуроксана и 0,56 г (0,04 моль) 
3-хлоро-4-метиланилина. Выход соединения 8 0,27  г 
(68%), Тпл 167–168  °С, ИКС, n, см-1: 3400 (NH); 1680 
(C=N-O) Вычислено С20H14 N6O6Cl2, %: С 47,5; Н 2,7; N 16,6; 
Cl 14,0. Найдено, %: C 47,1; H 2,2; N 16,7; Cl 13,9. Спектр 
ЯМР 1Н, ацетон, d, м.д.: 8,9 (2H, с, NH), 6,63–6,73 (2H, м, 
H-Ar), 2,9–3,1 (6Н, с, СН3).

5,7-бис(2-Аминодифенил)-4,6-динитробензо-
фуроксан (9) получен аналогично соединению 2 из 
0,3 г (0,01 моль) 5,7-дихлоро-4,6-динитробензофурок-
сана и 0,67 г (0,04 моль) 2-аминодифенила. Выход со- 
единения 9 0,2 г (68%), Тпл 169–170 °С, ИКС, n, см-1: 3500 
(NH); 1680 (C=N-O). Вычислено С30H20N6O6, %: С 64,2; 
Н 3,5; N15,0. Найдено, %: C 63,1; H 3,4; N 14,9. Спектр ЯМР 
1Н, ацетон, d м.д.: 9,3 (2H, с, NH), 6,63–6,73 (2H, м, H-Ar ), 
7,34–7,36 (5Н, м, Ph).

5,7-бис(4-Азобензолфениламино)-4,6-динитро-
бензофуроксан (10). В реакционной колбе растворя-
ли 0,3 г (0,01 моль) 5,7-дихлоро-4,6-ди-нитробензофу-
роксана в 5 мл ДМСО и к раствору приливали раствор 
0,79 г (0,04 моль) пара-аминоазобензола в 5 мл ДМСО. 
Реакционную массу при перемешивании нагревали до 
20 °С и при этой температуре выдерживали 2 ч. Затем 
продукт реакции выделяли высаживанием в воду. Вы-
павший бордового цвета осадок отфильтровывали и 
промывали водой. Соединение 10 перекристаллизо-
вывали из смеси изопропанол-ацетон 2:1. Выход со- 
единения 10 0,27 г (86%), Тпл 157-1580С, ИКС, n, см-1: 3280 
(NH); 1680 (C=N-O). Вычислено С30H20N10O6, %: С 58,4; 

Н  3,2; N 22,7. Найдено, %: C 56,9; H 3,1; N 22,6. Спектр 
ЯМР 1Н, ацетон, d, м.д.: 8,7 (2H, с, NH), 6,82–6,93 (2H, м, 
H-Ar ), 7,38–7,40 (5Н, м, Ph).

5,7-бис(2-Метил-5-йодофениламино)-4,6-ди- 
нитробензофуроксан (11) получен аналогично сое-
динению 2 из 0,3 г (0,01 моль) 5,7-дихлоро-4,6-динит- 
ро-бензофуроксана и 0,9 г (0,04 моль) 5-йодо-2-мети-
ланилина. Выход соединения 11 0,26 г (87%), Тпл 175–
176 °С, ИКС, n, см-1: 3380 (NH); 1680 (C=N–O). Вычисле-
но С20H14N6J2O6, %: С 34,8; Н 2; N 12,2; J 37,0. Найдено, %: 
C 32,7; H 1,9; N 11,9; J 36,8. Спектр ЯМР 1Н, ацетон, d, м.д.: 
8,9 (2H, с, NH), 2,9–3,1 (6Н, с, СН3), 6,82–6,93 (3H, м, H-Ar ).

1                                                                   2-11

R=2-Сl (2), R=2,5-Cl (3), R=3,4-Cl (4), R=3,5-Cl (5), 

R=4-Br (6), R=2-CH3, 4-Cl (7), R=2-CH3, 

3-Cl (8), R=2-Ph (9), R=4-N2 (10), R=CH3 5-J (11)

Рисунок 1. Схема синтеза соединений в ряду 5,7-диамино- 
4,6-динитробензофуроксана

Оценка биологической активности осуществля-
лась в соответствии с требованиями Фармакологичес- 
кого комитета, изложенными в «Руководстве по про-
ведению доклинических исследований лекарственных 
средств». В качестве препаратов сравнения были ис-
пользованы хлорофос и креолин. [6].

Содержание животных соответствовало правилам 
лабораторной практики при проведении доклиничес- 
ких исследований в РФ (ГОСТ Р 5100.3-96 «Общие тре-
бования к испытательным лабораториям») и приказу 
МЗ РФ № 267 от 19.06.2003 «Об утверждении правил 
лабораторной практики» (GLP) с соблюдением Меж-
дународных рекомендаций Европейской конвенции 
по защите позвоночных животных, используемых при 
экспериментальных исследованиях (1997 г.). 

Исследование биологической активности полу-
ченных соединений проведены в КГАВМ им. Н. Э. Бау-
мана. Акарицидную активность препаратов изучали 
на крысиных клещах, предоставленных лабораторией 
физиологии патологической физиологии. Клещи бы-
ли подготовлены по методу А. Д. Приселковой, для 
этого соскоб помещали в бактериологическую чашку,  
закрывали крышкой и помещали ее вверх дном на бан-
ку с подогретой до 50  °С водой. Через 15–25 мин из 
соскобов выходили клещи. Затем чашку с банки сни-
мали, переворачивали дном вниз, причем клещи оста-
вались на крышке. При просмотре крышки под лупой 
или микроскопом обнаруживали живых клещей. За-
тем клещей взятых от пораженных животных по 10–20 
штук помещали на кусочки хлопчатобумажной ткани 
(диаметром 8–9 см), которую пропитывали суспензи-
ей, содержащей различные концентрации испытуемых 
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соединений, и оставляли в термостате на 24 ч при тем-
пературе 28–30  °С. Подсчитывали количество погиб-
ших клещей и по формуле Karber G определяя сред-
несмертельную концентрацию (СК50) соединений:

Lg ImD50 = lgD – σ(ΣLi – 0,5),

где D – наибольшая из испытанных доз (разведении); 
σ – логарифм отношения каждой последующей дозы 
к предыдущей (при десятикратном интервале эта ве-
личина равна 1; при трехкратном – 0,477; при двукрат-
ном – 0,3; при полуторакратном – 0,176); Li – отношение 
числа погибших от данной дозы животных к общему 
количеству животных, которым была введена эта доза; 
ΣLi — сумма всех значений Li для всех испытанных доз.

Бактериостатическую активность соединений  
изучали методом серийных разведение на штаммах 
Escherichia coli и Staphylococcus aureus [7]. За мини маль-
ную бактериостатическую концентрацию (МБСК) при-
нимали ту, при которой не происходил рост штаммов 
культур. 

Для оценки токсичности при однократном введе-
нии в желудок определяли параметры токсичности и 
изучали симптомы острого отравления. Острую ток-
сичность изучали на белых крысах весом 170–200  г. 
Подопытные и контрольные животные были одной 
линии, вида, возраста, пола, весовых характеристик. 
Пищевой рацион содержал все необходимые компо-
ненты для нормальной жизнедеятельности животных. 
В эксперименте были использованы половозрелые бе-
лые крысы-самцы с общей массой 210±4 г. Статическая 
группа составляла 10 подопытных и 10 контрольных 
животных. Доверительные границы токсичности вы-
числяли по методу Karber G [8]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты исследований акарицидной и бакте-

риостатической активности полученных соединений 
представлены в таблице 1.

Таблица 1. Акарицидная и бактериостатическая активность 
соединений в ряду 5,7-диамино-4,6-динитробензофуроксана 

Table 1. Acaricidal and bacteriostatic activity of compounds  
in the series 5,7-diamino-4,6-dinitrobenzofuroxan

Соединения
Акарицидная 

активность, мг/кг
Бактериостатическая 

активность, мг/кг
СК50 S. aureus E. coli

Хлорофос 0,7 – –
Креолин – 0,07 0,05

2 0,004 0,01 0,12
3 0,005 0,004 0,06
4 0,01 0,004 0,001
5 0,1 0,001 0,25
6 0,04 0,25 0,03
7 0,02 0,001 0,25
8 0,1 0,25 0,12
9 0,02 0,25 0,25

10 0,2 0,25 0,12
11 0,1 0,25 0,12

Исследования акарицидной активности показали, 
что новые соединения превосходят препарат сравне-
ния хлорофос. Из таблицы 1 видно, что акарицидная 
активность зависит от типа заместителя. Вклад, уве-
личивающий акарицидную активность, вносят пре- 
имущественно заместители акцепторного характера. 
Такие функциональные группы, как хлор, бром (соеди-
нение 2, 6) оказывают сильное влияние на акарицид-
ную активность. Однако введение второго атома хлора 
в ядро замещающего амина (соединение 4, 5) приво-
дит к снижению акарицидной активности. При введе-
ние в ароматическое ядро замещающего амина допол-
нительного метильного радикала в орто-положение 
относительно хлора (соединение 7, 8) не происходит 
значительного увеличения акарицидной активности. 
Введение, в качестве дополнительного заместителя 
йода (соединение 11) не изменяет активность. Заме-
щение атома галогена в 5,7-дихлоро-4,6-динитробен-
зофуроксане на пара-дифенил (соединение 9), вызыва-
ет увеличение акарицидной активности, а азо-группа 
(соединение 10) снижает ее. На биологическую актив-
ность также оказывает влияние и положение замести-
теля в замещающем амине. Результаты показали, что 
биологическая активность уменьшается от орто- че-
рез мета- к пара-изомерам. Большую биологическую 
активность проявляют орто-изомеры (соединение 2).

Проведенные исследования бактериостатической 
активности показали, что полученные новые амино-
производные 5,7-дихлоро-4,6-динитробензофурокса-
на превосходят препарат сравнения креолин. Из таб- 
лицы 1 видно, что такие функциональные группы, как 
хлор, бром (соединение 2, 6) оказывают сильное вли-
яние на бактериостатическую активность. Однако 
введение второго атома хлора в ядро замещающего 
амина (соединение 3, 4, 5) не приводит к изменениям 
бактериостатической активности. Введение в арома-
тическое ядро замещающего амина дополнительного 
метильного радикала (соединение 7, 8) приводит к уве-
личению бактериостатической активности, если метил 
введен относительно хлора в орто-положение. Введе-
ние в качестве дополнительного заместителя йода, па-
ра-дифенил, азо-группы (соединение 9, 10, 11) не ока-
зывает влияние на бактериостатическую активность. 

Для полученных соединений была определе-
на острая токсичность. Максимальная концентра-
ция новых аминопроизводных 5,7-дихлоро-4,6-ди- 
нитробензофуроксана, использованная в эксперимен-
те (3000 мг/кг), не вызвала гибели животных. Таким об-
разом новые полученные соединения являются мало-
токсичными и относятся к 4 классу токсичности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенный поиск условий позволил получить 

новые соединения в ряду 5,7-диамино-4,6-динитро-
бензофуроксана. Большинство из синтезированных 
аминопроизводных дихлородинитробензофурокса-
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на обладают высокой активностью против клещей и 
бактерий. Соединения, содержащие в своей структу-
ре радикалы хлора и метила, обладают биологической 
активностью при низких концентрациях. Полученные 
соединения являются малотоксичными и относятся к 4 
классу опасности. 
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Резюме
Введение. Сотрудниками кафедры фармацевтической химии и фармацевтической технологии были получены модифицированные формы 
известных в терапии онкологических заболеваний терпено-индольных алкалоидов (ТИА) – винкристина (VCR) и винбластина (VBL) путем их 
включения в эритроцитарные носители (ЭН) модифицированным методом гипоосмотического лизиса в модифицированной (апротонный 
растворитель – диметилсульфоксид (ДМСО) и полиэтиленгликоль (ПЭГ 4000) и немодифицированной средах. 
Цель. Целью работы являлось изучение десорбции и высвобождения ТИА – VCR и VBL из ранее полученных клеточных ЭН. 
Материалы и методы. В проведенном эксперименте определены характеристики высвобождения инкапсулированных препаратов 
из эритроцитов. Установлено, что в течение 6 ч in vitro высвобождается ТИА-препаратов из эритроцитарной формы: VCR – 54,5305%,  
VCR  :  ПЭГ-4000 (1:5) – 53,3305%, VCR  :  PEG-4000 (1:10) – 40,1283%, VCR  :  ПЭГ-4000 (1:20) – 39,9869%, VCR  :  ДМСО (2 мг/мл) – 54,2354%, VBL – 
68,0656%; VBL : PEG-4000 (1:10) – 63,8941%; VBL : PEG-4000 (1:20) – 60,7455%; VBL : PEG-400 (1:20) – 60,3529%; VBL : ДМСО (2 мг/мл) – 64,5006%. 
Скорость высвобождения из эритроцитарной формы, инкапсулированной в среде, модифицированной ДМСО, значительно выше, чем 
инкапсулированных в немодифицированной среде. Средняя скорость высвобождения ТИА из эритроцитарных форм, инкапсулированных 
в среде ПЭГ приблизительно одинакова. 
Результаты и обсуждение. Полученные результаты показывают, что высвобождение гемоглобина из ТИА инкапсулированных эритроцитов 
по сравнению с неинкапсулированными ЭН невелико. Полученные результаты показывают, что из ТИА инкапсулированных ЭН, в среднем, 
высвобождается 8,242±0,3135% гемоглобина по сравнению с контрольными эритроцитами – 7,53% после 6 ч инкубирования при 37 °С. 
Выделения же гемоглобина из ТИА инкапсулированных эритроцитов в модифицированных средах меньше, чем инкапсулированных в 
немодифицированной среде. 
Заключение. На основе этих результатов можно сделать предложение, что ПЭГ может связываться с эритроцитарной мембраной и 
стабилизировать ее.

Ключевые слова: винкристин, винбластин, клеточные формы противоопухолевых препаратов, адресные системы доставки лекарственных 
веществ.
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Abstract
Introduction. Employees of the Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Technology have obtained modified forms of 
terpino-indole alkaloids (ТIA) and vinbristine (VCR) and vinblastine (VBL) known in the treatment of cancer diseases by incorporating them into the 
erythrocyte carriers (EN) by the modified method of hypoosmotic lysis in the modified (aprotic solvent dimethyl sulfoxide (DMSO) and polyethylene 
glycol (PEG 4000) and unmodified media. 
Aim. The aim of the work was to study the desorption and release of terpene-indole vincristine and vinblastine alkaloids from previously obtained 
cellular erythrocyte carriers. 
Materials and methods. In the experiment performed, the release characteristics of encapsulated preparations from erythrocytes were determined. 
TIA preparations were released from erythrocyte form in 6 hours: VCR – 54.5305%, VCR : PEG-4000 (1:5) – 53.3305%, VCR : PEG-4000 (1:10) – 40.1283%, 
VCR : PEG-4000 (1:20) – 39.9869%, VCR : DMSO (2 mg/ml) – 54.2354%, VBL – 68.0656%; VBL : PEG-4000 (1:10) – 63.8941%; VBL : PEG-4000 (1:20) – 
60.7455%; VBL : PEG-400 (1:20) – 60.3529%; VBL : DMSO (2 mg/ml) – 64.5006%. The rate of release from an erythrocyte form encapsulated in a medium 
modified with DMSO is significantly higher than that encapsulated in an unmodified medium. The average rate of TIA release from erythrocyte forms 
encapsulated in PEG medium is approximately the same. 
Results and discussion. The results show that the release of hemoglobin from TIA encapsulated erythrocytes compared with non-encapsulated 
EN is small. The results show that, on average, 8.242 ± 0.3135% of hemoglobin is released from TIA encapsulated with EN, compared to control 
erythrocytes – 7.53% after 6 h of incubation at 37 °C. The release of hemoglobin from the TIA of encapsulated erythrocytes in modified media is less 
than that encapsulated in unmodified medium. 
Conclusion. Based on these results, it can be suggested that PEG can bind to the erythrocyte membrane and stabilize it.
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Conflict of interest: no conflict of interest.

For citation: Trineeva O. V., Khalahakun A. D. Study of desorbtion and exemption of terpeno-indole alkaloids of vinkristin and vinblastin from 
erythrocitary cell carriers. Drug development & registration. 2019; 8(2): 16–21.

Поиск и разработка новых лекарственных средств
Research and development of new drug products



17РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, № 2

ВВЕДЕНИЕ
Сотрудниками кафедры фармацевтической химии 

и фармацевтической технологии были получены моди-
фицированные формы известных в терапии онкологи-
ческих заболеваний терпено-индольных алкалоидов 
(ТИА) – винкристина (VCR) и винбластина (VBL) путем 
их включения в эритроцитарные носители (ЭН) [1]. Для 
получения эритроцитарной клеточной формы VCR и 
VBL использовали модифицированный метод гипо- 
осмотического лизиса. При этом получали ЭН с загру-
женными ТИА препаратами. «Загрузку» эритроцитов 
ТИА проводили также при наличии в среде инкубации 
модифицирующих агентов: апротонного растворите-
ля – диметилсульфоксида (ДМСО) и полиэтиленглико-
ля (ПЭГ 4000). Данный способ модификации позволя-
ет решить одновременно проблемы направленного 
транспорта данных эффективных противоопухолевых 
препаратов и снижения частоты и силы побочных эф-
фектов, а, следовательно, и увеличения комплаент-
ности больных к назначенному лечению [2–31]. 

На эффективность загрузки эритроцитов может 
влиять внутреннее осмотическое давление и внешняя 
среда эритроцитов. Создание большого переходного 
осмотического градиента через мембрану эритроци-
тов может влиять на эффективность инкапсулирова-
ния молекулы внутри эритроцитов [7–31]. Рассмотрена 
возможность применения ПЭГ и ДМСО для создания 
высокого осмотического градиента через мембрану 
эритроцитов. ПЭГ препятствует агрегации эритроци-
тов и обладает свойством скрывать эпитопы антиге-
нов мембраны клеток. Также ПЭГ обеспечивает надеж-
ную защиту от воздействия экстремальных факторов 
окружающей среды и минимизирует повреждения 
клеточных мембран. ДМСО является апротонным раст- 
ворителем и применяется в осмотическом импульс-
ном методе загрузки для создания большого переход-
ного осмотического градиента через мембрану эрит- 
роцитов [7-31]. В данном эксперименте применяли  
ДМСО для создания высокой осмотической градиенты 
в инкубирующей среде. 

Цель работы – изучение десорбции и высвобож- 
дения терпено-индольных алкалоидов винкристина и 
винбластина из ранее полученных клеточных эритро-
цитарных носителей. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Для изучения устойчивости клеточных носителей 

к возможной десорбции и высвобождению ТИА, а так-
же к выделению гемоглобина в кровеносном русле бы-
ли проведены следующие исследования. ЭН с вклю-
ченными VCR и VBL по описанной ранее методике [1] 
дважды отмывали изотоническим раствором натрия 
хлорида, а затем инкубировали в аутологичной плаз-
ме или изотоническом буфере при 37 °С в течение 
5 мин, 10 мин, 20 мин, 40 мин, 60 мин, 120 мин, 240 мин, 
360 мин. После периода каждой инкубации центрифу-

гировали при 2000 об/мин в течение 5 мин, и собира-
ли определенное количество супернатанта (8,0 мл) для 
анализа. Содержание ТИА препаратов в супернатанте 
определялось спектрофотометрически по ранее раз-
работанной методике [32]. 

Содержание гемоглобина определяли спектрофо-
тометрическим методом при длине волне 540 нм. В ка-
честве контрольной пробы применяли изолирован-
ные эритроциты, инкубированные в Na-фосфатном 
буферном растворе с pH=7,4 при 37 °С. Выделение ге-
моглобина (%) из эритроцитарной формы учитывали 
по отношению к содержанию гемоглобина в контроль-
ной пробе. К 1,0 мл изолированных эритроцитов до-
бавляли 9,0 мл воды очищенной и проводили полный 
гемолиз. Полученные данные гемолизата (оптические 
плотности) считали 100% выделением гемоглобина. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристики высвобождения VCR из ин-

капсулированных эритроцитов. Количественное 
содержание VCR определяли валидированным ана-
литическим методом [32]. При высокой концентрации 
ТИА в анализируемой пробе, для получения более 
достоверного результата, пробы разбавляли очищен-
ной водой, таким образом, чтобы оптическая плот-
ность разбавленного раствора находилась в диапа-
зоне 0,2–0,8. Полученные результаты высвобождения 
VCR из инкапсулированных эритроцитов представле-
ны в таблицах 1–3 и на рисунке 1.

Таблица 1. Общее количество высвободившегося VCR  
из различных эритроцитарных форм in vitro

Table 1. The total number of released VCR from various 
erythrocyte forms in vitro
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2 

м
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м
л)

, м
кг

*

5 8,15 32,38 24,14 28,54 26,56

10 47,60 64,69 55,95 59,76 100,49
20 100,46 104,82 93,78 104,77 178,64
40 232,79 198,24 136,62 158,87 260,71
60 396,24 360,79 282,15 256,77 347,52

120 443,22 444,57 366,28 376,88 518,99
240 507,46 540,43 463,97 512,69 660,70
360 569,93 635,00 593,66 591,57 747,01

Примечание. * – среднее значение.

Note. * – average value.

Характеристики высвобождения VBL из ин-
капсулированных эритроцитов. Полученные ре-
зультаты высвобождения VBL из инкапсулированных 
эритроцитов представлены в таблицах 3–5 и на рисун-
ках 2 и 3.
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Таблица 2. Общее количество высвободившегося VCR  
из различных эритроцитарных форм in vitro, (%)

Table 2. Total VCR Release from various erythrocyte forms  
in vitro, (%)
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м
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5 0,83 2,72 1,63 1,93 1,93

10 4,84 5,43 3,78 4,04 7,30

20 10,22 8,80 6,34 7,08 12,97

40 23,67 16,65 9,23 10,74 18,93

60 40,29 30,30 19,07 17,36 25,23

120 45,07 37,34 24,76 25,48 37,68

240 48,18 45,39 31,36 34,66 47,97

360 54,53 53,33 40,13 39,99 54,24

Примечание. * – среднее значение.

Note. * – average value.

Таблица 3. Общее количество высвободившегося VBL  
из различных эритроцитарных форм in vitro

Table 3. The total number of released VBL from various 
erythrocyte forms in vitro
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10 75,31 76,62 83,70 146,44 135,10
20 140,22 149,20 171,68 250,18 235,62
40 284,45 268,47 253,34 362,10 343,81
60 448,85 429,10 448,42 462,87 461,46

120 549,33 514,46 529,08 555,72 650,40
240 588,15 593,25 580,97 641,69 792,04
360 617,83 623,59 607,84 674,23 908,24

Примечание. * – среднее значение.

Note. * – average value.

Таблица 4. Общее количество высвободившегося VBL  
из различных эритроцитарных форм in vitro (%)

Table 4. The total number of released VBL from various 
erythrocyte forms in vitro (%)
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10 8,30 6,70 8,36 11,59 9,59
20 15,45 13,04 17,16 19,80 16,73
40 31,34 23,47 25,32 28,66 24,42
60 49,45 37,50 44,81 36,63 32,77

120 60,52 44,70 52,87 43,98 46,19
240 64,80 51,85 58,06 50,78 56,25
360 68,07 63,89 60,75 60,35 64,50

Примечание. * – среднее значение.

Note. * – average value.

Рисунок 1. График высвобождения VCR из различных эритро-
цитарных форм in vitro

Figure 1. Schedule of VCR release from various erythrocyte forms 
in vitro

Рисунок 2. График высвобождения общего количества VBL из 
различных эритроцитарных форм in vitro

Figure 2. Schedule of the release of the total number of VBL from 
various erythrocyte forms in vitro

Рисунок 3. Средняя скорость высвобождения ТИА препаратов 
из инкапсулированных ЭН

Figure 3. The average rate of release of TIA preparations from 
encapsulated EN
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Таблица 5. Скорость высвобождения ТИА препаратов  
из инкапсулированных ЭН

Table 5. The rate of release of TIA drugs from encapsulated EN

Метод получения 
иммобилизованной 

эритроцитарной 
формы

Общее количество 
высвободившегося 

препарата в 
течение 6 ч (мкг)*

Средняя 
скорость

высвобождения 
препарата

мкг/мин мкг/ч

VCR 569,93 1,58 94,99

VCR : PEG 4000 – 1:5 635,00 1,76 105,83

VCR : PEG 4000 – 1:10 593,66 1,65 98,94

VCR : PEG 4000 – 1:20 591,57 1,64 98,59

VCR : ДМСО – 2 мг/мл 747,01 2,08 124,50

VLB 617,83 1,72 102,97

VLB : PEG 4000 – 1:10 623,59 1,73 103,93

VLB : PEG 4000 – 1:20 607,84 1,69 101,31

VLB : PEG 400 – 1:20 674,23 1,87 112,37

VLB : ДМСО – 2 мг/мл 908,24 2,52 151,37

Примечание. * – среднее значение.

Note. * - average value.

Изучение условий высвобождения гемоглобина 
из ТИА загруженных эритроцитов. Высвобождение ге-
моглобина из эритроцитов после 6 ч инкубации при 
37 °С представлено на рисунке 4. 

Изучение условий высвобождения  
гемоглобина из ТИА  
загруженных эритроцитов

Полученные результаты высвобождения гемогло-
бина из инкапсулированных эритроцитов представле-
ны в таблице 6 и на рисунке 5.

Полученные результаты показывают, что высво-
бождение гемоглобина из ТИА инкапсулирован-
ных эритроцитов по сравнению с неинкапсулиро-

ванным ЭН невелико. Данный факт свидетельствует о 
минимальном нарушении цельности эритроцитов в 
процессе инкапсулирования. Полученные результа-
ты показывают, что из ТИА инкапсулированных ЭН, в 
среднем, высвобождается 8,242±0,3135% гемоглобина 
по сравнению с контрольными эритроцитами – 7,53% 
после 6 ч инкубирования при 37 °С. Выделение же ге-
моглобина из ТИА инкапсулированных эритроцитов в 
модифицированных средах меньше, чем инкапсулиро-
ванных в немодифицированной среде. На основе этих 
результатов можно сделать предложение, что ПЭГ мо-
жет связываться с эритроцитарной мембраной и ста-
билизировать ее.

Таблица 6. Высвобождение гемоглобина из ТИА  
загруженных эритроцитов in vitro 

Table 6. The release of hemoglobin from TIA in vitro loaded red 
blood cells

Вр
ем

я 
ин

ку
ба

ци
и 

t 
(м

ин
)

Выделение гемоглобина

ЭН
 –

 к
он

тр
ол

ьн
ая

 
пр

об
а 

(%
)

V
CR

 (%
)

V
B

L 
(%

)

V
CR

 : 
П

ЭГ
  

40
00

 –
 1

:2
0 

(%
)

V
B

L 
: П

ЭГ
  

40
00

 –
 1

:2
0 

(%
)

V
CR

 : 
Д

М
СО

 (%
)

V
B

L 
: Д

М
СО

 (%
)

10 4,8 5,22 5,41 4,92 4,98 5,1 5,22

20 5,41 5,71 5,77 5,41 5,53 5,65 5,83

40 5,89 6,26 6,44 5,83 5,95 6,2 6,38

60 6,26 6,8 6,99 6,26 6,44 6,62 6,68

120 6,62 7,35 7,47 6,62 6,8 7,17 7,35

240 7,17 7,96 8,2 7,35 7,47 7,84 7,96

360 7,53 8,44 8,69 7,84 7,96 8,14 8,38

Примечание. * – Abs гемолизата – изолированные эритроци-
ты – 1,646. 

Note. * - Abs hemolysate - isolated red blood cells - 1,646.

Рисунок 4. Высвобождение гемоглобина после 6 ч инкубации 
при 37 °С:

а – контрольная проба; б – VCR инкапсулированные эритроци-
ты; с – VBL инкапсулированные эритроциты

Figure 4. Hemoglobin release after 6 hours of incubation at 37 °C:

a – control sample; b – VCR encapsulated red blood cells; c – VBL 
encapsulated red blood cells

Рисунок 5. Кривые высвобождения гемоглобина (%) из ТИА за-
груженных эритроцитов in vitro

Figure 5. Hemoglobin release curves (%) from TIA loaded red 
blood cells in vitro
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В проведенном эксперименте определены харак-

теристики высвобождения, инкапсулированных пре-
паратов из эритроцитов. Установлено, что в течение 
6  ч in vitro высвобождается ТИА-препаратов из эрит- 
роцитарной формы: VCR – 54,5305%, VCR  :  ПЭГ-4000  
(1:5)  – 53,3305%, VCR  :  PEG-4000 (1:10) – 40,1283%, 
VCR  :  ПЭГ-4000 (1:20) – 39,9869%, VCR  :  ДМСО  
(2 мг/мл) – 54,2354%. VBL – 68,0656%; VBL  :  PEG-4000 
(1:10)  – 63,8941%; VBL  :  PEG-4000 (1:20) – 60,7455%; 
VBL : PEG-400 (1:20) – 60,3529%; VBL : ДМСО (2 мг/мл) –  
64,5006%. Скорость высвобождения из эритроцитар-
ной формы, инкапсулированной в среде, модифици-
рованной ДМСО значительно выше, чем инкапсули-
рованных в немодифицированной среде. Средняя 
скорость высвобождения ТИА из эритроцитарных 
форм, инкапсулированных в среде ПЭГ приблизитель-
но одинакова. ПЭГ может инкапсулироваться в эритро-
циты, поддерживая осмотический градиент эритроци-
тарной мембраны, а также ПЭГ может поддерживать 
стабильность мембраны и форму клетки. 
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Резюме
Введение. Грипп и острая респираторная вирусная инфекция (далее – ОРВИ) являются тяжелыми заболеваниями, от которых ежегодно 
страдают до 500 миллионов человек во всем мире. В России ежегодно регистрируют от 27,3 до 41,2 миллионов заболевших. Таким 
образом актуальной задачей является разработка новых эффективных лекарственных средств, направленных на профилактику и 
лечение вышеуказанных заболеваний. Предложен состав лекарственного препарата на основе аминокапроновой кислоты, обладающей 
противовирусной активностью, и сополимера N-винилпирролидона и 2-метил-5-винилпиридина с доказанным иммуностимулирующим 
действием для интраназального применения. 
Цель. Изучение противовирусной активности комплексного препарата с аминокапроновой кислотой и сополимером N-винилпирролидона 
и 2-метил-5-винилпиридина. 
Материалы и методы. Для решения поставленной цели использовали препараты с разным соотношением активных веществ для выявления 
наилучшей эффективности. Исследование проводили в сравнении с известным препаратом занамивира. Противовирусную активность 
изучали в отношении вируса гриппа A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) у белых беспородных мышей при назальном введении исследуемых образцов. 
Активность исследуемых препаратов оценивали по весовым показателям и динамике гибели животных контрольных и опытных групп. 
Также оценивали инфекционную активность вируса в ткани легких животных на 5 сутки после инфицирования с помощью титрования на 
культуре клеток MDCK в питательной среде МЕМ. Титр вируса выражали в логарифмах 50% экспериментальной инфекционной дозы вируса 
(lg TCID50) на 200 мкл среды.
Результаты и обсуждение. Согласно данным, полученным в ходе исследования динамики весовых показателей и динамики гибели 
животных, максимальную противовирусную активность показал препарат с соотношением активных веществ 2:1, что подтверждают данные 
изучения вирусной активности в легких животных, титр вируса составил 1,9±0,3 (p=0,616) lg TCID50/0,2 мл, таким образом данный испытуемый 
образец снизил уровень вирусной нагрузки в ткани легких зараженных мышей более чем в два раза относительно контрольной группы.
Заключение. В ходе проделанной работы изучена противовирусная активность комплексного препарата на основе аминокапроновой 
кислоты и сополимера N-винилпирролидона и 2-метил-5-винилпиридина и выявлено, что препарат с соотношением активных веществ 
2:1 снижает уровень вирусной нагрузки в ткани легких зараженных мышей более чем в два раза относительно контрольной группы. Таким 
образом данная комбинация активных веществ может быть использована для разработки перспективного лекарственного препарата для 
лечения и профилактики гриппа и ОРВИ при назальном применении.

Ключевые слова: аминокапроновая кислота, сополимер 2-метил-5-винилпиридина и N-винилпирролидона, противовирусная активность, 
профилактика гриппа и ОРВИ, назальный спрей.
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Abstract
Introduction. Influenza and acute respiratory viral infection (hereinafter – ARVI) are serious diseases that affect up to 500 million people worldwide 
every year. From 27.3 to 41.2 million people are registered annually in Russia. Thus, the urgent task is to develop new effective drugs aimed at the 
prevention and treatment of the above diseases. The drug composition for intranasal use based on aminocaproic acid with antiviral activity and 
a copolymer of N-vinylpyrrolidone and 2-methyl-5-vinylpyridine with a proven immunostimulating action was developed.
Aim. Study of the antiviral activity of the complex drug composition with aminocaproic acid and a copolymer of N-vinylpyrrolidone and 
2-methyl-5-vinylpyridine.
Materials and methods. To reach this goal, preparations with different ratios of active substances were used to identify the best efficacy. The 
study was conducted in comparison with the known drug zanamivir. Antiviral activity was studied against influenza A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) 
virus in white outbred mice upon nasal administration of the test samples. The activity evaluation of the studied drugs was carried out according to 
the weight values and the death dynamics control and experimental groups of animals. Infectious activity of the virus in the lung tissue of animals 
was assessed on day 5 after infection by titration on a culture of MDCK cells in a nutrient medium MEM. Virus titer was expressed in logarithm of 
50% of the virus experimental infectious dose (lg TCID50) per 200 μl of medium.
Results and discussion. Based on the data obtained during the study of the weight values dynamics and the dynamics of animal death, the drug 
showed a maximum antiviral activity with a 2:1 ratio of active substances, which is confirmed by the data on viral activity in the lungs of animals, 
the virus titer was 1.9±0.3 (p=0.616) lg TCID50/0.2 ml.
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Conclusion. Antiviral activity of the complex preparation based on aminocaproic acid and N-vinylpyrrolidone and 2-methyl-5-vinylpyridine 
copolymer was studied, the most effective ratio of active substances was found, it is 2:1. Thus this complex preparation with a ratio of active 
substances 2:1 reduced the viral load level in the lung tissue of infected mice by more than two times relative to the control group. Therefore, 
this combination of active substances can be used to develop a promising drug for nasal use as treatment and prevention of influenza and ARVI.

Keywords: aminocaproic acid, copolymer of 2-methyl-5-vinylpyridine and N-vinylpyrrolidone, antiviral activity, prevention of influenza and ARVI, 
nasal spray.
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ВВЕДЕНИЕ
Грипп – это острое инфекционное заболевание 

дыхательных путей, вызываемое вирусом, которое 
входит в группу острых респираторных вирусных ин-
фекций (ОРВИ). В настоящее время известно более 
2000 различных типов вируса гриппа, различающих-
ся между собой антигенным спектром. Кроме вируса 
гриппа на сегодняшний день описано более 200 видов 
респираторных вирусов, таких как аденовирусы, рино-
вирусы, респираторно-синцитиальные вирусы, вызы-
вающих гриппоподобные заболевания у человека. В 
тяжелых случаях грипп может распространяться в ви-
де эпидемий и пандемий [1].

Вирусные инфекции дыхательных путей являются 
тяжелой болезнью, от которой в 2015 г. в мире умер-
ли 3,2 млн человек [2]. Следовательно, существует  
потребность в разработке новых лекарственных пре-
паратов, направленных на борьбу с гриппом и ОРВИ.

В качестве активных веществ разрабатываемого 
лекарственного препарата предложены аминокапро-
новая кислота (далее – АКК) и сополимер N-винил-
пирролидона и 2-метил-5-винилпиридина (далее – со-
полимер). АКК зарегистрирована в России в качестве 
фибринолитического средства в виде раствора для ин-
фузий при хирургических операциях. Однако извест-
ны и ее противовирусные свойства, врачи назначают 
ее больным в виде раствора для ингаляций во вре-
мя вирусных заболеваний, а также для профилакти-
ки. АКК в форме назальных капель зарегистрирована в 
Украине, противовирусное действие которых описано 
в литературных источниках [3, 4]. Механизм действия 
аминокапроновой кислоты заключается в предотвра-
щении проникновения вируса в клетки слизистой обо-
лочки носоглотки. Она на ранних этапах блокирует 
взаимодействие вируса с мембранами здоровых кле-
ток человека, подавляя протеолитический процессинг 
гемагглютинина [5].

Тогда как сополимер с содержанием мономерных 
звеньев n=25–50 мольн. %, и средневязкостной моле-
кулярной массой Мµ=15–28 кДа имеет доказанное им-
муностимулирующее действие [6]. 

Таким образом АКК и сополимер являются пер-
спективными веществами для создания на их основе 
лекарственного препарата для профилактики гриппа 

и ОРВИ, так как ожидается, что АКК будет проявлять 
краткосрочный противовирусный эффект, а сополи-
мер будет оказывать общее иммуностимулирующее 
действие. 

Цель исследования заключалась в выявлении 
противовирусной активности у кандидатных препара-
тов с разным соотношением активных веществ. Объем 
исследований определялся действующими норматив-
ными документами [7].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования были АКК (ООО «Поли-

синтез, Россия, серия 571016, годен до 11.2021), сополи-
мер (АО «ИФТ», Россия, содержание звеньев 32 мол. %, 
молекулярная масса 27 кДа), также были использова-
ны калия дигидрофосфат х.ч. (Химмед, Россия), динат- 
рия гидрофосфат х.ч. (Химмед, Россия), бензалкония 
хлорид (Unilab chemicals and pharmaceuticals Pvt. Ltd., 
India, USP), вода очищенная (ФС 2.2.0020.15). В качестве 
положительного контроля (препарат сравнения) ис-
пользовали препарат «Реленза» порошок для ингаля-
ций, 5 мг, производства фирмы Глаксосмиткляйн, Вели-
кобритания, серия МА8Т, срок годности до 01.02.2023 г. 
(МНН занамивир) (далее по тексту занамивир). 

Для исследования было предложено три канди-
датных препарата с разным соотношением активных 
веществ: Препарат 1 – 1:1, препарат 2 – 1:2, препарат 3 – 
2:1 с соотношением аминокапроновой кислоты и сопо-
лимера 2-метил-5-винилпиридина и N-винилпирроли-
дона соответственно. Образцы препаратов готовили в 
фосфатном буферном растворе рН 5,5 с добавлением 
консерванта – бензалкония хлорида.

В ходе проводимых исследований оценку актив-
ности кандидатных препаратов проводили по трем 
параметрам:
•• оценка динамики весовых показателей животных 

контрольных и опытных групп; 
•• оценка динамики гибели животных контрольных и 

опытных групп;
•• оценка инфекционной активности вируса в ткани 

легких животных контрольных и опытных групп на 
5 сутки после инфицирования.
Оценку проводили при заражении мышей модель-

ным вирусом гриппа A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), получен-
ном из музея вирусов гриппа ФГБУ «НИИ Гриппа Ми-
нистерства здравоохранения РФ.
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Работы по изучению противовирусной активности 
предлагаемого лекарственного средства выполнялись 
на самках белых беспородных мышей массой 16–18 г, 
полученных из питомника «Рапполово» Ленинградс- 
кой области. Экспериментальных животных разделили 
на группы по вводимым веществам, а также группы от-
рицательного и положительного контроля по 20 осо-
бей в каждой группе (таблица 1).

Таблица 1. Схема применения образцов у мышей

Table 1. Pattern of use of samples in mice

№ 
п/п Группы Животные Введение 

образцов
Инфицирование 

через 3 часа

1 Препарат 1 20 мышей Х Х

2 Препарат 2 20 мышей Х Х

3 Препарат 3 20 мышей Х Х

4 Контроль + 20 мышей Х Х

5 Контроль – 20 мышей Физ.р-р Х

6 Здоровые 20 мышей

За 3 часа до заражения мыши первых трех групп 
получали исследуемые образцы. Мыши группы по-
ложительного контроля получали препарат с извест-
ной противовирусной активностью, мыши группы от-
рицательного контроля получали физиологический 
раствор, последняя группа – незараженные мыши. 
В качестве препарата для положительного контро-
ля подбирают лекарственное средство с известной и 
доказанной противовирусной активностью схожего 
механизма действия, в данном случае использовали 
препарат на основе субстанции занамивира – заре-
гистрированного в РФ лекарственного средства, обла-
дающего противовирусной активностью. 

Образцы вводили в объеме 10 мкл на мышь. Вве-
дение вирусного инокулята осуществляли под легким 
эфирным наркозом в дозе 5×103 TCID50 на мышь в объ-
еме 15 мкл. 

Животные каждой испытуемой группы содержа-
лись в двух отдельных клетках: для учета динамики 
массы тела (15 животных) и забора органов (5 живот-
ных). Наблюдение за животными осуществляли в те-
чение двух недель. Ежедневно проводили изучение 
динамики массы тела и фиксировали гибель живот-
ных. На основании полученных показателей выжи-
ваемости в каждой группе рассчитывали следующие 
показатели [8]:
1.	 Процент гибели: Mr – отношение числа павших за 

14 дней животных к общему числу зараженных жи-
вотных в группе,

2.	 Индекс защиты: IP – отношение разницы доли погиб-
ших животных в контрольной и подопытной группах 
к доле погибших животных в контрольной группе в 
соответствии со следующими формулами:

Mr=M/Nt, 

где M – число животных в группе, павших в течение 
14  дней после заражения; Nt – общее число павших 
животных в группе.

IP=((Mc – Me)/Mc)×100%, 

где Mc и Me – доля погибших животных в контрольной 
и опытной группах соответственно.

Для оценки специфической фармакологической 
активности образцов препаратов на 3-й день после за-
ражения по 5 животных из каждой группы умерщвля-
ли, вскрывали и изолировали легкие, гомогенизиро-
вали с помощью прибора TissueLyserII (Qiagen, США) и 
определяли в гомогенатах инфекционную активность 
вируса. Для оценки уровня репродукции вируса в тка-
ни легких проводили титрование его инфекционной 
активности в культуре клеток MDCK, коллекции ATCC 
CCL-34 (106 кл./мл), полученной из лаборатории кле-
точных культур ФГБУ «НИИ Гриппа». 

Из гомогената легочной ткани готовили серию 
10-кратных разведений на среде МЕМ (ООО «БиолоТ», 
Россия) с добавлением трипсина (Sigma Aldrich, USA, 
1 мкг/мл) и антибиотика ципрофлоксацина (ОАО «Син-
тез», Россия, 20 мкг/мл) и вносили их в лунки планше-
та с клетками MDCK. Планшеты инкубировали в тече-
ние 48 часов при температуре 37 °С в атмосфере 5% 
диоксида углерода. По окончании срока инкубации 
культуральную жидкость переносили в лунки планше-
тов с круглым дном для иммунологических реакций 
и добавляли по 100 мкл на лунку 1% суспензии кури-
ных эритроцитов в физиологическом растворе. План-
шеты выдерживали 1 час при температуре 20 °С, пос- 
ле чего визуально оценивали наличие или отсутствие  
гемагглютинации в лунках. За титр вируса принимали 
максимальное разведение ткани, при котором в лун-
ках отмечается гемагглютинация. Уровень репродук-
ции вируса в лунках панели оценивали по реакции 
гемагглютинации (РГА) эритроцитов. За титр вируса 
принимали величину, противоположную десятичному 
логарифму наибольшего разведения вируса, способ-
ного вызвать положительную реакцию гемагглютина-
ции и выражали в логарифмах 50% эксперименталь-
ной инфекционной дозы вируса (lg TCID50) на 200 мкл 
среды. 

Статистическую обработку данных проводили с 
помощью программы Microsoft Exсel. Полученные ре-
зультаты представляли в виде среднего значения  ± 
стандартное отклонение (M±SD) или ошибка экспери-
мента (M±SE). Достоверность различий в титрах виру-
са в лёгких оценивали при помощи критерия Стьюден-
та. Достоверными считали различия между группами, 
если параметр p не превышал 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка динамики  
весовых показателей животных

Результаты исследований веса испытуемых живот-
ных подтверждают, что инфицирование вируса грип-
па приводит к развитию у животных патологического 
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процесса. Внешние признаки заболевания проявля-
лись в ограничении подвижности животных, снижении 
потребления корма и воды, приводящему к потере ве-
са и гибели животных, мыши, которых не заражали ви-
русом, не теряли в весе на протяжении всего исследо-
вания (таблицы 2, 3; рисунок 1).

Оценка динамики гибели животных 

Препарат сравнения приводил к снижению специ-
фической смертности животных на 55 %. Исследуемые 
препараты, 1 и 2, снижали процент гибели мышей на 
22% по сравнению с отрицательным контролем. В то 

время как исследуемый образец 3 снизил показатель 
смертности на 67% по сравнению с группой мышей от-
рицательного контроля (таблица 3, рисунок 2). Из груп-
пы здоровых не зараженных мышей ни одна особь не 
погибла. 

Оценка инфекционной активности вируса  
в ткани легких испытуемых животных

Результаты, полученные в ходе оценки гибели ис-
пытуемых животных, подтвердили изучением вирус-
ной активности в легких животных исследуемых групп 
(таблица 4). 

Таблица 2. Оценка динамики веса испытуемых животных

Table 2. Evaluation of the weight dynamics of the test animals

Образец
Вес животных (г), на сутки после инфицирования

0 1 2 3 5 6 7 9 12 13
1 19,9±1,3 20,0±1,3 20,2±2,2 20,3±2,9 19,1±3,9 18,3±4,1 17,6±4,2 16,4±3,6 17,4±3,3 17,8±2,0

2 19,2±1,3 19,4±1,4 19,5±1,9 20,0±2,4 19,2±2,7 18,6±2,8 17,9±3,0 17,4±3,2 17,9±3,2 18,1±1,8

3 19,7±1,5 19,8±1,5 19,7±2,0 19,9±2,3 19,1±3,2 18,7±3,0 18,2±3,5 17,2±2,8 17,6±3,0 17,9±1,3

4 18,8±1,3 18,9±1,3 19,1±2,1 19,5±2,6 18,5±3,1 18,1±4,0 17,4±4,1 16,2±3,1 16,7±3,0 17,0±2,3

Контроль 18,9±2,2 19,0±1,6 19,2±2,3 19,6±2,7 18,1±3,9 16,8±3,8 16,8±3,8 15,2±3,6 15,9±3,7 16,4±1,0

Таблица 3. Динамика гибели животных в ходе гриппозной пневмонии в условиях интраназального применения  
исследуемых образцов

Table 3. The dynamics of the death of animals during influenza pneumonia in the conditions of intranasal use of the samples

Образец
Дни исследования Кол-во павших 

животных
Смертность, 

%
Индекс 

защиты, %3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 3 2 1 1 7 47 22

2 1 1 1 1 2 1 7 47 22

3 1 1 1 3 20 67

Контроль + 2 2 4 27 55

Контроль – 3 2 2 1 1 9 60 –

Рисунок 1. Динамика веса животных в ходе гриппозной 
пневмонии, вызванной вирусом гриппа A/Puerto Rico/8/34 
(H1N1) в условиях применения препаратов за 3 часа перед 
инфицированием

Figure 1. The dynamics of animal weight during influenza 
pneumonia caused by the influenza A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) 
virus under the conditions of using the drugs 3 hours before 
infection

Рисунок 2. Динамика гибели животных в ходе гриппозной 
пневмонии в условиях интраназального применения исследу-
емых образцов

Figure 2. The dynamics of the death of animals during influenza 
pneumonia in the conditions of intranasal use of the samples
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Таблица 4. Уровень репродукции вируса гриппа  
A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) в условиях применения  
изучаемых препаратов за 3 часа до заражения

Table 4. The level of reproduction of influenza  
A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) virus under the conditions of use  
of the studied drugs 3 hours before infection

Образец Титр вируса в ткани легких 
(lg TCID50/0,2 мл) 

Исследуемый образец 1 (n=5) 2,9±0,4 (p=0,036)

Исследуемый образец 2 (n=5) 2,7±0,2 (p=0,042)

Исследуемый образец 3 (n=5) 1,9±0,3 (p=0,031)

Контроль + (n=5) 2,2±0,3 (p=0,023)

Контроль – (n=5) 3,9±0,2

Из представленных данных видно, что, как препа-
рат сравнения, так и изучаемые экспериментальные 
образцы снижали вирусную нагрузку в ткани легких 
мышей. Были получены достоверные отличия от груп-
пы отрицательного контроля, как при использовании 
занамивира, так и при использовании исследуемых 
препаратов. Из исследуемых образцов максимальную 
активность проявил исследуемый образец 3, снизив-
ший уровень вирусной нагрузки в ткани легких зара-
женных мышей более чем в два раза относительно 
контрольной группы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования свидетельствуют о 

том, что раствор, содержащий аминокапроновую кис-
лоту и сополимер 2-метил-5-винилпиридина и N-ви-
нилпирролидона имеет противовирусную активность 
и может быть использован в качестве разработки 
перспективного лекарственного препарата для лече-
ния и профилактики гриппа и ОРВИ при интраназаль-
ном применении. Наиболее эффективным является 
состав препарата с соотношением активных компо-
нентов 2:1, подавлявший размножение вируса в легких 
белых беспородных мышей более чем в два раза. 
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Резюме 
Введение. Нафтифин гидрохлорид – противогрибковый препарат из группы аллиламинов, который применяется в качестве препарата для 
наружного использования при лечение онихомикоза. Быстро проникает в кожу и ногти. Оказывает противогрибковое, антибактериальное 
и противовоспалительное действие. Имеет широкий спектр действия в отношении многих грибков, вызывающих онихомикозы 
(дерматофиты, плесневые и дрожжевые грибки). Дополнительно оказывает антибактериальное действие в отношение грамположительных 
и грамотрицательных бактерий, позволяет снизить риск осложненного течения заболевания. Обладает выраженным противосполительным 
действием. Полиэтиленгликоли относятся к классу органических полимеров этиленгликоля. Полиэтиленгликоли безопасны и широко 
применяются в фармацевтическом производстве, за счет многообразия применения. Объектом исследования является ряд растворов 
нафтифина гидрохлорида в различной комбинации и с различным соотношением полиэтиленгликолей. 
Цель. Цель работы: подобрать оптимальный состав раствора нафтифина гидрохлорида, добиться за счет вязкости пролонгирующего 
действия раствора, а также определить время течения для выбора лекарственной формы с максимальной вязкостью.
Материалы и методы. Для определения вязкости данного раствора использован метод капиллярной вискозиметрии на аппарате ВПЖ-2. 
В качестве раствора сравнения использован раствор «Экзодерил». 
Результаты и обсуждение. Чередуя различные комбинации полиэтиленгликоля, мы повысили вязкость раствора нафтифина гидрохлорида, 
благодаря чему добились более точного способа нанесения лекарственных веществ. В ходе исследования определили, что раствор 
«Экзодерил» обладает минимальной вязкостью, по сравнению со всеми образцами исследуемых растворов. 
Заключение. Оптимальная вязкость раствора нафтифина гидрохлорида обеспечивает пролонгированное действие препарата, за счет 
более длительного нахождения на ногтевой пластине. Вязкость позволяет обеспечить более точное нанесение на поврежденный ноготь, 
и снижает потерю концентрации действующего вещества. Увлажняющие свойства полиэтиленгликолей помогут снизить выраженность 
побочных эффектов (сухость, разрежение), и обеспечить более длительное и комфортное лечение онихомикоза.

Ключевые слова: гидрохлорид нафтифина, полиэтиленгликоль, вискозиметрия, раствор, полимеры.
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Abstract
Introduction. Naftifin hydrochloride is an antifungal drug from the allylamine group, which is used as a drug for external use in the treatment of 
onychomycosis. Quickly penetrates the skin and nails. It has antifungal, antibacterial and anti-inflammatory effects. It has a wide range of actions 
against many fungi that cause onychomycosis (dermatophytes, molds and yeast). In addition, it has an antibacterial effect in the ratio of gram-positive 
and gram-negative bacteria, reduces the risk of complicated course of the disease. It has a pronounced anti-inflammatory effect. Polyethylene glycols 
belong to the class of organic polymers of ethylene glycol. Polyethylene glycols are safe and widely used in pharmaceutical production, due to the 
variety of applications. The object of the study is a number of solutions of naftifin hydrochloride in different combinations and with different ratios 
of polyethylene glycols.
Aim. The purpose of the work is to choose the optimal composition of the solution of naftifin hydrochloride. Achieve due to the viscosity of the 
prolonging action of the solution. Depending on the molecular weight of polyethylene glycol to determine the flow time of solutions. Choose among 
a number of samples with different ratios of polyethylene glycols, a solution with maximum viscosity. 
Materials and methods. To determine the viscosity of this solution, a capillary viscometry method was used on the vpzh-2 apparatus. «Exoderil» 
solution was chosen as a reference formulation.
Results and discussion. Alternating different combinations of polyethylene glycol, we have increased the viscosity of the fluid naftifine hydrochloride, 
which has achieved a more accurate method of application of medicinal substances. During the study, it was determined that the solution «Exoderil» 
has a minimum viscosity, compared with all samples of the studied solutions.
Сonclusion. The optimal viscosity of the solution of naftifin hydrochloride provides a prolonged action of the drug, due to a longer stay on the nail 
plate. Viscosity allows for more accurate application to the damaged nail, and reduces the loss of concentration of the active substance. Moisturizing 
properties of polyethylene glycols will help to reduce the severity of side effects (dryness, rarefaction), and provide a longer and more comfortable 
treatment of onychomycosis.
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ВВЕДЕНИЕ
Нафтифин гидрохлорид – противогрибковый пре-

парат из группы аллиламинов, который применяет-
ся в качестве препарата для наружного использова-
ния при лечение онихомикоза. В настоящее время на 
фармацевтическом рынке имеется ряд препаратов, 
содержащих нафтифин гидрохлорид, но имеющих 
водно-спиртовую основу. Эти препараты имеют доста-
точно жидкую консистенцию, за счет чего увеличива-
ется расход препарата. Эти препараты вызывают ряд 
побочных эффектов в виде местных реакций: сухости 
кожи, покраснений, жжения, зуда и раздражения. Это 
доставляет дополнительные неудобства при лечении 
онихомикоза. При онихомикозах раствор нафтифи-
на применяют дважды в день, в течение 6 месяцев, а 
именно до полного отрастания ногтевой пластины [1].

Использование полиэтиленгликолей (ПЭГ) для уве-
личения вязкости раствора нафтифина гидрохлорида, 
является наиболее рациональным решением. Поли- 
этиленгликоли – полимер этиленгликоля, которые яв-
ляются инертными, нетоксичными и биоразлагаемы-
ми органическими полимерами, имеющими большое 
значение в областях биотехнологии и фармации. Уже 
на протяжении многих лет ПЭГи используются в фар-
мацевтической промышленности, и являются без- 
опасными для человека. Они зарегистрированы и опи-
саны в мировых фармакопеях [2]. В промышленных 
масштабах ПЭГ получают в лабораторных условиях 
путем полимеризации окиси этилена с помощью гли-
колей и щелочных катализаторов. Полученное соеди-
нение, в зависимости от молекулярной массы, может 
иметь одно из трех агрегатных состояний: вязкая жид-
кость, твердое или пастообразные вещество (таблица 
1). Одной из самых характерных особенностей раство-
ров полиэтиленгликолей является вязкость, очень вы-
сокая по сравнению с растворами низкомолекулярных 
веществ, непостоянная при разных скоростях течения, 
сильно зависящая от температуры, нелинейно изменя-
ющаяся с концентрацией раствора и связанная с моле-
кулярным весом полимера определенными соотноше-
ниями [3].

Таблица 1. Полученное соединение, в зависимости  
от молекулярной массы

Table 1. The resulting compound, depending by molecular weight

Лекарственная форма Молекулярная масса ПЭГ

Жидкие / пастообразные формы 300, 400, 600, 800,1000

Чешуйки (хлопья) 
1500, 2000, 3000, 3350, 

4000,6000,   8000, 10000, 12000, 
20000, 35000

Порошок (перемолотые или
гранулированные чешуйки) 

3000, 3350, 4000, 6000, 8000, 
10000, 12000, 20000

Мелкий порошок, (перемолотые 
или гранулированные чешуйки) 

3350, 4000, 6000, 8000

Порошок полученный путем
распылительной сушки 

3350, 4000

Особенности вязкости растворов полимеров бы-
ли предметом тщательного изучения в течение дол-
гого времени. Но даже сейчас еще не вполне ясна 
природа этих особенностей, да и закономерности в 
их проявлении нельзя считать достаточно изученны-
ми. Но установленные факты и теоретические расче-
ты позволяют изучать полимеры и контролировать 
технологические процессы их получения. Успехи по-
следних лет в изучении вязкости растворов полиме-
ров в значительной степени обязаны достижениям в 
области теории строения жидкости и механизма вяз-
кости жидкостей [4].

При исследовании вязкости растворов полимеров 
наблюдаются различные аномальные явления: вяз-
кость изменяется во времени, вязкость зависит от со-
става раствора и, наконец, коэффициент вязкости не 
является постоянной величиной, а зависит от гради-
ента скорости или от приложенного давления. Первые 
два аномальных изменения вязкости являются след-
ствием неравновесности раствора. Что касается зави-
симости от градиента скорости, то она свидетельству-
ет о неподчинении концентрированных растворов 
закону Ньютона; вначале вязкость уменьшается с ро-
стом давления, а при дальнейшем увеличении давле-
ния остается постоянной [5, 6].

В растворах, не подчиняющихся закону Ньютона, 
наблюдаются также отклонения от закона Пуазейля; 
количество жидкости, протекающей через капилляр, 
растет не пропорционально давлению, как это долж-
но было быть по закону Пуазейля, а быстрее. При этом 
отклонения от закона Пуазейля не связаны с перехо-
дом от ламинарного к турбулентному течению [7]. Из-
вестно, что критическая скорость или критическое 
давление, выше которого течение становится турбу-
лентным, при одном и том же радиусе капилляра тем 
больше, чем выше вязкость жидкости. В концентриро-
ванных растворах полимеров вязкость жидкости на-
столько велика, что значения критических давлений 
должны быть очень большими. При тех давлениях, ко-
торые применяются на практике, течение продолжает 
оставаться ламинарным, но растворы не подчиняются 
уравнению Ньютона [8]. Объяснение этого уравнения 
находят в образовании структур в растворах полиме-
ров, и часто повышенную аномальную вязкость рас-
твора называют структурной вязкостью.

Понижение вязкости раствора при увеличении 
давления, то есть скорости течения, может происхо-
дить, например, если шарообразные частицы, находя-
щиеся в растворе, способны деформироваться, при-
нимая обтекаемую удлиненную форму [9]. Отклонения 
от законов Ньютона и Пуазейля особенно резко прояв-
ляются в том случае, когда в растворе находятся удли-
ненные палочкообразные частицы. В состоянии покоя 
или при малых градиентах скоростей вероятность лю-
бого положения палочкообразной частички одинако-
ва в том смысле, что угол α, образуемый осью частички 
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с направлением потока, может иметь различные зна-
чения. При увеличении давления палочкообразные 
частицы могут ориентироваться по потоку, при этом 
уменьшается сопротивление потоку, следовательно, и 
вязкость раствора [10]. В концентрированных раство-
рах длинные цепочкообразные молекулы могут пе-
реплетаться друг с другом и принимать разнообраз-
ные конфигурации, образовывать сетки, оказывающие 
очень сильное сопротивление потоку жидкости. При 
увеличивающемся давлении эти структуры постепен-
но разрушаются. Внутри сеток, образованных перепле-
тением длинных цепей, может быть заключен раство-
ритель. Образованию структур способствует явление 
ассоциации [11]. Повышение температуры, увеличи-
вая подвижность частиц, всегда приводит к разруше-
нию структур. Поэтому при повышении температуры 
наблюдаются меньшие отклонения от закона Ньютона. 
Однако следует иметь в виду, что повышение темпера-
туры часто приводит к деструкции цепей полимеров. 
Таким образом, более короткие цепи оказывают мень-
ше сопротивление течению жидкости, следовательно, 
и вязкость раствора становится меньше [12, 13]. 

Целью настоящей работы было изучение вязко-
сти раствора нафтифина гидрохлорида с комбинацией 
полиэтиленгликолей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для определения вязкости раствора нафтифина 

гидрохлорида для наружного применения, предназна-
ченного для лечения грибковых заболеваний ногтей, 
в качестве лекарственного вещества (ЛВ) использова-
лась субстанция нафтифина гидрохлорида, который 
является искусственно полученным гомологом алли-
ламина. Нафтифин гидрохлорид обладает высокой 
противогрибковой активностью [14,15].

Химическое название, согласно номенклатуре 
ИЮПАК: (E)-N-Метил-N-(3-фенил-2-пропенил)-1-нафта-
линметанамин.

Объектами исследований являлись: субстанция 
нафтифина гидрохлорида (Naftifini hydrochloridi) со-
ответвует требованиям Фармакопеи США и по описа-
нию представляет собой белый или беловатый мелко-
кристаллический порошок, растворимый в метиловом 
или этиловом спиртах, и практически не растворим в 
воде [16]. 

Подбор вспомогательных веществ, позволяю-
щих сохранить стабильность и оптимальный терапев-
тический эффект нафтифина гидрохлорида в раст- 
воре, основывался на технологических свойствах 
субстанции. Использовались вспомогательные ве-
щества такие, как пропиленгиколь, вода очищенная  

(ГФ XIV, ФС.2.2.0020.18), спирт этиловый 95% (ГФ XIV, 
ФС.2.1.0036.15), полиэтиленгликоли (ПЭГ-400, ПЭГ-1000, 
ПЭГ-1500) [17, 18].

Пропиленгликоль (Propyiene Glycol) – бесцветная 
вязкая жидкость со слабым запахом, сладковатым вку-
сом, обладающая гигроскопическим свойствами. При-
меняется как вспомогательное вещество. Его темпера-
тура кипения – 187 °C, температура замерзания – 60 °C. 
Одним из важных свойств пропиленгликоля является 
его способность к растворению как гидрофильных, так 
и гидрофобных веществ, что позволяет смешивать с 
помощью него вещества, которые сами по себе не сме-
шиваются [18]. Пропиленгликоль предоставлен компа-
нией DOW EUROPE GMBH, серия F820GARPD2, срок год-
ности 27/10/2019.

Использовались приборы весы лабораторные  
ВЛТЭ-150 (ГОСТ 24104-01) и вискозиметр капиллярный 
стеклянный ВПЖ-2 (ГОСТ 10028-81) 0,34 мм, магнитная 
мешалка с подогревом ММ-5 

Все приборы соответствовали техническим харак-
теристикам, прошли государственную проверку и раз-
решены к экспериментальным исследованиям.

В первую очередь определили растворимость 
нафтифина гидрохлорида. Для определения раство-
римости навеску нафтифина, вносили в отмеренное 
количество этилового спирта 95% и перемешивали, 
используя магнитную мешалку, до полного растворе-
ния при 25  °C. Препарат счита-
ли растворившимся, если в раст- 
воре при наблюдение невоору-
женным глазом не обнаружива-
лись частицы лекарственного 
вещества [13].

Вискозиметрический ме-
тод  – наиболее простой и дос- 
тупный метод определения вяз-
кости высокомолекулярный со- 
единений. Данный метод ос-
нован на зависимости вязкос- 
ти растворов полимера от его 
молекулярного веса. Этот ме-
тод опирается на закон Пуа-
зейля о вязкой жидкости, опи-
сывающий закономерности 
движения жидкости в капилля-
ре (рисунок 1).

Приведенное уравнение используют для опреде-
ления динамической вязкости, 

Q=πR4p/ ηL⇒η=πR4p/8QL.

где Q – количество жидкости, протекающей через ка-
пилляр капиллярного вискозиметра в единицу вре-
мени, м3/с; R  – радиус капилляра вискозиметра, м; 
L  – длина капилляра капиллярного вискозиметра, м; 
η – вязкость жидкости, Па∙с; р – разность давлений на 
концах капилляра вискозиметра, Па.

Рисунок 1. Схемати-
ческое изображе-
ние капиллярного 

вискозиметра

Figure 1. Schematic 
illustration of a 

capillary viscometer
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Метод капиллярной вискозиметрии вполне мож-
но отнести к высокоточному методу вискозиметрии в 
силу того, что относительная погрешность измерений 
составляет доли процента, в зависимости от подбора 
материалов вискозиметра и точности отсчёта време-
ни, а также иных параметров, участвующих в методе 
капиллярного истечения [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В нашем исследовании мы рассматриваем шесть 

прописей раствора нафтифина гидрохлорида, с раз-
личными комбинациями ПЭГ. В таблице 2 представле-
ны результаты изучения вязкости представленных об-
разцов растворов.

Как мы видим вязкость растворов с использовани-
ем полиэтиленгликоля в разы выше (прописи №  2–6). 
Время течения раствора в прописи № 1 без исполь-
зования ПЭГ составляет 13:38, 25. Максимальное вре-
мя раствора нафтифина в прописи № 5 с комбинацией 
ПЭГ-400:1500 в соотношение 7:3 составляет 4:25:31,72. 
Первая пропись, как образец, полностью соответству-
ет составу препарата «Экзодерил» [3], при этом время 
течения раствора минимальное. Изменение состава 
прописей № 2–6 за счет введения полиэтиленгликоля 
максимально увеличивает время течения, что соответ-
ствует более высокой вязкости раствора.

Таблица 2. Исследуемые прописи раствора нафтифина 
гидрохлорида

Table 2. The studied prescriptions of the solution naftifine 
hydrochloride

Пропись 1 Время течения растворов
Нафтифин гидрохлорид 
Спирт этиловый 95% 
Пропиленгликоль 
Вода 

время течения раствора 13:38,25

Пропись 2
Нафтифин гидрохлорид 
Спирт этиловый 95% 
ПЭГ-400 V1
ПЭГ-400 V2

время течения раствора 1:15:45,13

Пропись 3
Нафтифин гидрохлорид 
Спирт этиловый 95% 
ПЭГ-400 (минимальный 
объем)

время течения раствора 1:00:40,91

Пропись 4
Нафтифин гидрохлорид 
Спирт этиловый 95% 
ПЭГ-400 (максимальный 
объем)

время течения раствора 2:19:39,12

Пропись 5
Нафтифин гидрохлорид 
Спирт этиловый 95% 
ПЭГ-400:1500
7:3
8:2
9:1

время течения раствора 4:25:31,72
время течения раствора 1:44:09,12
время течения раствора 1:46:21,80

Пропись 6
Нафтифин гидрохлорид 
Спирт этиловый 95% 
ПЭГ-400:1000
7:3
8:2
9:1

время течения раствора 2:16:31,05
время течения раствора 1:59:53,08
время течения раствора 1:44:28,26

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании проведенного нами исследования 
по созданию пролонгированных антимикозных рас-
творов нафтифина гидрохлорида получен наиболее 
перспективный состав комбинации нафтифина ги-
дрохлорида и полиэтиленгликолей. Раствор с высокой 
вязкостью позволит уменьшить расход препарата и 
соблюсти точность дозирования (таблица 2). Введение 
полиэтиленгликоля способствует может способство-
вать снижению побочных действий в виде сухости, по-
краснения, раздражения за счет своих смягчающих 
свойств и обеспечить более комфортное применение 
раствора. 
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Резюме 
Введение. Вещества с сорбционными свойствами возможно использовать для создания транспортных лекарственных систем, в которых 
основным механизмом связывания, транспорта и выделения лекарственной молекулы является сорбционный. Сорбент в данном случае 
выступает в качестве переносчика лекарственной молекулы с последующей ее доставкой к месту назначения посредством десорбции. 
Одним из путей изучения процессов сорбции-десорбции в транспортных лекарственных системах является исследование морфологии 
сорбционного вещества. Поэтому актуальным является морфологический анализ сорбционных веществ, включающий в себя размер, форму 
и пространственную организацию структурных элементов.
Цель. Изучение морфологии сорбционных веществ.
Материалы и методы. В качестве материалов исследования использовали уголь активный, кремния диоксид, повидон, смектит 
диоктаэдрический, каолин, монтмориллонитовую глину. Методы – растровая электронная микроскопия.
Результаты и обсуждение. Проведена растровая электронная микроскопия объектов с применением сегментирования элементов 
как подсистем, внутрь которых морфологическое описание не проникает. Установлено, что для угля активного и кремния диоксида 
сегментирование элементов представлено тремя уровнями организации, для повидона, смектита, каолина и монтмориллонитовой глины 
сегментирование элементов представлено двумя уровнями организации. Исследована морфология объектов. Установлено, что исследуемые 
вещества являются микроструктурными объектами. Определена пористость в образцах угля активного, смектита диоктаэдрического, 
каолина, монтмориллонитовой глины. В образцах кремния диоксида и повидон пористость отсутствует.
Заключение. Морфологический анализ сорбционных веществ позволил разработать классификацию возможного взаимодействия вещества-
носителя с лекарственной молекулой в транспортной лекарственной системе. Исследуемые материалы по пористым характеристикам 
делятся на две группы: 1 группа – пористые вещества – сорбционное взаимодействие в порах (уголь активный), сорбционное взаимодействие 
в порах и посредством ионнообмена (смектит, монтмориллонитовая глина), сорбция во вторичных порах и посредством кислородных 
и гидроксильных центров (каолин); 2 группа – не пористые вещества – сорбция на кислородных центрах (кремния диоксид), сорбция 
посредством комплексообразования (повидон). Перспективой дальнейшего исследования является моделирование пористости и 
сорбционного взаимодействия вещества-носителя с лекарственной молекулой в транспортной лекарственной системе.
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Abstract
Introduction. Substances with sorption properties can be used to create transport drug systems, in which the main mechanism of binding, transport 
and release of the drug molecule is sorption. The sorbent in this case acts as a carrier of the drug molecule, followed by its delivery to the destination 
by desorption. One of the ways to study the processes of sorption-desorption in transport drug systems is the study of the morphology of the 
sorption substance. Therefore, the morphological analysis of sorption substances is important, including the size, shape, and spatial organization 
of their structural elements.
Aim. The study of the morphology of sorption substances.
Materials and methods. The materials of the study are active coal, silicon dioxide, povidone, dioctahedral smectite, kaolin and montmorillonite 
clay. The methods is scanning electron microscopy.
Results and discussion. The scanning electron microscopy of objects was carried out using segmentation of elements as subsystems, inside of 
which the morphological description does not penetrate. It was established that for coal of active and silicon dioxide, the segmentation of elements 
is represented by three levels of organization; for povidone, smectite, kaolin and montmorillonite clay, the segmentation of elements is represented 
by two levels of organization. The morphology of the objects was investigated. It is established that the studied substances are microstructural 
objects. Porosity in samples of active coal, smectite dioctahedral, kaolin, montmorillonite clay was determined. In samples of silicon dioxide and 
povidone porosity is absent.
Conclusion. Morphological analysis of sorption substances allowed us to develop classification of the possible interaction of the carrier substance 
with the drug molecule in the transport drug system. The materials under study are divided into two groups according to porous characteristics: 
group 1 – porous substances – sorption interaction in pores (active coal), sorption interaction in pores and by ion exchange (smectite, montmorillonite 
clay), sorption in secondary pores and through oxygen and hydroxyl centers (kaolin); group 2 – non-porous substances – sorption on oxygen centers 
(silicon dioxide), sorption by means of complex formation (povidone). The prospect of further research is the modeling of porosity and sorption 
interaction of the carrier substance with the drug molecule in the drug transport system.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время сорбционные материалы на-

ходят широкое применение в медицине и фармации. 
Вещества с сорбционными свойствами возможно ис-
пользовать для создания транспортных лекарствен-
ных систем, в которых основным механизмом свя-
зывания, транспорта и выделения лекарственной 
молекулы является сорбционный. Сорбент в данном 
случае выступает в качестве переносчика лекарствен-
ной молекулы с последующей ее доставкой к месту на-
значения посредством десорбции.

Одним из путей изучения процессов сорбции-де-
сорбции в транспортных лекарственных системах яв-
ляется исследование морфологической микрострук-
туры сорбционного вещества. Под морфологической 
микроструктурой понимается совокупная характе-
ристика элементов, включающая в себя их размер, 
форму и пространственную организацию [1]. Морфо-
логия элементов может существенным образом раз-
личаться в зависимости от состава материала, его 
кристаллической структуры и способа получения. 
Зная физико-химические свойства вещества, в част- 
ности морфологию поверхности, можно прогнози-
ровать сорбционные характеристики [2]. Изменение 
морфологии поверхности является действенным спо-
собом управления функциональными характеристика-
ми сорбционных веществ.

Цель работы – исследование морфологии сорб-
ционных веществ.

Задачи исследования:
1.	 Провести электронную микроскопию и исследова-

ние морфологии объектов.
2.	 Разработать классификацию сорбционного взаимо- 

действия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследовании использовали следующие мате-

риалы: уголь активный (осветляющий древесный по-
рошкообразный марки ОУ-А, ГОСТ 4453-74, Россия), 
кремния диоксид (Р N001140/01, Россия), повидон (по-
ливинилпирролидон низкомолекулярный медицинс- 
кий с молекулярной массой 12600±2700, N ЛС-001913, 
Россия), смектит диоктаэдрический (РУ ПN 015155/01, 
Франция), каолин (ГОСТ 19608-84, Россия), монтморил-
лонитовая глина (ТУ 9296-001-62646221-2012, Россия).

Для исследования морфологии использовали 
растровую электронную микроскопию (РЭМ). Микрос- 
копы FEI Quanta 600, FEG Quanta 200 3D с режимом 
низкого вакуума – детектором LFD. РЭМ использует 
принцип развертки тонкого пучка электронов по по-
верхности образца. Каждая точка образца последо-
вательно облучается сфокусированным электронным 
пучком, который перемещается по исследуемой по-
верхности, в результате возникают ответные сигналы 
различной физической природы (отраженные и вто-
ричные электроны, Оже-электроны, рентгеновское 
излучение), которые используются для синхронно-
го построения изображения. РЭМ проведена на базе 

ЦКП «Технологии и материалы» НИУ «БелГУ». При опи-
сании морфологии объектов использовали методики, 
представленные в [3–4].

РУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рисунке 1 представлены микрофотографии 

угля активного.

Для проведения анализа применили метрику, 
представленную в правом нижнем углу каждой микро-
фотографии, а также сегментирование элементов как 
подсистем, внутрь которых описание не проникает. 
Сегментирование элементов угля активного представ-
лено тремя уровнями: 1 уровень – это микрофотогра-
фии а-в, 2 уровень – г-д, третий уровень – е-и.

Как следует из рис. 1, на первом уровне организа-
ции микроструктуры при увеличении в 280–1000 раз 
основным элементом морфологии являются частицы 
игольчатой формы размером 100 мкм и менее. Встре-
чаются агломераты, состоящие из соединенных меж-
ду собой частиц игольчатой формы размером более 
100 мкм. Второй уровень при увеличении в 5000–10000 
раз представлен элементами в виде объемных плас- 
тин размером 20 мкм. Объемные пластины имеют ше-
роховатый вид за счет цилиндрических пор, которые 
отчетливо проявляются на третьем уровне организа-
ции при увеличении в 10000–30000 раз. Цилиндри-
ческие поры имеют размер 0,5–1 мкм. Шероховатость 
каждого элемента говорит о их пористости. Таким об-
разом, уголь активный является пористым веществом.

Рисунок 1. Микрофотографии угля активного. Масштабный 
отрезок: 
а – 400 мкм; б – 200 мкм; в – 100 мкм; г, ж – 20 мкм; д, з – 10 мкм; 
е, и – 3 мкм

Figure 1. Micrographs of active coal. Scale length:
a – 400 µm; б – 200 µm; в – 100 µm; г, ж – 20 µm; д, з – 10 µm; е, и – 
3 µm
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На рисунке 2 представлены микрофотографии 
кремния диоксида. Сегментирование элементов 
представлено тремя уровнями организации: 1 уро-
вень – это микрофотографии а-в, второй уровень – г, 
третий уровень – д-е.

На первом уровне организации структуры крем-
ния диоксида при увеличении в 250–1000 раз основ-
ным элементом морфологии являются частицы 
округлой формы размером 3–30 мкм. Второй уровень 
при увеличении в 5000 раз представлен элементами в 
виде частиц округлой формы с шероховатой поверх-
ностью. Шероховатость поверхности частиц говорит о 
наноструктурных отдельных элементах, представлен-
ных на третьем уровне организации. Наноструктур-
ные элементы имеют размер 20,4–64,1 нм. Пористость 
отсутствует.

На рисунке 3 представлены микрофотографии по-
видона. Сегментирование элементов представлено 
двумя уровнями организации: 1 уровень – это микро-
фотографии а-в, второй уровень – г.

На первом уровне организации структуры пови-
дона при увеличении в 250–1000 раз основным эле-
ментом морфологии являются частицы округлой фор-
мы размером 30–100 мкм. Характерной особенностью 
округлых частиц является наличие углублений в виде 
«окон», позволяющих при дальнейшем масштабирова-
нии рассмотреть внутреннее строение, характерное 
для второго уровня организации частиц повидона. 
Второй уровень при увеличении в 3000 раз представ-
лен элементами в виде частиц округлой формы – гло-
бул размером 5–10 мкм. Предположительно глобулы 
являются скрученными полимерными цепями. По-
ристость отсутствует.

Раннее нами были проведены морфологические 
исследования минеральных сорбентов с помощью 
микроскопа Quanta 200 3D. Полученные микрофо- 
тографии смектита представлены на рисунке 4.

Сегментирование элементов представлено дву-
мя уровнями организации: 1 уровень – это микрофо-
тографии а-б, второй уровень – в-г.

Как видно на рисунке 4, смектит на первом уров-
не организации представляет собой скопления круг- 
лых, овальных, пластинчатых частиц. Средний размер 
частиц составил 5–20 мкм. Второй уровень при уве-
личении в 4–8 тысяч раз представлен пластинчаты- 

Рисунок 2. Микрофотографии кремния диоксида. Масштаб-
ный отрезок: 
а – 400 мкм, б – 200 мкм, в – 100 мкм, г – 20 мкм, д – 2 мкм, 
е – 1 мкм

Figure 2. Micrographs of silicon dioxide. Scale length:
а – 400 µm, б – 200 µm, в – 100 µm, г – 20 µm, д – 2 µm, е – 1 µm

Рисунок 3. Микрофотографии повидона. Масштабный 
отрезок: 
а – 400 мкм; б – 200 мкм; в – 100 мкм; г – 30 мкм

Figure 3. Micrographs of povidone. Scale length:
а – 400 µm; б – 200 µm; в – 100 µm; г – 30 µm

Рисунок 4. Микрофотографии смектита. Масштабный отрезок: 
а – 300 мкм; б – 100 мкм; в – 40 мкм; г – 20 мкм

Figure 4. Micrographs of smectite. Scale length:
а – 300 µm; б – 100 µm; в – 40 µm; г – 20 µm
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ми элементами, объединенными между собой в части-
цы округлой формы – глобулы размером 1–20 мкм. 
Наблюдаются поры, образованные соединением 
пластинчатых элементов между собой.

На рисунке 5 представлены микрофотографии ка-
олина. Сегментирование элементов представлено дву-
мя уровнями организации: 1 уровень – это микрофо-
тографии а-б, второй уровень – в-г.

На первом уровне организации каолин состоит 
из частиц неправильной формы размером 5–20 мкм, 
встречаются элементы размером до 50 мкм. Второй 
уровень при увеличении в 4–8 тысяч раз представлен 
элементами, объединенными между собой в частицы 
неправильной формы размером 1–20 мкм с развитой 
шероховатой поверхностью. Имеются поры, образо-
ванные соединением пластинчатых элементов между 
собой.

На рисунке 6 представлены микрофотографии 
монтмориллонитовой глины. Сегментирование эле-
ментов представлено двумя уровнями организа-
ции: 1 уровень – это микрофотографии а-б, второй 
уровень – в-г.

Монтмориллонитовая глина, представленная на 
рисунке 6, на первом уровне организации состоит  
из равноосных частиц пластинчатой формы с неров-
ной поверхностью, острыми краями, трещинами; 
средний размер частиц составил 2–5 мкм. Встречают-
ся агрегаты с хлопьевидными очертаниями, складча-
тые образования. На втором уровне организации при 
увеличении в 4–8 тысяч раз пластинчатые частицы 
объединены в более крупные элементы. Имеются по-
ры различных размеров, образованные соединением 
пластинчатых элементов между собой.

В настоящее время в России исследования по раз-
работке лекарственных форм второго поколения – 
транспортных лекарственных систем, в которых ос-
новным механизмом транспорта является процесс 
сорбции, не проводились. Морфологический анализ 
сорбционных веществ позволил разработать класси-
фикацию возможного взаимодействия вещества-но-
сителя с лекарственной молекулой в транспортной 
лекарственной системе. Сорбционные характеристи-
ки исследуемых объектов взяты из предыдущих работ 
автора [5–6]. Полученные данные представлены в  
таблице 1.

Согласно представленной классификации, иссле-
дуемые материалы по пористым характеристикам де-
лятся на две группы:

1 группа – сорбционное взаимодействие в порах 
(уголь активный), сорбционное взаимодействие в по-
рах и посредством ионнообмена (смектит, монтмо-
риллонитовая глина), сорбция во вторичных порах и 
посредством кислородных и гидроксильных центров 
(каолин);

2 группа – сорбция на кислородных центрах (крем-
ния диоксид), сорбция посредством комплексообра-
зования (повидон).

Перспектива дальнейшего исследования является 
моделирование пористости и сорбционного взаимо-
действия вещества-носителя с лекарственной молеку-
лой в транспортной лекарственной системе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.	 Проведена электронная микроскопия объектов 

с применением сегментирования элементов как 
подсистем, внутрь которых морфологическое опи-

Рисунок 5. Микрофотографии каолина. Масштабный отрезок: 
а – 300 мкм; б – 100 мкм; в – 40 мкм; г – 20 мкм

Figure 5. Micrographs of kaolin. Scale length:
а – 300 µm; б – 100 µm; в – 40 µm; г – 20 µm

Рисунок 6. Микрофотографии монтмориллонитовой глины. 
Масштабный отрезок: 
а – 300 мкм; б – 100 мкм; в – 40 мкм; г – 20 мкм

Figure 6. Micrographs of montmorillonite clay. Scale length:
а – 300 µm; б – 100 µm; в – 40 µm; г – 20 µm
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сание не проникает. Установлено, что для угля ак-
тивного и кремния диоксида сегментирование 
элементов представлено тремя уровнями органи-
зации, для повидона, смектита, каолина и монтмо-
риллонитовой глины сегментирование элементов 
представлено двумя уровнями организации. Изу-
чена морфология объектов. Установлено, что ис-
следуемые вещества являются микроструктурны-
ми объектами. Определена пористость в образцах 
угля активного, смектита диоктаэдрического, ка-
олина, монтмориллонитовой глины. В образцах 
кремния диоксида и повидон пористость отсутст- 
вует.

2.	 Разработана классификация сорбционного взаимо-
действия. Согласно представленной классификации, 
исследуемые материалы по пористым характе- 
ристикам делятся на две группы:
1 группа – пористые вещества – сорбционное вза-

имодействие в порах (уголь активный), сорбционное 
взаимодействие в порах и посредством ионнообмена 
(смектит, монтмориллонитовая глина), сорбция во вто-
ричных порах и посредством кислородных и гидрок-
сильных центров (каолин);

2 группа – не пористые вещества – сорбция на кис-
лородных центрах (кремния диоксид), сорбция по-
средством комплексообразования (повидон).
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Таблица 1. Данные сорбционных характеристик исследуемых объектов

Table 1. Sorption characteristics data objects under study

№
Наименование  

объекта
Наличие пор Сорбционные характеристики

1 группа – пористые вещества

1 Уголь активный
Первичные и вторичные 
поры

Уголь активный представляет собой пористый материал, состоящий из 
кристаллитов графита и аморфного углерода с активными кислородными 
центрами. Имеет сильно развитую общую пористость, широкий диапазон 
пор и значительную величину удельной поверхности

2 Смектит
Первичные и вторичные 
поры

Смектит представляет собой полимерную кремнеорганическую основу, со-
держащих в качестве гетероатомов алюминий и магний с координирован-
ными вокруг себя ОН-группами. Обладает ионнообменной способностью

3 Каолин Вторичные поры
Каолин представляет собой полимерную кремнеорганическую основу, со-
держащих кислород, гидроксильные группы, которые могут формировать 
сорбционные центры

4
Монтморилло-нитовая 
глина

Первичные и вторичные 
поры

Монтмориллонитовая глина представляет собой полимерную кремнеорга-
ническую основу, содержащую в качестве гетероатомов алюминий и маг-
ний, с координированными вокруг себя ОН-группами. Благодаря наличию 
двойного электрического слоя, монтмориллонитовая глина обладает ион-
нообменной способностью

2 группа – не пористые вещества

5 Кремния диоксид Отсутствуют
Кремния диоксид представляет собой высокодисперсионный порошок. 
Механизм сорбции основан на высокой удельной поверхности вещества с 
активными центрами

6 Повидон Отсутствуют
Низкомолекулярный поливинилпирролидон представляет собой полимер 
с молекулярной массой 12 600±2700 или 8000±2000. В основе сорбционных 
свойств повидона лежит способность к комплексообразованию
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Резюме 
Введение. В статье рассмотрены аспекты использования нитрофуранов для наружного применения (нитрофурала, фуразолидона и 
фуразидина). Проведен обзор современных исследований, посвященных разработке различных лекарственных средств, содержащих 
производные нитрофурана. Рассмотрены перспективы создания лекарственных форм фурацилина и фуразолидона, содержащих их твердые 
дисперсии с полимерами.
Текст. Группа нитрофуранов широко востребована на современном фармацевтическом рынке. Наиболее распространённые действующие 
вещества – фурацилин, фуразолидон и фуразидин представлены различными лекарственными формами как для внутреннего, так и для 
наружного применения. Все производные нитрофуранов имеют широкий спектр антимикробного действия и специфический механизм 
воздействия на бактериальные клетки. Низкий уровень развития устойчивости у микроорганизмов позволяет нитрофуранам уже многие 
десятилетия оставаться одной из эффективных химиотерапевтических групп антимикробных соединений. В обзоре рассмотрено большое 
количество современных разработок как российских, так и зарубежных авторов, посвященных использованию фурацилина, фурадонина 
и фуразидина для разработки состава новых лекарственных средств, в том числе комбинированых лекарственных препаратов, а также 
перспективных методов лечения. В настоящее время на базе Сеченовского университета активно ведутся исследования по повышению 
растворимости и скорости растворения нитрофуранов в воде с использованием метода твердых дисперсий. Также ведутся работы по 
разработке состава и технологии твердых (быстрорастворимых) ЛФ – гранул и таблеток, и мягких ЛФ – гелей, содержащих в качестве 
действующих веществ – фурацилин и фуразолидон.
Заключение. Несмотря на использование действующих веществ из группы нитрофурана в фармацевтической практике уже более полувека 
и их низкую растворимость в воде, исследования, посвященные разработке комплексных лекарственных средств для наружного применения 
и моно-препаратов нитрофуранов не утратили актуальности и активно ведутся по сей день. 

Ключевые слова: нитрофураны, нитрофурал, фурацилин, фуразолидон, фуразидин, фурагин, твердые дисперсии.
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Abstract
Introduction. Aspects of the use of nitrofurans for external use (nitrofural, furazolidone and furazidin) are described in the article. Review of current 
research that is dedicated to development of drugs containing nitrofuran derivatives has been carried out. The prospects for creating dosage forms 
of furaсillin and furazolidone containing their solid dispersions with polymers are considered.
Text. The group of nitrofurans is widely in demand in the modern pharmaceutical market. The most common active ingredients – furacillin, 
furazolidone and furazidin are represented by various dosage forms for both internal and external use. All nitrofuran derivatives have a wide 
spectrum of antimicrobial action and a specific mechanism of action on bacterial cells. The low level of development of antimicrobial resistance 
allows nitrofurans to remain one of the most effective chemotherapeutic groups of antimicrobial compounds for many decades. The review shows 
a numerous current developments carried out by both Russian and foreign authors about use of furacillin, furadonin and furazidin to develop the 
composition of new drugs, including combination drugs, as well as promising treatment methods. Currently, on the basis of Sechenov University, 
research is actively conducted to increase the solubility and dissolution rate of nitrofurans in water using the method of solid dispersions. Also, work 
is underway to develop the composition and technology of solid (instant) dosage forms granules and tablets, and soft dosage forms gels containing 
furacillin and furazolidone as active substances.
Conclusion. Despite the use of active substances from the nitrofuran group in pharmaceutical practice for more than half a century and their low 
solubility in water, research on the development of complex drugs for external use and mono-preparations of nitrofurans have not lost their relevance 
and are actively conducted to this day.
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ВВЕДЕНИЕ
Препараты нитрофуранов – известные более 

70  лет классические синтетические химиотерапевти-
ческие средства с широким антимикробным спектром 
действия. История клинического применения нитро-
фуранов или производных 5-нитрофурана начинается 
с 1943–1947 гг. после открытия M. Dodd и W. Stilman ле-
чебного эффекта фурацилина, полученного в Англии 
при утилизации фурфурола [1]. Приоритет разработ-
ки оригинальных препаратов данного класса во мно-
гом принадлежит советским ученым, проводившим 
исследования в Институте органического синтеза АН 
Латвийской ССР с 1943 г. вплоть до конца 1980-х годов, 
под руководством академика С. А. Гиллера. Первыми 
лекарственными препаратами (ЛП) группы нитрофу-
ранов стали фурадонин (нитрофурантоин), синтезиро-
ванный в США в 1952 г. и фурагин (фуразидин), синтези-
рованный в Латвии в 1954 году [2]. Из многочисленных 
синтезированных в 50-е гг. ХХ века в Институте органи-
ческого синтеза АН Латвии производных нитрофурана 
в качестве химиотерапевтических средств наиболее 
широко на данный момент применяются: фурацилин 
(нитрофурал), фурадонин (нитрофурантоин), фуразо-
лидон и фурагин (фуразидин) [3]. 

Нитрофураны были получены из 2 замещенного 
фурана присоединением к нему нитрогруппы в пятом 
положении. По химическому строению они относятся 
к 5-нитро-2-фурфулиденгидрозонам или 5-нитро-2-фу-
рил (β-акрилиден) гидрозонам [3, 4]. В зависимости от 
химического строения отдельные соединения этого 
ряда несколько различаются по спектру действия [4].

На сегодняшний день, несмотря на длительное 
применение производных нитрофурана в медицинс- 
кой (с 1950-х) и ветеринарной практике (с 1994 г), дан-
ный класс веществ представлен ЛП как для внутрен-
него, так и наружного применения (таблица 1) [4, 5], а 
также выступает объектом большого количества но-
вых исследований [1, 3, 6–44], что обусловлено широ-
ким спектром антимикробной активности соединений 
и специфическим механизмом действия.

Таблица 1. Способ применения производных нитрофурана, 
зарегистрированных в РФ

Table 1. Method of administration of nitrofuran derivatives 
registered in the Russian Federation

Для внутреннего  
применения

Для наружного  
применения

Фурадонин (нитрофурантоин)
Эрсефурил (нифуроксазид) Фурацилин (нитрофурал)

Для внутреннего и наружного применения

Фуразолидон, Фурагин (фуразидин)

Синтетические химиотерапевтические ЛП – про-
изводные нитрофурана – активны в отношении мно-
гих бактерий, устойчивых к антимикробным препа-
ратам других классов химических веществ. Штаммы, 
резистентные к бета-лактамам, аминогликозидам, хло-

рамфениколу, фторхинолонам, тетрациклинам, суль-
фаниламидам, остаются чувствительными к нитрофу-
ранам [45, 46].

Лекарственная устойчивость микроорганизмов к 
нитрофурановым соединениям связана со специфич-
ностью механизма действия последних. Его связы-
вают с несколькими факторами. Во-первых, являясь 
акцепторами электронов у кислорода и влияя на ак-
тивность ферментов цепи переноса электронов, нит- 
рофураны нарушают процесс клеточного дыхания 
бактерий и ингибируют цикл трикарбоновых кислот. 
Во-вторых, микробные флавопротеины восстанав-
ливают 5-нитрогруппу нитрофуранов, при этом об-
разующиеся высокореактивные аминопроизводные 
изменяют конформацию белков, в том числе рибосо-
мальных, и других макромолекул, вызывая наруше-
ние синтеза ДНК и РНК, и, в конечном счете, гибель 
бактериальных клеток. При приеме внутрь, в резуль-
тате действия нитрофуранов микроорганизмы вы-
деляют меньше токсинов, в связи с чем улучшение 
общего состояния пациента возможно еще до выра-
женного подавления роста микрофлоры. При этом 
действуют нитрофураны направленно в отношении 
микробной клетки, не влияя на клетки организма че-
ловека [5, 47, 48].

Из-за специфичности механизма действия устой-
чивость к нитрофуранам у микроорганизмов развива-
ется медленно и не достигает высокой степени [5].

Таким образом, нитрофураны для приема внутрь 
и для наружного применения являются немногочис-
ленной, но перспективной группой антибактериаль-
ных препаратов, с учетом возрастающего уровня ре-
зистентности многих штаммов бактерий. Особый 
интерес в разработке новых ЛП представляют нитро-
фураны для наружного применения – фурацилин, фу-
разолидон и фуразидин (таблица 2) из-за практически 
полного отсутствия как системных, так и местных по-
бочных эффектов [5].

Высокая специфичность механизма действия, ши-
рокий спектр антимикробной активности и низкая ре-
зистентность микроорганизмов к действию нитрофу-
ранов обуславливает обширный перечень показаний к 
их применению. За счет различий в химической струк-
туре спектр активности нитрофуранов для наружно-
го применения несколько различается (таблица 3), 
также присутствуют и отличия в механизме действия. 
Помимо всех эффектов, характерных для группы нит- 
рофуранов, фурацилин увеличивает поглотительную 
способность ретикулоэндотелиальной системы, уси-
ливает фагоцитоз [48]. Фуразолидон угнетает биохи-
мические процессы микроорганизмов, в результате 
чего происходит разрушение их оболочки или цито-
плазматической мембраны. Помимо этого, препарат 
стимулирует иммунитет: повышает фагоцитарную ак-
тивность лейкоцитов и титра комплимента, ингиби-
рует МАО [5, 47]. 
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Таблица 2. Свойства нитрофуранов для наружного 
применения

Table 2. Properties of nitrofurans for external use

Действующее вещество 
(ДВ) Физико-химические свойства

Фурацилин (Нитрофурал)

2-[(5-Нитро- 
2-фуранил)метилен] 

гидразинкарбоксамид

Желтый или зеленовато-желтый 
мелкокристаллический порошок 
без запаха, горького вкуса, Tпл=230–
236 °С. Очень мало растворим в воде 
(1:4200), мало растворим в спирте 
(1:1500), практически нерастворим в 
эфире, растворим в щелочах [49, 50].

Фуразолидон 
(Фуразолидон)

3-(5-нитро-2-фуранил)
метилен-амино- 

2-оксазолидинон

Желтый или желтый с зелено-
ватым оттенком мелкокристал-
лический порошок, без запаха, не 
гигроскопичен; мало растворим в 
диметилформамиде, очень мало 
растворим в ацетоне, практически 
нерастворим в воде и спирте 96%. 
Тпл=253–258  °С (с разложением) [49, 
51].

Фурагин (Фуразидин)

1-[[3-(5-Нитро-2-фура-
нил)-2-пропенилиден] 

амино]- 
2,4-имидазолидиндион

Желтый или оранжево-желтый 
мелкокристаллический порошок 
без запаха, горький на вкус. Очень 
мало растворим в воде и этано-
ле, трудно растворим в диметил- 
формамиде, мало растворим в аце-
тоне, практически нерастворим в 
хлороформе и бензоле [5, 47].

Фурацилин применяется наружно, в виде про-
мышленно произведенных растворов: водного 0,02% 
(1:5000) или 0,066% (1:1500) спиртового (70% этанол). 
При гнойных ранах, пролежнях, язвах, ожогах, для 

подготовки гранулирующей поверхности к пересад-
кам кожи и к наложению вторичного шва орошают 
рану водным раствором нитрофурала и накладыва-
ют влажные повязки. При остеомиелите после опера-
ции промывают полость водным раствором нитрофу-
рала и накладывают влажную повязку. При эмпиеме 
плевры отсасывают гной и промывают плевральную 
полость с последующим введением в полость 20–
100 мл водного раствора нитрофурала. Также возмож-
но приготовление водных растворов нитрофурала 
с концентрацией 0,02% в домашних условиях путем 
растворения таблеток при кипячении, или путем 
растворения шипучих (быстрорастворимых) табле-
ток. Фурацилиновую мазь применяют наружно, накла-
дывая тонкий слой мази на поврежденные участки ко-
жи 2–3 раза в сутки [5, 47].

Наружно фуразолидон применяется в виде раст- 
воров, получаемых путем растворения таблеток при 
нагревании в воде. Таблетки фуразолидона 50 мг  
назначают внутрь, после еды. При лечении парати-
фа, дизентерии, пищевых токсикоинфекций взрос-
лым – по 100–150 мг 4 раза в сутки на протяжении 
5–10  дней, либо циклами по 3–6 дней (интервалы – 
3–4 дня). При лечении лямблиоза взрослым – по 100 мг 
4 раза в день, детям от 3 лет – в дозе 10 мг/кг массы те-
ла в сутки (на 3–4 приема). ЛП не рекомендуется на-
значать более 10 дней. Для взрослых: высшая разовая 
доза – 200 мг, суточная – 800 мг. Лекарственные фор-
мы (ЛФ) для перорального приема должны проглаты-
ваться целиком во время или после еды, их необходи-
мо запивать водой (объем жидкости должен быть не 
менее 100 мл) [4, 5, 47, 53].

Таблица 3. Спектры антибактериальной активности нитрофуранов для наружного применения

Table 3. Spectra of antibacterial activity nitrofurans for external use

ДВ Спектр активности Показания к применению

Ф
ур

ац
ил

ин

Грамположительная и грамотрицательная флора, в том числе 
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Shigella dysenteriae, Shigella 
flexneri, Shigella boydii, Shigella sonnei, Escherichia coli, Clostridium 
perfringens, Salmonella spp. Подавляет жизнедеятельность грибко-
вой флоры [4, 5, 47, 53].

Для наружного применения: лечение и предупреждение 
гнойно-воспалительных процессов, в том числе гнойные раны, 
пролежни, ожоги II-III степени, блефарит, конъюнктивит, фу-
рункул наружного слухового прохода; остеомиелит, эмпиема 
околоносовых пазух, плевры (промывание полостей); острый 
наружный и средний отит, ангина, стоматит, гингивит; мелкие 
повреждения кожи (в том числе ссадины, царапины, трещины, 
порезы) [2, 4, 5, 45–47, 53].

Ф
ур

аз
ол

ид
он

Грамположительные кокки (Streptococcus spp., Staphylococcus 
spp.), грамотрицательные палочки (Escherichia coli, Salmonella spp., 
Shigella spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp.), простейшие (лямблии, 
трихомонады). Из возбудителей кишечных инфекций наиболее 
чувствительны возбудители дизентерии, брюшного тифа и парати-
фов. Наиболее чувствительны к фуразолидону Shigella dysenteria 
spp., Shigella flexneri spp., Shigella boydii spp., Shigella sonnei spp., 
Salmonella typhi, Salmonella paratyphi. Слабо влияет на возбудителей 
гнойной и анаэробной инфекций. Не действует на анаэробные 
микроорганизмы, синегнойную палочку [4, 5, 47, 53].

Для наружного применения: инфицированные раны и ожоги 
[4, 5, 47, 53]. 

Для приема внутрь: дизентерия, паратифы, пищевые токсико-
инфекции, трихомониаз (при неэффективности нитроимидазо-
лов), шигеллез, лямблиоз [2, 4, 5, 53]. 

Ф
ур

аз
ид

ин

Грамположительные кокки (Streptococcus spp., Staphylococcus 
spp.), грамотрицательные палочки (Escherichia coli, Salmonella spp., 
Shigella spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp.), простейшие (лямблии). 
Малочувствительны – Enterococcus spp. Устойчивы – Pseudomonas 
aeruginosa, большинство штаммов Proteus spp., Serratia spp., 
Acinetobacter spp [4, 5, 47, 52]. 

Для местного и наружного применения: инфекционно-воспа-
лительные заболевания полости рта и глотки, инфицированные 
раны (ссадины, царапины, небольшие порезы и расчесы, тре-
щины, легкие ожоги и др.) [5]. 

Для приема внутрь – инфекционно-воспалительные заболе-
вания мочевыводящих путей (пиелонефрит, цистит, уретрит), 
инфекции женских половых органов, профилактика инфекций 
при урологических операциях, цистоскопии, катетеризации [2, 
4, 5, 47, 53].
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Фурасол (активное вещество фуразидин калия) 
применяется местно, наружно. Раствор готовят не-
посредственно перед применением. Местно, при 
комплексном лечении инфекционно-воспалитель-
ных заболеваний полости рта и ротоглотки: содержи-
мое пакетика растворяют в 200 мл горячей кипяченой 
воды и теплый раствор используют для полоска-
ния полости рта и ротоглотки 2–3 раза в день, а так-
же для промывания небольших инфицированных ран 
1–2 раза в день. Продолжительность лечения 3–5 дней 
[4, 53].

Фурагин (фуразидин) таблетки 0,05 г применяет-
ся внутрь, после еды, запивая большим количеством 
жидкости, по 0,1–0,2 г 2–3 раза в сутки. Курс лечения – 
7–10 дней (в зависимости от тяжести заболевания и 
функционального состояния почек). При необходи-
мости курс лечения повторяют через 10–15 дней [2, 5, 
47].

Нитрофураны практически не оказывает побоч-
ных реакций при наружном применении, обычно хо-
рошо переносятся, кроме очень редко проявляю-

щихся аллергических реакций. В отдельных случаях 
возможно развитие дерматитов.

При приеме внутрь возможны диспепсические яв-
ления (снижение аппетита, тошнота, рвота), аллерги-
ческие реакции (кожная сыпь, гиперемия и зуд кожи), 
нарушение функций печени, ЦНС (головная боль, голо-
вокружение, полиневрит) [5].

На сегодняшний день в России, зарегистрированы 
следующие ЛФ нитрофуранов, используемых для на-
ружного применения (таблица 4).

На российском фармацевтическом рынке также 
присутствуют комбинированные ЛП, содержащие 
нитрофурал. Поликомпонентная мазь Фастин, содер-
жащая фурацилин в концентрации 2%, синтомицин 
и анестезин, применяется при лечении ожогов I–III 
степени и различных гнойных ран. Альгипор – лио-
филизированный гель, содержащий фурацилин, аль-
гинат натрия и глюконат кальция, оказывающий ан-
тимикробное, адсорбирующее, ранозаживляющее 
действие. ОАО  «Лужский завод «Белкозин» (Россия) 
производит губку гемостатическую коллагеновую, в 

Таблица 4. ЛФ нитрофуранов и их производители на российском фармацевтическом рынке

Table 4. LF nitrofurans and their manufacturers in the Russian pharmaceutical market

МНН Форма выпуска Торговое наименование, производители

Н
ит

ро
ф

ур
ал

Таблетки для приготовления раствора для 
наружного применения, 0,02 г

Фурацилин: ЗАО «ПФК «Обновление»; ООО «ЮжФарм»; ООО «Квадрат-С»; 
ЗАО  «Филевское оптово-розничное предприятие»; ОАО «Усолье-Сибирский хи-
мико-фармацевтический завод»; ОАО «Авексима»; АО «Татхимфармпрепараты»; 
ОАО «Ирбитский химфармзавод»; ОАО «ДАЛЬХИМФАРМ», Россия

Фурацилин-ЛекТ: ОАО «Тюменский химико-фармацевтический завод».

Раствор для местного и наружного приме-
нения

0,02%

Фурацилин: ПАО «Биосинтез»; ОАО «Самарамедпром»; ОАО «Усолье-Сибирский 
химико-фармацевтический завод»; ОАО «Авексима»; ООО «Тульская фармацев-
тическая фабрика»; ОАО «Ивановская фармацевтическая фабрика»; ЗАО «Ярос-
лавская фармацевтическая фабрика»; ООО «Акафарм»; ОАО «ДАЛЬХИМФАРМ», Рос-
сия; СП ООО «Фармлэнд», Республика Беларусь; 

Фурацилин-СФ: ООО «Сфера-Фарм».

Раствор для наружного применения 
(спиртовой)

Фурацилина раствор спиртовой 1:1500: ООО «Тульская фармацевтическая фаб- 
рика».

Таблетки шипучие для приготовления рас-
твора для местного и наружного примене-
ния, 0,02 г

Фурацилин Авексима: ОАО «Авексима», Россия.

Мазь для наружного применения 0,2% Фурацилиновая мазь 0,2%: ЗАО «Ярославская фармацевтическая фабрика», 
Россия.

Ф
ур

аз
ол

ид
он

Таблетки 0,05 г
Фуразолидон: ООО «ФармТехнологии»; ОАО «ДАЛЬХИМФАРМ»; ОАО «Авексима»; 

ОАО «Ирбитский химико-фармацевтический завод» Россия; ОАО «Борисовский за-
вод медицинских препаратов», Республика Беларусь. 

Ф
ур

аз
аи

ди
н

Порошок для приготовления раствора для 
местного и наружного применения 0,1 г Фурасол: АО «Олайнфарм», Латвия [5, 53].

Таблетки для приема внутрь 0,025 г; 0,05 г 

Фурагин-ЛекТ: ОАО «Тюменский химико-фармацевтический завод»; 
Фурагин: ООО «Озон»; ЗАО «ФП «Оболенское»; Россия; АО «Олайнфарм», Латвия; 
Фурагин-СЗ: ЗАО «Северная звезда», 
Урофурагин: АО «Адамед Консьюмер Хелскеa», Польша.

Капсулы для приема внутрь 0,05 г Фурагин-Актифур: ЗАО «ФП «Оболенское», Россия;
Фурамаг: АО «Олайнфарм», Латвия.
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состав которой входят борная кислота, нитрофурал, 
коллаген [54].

ООО «ЭСКО-ФАРМ» выпускает гигиенические 
средства «Фурацилин Виалайн спрей» (45 мл) и «Фура-
цилин Виалайн готовое полоскание» (200 мл), содер-
жащие в своем составе нитрофурал, жидкий экстракт 
чабреца и дубровника, использующиеся для гигиены и 
профилактики заболеваний полости рта. 

Одной из особенностей препаратов нитрофура-
нового ряда, ограничивающих их применение в ви-
де ЛФ для наружного применения является очень 
малая (нитрофурал, фуразидин) или практически не 
растворимость (фуразолидон) в воде. Для фуразидина 
проблема растворимости в воде была решена путем 
создания солевой формы. Однако повышение раство-
римости фурацилина и фуразолидона остается акту-
альной задачей. Работы по увеличению растворимос- 
ти, улучшению активности, фармакокинетических ха-
рактеристик и показателей безопасности нитрофура-
нов велись со дня появления их первых представите-
лей [2]. 

За последние годы опубликован ряд работ, по-
священный повышению растворимости фурацилина 
в воде [6, 7, 14], также в научной литературе описано 
большое количество примеров использования фура-
цилина как в составе однокомпонентных, так и комп- 
лексных ЛП, в том числе при разработке мягких ЛФ для 
наружного применения.

В ряде работ фурацилин используется как действу-
ющее вещество (ДВ) в мягких ЛФ – мазях и гелях, ис-
пользуемых для лечения различных бактериальных, 
грибковых заболеваний кожи человека и животных. 
Патент RU2618087 описывает способ получения мази 
на основе растительного сырья для лечения ожогов 
с введением фурацилина в концентрации 0,06%, об-
ладающей повышенным противовоспалительным, ре-
генерирующим, антиоксидантным и антимикробным 
действием [8].

«Антимикробная композиция для лечения ран и 
ожогов» в изобретении RU2481834 выполнена в виде 
геля и содержит биокомплекс метронидазола с цин-
ком, биокомплекс фурацилина (в концентрации 0,01–
0,02%) с медью, тримекаин, витамины (витамин А, вита-
мин Е, витамин РР, витамин С или их смесь), димексид, 
гидрогель метилкремниевой кислоты, гидрофильную 
основу и воду. В качестве гидрофильной основы ис-
пользуются водорастворимые производные целлюло-
зы [9]. 

Т. Ф. Маринина, Л. А. Логвинова, Л. Н. Савченко, 
С. В. Шабалин и др. предлагают введение фурацилина в 
ферментативно очищающую мазь, применяемую в сто-
матологии и содержащую дополнительно левомице-
тин, химотрипсин, сок каланхоэ, полиэтиленгликоль и 
глицерин, как один из способов лечения заболеваний 
парадонта и слизистой оболочки рта [10]. 

В патенте RU2445075 предлагается способ комп- 
лексного лечения абсцессов и флегмон челюстно-ли-
цевой области у детей мазью с фурацилином (0,02%), 

лидокаином и дибунолом. В качестве мазевой осно-
вы выступает сополимер стирола с малеиновым ан-
гидридом, лутрол F-127, и вода очищенная. Использо-
вание изобретения сокращает сроки очищения за счет 
выраженного и пролонгированного лечебного дейст- 
вия: дренирующего, противовирусного, противомик- 
робного, противовоспалительного, анестезирующего 
и др. [11].

В изобретении RU2218167 раскрывается способ по-
лучения средства для лечения инфицированных ран, 
содержащего мед пчелиный, фурацилин (0,04–0,041%), 
метилурацил, цитрат натрия трехзамещенный, кисло-
ту янтарную, фосфаден, масло облепиховое, винилин, 
ПВП. Результатом является повышение эффективности 
композиции [12].

Авторами Е. Л. Атьковой и М. В. Сидоровой опи-
сан «Способ консервативного лечения дакриостеноза» 
и приведен состав глазного геля, содержащего фура-
цилин в концентрации, соответствующей его низкой 
растворимости в воде (1:4200). В основе предлагаемо-
го способа лежит идея использовать способность глаз-
ного геля на основе фурацилина оказывать многогран-
ное действие на слизистую оболочку слезоотводящих 
путей. Результат лечения достигается за счет высокой 
вязкости и структурированности гелевой структуры 
по сравнению с растворами, обеспечивающей дли-
тельное механическое воздействие, способствующее 
расширению слезоотводящих путей [13].

Несмотря на почти 70 лет прошедшие с момен-
та разработки фуразолидона советскими учеными в  
50-х годах ХХ столетия данное вещество относится к 
ДВ, не потерявшим актуальности и по сей день. В науч-
ной литературе за последние годы встречается боль-
шое количество запатентованных составов и техноло-
гий, включающих в качестве ДВ фуразолидон.

В патенте CN103536592А предложен «Метронида-
зол-фуразолидоновый вагинальный саморазвертыва-
ющийся суппозиторий, способ его получения и спо-
соб обнаружения». Изобретение представляет собой 
полый двухслойный суппозиторий, который содержит 
быстро высвобождающуюся часть и часть с медлен-
ным высвобождением, выполненый из лекарственной 
матрицы, содержащей ДВ и основной матрицы, а так-
же расширяющегося носителя. В качестве ДВ суппози-
тории содержат метронидазол и фуразолидон, а также 
квасцы, борнеол и ладан. Средство предотвращает вы-
текание лекарственной жидкости и обладает высокой 
стабильностью, эффектом быстрого и пролонгирован-
ного ингибирования бактерий, что способствует пре-
дотвращению вторичной инфекции и повышению эф-
фективности лечения [15].

В патенте RU2354385С2 описывается ряд ЛФ для 
лечения кандидозных вульвовагинитов: пессарии, мяг-
кие желатиновые капсулы, мазь, крем, гель, суспензия, 
таблетки и вагинальные суппозитории, в которых ак-
тивными компонентами являются фуразолидон, обла-
дающий антимикотическим действием, и пребиотик. В 
группе пациенток, получавших лечение этими препа-
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ратами не зарегистрировано побочных эффектов. 
После проведенного курса лечения в течение 6 меся-
цев рецидива кандидозной вагинальной инфекции 
зарегистрировано не было [16].

В патенте RU2667974C2 упоминается возможность 
создания перспективной ЛФ – гидрогеля комплексно-
го соединения фуразолидона с кобальтом – эффектив-
ной для лечения инфицированных ран в хирургии [17].

В патенте CN102302448A описан способ получе-
ния наноэмульсии фуразолидона типа масло в воде. 
В состав препарата входят: фуразолидон, суфрактант, 
масло, вода и поверхностно-активные вещества. Тех-
нология повышает растворимость, стабильность и 
биодоступность фуразолидона, замедляет время его 
метаболизма in vivo [18]. 

Также существует большое количество исследова-
ний, посвященных пероральному применению фура-
золидона, обусловленных его антипротозойной и анти-
бактериальной активностью в отношении Helicobacter 
pylori. Так ряд авторов рекомендует использовать схе-
мы лечения с фуразолидоном при повышенной ре-
зистентности H. pylori к препаратом первой и второй 
линии [19]. Невысокая стоимость препарата обуславли-
вает его широкое применение в странах с низким дохо-
дом населения. А медленное развитие резистентности 
является большим преимуществом, так, в Китае была 
выявлена резистентность к фуразолидону на уровне 
8,7%, что послужило причиной активного изучения и 
разработки ЛП на основе фуразолидона [20–22]. 

Разработан ряд ЛФ фуразолидона для перо-
рального применения: таблетки [23], таблетки с про-
лонгированным высвобождением [24], капсулы с 
кишечнорастворимым покрытием, повышающим бак-
териологический эффект вследствие повышения те-
рапевтической концентрации в кишечнике [25]. Раз-
работано средство, обеспечивающее «сопутствующее 
и контролируемое высвобождение» фуразолидона и 
висмута (III), включенных в сшитый гидрогель альги-
нат-карбоксиметилцеллюлозы натрия [26]. 

Предложены мукоадгезивные липосомальные сис- 
темы доставки фуразолидона, действующие локально 
в желудке и позволяющие избежать побочных эффек-
тов [27]. Полное уничтожение H. pylori было достигнуто 
через 2,5 часа после применения липосом состава фу-
разолидона с N-ацетилцистеином [28].

Проводятся исследования эффективности и безо-
пасности применения различных схем лечения с фура-
золидоном. Установлено, что комплекс с куркумином 
может быть перспективным средством для сниже-
ния его токсичности. Доказано, что куркумин ослаб- 
ляет фуразолидон-индуцированное повреждение 
ДНК и апоптоз в клетках гепатоцитов L02 человека пу-
тем ингибирования продукции АФК и митохондриаль-
ного пути  [29]. Результаты подобных исследований 
подтверждают, что куркумин может предотвращать 
фуразолидон-индуцированную цитотоксичность и 
остановку S-фазы [30, 31]. 

Весьма активно ведутся разработки ЛП с фуразоли-
доном в области ветеринарии. В патенте RU2085207С1 
описано изготовление суппозиториев, которые вклю-
чают фуразолидон, диметилсульфоксид, карбахолин, 
противовоспалительное вещество на растительной 
основе и в качестве наполнителя – полиэтиленоксид. 
Внутриматочное средство используется как для про-
филактики, так и для лечения эндометрита у коров. 
Оно обладает наряду с противомикробным действи-
ем высокой противовоспалительной активностью, что 
приводит к сокращению срока излечения животных и 
уменьшению расхода препарата [32].

Разработан комбинированный препарат для лече-
ния желудочно-кишечных болезней телят, протекаю-
щих с признаками диареи [33]. 

Фурагин (фуразидин) является одним из самых по-
пулярных нитрофуранов и широко используется в ряде 
изобретений в качестве ДВ для лечения кровоточащих 
травматических повреждений, плоских гранулирую-
щих вялотекущих ран в стадии регенерации, ожогов 
II и IIIа степеней, трофических язв, пролежней при за-
живлении донорских участков, а также в качестве кос-
метических средств в виде масок для лица, компрессов 
после косметических процедур и т.д.

Разработана композиция для лечения ран [34], из-
готовленная на основе природных биополимеров и 
представляющая собой полиэлектролитный белко-
во-полисахаридный комплекс, ковалентно сшитый 
полифункциональными эпоксисоединениями с до-
бавлением различных ДВ, например, фуразидина. Из-
делие на основе композиции может быть выполнено 
в виде коллоидного раствора, гидрогеля, пленки, губ-
ки, порошка, косметической маски, косметического 
компресса.

Изделия проявляют хорошо выраженное гемоста-
тическое действие, ускоряют процессы регенерации 
и эпителизации, хорошо абсорбируют экссудат, сох- 
раняя целостность после абсорбции, обеспечивают 
пролонгированный выход в рану иммобилизованных 
препаратов, снимают болевые ощущения, обладают 
антимикробной активностью, способны к биодеграда-
ции, поддерживают поступление кислорода в область 
раны, являются барьером для проникновения микро-
бов, не токсичны, сокращают время лечения и просты 
в использовании. При использовании в качестве масок 
в косметологии изделия имеют отличную гидратирую-
щую способность, легко и полно удаляются.

Высокая растворимость в воде калиевой соли фу-
разидина, открывает широкие возможности приме-
нения этого ДВ в различных ЛФ. Особенно часто как 
противомикробное средство фурагин используют в 
перевязочных средствах.

Повязка для закрытия и лечения ожогов описа-
на в патенте RU2275179С2. В повязке текстильным но-
сителем ДВ лечебного слоя может являться перфори-
рованное хлопчатобумажное трикотажное полотно 
или сетка, где перфорация полотна выполнена в ви-
де сквозных каналов, суммарная площадь отверстий, 
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которых составляет от 20% до 40% общей площади. 
Лечебный слой пропитан водным раствором поли-
этиленгликолей и в качестве ДВ антисептического и 
анестезирующего действия может содержать: хлор-
гексидин, фурагин, йодопирон, повидон йода, хинозол 
или диоксидин. Поверх лечебного слоя расположен 
сорбционный слой, выполненный из нетканого полот-
на, который обеспечивает сорбционную способность 
повязки не менее 10 г/г [35].

Салфетка для лечения ран используется в лечеб-
но-профилактических целях для лечения лучевых ре-
акций при проведении курса радиотерапии. Содержит 
льно-вискозный носитель с нанесенным полимером – 
альгинатом натрия и введенным в него ДВ. В качестве 
ДВ могут быть нанесены такие малорастворимые пре-
параты, как фурагин, метронидазол, 5-фторурацил, 
мексидол, а также биологически активные вещества – 
прополис, экстракты облепихи и черники [36].

Еще одно изобретение относится к получению 
биополимерных волокон из хитозана методом элект- 
роформования и нетканого волокнисто-пористого ма-
териала на их основе для получения полотна биомеди-
цинского назначения в качестве биологической повяз-
ки для лечения ран. В качестве противомикробного ДВ 
используются фурагин и др. [37].

Предлагаемое патентом RU2626671C2 лекарствен-
ное средство (ЛС) выполнено в виде порошка и со-
держит азотосодержащее ДВ, генерирующее мон- 
оксид азота в пораженной ткани, например, фурагин 
или его калиевую соль, и дополнительно цитохром С, 
аскорбиновую кислоту или натрия аскорбат, цинка ок-
сид, и вспомогательные вещества. Оксид азота ока-
зывает опосредованное благоприятное действие на 
раневой и воспалительный процесс, усиливая секре-
цию цитокинов, индуцируя фагоцитоз бактерий и не-
кротического детрита нейтрофилами и макрофагами, 
способствуя эндотелиальной релаксации и агрегации 
тромбоцитов. Таким образом высокая эффективность 
при лечении долго незаживающих поражений мягких 
тканей организма обусловлена высокой генерацией 
монооксида азота в пораженной ткани и его антиокси-
дантной, антимикробной и особенно вазодилататор-
ной активности за счет совместного введения в состав 
ДВ. А также противовоспалительным, абсорбирующим 
и подсушивающим действием за счет введения в сос- 
тав цинка оксида [38].

Представленное в патенте RU2247580C2 изобре-
тение предназначено для первичной обработки ран 
и представляет собой многослойный материал из гид- 
рофильного текстильного материала, покрытого по 
меньшей мере двумя слоями биосовместимого и био-
разлагаемого полимера с иммобилизованными ЛС. 
Слой расположенный на текстильном материале со-
держит антимикробное средство (фуразидин) и дру-
гие дополнительные, а наружный слой, обращенный 
к ране – анестезирующее и антимикробное, возможно 
гемолитическое ЛС. Наложение повязки снимает бо-
левой синдром, ускоряет процесс заживления и сокра-

щает время лечения благодаря атравматической сме-
не условий лечения без замены повязок [39]. 

Предложено средство для местного консерва-
тивного лечения красного плоского лишая слизистой 
оболочки полости рта. Предлагаемое средство содер-
жит в качестве гидрофильной мукоадгезивной осно-
вы кремнийхитозансодержащий глицерогидрогель, 
и слабокислый водный раствор хитозана, а в качест- 
ве ДВ используют фурагин и анестезин. Способ лече-
ния предполагает нанесение средства на поражен-
ные участки поверхности слизистой оболочки путем 
аппликации. Средство обладает выраженной раноза-
живляющей и регенерирующей активностью, может 
применяться как в качестве самостоятельного ЛС, так 
и в комплексной терапии при всех формах красного 
плоского лишая слизистой оболочки полости рта [40]. 

Мазь для лечения ран, содержит в качестве актив-
ного компонента масло семян тыквы и основу, из по-
лиэтиленгликоля-1500 или его смеси с полиэтилен-
гликолем-400, а в качестве ДВ антимикробный агент: 
димексид, фурагин, хлоргексидин или их смеси. Заяв-
ленное средство снижает число гнойных осложнений 
огнестрельных ран, ускоряет очищение и заживления 
раны и заполнение ее грануляционной тканью [41].

Известен биоразлагаемый шовный хирургический 
материал с покрытием, где ядро нити представлено 
полиамидной крученой или плетеной нитью, а пленоч-
ное покрытие является оболочкой из биоразлагаемо-
го полимера, представляющей собой полимолочную 
кислоту, содержащую ДВ – фурагин [42].

Также фурагин востребован в медицине и ветери-
нарии для лечения бактериальных вагинальных ин-
фекций [43]. Предложено лечебно-профилактическое 
средство для телят, содержащее сульфадимезин, фура-
гин, рибофлавин, глюкозу и белотин. Средство позво-
ляет при лечении ликвидировать патологический про-
цесс и восстановить защитные силы организма, а при 
профилактике повысить неспецифическую резистент-
ность организма [44]. 

Несмотря на то, что история использования нит- 
рофуранов для наружного применения насчитыва-
ет более полувека, ДВ этой группы до сих пор находят 
широкое применение в лечении различных заболева-
ний благодаря широкому спектру действия и низкой 
резистентности микрооганизмов. Однако низкая раст- 
воримость фурацилина и фуразолидона значительно 
ограничивает возможности применения как существу-
ющих ЛС для наружного применения (таблеток), так и 
возможности разработки новых ЛП. Для фуразидина 
проблема низкой растворимости была решена путем 
создания солевой формы, растворимой в воде.

Одним из эффективных приемов повышения раст- 
воримости ДВ является метод получения твердых дис-
персий (ТД). ТД – это би- или многокомпонентные 
системы, состоящие из ДВ и носителя, представляю-
щие собой высоко диспергированную твердую фазу 
ДВ или молекулярно-дисперсные твердые растворы 
с частичным образованием комплексов переменного 
состава с материалом носителя [55].
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В связи с этим на базе ФГАОУ ВО Первый МГМУ 
им.  И.  М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский 
Университет) проводятся исследования, посвященные 
возможности получения ТД фурацилина и фуразоли-
дона с полимерами для повышения их растворимости 
с целью дальнейшей разработки твердых (быстро- 
растворимых) и мягких (гелей) ЛФ.

Так, в изобретении RU2578456 раскрыт способ по-
лучения быстрорастворимых ЛФ фурацилина с повы-
шенной фармацевтической биодоступностью. За счет 
образования ТД с поливинилпирролидоном-10000 
достигается увеличение растворимости ДВ в воде в 2 
раза по сравнению с исходным ДВ, а также увеличение 
скорости растворения вещества. Таким образом ре-
шается проблема низкой растворимости ДВ в воде. 
Изобретение дает возможность получения быстро- 
растворимых таблеток и гранул фурацилина [6, 7,  
14, 55].

Повышение растворимости нитрофурала в воде 
дает возможность введения фурацилина в мягкие во-
дорастворимые ЛФ. В настоящее время ведутся ис-
следования по разработке состава и технологии ге-
лей с ТД фурацилина. Получены стабильные составы 
с концентрацией ДВ 0,02% и 0,04%, проведена оцен-
ка качества разработанных составов по критериям 
нормативной документации, исследована их стабиль-
ность в процессе хранения, определен срок годности 
и условия хранения разработанных составов гелей 
фурацилина. Подана заявка на изобретение «Состав 
геля фурацилина (варианты) и способ его получения 
(варианты)». 

Также ведутся работы по повышению раство-
римости и скорости растворения в воде ещё одного 
представителя группы нитрофуранов – фуразолидона 
методом ТД с использованием поливинилпирролидо-
нов с различной молекулярной массой и полиэтилен-
гликолей с различной степенью полимеризации. На 
основе полученных ТД фуразолидона ведется разра-
ботка состава и технологии твердых (быстрораствори-
мых) ЛФ – гранул и таблеток, а также мягкой ЛФ – гелей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработка твердых (быстрорастворимых) и мяг-

ких (гелей) ЛФ производных нитрофурана (фурацили-
на и фуразолидона) с применением метода твердых 
дисперсий для повышения их растворимости являет-
ся актуальной проблемой современной фармацевти-
ческой науки.
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Резюме 
Введение. В связи с ростом общехирургических заболеваний, лечение и остановка кровотечений является важной проблемой медицины и 
фармации. Имеющийся ассортимент гемостатиков не всегда соответствует потребностям медицинской практики и не обеспечивает широту 
выбора лекарственных средств. Учитывая большую потребность в лекарственных препаратах для остановки кровотечений, их разработка 
является актуальной задачей для современной фармацевтической промышленности. Одним из перспективных направлений является 
разработка гемостатической мази . Мягкие лекарственные формы с оптимальными реологическими показателями характеризуются хорошей 
степенью намазываемости и легкой экструзией из туб. В настоящей работе предложен состав и технология получения гемостатической мази 
с нанокомпонентом. 
Цель. Обоснование оптимального состава путем изучения реологических показателей и разработка технологии получения мази с 
наночастицами для остановки кровотечений.
Материалы и методы. Материалом для исследования служила фармацевтическая субстанция кислота аминокапроновая (ФС.2.1.0001.15), 
железа III хлорид (ГОСТ 4147-74), наночастицы оксида железа (ГОСТ Р 57909-2017). Наночастицы, используемые в данной работе, получены 
левитационно-струйным методом в среде газа-носителя. В работе использованы технологические и физико-химические методы исследований. 
Методически подробно охарактеризован метод ротационной вискозиметрии на приборе вискотестер Haake VT550. Статистическую обработку 
результатов проводили по методикам ГФ ХIV с использованием стандартных компьютерных программ.
Результаты и обсуждение. В результате проведения исследования установлено, что вязкость исследуемых образцов мази постепенно 
уменьшалась с увеличением скорости сдвига, но имела нелинейный характер. Данная зависимость характерна для систем с пластическим 
типом течения и характеризует исследуемые образцы как структурированную дисперсную систему. Также установлено, что образцы мазей с  
наночастицами обладали тиксотропными свойствами. Это, в свою очередь, служит показателем хорошей намазываемости и экструзии из туб. 
Заключение. Предложена технология получения и спроектирована технологическая схема производства гемостатической мази с 
наночастицами. 

Ключевые слова: гемостатик, реологические показатели, вязкость, наночастицы, предел текучести, технология получения.
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Abstract
Introduction. Due to the growth of general surgical diseases, the treatment and cessation of bleeding is an important problem of medicine and 
pharmacy. The existing range of hemostatics does not always meet the needs of medical practice and does not provide a wide choice of drugs. 
Given the great need for drugs to stop bleeding, their development is an urgent task for the modern pharmaceutical industry. One of the promising 
areas of the creation of dosage forms is the development of hemostatic ointment. Soft dosage forms with optimal rheological characteristics are 
characterized by a good degree of spreading and easy extrusion of tubes. In the present work, the composition and technology of hemostatic 
ointment with a nanocomponent was proposed.
Aim. Justification of the optimal composition by studying the rheological parameters and the development of technology for producing a soft 
dosage form with nanoparticles to stop bleeding.
Materials and methods. The pharmaceutical substance was aminocaproic acid (FS.2.1.0001.15), iron III chloride (GOST 4147-74), iron oxide 
nanoparticles (GOST R 57909-2017). The nanoparticles used in this work were obtained by a levitation jet method in a carrier gas medium. The work 
used technological, physical and chemical research methods. The method of rotational viscometry on the instrument Haake VT550 viscometer is 
described methodically in detail. Statistical processing of the results was carried out according to the GF XIV methods using standard computer 
programs.
Results and discussion. As a result of the study, it was found that the viscosity of the ointment samples studied gradually decreased with an increase 
in shear rate, but was non-linear. This dependence is characteristic of systems with a plastic type of flow and characterizes the samples under study 
as a structured dispersed system. It was also found that the samples of the soft dosage form had thixotropic properties. This in turn serves as an 
indicator of good lubrication and extrusion of tubes.
Conclusion. A production technology has been proposed and a technological scheme for the production of a hemostatic soft dosage form with 
nanoparticles has been designed.
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ВВЕДЕНИЕ
Кровотечение является угрожающим и опасным 

спутником многих ранений, повреждений и опера-
ционных вмешательств. В связи с ростом общехи-
рургических заболеваний, лечение и остановка кро-
вотечений является важной проблемой медицины и 
фармации. Имеющийся ассортимент гемостатических 
лекарственных средств не всегда соответствует по-
требностям медицинской практики и не обеспечивает 
широту выбора [1]. Учитывая небольшую долю сущест- 
вующих в настоящее время гемостатических лекарст- 
венных средств в виде мягких лекарственных форм, 
разработка мази для остановки кровотечений явля-
ется актуальной задачей современной фармацевтичес- 
кой промышленности.

Реологические параметры оказывают непосредст- 
венное влияние на качество, стабильность готовой ле-
карственной формы, высвобождение лекарственных 
веществ из мазевой основы, удобство и легкость нане-
сения, фасуемость и экструзию из туб [2]. Процесс на-
несения и распределения мази на поверхности кож-
ных покровов схож с процессом, происходящим во 
время сдвига вязкопластичного материала в ротаци-
онном вискозиметре, а затраченное усилие – напряже-
нию сдвига, характеризующему сопротивляемость ма-
териала сдвиговым деформациям при определенной 
скорости. Поэтому важной задачей становится разра-
ботка мягкой лекарственной формы с оптимальными 
реологическими показателями, поскольку они объек-
тивно характеризуют качество и свойства лекарствен-
ных средств [3].

В рамках поставленной задачи нами был разрабо-
тан состав гемостатического средства, включающий 
хлорид железа (III), аминокапроновую кислоту и нано-
частицы оксида железа (Fe2O3). При создании гемоста-
тической мази принималось во внимание, что железо 
является действующим веществом многих известных 
лекарственных препаратов, входит в состав гемогло-
бина, миоглобина крови, а также ферментов организ-
ма. Аминокапроновая кислота по механизму действия 
относится к ингибиторам активаторов профибрино-
лизина и тормозит его превращение в фибриноли-
зин. Стимулирует образование тромбоцитов, сенси-
билизирует тромбоцитарные рецепторы к тромбину, 
тромбоксану А2 и другим эндогенным агрегантам [4]. 
Наночастицы оказывают антисептическое действие, 
улучшают проникновение действующих веществ в 
очаг кровотечения и пролонгирование эффекта [5]. 
В качестве водорастворимой основы использова-
ли смесь полиэтиленгликолей (ПЭГ) с молекулярны-
ми массами 400 и 1000. Данная основа демонстриру-
ет хорошую биосовместимость, биоразлагаемость и 
гидрофильность.

Целью исследования являлось обоснование соста-
ва путем изучения реологических показателей и раз-
работка технологии получения мази с наночастицами 
для остановки кровотечений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования выступало гемостатичес- 

кое средство следующего состава (таблица 1):

Таблица 1. Состав гемостатического средства

Table 1. The composition of the hemostatic agent

Ингредиент Нормативная 
документация Масса, г

Кислота 
Аминокапроновая

ФС.2.1.0001.15, ГФ XIII изд.
ГОСТ 7850-2013 5,0

Железа III хлорид ТУ 2152-003-68879995-2014
ГОСТ 4147-74 2,0

Полиэтиленгликоль-400 ТУ 2481-008-71150986-2006 74,4

Полиэтиленгликоль-1000 ТУ 2481-008-71150986-2006 18,6

Наночастицы Fe2O3 ГОСТ Р 57909-2017 0,01–1,0

Оборудование: Ротационный вискозиметр HAAKE 
Viscotester 550 (вискотестер VT 550) (фирма HAAKE, Гер-
мания), диапазон вязкости 1–109 мПа  .  с., весы анали-
тические СЕ224-С (Сартогосм, Россия) ГОСТ Р 53228, 
обеспечивающие точность однократного взвешива-
ния с пределами допускаемой абсолютной погреш-
ности не более ±0,5 мг, генератор ультразвуковой типа 
УЗГ-10, общей мощностью 10 кВт (Ультра-Резонанс, Рос-
сия), мешалка магнитная IKA C-MAG HS 7 с подогревом 
(фирма IKA, Германия), просвечивающий электронный 
микроскоп СМ30 Philips CM30 (Нидерланды).

Реактивы: 
Кислота Аминокапроновая (х.ч., ООО «Полисин-

тез», Россия), ГОСТ 7850-2013.
Хлорид железа III 6-вод. (х.ч., ОАО «Бром», Россия), 

ГОСТ 4147-74.
Вода очищенная, ФС.2.2.0020.15.
ПЭГ-400 , ТУ 2481-008-71150986-2006.
ПЭГ-1000, ТУ 2481-008-71150986-2006.
Обработка данных производилась программным 

обеспечением, результаты представляются в виде 
графиков.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реологические свойства были изучены для мази, 

которая включала в свой состав кислоту аминокапро-
новую, железа III хлорид, ПЭГ-400, ПЭГ-1000, наночасти-
цы Fe2O3. Для данного исследования было изучено 4 
модельных образца мазей с различным содержанием 
наночастиц оксида железа: 0,01%, 0,10%, 1,00% и конт- 
рольный образец. В качестве контрольного образца 
выступала мазь без добавления наночастиц.

Реологические исследования экспериментальных 
образцов проводили при комнатной температуре с 
помощью ротационного вискозиметра Вискотестер 
Haake VT550. Образец в количестве 10,0 мл помещали 
в камеру, затем опускали шпиндель, который приводи-
ли во вращение. Измерения вязкости η (Па · с), напря-
жения сдвига τ (Па), скорости сдвига Dr (с-1) проводи-
ли путем увеличения числа оборотов шпинделя от 20 
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до 100 об/мин, достигая постоянных показателей при 
максимальном вращении и последующего уменьше-
ния скорости вращения шпинделя. Встроенный мик- 
ропроцессор на основе регистрируемых значений 
скорости вращения, крутящего момента и известной 
геометрии измерительной системы (системный фак-
тор) рассчитывал вязкость в Па ∙ с, скорость сдвига в с-1 
и касательное напряжение в Па. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определение значения вязкости  
гемостатической мази

Известно, что большинство мазей и гелей под вли-
янием механических сил ведут себя как упругие тела, 
обладающие обратимой деформацией. При этом с из-
менением условий, в т.ч. деформирующей силы (напря-
жения сдвига), скорости течения (градиента скорости 
сдвига), температуры, степени гомогенизации и дру-
гих переменных факторов, изменяется и вязкость ма-
зей в довольно широких пределах [6].

Эффективную вязкость [7] рассчитывали по 
формуле: 

η =
R

Dr
, (1)

где η – эффективная вязкость, Па  ·  с; R – касательное 
напряжение сдвига, Па; Dr – скорость сдвига, с-1.

По рассчитанным значениям для каждого образца 
мази строили графики зависимости средних значений 
касательного напряжения сдвига и эффективной вяз-
кости от градиента приложенной скорости, по кото-
рым судили о типе течения системы (таблица 2, рису-
нок 1).

Проведенные исследования зависимости величи-
ны эффективной вязкости от скорости сдвига образ-

цов показали, что вязкость резко падает с возраста-
нием скорости сдвига, то есть наблюдается обратно 
пропорциональная зависимость значений эффектив-
ной вязкости от значений скорости сдвига во всем ин-
тервале скоростей (0–300 с-1).

Таблица 2. Фрагмент данных «Зависимость значений  
эффективной вязкости от скорости сдвига»

Table 2. Data fragment «The dependence of the effective viscosity  
values on the shear rate»

Скорость 
сдвига 

(1/s)

Значение эффективной вязкости (Па·с)

Образец 1
(0,01%*)

Образец 2
(0,10%)

Образец 3
(1,00%)

Контрольный 
образец

23,74 12,89 8,096 2,567 9,907

34,06 9,445 6,094 2,201 7,613

44,51 7,770 4,908 2,033 6,369

54,70 6,484 4,284 1,837 5,584

86,44 4,754 3,227 1,419 4,196

91,60 4,539 3,079 1,359 3,994

102,20 4,224 2,861 1,305 3,721

124,50 3,728 2,551 1,166 3,222

130,20 3,604 2,471 1,152 3,157

135.60 3,446 2,411 1,139 3,115

140.80 3,378 2,395 1,118 3,024

161,10 3,123 2,248 1.039 2,815

196,90 2,710 2,121 0,959 2,473

201,90 2,654 2,103 0,953 2,452

238,00 2,376 1,895 0,902 2,261

258,70 2,321 1,807 0,875 2,142

274,30 2,287 1,741 0,859 2,043

279,30 2,266 1,749 0,853 2,014

295,10 2,177 1,688 0,841 1,995

300,10 2,171 1,677 0,841 1,942

Примечание: * – указана концентрация наночастиц Fe2O3.

Note: * – the concentration of Fe2O3 nanoparticles is indicated.

Для образца № 1 (концентрация наночастиц 0,01%) 
и для образца № 2 (концентрация наночастиц 0,1%) 
вязкость резко падает в диапазоне скорости сдвига 
30–100 с-1, а для образца № 3 (концентрация наночас- 
тиц 1,0%) кривая вязкости почти параллельна базо-
вой кривой, что свидетельствует о незначительном из-
менении показателя нелинейности. Для контрольного 
образца гемостатической мази кривая вязкости (базо-
вая кривая) находится между кривыми образцов № 1 и 
2. Можно сделать вывод, что системы с наночастицами 
с концентрацией 0,01 и 0,1% обладают лучшими вязко-
текучими свойствами, это обусловлено деформацион-
ным поведением и способностью к восстановлению 
деформации. 

Коэффициент вязкости мази с максимальной кон-
центрацией наночастиц (1,0%) меняется с ростом ско-
рости сдвига незначительно, т. е. для данного образца 

Рисунок 1. Кривые вязкости образцов гемостатической мази

Figure 1. Viscosity curves for hemostatic ointment samples
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характерен ньютоновский характер течения. Реоло-
гия таких систем описывается линейной функцией, 
что говорит о том, что исследуемый образец имеет 
недостаточные вязкопластичные свойства для равно-
мерного извлечения из упаковки. Остальные образ-
цы мази с низкими концентрациями наночастиц (0,01 
и 0,1%) имели характер подобно неньютоновской жид-
кости. Установлено, что их реология описывается сте-
пенной моделью. Реологическое уравнение степенно-
го закона описывается формулой:

τ γ= K n , (2)

где τ – напряжение сдвига; K – коэффициент консис- 
тенции; γ – скорость сдвига; n – показатель степенной 
зависимости (показатель нелинейности).

Значение показателя n указывает на степень не-
ньютоновского поведения жидкости в данном диа-
пазоне скоростей сдвига. Чем меньше n, тем больше 
истончается жидкость под воздействием сдвига в дан-
ном диапазоне скоростей сдвига и тем менее нелиней-
ным является график зависимости напряжения сдвига 
от скорости сдвига. Для мазей с низкими концентра-
циями наночастиц (0,01 и 0,1%) характерно вязкопла-
стичное течение. Для всех систем существует ярко вы-
раженный предел текучести, который соответствует 
300 с-1 скорости сдвига. 

Таким образом, установлено, что при измене-
нии концентрации наночастиц в лекарственной фор-
ме может меняться реологическая модель. Из анали-
за полученных данных установлено, что добавление 
наночастиц существенно влияет на реологические ха-
рактеристики мази.

Определение тиксотропных свойств.  
Построение реограмм течения

С целью изучения прочности структуры мази и 
определения наличия тиксотропных свойств постро-
ена тиксотропная система исследуемой основы, по-
казывающая зависимость напряжения сдвига τ (Па) 
от скорости сдвига Dr (с

-1). Данное свойство позволяет 
оценить возможность мази к восстановлению струк-
туры, что является важным при производстве и поз- 
воляет выдерживать механическое напряжение в про-
цессе гомогенизации. Последовательность изучения 
тиксотропности состояла из следующих этапов: опре-
деление напряжения сдвига при минимальной ско-
рости сдвига, что соответствует состоянию покоя; 
разрушение структуры образца при максимальной 
скорости сдвига; определение напряжения сдвига 
при минимальной скорости сдвига после разрушения 
структуры.

При исследовании графиков зависимости скорос- 
ти сдвига от напряжения (рисунок 2) сдвига установ-
лено, что реограммы течения образцов №  1 и 2 име-

ют нелинейный характер, что свидетельствует о тик-
сотропных свойствах системы.

Полученные кривые образцов мази № 1 и 2 (ре-
ограммы течения) имеют нелинейный характер и 
описываются восходящей и нисходящей кривыми, 
образуя так называемую «петлю гистерезиса». Вос-
ходящая кривая показывает разрушение и устойчи-
вость системы к приложенным нагрузкам. Мазь со-
храняет остаточную деформацию после разрушения 
структуры под влиянием ранее приложенного напря- 
жения. Нисходящая кривая показывает восстановле-
ние структуры образца при уменьшении воздейст- 
вия [8]. На основании данного свойства можно пред-
полагать хорошую намазываемость и способность 
выдавливаться из туб.

При проведении реологических исследований 
особый интерес представляет изменение структур-
но-механических свойств мазевых основ в диапазо-
не скоростей сдвига 3,0–5,4 с-1, соответствующих ско-
рости движения ладони при распределении мази по 
поверхности кожных покровов. Широкая петля гис- 
терезиса может свидетельствовать о том, что лекарст- 
венная форма обладает хорошей разжижаемостью 
при деформации и в последующем будет обладать лег-
костью нанесения при втирании. По формуле 3 были 
рассчитаны коэффициенты динамического разжиже-
ния образцов (Кд).

д
3,0 5,4

100,
3,0

K
η −η

= ⋅
η

(3)

где Кд – коэффициент динамического разжиже-
ния при Dr=3,0–5,4 с-1, %; η3,0 – эффективная вязкость 
при Dr=3,0  с-1, Па  ∙  с; η5,4 – эффективная вязкость при 
Dr=5,4 с-1, Па ∙ с.

Рисунок 2. Реограмма течения образца гемостатической мази 
№ 1 

Figure 2. Rheogram of sample hemostatic ointment flow № 1
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Рассчитанные коэффициенты динамического раз-
жижения Кд1, Кд2, Кд3, для образцов № 1, 2 и 3 составили 
соответственно 27,4, 21,54 и 11,7%. Это количественно 
подтверждает, то что при использовании образца ма-
зи № 1 (концентрация наночастиц 0,01%) будет более 
равномерное нанесение на поверхность кожи. 

В соответствии с реограммой течения мази мож-
но отнести к упруговязким лекарственным формам с 
преобладанием коагуляционных связей. Для таких 
систем характерно изменение формы, т. е. преобла-
дание текучести над упруговязкими свойствами. Ана-
лиз реограмм течения показывает, что образцы ма-
зи №  1 и 2 обладают тиксотропными свойствами, что 
в свою очередь свидетельствует о мягкой консистен-
ции. Таким образом, проведенные исследования пока-
зали, что образец № 1 (концентрация наночастиц Fe2O3 

0,01%) характеризуется наилучшими реологическими 
свойствами.

Из проведенных исследований следует, что ре-
ологические свойства композиций с наночастица-
ми зависят от нескольких факторов: характера осно-
вы, содержания действующих лекарственных веществ 
и нанокомпонента. При изучении влияния концент- 
рации наночастиц показано, что введение их в кон-
центрации 1,00% и более ухудшает вязкотекучие 
свойства. Это в последующем может оказать неблаго-
приятные эффекты, связанные с качеством нанесения 
мази (удержание на поверхности и диффузии действу-
ющих веществ в поврежденной области). В тоже время 
образцы мази с небольшим содержанием наночастиц 
(с концентрацией 0,01–0,1%) вызывают особый интерес 
тем, что они характеризуются удовлетворительными 
структурно-механическими свойствами.

Разработка технологии изготовления мази  
с наночастицами для остановки 
кровотечений

На основании данных реологических исследова-
ний был выбран оптимальный состав и разработана 
технология мази для остановки кровотечений (табли-
ца 3 и рисунок 3).

Таблица 3. Оптимальный состав гемостатической мази  
(на 100 г готового продукта)

Table 3. The optimal composition of hemostatic ointment  
(per 100 g of finished product)

Ингредиент Нормативная 
документация Масса, г

Кислота 
Аминокапроновая

ФС.2.1.0001.15, ГФ XIII изд.
ГОСТ 7850-2013 5,0

Железа III хлорид ТУ 2152-003-68879995-2014
ГОСТ 4147-74 2,0

ПЭГ-400 ТУ 2481-008-71150986-2006 74.4

ПЭГ-1000 ТУ 2481-008-71150986-2006 18,6

Наночастицы Fe2O3 ГОСТ Р 57909-2017 0,01 

Технология изготовления мази включала следую-
щие этапы: вспомогательные работы (санитарная под-
готовка производства, подготовка вспомогательных 
материалов и оборудования, синтез наночастиц), ста-
дии технологического процесса (приготовление ос-
новы, получение и гомогенизация мази, контроль 
качества) и заключительные операции (фасовка, упа-
ковка, маркировка).

ВР 2. Подготовка вспомогательных 
материалов

ВР. 2.2. Подготовка действующих веществ.
Отвешивали на аналитических весах 2,00 г суб-

станции хлорида железа (III) и 5,00 г аминокапроновой 
кислоты. Исходя из растворимости субстанций, входя-
щих в состав фармацевтической композиции, к смеси 
добавляли 1,0 мл. воды очищенной, смесь тщательно 
перемешивали.

ВР. 2.3. Синтез наночастиц железа.
Наночастицы могут быть получены различными 

методами [9], например, низкотемпературным восста-
новлением водородом и методом температурной кон-
денсации по Гену-Миллеру. 

Наночастицы Fe2O3, используемые в данной рабо-
те, были получены левитационно-струйным методом 
в среде газа-носителя (методом газофазного синтеза) 
в Институте физики металлов Уральского отделения 
Российской академии наук. Металл, в данном случае 
железо, разогревается высокочастотным магнит-
ным полем до температуры 2100 °С, находясь в токе 
инертного газа-носителя, уносящего капли металла. 
При этом к газу-носителю дополнительно примеши-
вается кислород [10]. По данным электронной мик- 
роскопии наночастицы имели сферическую форму и 
состояли из металлического сердечника и оксидной 
оболочки, полученной в результате контролируемого 
окисления при пассивации, и состоящей из магнетика 
Fe2O3, эпитаксиально связанного с кристаллической 
решеткой сердечника. Средний размер частиц варьи-
ровался в зависимости от параметров процесса от 6 
до 75 нм.

ТП 3. Приготовление мази

ТП 3.1. Диспергирование наночастиц в основе 
мази. На лабораторных весах отвешивали количество 
ПЭГ-400 – 74,4 г. Вносили необходимое количество на-
ночастиц магнетита в раствор ПЭГ-400. Диспергирова-
ли смесь 3 раза по следующей схеме: в течение 30 се-
кунд подвергали раствор ультразвуковой обработке, 
затем перерыв – 1 минута, при постоянном контроле 
экзотермического процесса (температура не долж-
на превышать 40  °C). Более высокая температура мо-
жет вызвать изменение физико-химических свойств 
наночастиц и изменение биологической активности 
препарата.
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Рисунок 3. Технологическая схема производства гемостатической мази с наночастицами

Figure 3. Technological scheme of the production of hemostatic ointment with nanoparticles
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ТП 3.2. Приготовление мазевой основы. На ве-
сах лабораторных отвешивали необходимые 18,6 г 
ПЭГ-1000. В емкость для плавления основы загружа-
ли отвешенное количество ПЭГ-1000, плавили в тече-
ние 10 минут при температуре 65±5 ºС. Нагрев емкос- 
ти осуществляли на бане водяной лабораторной с 
электрическим подогревом. Температуру в водяной 
бане контролировали термометром. Полноту плавле-
ния контролировали визуально по отсутствию нерас-
плавленных кусков.

ТП 3.3. Смешивание ПЭГ-400 и наночастиц 
магнетита с действующими веществами. К смеси 
ПЭГ-400 с наночастицами железа вносили раствор, со-
держащий аминокапроновую кислоту и хлорид желе-
за (III). Перемешивали до однородной консистенции. 

ТП 3.4. Получение и гомогенизация мази. Ох-
лажденную основу до 40–45 °С смешивали со смесью 
действующих веществ и наночастиц магнетита. В це-
лях лучшей степени гомогенизации смесь обрабатыва-
ли ультразвуком в течение 2 минут [11]. Контроль рав-
номерного распределения действующих веществ в 
расплавленном концентрате осуществляли визуально 
по достижению однородной окраски основы.

Готовая лекарственная форма представляла собой 
гуcтую, oднopoдную массу от темно-коричневого до 
черного цвета со специфическим запахом. Упаковыва-
ли в алюминиевую тубу (ГОСТ 17768-90).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В заключение статьи необходимо отметить:

1.	 Установлено уменьшение вязкости образцов мази 
при увеличении скорости сдвига. Данная зависи-
мость характерна для систем с пластическим типом 
течения и характеризует исследуемые образцы как 
структурированную дисперсную систему.

2.	 Исследуемые образцы мази № 1 и 2 (концентрация 
наночастиц 0,01 и 0,1%) обладали удовлетворитель-
ной степенью намазываемости и экструзии из туб.

3.	 Рассчитанные коэффициенты динамического разжи-
жения Кд1, Кд2, Кд3, для образцов № 1, 2 и 3 составили 
соответственно 27,4, 21,54 и 11,7%, что количествен-
но подтверждает более равномерное нанесение на 
кожу при применении образцов мазей № 1 и 2.

4.	 Лучшими реологическими свойствами обладал об-
разец № 1 с концентрацией наночастиц 0,01%.

5.	 Предложена технология получения и технологи-
ческая схема производства гемостатической мази 
с наночастицами.
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Резюме 
Введение. Рациональной является фиксированная комбинация кетопрофена, метилсалицилата и L-ментола в форме крем-геля. Кетопрофен 
образует соли с основаниями и сложные эфиры с веществами, содержащими гидроксильные группы. Кетопрофен практически нерастворим 
в воде, а растворимость солей кетопрофена намного выше, что может привести к его различной локализации в эмульсии м/в и повлиять на 
профиль примесей кетопрофена, образующихся при этерификации. 
Цель. Цель работы – исследовать влияние распределения кетопрофена в крем-гелях на образование примесей в процессе хранения. 
Материалы и методы. Исследовали крем-гели, содержащие 2,5% кетопрофена, 5% L-ментола и 10% метилсалицилата с рН 5,5 или рН 6,8, при 
изготовлении которых кетопрофен растворяли в смеси L-ментол – метилсалицилат или смешанном растворителе вода – пропиленгликоль 
(ПГ) – диэтиленгликоля моноэтиловый эфир (ДГМЭ). Методом жидкостной хроматографии проводили идентификацию примесей, а также 
определяли распределение кетопрофена между фазами эмульсии и содержание примесей в крем-гелях. Реологические свойства крем-
гелей исследованы методом ротационной вискозиметрии, а их микроструктура – методом оптической микроскопии. 
Результаты и обсуждение. Исследовано образование сложных эфиров кетопрофена с ПГ, ДГМЭ и L-ментолом в крем-гелях. Показаны 
различия в локализации кетопрофена в фазах эмульсии м/в при рН 5,5 и рН 6,8. Образующиеся примеси идентифицированы по временам 
удерживания их пиков на хроматограммах, УФ спектрам и масс-спектрам. Установлено, что при хранении содержание сложных эфиров 
кетопрофена с ПГ, ДГМЭ и L-ментолом возрастает; скорость их образования оказывается меньше при рН=6,8 и введении кетопрофена 
в виде соли с трометамолом в дисперсионную среду крем-геля. Однако при этом образуются три примеси, которые по УФ спектрам 
идентифицированы как продукты разложения метилсалицилата. При хранении крем-гелей с рН=6,8 возрастает содержание продуктов 
разложения метилсалицилата, которые не обнаружены при рН=5,5. 
Заключение. При изготовлении крем-геля кетопрофен целесообразно растворять в смеси метилсалицилата с L-ментолом и нормировать 
рН на уровне 5,5. В качестве усилителей проникновения рационально использовать гидрофильные растворители без гидроксильных групп, 
что ограничит профиль примесей ментоловыми эфирами энантиомеров кетопрофена. 

Ключевые слова: кетопрофен, метилсалицилат, L-ментол, крем-гель, эмульсия м/в, гидрофильный растворитель, сложный эфир, примесь, 
хроматограмма, спектр. 
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Abstract
Introduction. The fixed combination of ketoprofen, methyl salicylate and levomenthol in the form of a cream-gel is rational. Ketoprofen forms salts 
with bases and esters with substances containing hydroxyl groups. Ketoprofen is practically insoluble in water, and the solubility of ketoprofen salts is 
much higher; this can lead to its different localization in the o/w emulsion and affect the profile of ketoprofen impurities resulting from esterification. 
Aim. The aim of the work is to study the effect of ketoprofen distribution in cream-gels on the formation of the impurities during storage. 
Materials and methods. Cream-gels with pH of 5,5 or 6,8 containing ketoprofen 2,5%, levomenthol 5% and methyl salicylate 10% have been studied. 
For their production, ketoprofen was dissolved in the mixture of levomenthol – methyl salicylate or in the mixed solvent of water – propylene glycol 
(PG) – diethylene glycol monoethyl ether (DGME). The impurities have been identified by liquid chromatography and the distribution of ketoprofen 
between the phases of the emulsion and the content of impurities in cream-gels have been determined by the same method. The rheological 
characteristics of cream-gels have been studied by viscosity-rotating viscometer method, and their microstructure – by optical microscopy. 
Results and their discussion. The formation of ketoprofen esters with PG, DGME and levomenthol in cream-gels have been studied. Differences 
in the localization of ketoprofen in the phases of the o/w emulsion at pH 5,5 and 6,8 have been shown. The formed impurities have been identified 
by the retention times of their peaks on chromatograms, by UV spectra and mass spectra. It has been established that during storage the content of 
ketoprofen esters with PG, DGME and levomenthol increased, but their formation rate was lower at pH=6,8 as well as at the adding of ketoprofen as 
a salt with trometamol into the dispersion medium of cream-gel. However, this resulted in formation of three impurities that were identified by UV 
spectra as decomposition products of methyl salicylate. When storing cream-gels with pH=6,8, the content of decomposition products of methyl 
salicylate, which were not detected at pH=5,5, increased. 
Conclusion. When making a cream-gel, ketoprofen is advisable to dissolve in a mixture of methyl salicylate and levomenthol and standardize the 
pH about 5,5. It is rational to use hydrophilic solvents without hydroxyl groups as penetration enhancers and the impurity profile could be limited 
to the menthol esters of the enantiomers of ketoprofen as a result.

Keywords: ketoprofen, methyl salicylate, levomenthol, cream-gel, o/w emulsion, hydrophilic solvent, ester, impurity, chromatogram, spectrum.
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ВВЕДЕНИЕ
При боли в суставах и мышцах для местного ле-

чения широко применяют гели кетопрофена, ока-
зывающие противовоспалительное и анальгетичес- 
кое действие [1, 2]. Для этих целей применяют мази и 
кремы с метилсалицилатом и ментолом [1, 2], а также 
крем-гели, содержащие метилсалицилат и ментол в 
комбинации с диклофенака диэтиламином или ниме-
сулидом  [2]. Рациональной является фиксированная 
комбинация кетопрофена, метилсалицилата и L-мен-
тола в форме крем-геля. При скрининговых исследова-
ниях на модели каррагенинового отёка лапы у крыс [3] 
показано, что противовоспалительный и анальгети-
ческий эффекты геля кетопрофена 2,5% составили со-
ответственно 37,7±1,6% и 30,1±3,4%, а крем-геля, со-
держащего 2,5% кетопрофена, 10% метилсалицилата и 
5% L-ментола, – 63,6±3,2% и 56,2±2,7%.

Кетопрофен представляет собой (2RS)-2-(3-бензо-
илфенил) пропановую кислоту и образует соли с орга-
ническими и неорганическими основаниями, а также 
сложные эфиры с веществами, содержащими гидрок-
сильные группы. Кетопрофен практически нераство-
рим в воде [4], но растворимость солей кетопрофена 
с органическими основаниями в воде и смешанных 
растворителях вода – этанол оказывается намного 
выше, что и обуславливает составы вспомогательных 
веществ в гелях кетопрофена [2]. Различие в раствори-
мости кетопрофена и солей кетопрофена может при-
вести к его различной локализации в дисперсионной 
среде и дисперсной фазе крем-геля. Это, в свою оче-
редь, может повлиять на профиль примесей кетопро-
фена, образующихся при хранении препарата вследст- 
вие реакции этерификации. 

Цель работы – исследовать влияние распределе-
ния кетопрофена в крем-гелях на образование приме-
сей в процессе хранения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследований использовали субстанции: ке-

топрофен («Societa Italiana Medicinali Scandic», Италия; 
серия 168.718, изготовлен 06.2012, дата повторного 
контроля 06.2017), метилсалицилат («Novacyl», Фран-
ция; серия FMS1215111, изготовлен 30.05.2012, дата  
повторного контроля 30.05.2017) и L-ментол 
(«Xiangsheng Perfume (Huaian) Co, Ltd», Китай; серия 
170314, изготовлен 24.03.2017, годен до 23.03.2020) [4]. 
Крем-гели имели следующий состав (г/100 г): кетопро-
фен 2,5, метилсалицилат 10,0, L-ментол 5,0, карбомер 
1,5, трометамол q.  s. (до требуемого рН), эмульгатор 
м/в 4,5, диэтиленгликоля моноэтиловый эфир (ДГМЭ) 
5,0, пропиленгликоль (ПГ) 10,0, вода очищенная до 
100,0. Лекарственные и вспомогательные вещества со-
ответствовали требованиям Европейской Фармакопеи 
[4]. В состав крем-гелей были введены два гидрофиль-
ных неводных растворителя ДГМЭ и ПГ, содержащие 

в молекулах, соответственно, одну и две гидроксиль-
ные группы и образующие с кетопрофеном в раство-
рах сложные эфиры [5, 6].

Исследование распределения кетопрофена в 
эмульсиях проводили следующим образом. В три де-
лительные воронки помещали растворы А и Б следую-
щих составов (в граммах):

1 воронка: раствор А – метилсалицилат 10,0 + 
L-ментол 5,0; раствор Б – кетопрофен 2,5 + ПГ 10,0 + 
ДГМЭ 5,0 + трометамол 2,94 + вода 60,25;

2 воронка: раствор А – метилсалицилат 10,0 + 
L-ментол 5,0 + кетопрофен 2,5; раствор Б – ПГ 10,0 + 
ДГМЭ 5,0 + вода 60,25;

3 воронка: раствор А – метилсалицилат 10,0 + 
L-ментол 5,0 + кетопрофен 2,5; раствор Б – ПГ 10,0 + 
ДГМЭ 5,0 + трометамол 2,94 + вода 60,25.

Эмульгировали раствор А в растворе Б путём 
взбалтывания; эмульсию выдерживали в делитель-
ной воронке в течение 3 суток до разделения фаз. От-
бирали пробы из верхнего и нижнего слоя, центри-
фугировали их в течение 10 мин с частотой вращения 
15000 об/мин и готовили испытуемые растворы:
•• 1,0 мл гидрофобной фазы в мерной колбе вмес- 

тимостью 50 мл растворяли в 40 мл метанола, 
доводили объём раствора метанолом до метки 
и перемешивали. 1,0  мл полученного раствора 
помещали в мерную колбу вместимостью 10 мл, 
доводили объём раствора метанолом до метки и 
перемешивали;

•• 1,0 мл гидрофильной фазы в мерной колбе вмес- 
тимостью 50 мл растворяли в 40 мл метанола, 
доводили объём раствора метанолом до метки 
и перемешивали. 2,0  мл полученного раствора 
помещали в мерную колбу вместимостью 10 мл, 
доводили объём раствора метанолом до метки и 
перемешивали.
Содержание кетопрофена в растворах определяли 

методом жидкостной хроматографии [4] по валидиро-
ванной методике [7] с использованием хроматографа 
модели LC-2010CHT Prominence-i («Shimadzu», Япония) 
в следующих условиях: колонка Inertsil ODS-2 разме-
ром 250×4,6 мм (размер частиц 5 мкм); подвижная фа-
за – фосфатный буферный раствор рН 2,5 и ацето- 
нитрил (50:50); скорость потока 1,5 мл/мин; темпера-
тура колонки 40 °С; температура автоинжектора 25 °С; 
детектор – спектрофотометрический, детектирова-
ние при длине волны 255 нм; объём вводимой пробы 
10 мкл; время хроматографирования 15 мин. 

Для приготовления раствора сравнения 25,36  мг 
стандартного образца (СО) кетопрофена BP CRS 
(Ketoprofen BP CRS, кат. № 668) помещали в мерную кол-
бу вместимостью 100 мл, растворяли в 80 мл метанола, 
доводили объём раствора метанолом до метки и пере-
мешивали. На рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные хроматограммы испытуемых растворов и раство-
ра сравнения.
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Крем-гели готовили двумя способами:
Способ 1. В метилсалицилате при перемешивании 

растворяли L-ментол и затем кетопрофен; смешивали 
раствор с эмульгатором. В воде диспергировали кар-
бомер до получения однородной дисперсии, которую 
смешивали с ПГ и ДГМЭ. В дисперсию вводили раствор 
кетопрофена и L-ментола в метилсалицилате и эмуль-
гировали, после чего при перемешивании массы кар-
бомер нейтрализовали водным раствором тромета-
мола до рН крем-геля 5,5.

Способ 2. В метилсалицилате при перемешивании 
растворяли L-ментол и смешивали раствор с эмуль-
гатором. В воде диспергировали карбомер до полу-
чения однородной дисперсии, которую смешивали 
с водным раствором трометамола до рН геля 5,5. В 
смеси ПГ и ДГМЭ при перемешивании растворяли ке-
топрофен и раствор смешивали с водным раствором 
трометамола, который брали в эквимолярном коли-
честве по отношению к кетопрофену с избытком 5%. 
Гель смешивали с раствором кетопрофена, вводили 
раствор L-ментола в метилсалицилате и эмульгирова-
ли до образования крем-геля, доводили рН до 6,8.

Для изготовления крем-гелей использовали ва-
куумный реактор-гомогенизатор РП-5 («Промвит», 
Украина). Для предотвращения образования газовой 
эмульсии процессы диспергирования, перемешива-
ния и эмульгирования вели под вакуумом глубиной от 
–0,05 МПа до –0,07 МПа. 

Микроструктуру гелей и крем-гелей определя-
ли методом оптической микроскопии [4] с помощью 
микроскопа с окуляр-микрометром «Krüss MBL 2100» 
(«А. Krüss Optronic», Германия). рН измеряли потенци-
ометрически [4] непосредственно в гелях и крем-гелях 
рН-метром «Metrohm 827 lab» («Metrohm AG, Швейца-

рия») с электродом типа «Porotrode» (кат. № 6.0235.100). 
Реологические исследования проводили методом ро-
тационной вискозиметрии на реовискозиметре с ко-
аксиальными цилиндрами «Rheolab QC» («Anton Paar», 
Австрия) [4]. Для определения структурной вязкости 
крем-гелей в зависимости от рН по способу 1 были из-
готовлены лабораторные образцы крем-гелей с рН от 
4,5 до 6,8.

Для определения эфиров кетопрофена навески 
крем-гелей (1,5 г) растворяли в 50 мл метанола и 
центрифугировали в течение 10 мин с частотой вра-
щения 12000 об/мин. Испытуемым раствором служи-
ла прозрачная жидкость над осадком. Испытуемые 
растворы и раствор сравнения готовили массо-объ-
ёмным способом. Навески взвешивали на аналити- 
ческих весах AUW-120 D («Shimadzu», Япония). Раство-
ры хроматографировали на жидкостном хроматогра-
фе Shimadzu Prominence-i LC-2030C 3D («Shimadzu», 
Япония) в следующих условиях: хроматографичес- 
кая колонка Discovery® RP Amide C16 размером 
250×4,6 мм (размер частиц 5 мкм); подвижная фаза А 
(ПФ А) – фосфатный буферный раствор рН 5,9 и аце-
тонитрил (70:30); подвижная фаза В (ПФ В) – фосфат-
ный буферный раствор рН 5,9 и ацетонитрил (30:70); 
состав подвижной фазы программируется: от (0–
4) мин ПФ А составляет 100%, ПФ В – 0%, (4–15) мин 
ПФ А (100→0) %, ПФ В (0→100) %, (15–35) мин ПФ А 
– 0%, ПФ В – 100%, (35–39) мин ПФ А (0→100) %, ПФ  
В (100→0) %, (39–42) мин ПФ А 100%, ПФ В 0%; ско-
рость потока 1,5 мл/мин; температура колонки 40 °С; 
температура автоинжектора 25 °С; детектор  – диод-
но-матричный в диапазоне от 200 нм до 400 нм, де-
тектирование при λ=255 нм; объём вводимой пробы 
10 мкл; время хроматографирования 42 мин. При хро-
матографировании снимали УФ спектры поглощения.

Для приготовления раствора сравнения 15,0 мг СО 
кетопрофена BP CRS помещали в мерную колбу тёмно-
го стекла вместимостью 100 мл, растворяли в 80 мл ме-
танола, доводили объём раствора метанолом до метки 
и перемешивали. 5,0 мл полученного раствора поме-
щали в мерную колбу тёмного стекла вместимостью 
25 мл, доводили объём раствора метанолом до метки 
и перемешивали. Количественное содержание эфиров 
кетопрофена рассчитывали по кетопрофену с учётом 
коэффициентов пересчёта по молекулярной массе [6].

В таблицах 1 и 2 и на рисунках 2 и 3, представле-
ны результаты валидации методики количественно-
го определения примесей кетопрофена. Диапазон её 
применения обусловлен тем, что в гелях кетопрофена 
допускается содержание кетопрофена этилового эфи-
ра ≤4,0% по спецификации в течение срока хранения 
и ≤0,2% (предельное определение) по спецификации 
при выпуске. Методика характеризуется достаточной 
сходимостью и правильностью (таблица 1) [8].

Подтверждена линейность методики в диапазоне 
её применения (рисунок 2, таблица 2).

Рисунок 1. Хроматограммы раствора кетопрофена в гидро-
фобной фазе (1), раствора кетопрофена в гидрофильной фазе 
(2) и раствора сравнения (3)

Figure 1. Chromatograms of ketoprofen solution in hydrophobic 
phase (1), ketoprofen solution in hydrophilic phase (2) and 
reference solution (3)

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



58 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, № 2

Таблица 1. Результаты анализов модельных смесей,  
содержащих от 5 до 125% кетопрофена по отношению  
к предельно допустимому содержанию примеси его эфира,  
их статистическая обработка и оценка

Table 1. The results of analyzes of model mixtures containing 
from 5 to 125% ketoprofen in relation to the acceptable limit  
of the impurity (its ester), their statistical processing  
and evaluation

№

Введено в % от 
номинальной 
концентрации  

(Xi, факт., %)

Найдено в %  
от номинальной 

концентрации 
(Yi, %)

Найдено в %  
к введённому 
Zi=100 . (Yi/Xi)

1 5,00 5,18 103,52

2 10,01 9,90 98,95

3 15,01 15,28 101,80

4 20,01 20,36 101,73

5 25,02 25,45 101,72

6 30,02 29,91 99,65

7 40,03 39,67 99,11

8 50,03 50,83 101,59

9 60,04 59,37 98,89

10 70,05 70,09 100,06

11 80,05 81,73 102,09

12 90,06 90,46 100,45

13 95,06 95,01 99,94

14 100,07 99,15 99,09

15 105,07 104,37 99,34

16 110,07 111,85 101,62

17 115,08 115,34 100,23

18 125,08 124,29 99,36

Среднее (Zср) 100,51%

Относительное стандартное отклонение 
(RSDz)

1,3573%

Относительный доверительный интервал (Δz)
Δz=t (95%, 18 – 1) . RSDz=1,7396 . 1,3573% 2,3611%

Критическое значение для сходимости 
результатов (ΔAs)

5,0%

Оценка сходимости: 2,3611<5,0%

Систематическая ошибка δ % = |Zср – 100| 0,51%

Критерий статистической незначимости систематической 
ошибки:

δ<Δz : 18=2,3611% : 4,24=0,56% 0,56%

Оценка правильности по критерию 
статистической незначимости: 0,56>0,51%

Критерий практической незначимости 
систематической ошибки: 
δ≤max δ=0,32×5,0% = 1,6%

1,6%

Оценка правильности по критерию 
практической незначимости: 1,6>0,51%

Общий вывод о методике: корректна

Специфичность методики проиллюстрирована 
на рисунке 3. По сравнению с хроматограммой раст- 
ворителя (1) на хроматограммах испытуемых раство-
ров крем-гелей 3 и 4, которые хранились 3 месяца при 
температуре (25±2)  °С, дополнительно присутству-
ют пики кетопрофена (Rt≈4,3 мин) и метилсалицилата 
(Rt≈10,5 мин). На хроматограмме 3 дополнительно об-
наружены пики с Rt≈11,6 мин, Rt≈14,3 мин и двойной 

пик с Rt≈26,4 мин и Rt≈26,9 мин, а на хроматограмме 
4  – пики с Rt≈6,8 мин, Rt≈7,4 мин и Rt≈10,1 мин. Пики 
разных веществ разделяются и имеют разные време-
на удерживания (Rt). Дополнительные пики на хрома-
тограмме 3 имеют характерный для кетопрофена УФ 
спектр с максимумом поглощения при λ=255  нм (ри-
сунок 4); пик с Rt ≈ 11,6 мин идентифицирован как пик 
кетопрофена ПГ эфира, а пик с Rt≈14,3 мин – как пик 
кетопрофена ДГМЭ эфира (см. хроматограммы 3 и 5 
на рисунке 3). Для идентификации использовали веще-
ства сравнения: кетопрофена ПГ эфир и кетопрофена  
ДГМЭ эфир, идентифицированные ранее по УФ спект- 
рам и масс-спектрам [5, 6]. Дополнительные пики на 

Рисунок 2. Линейная зависимость найденной концентрации 
кетопрофена от его введённой концентрации в нормализо-
ванных координатах

Figure 2. Linear relationship of the determined concentration 
of ketoprofen on its introduced concentration in normalized 
coordinates

Рисунок 3. Хроматограммы растворителя (1); раствора сравне-
ния кетопрофена (2); растворов крем-гелей, изготовленных 
по способу 1 (3) и способу 2 (4) после 3 месяцев хранения при 
температуре (25±2) °С; раствора кетопрофена ПГ эфира и ке-
топрофена ДГМЭ эфира (5). Значения Rt см. в тексте

Figure 3. Chromatograms of the solvent (1); ketoprofen reference 
solution (2); solutions of cream-gels produced according to 
method 1 (3) and method 2 (4) after 3-month storage at (25±2) °C; 
solution of ketoprofen PG ester and ketoprofen DGME ester (5). Rt 
values, see text
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хроматограмме 4 имеют УФ спектр с максимумом 
поглощения при λ=305 нм, характерный для метилса-
лицилата (рисунок 5), и идентифицированы как про-
дукты разложения метилсалицилата.

Таблица 2. Оценка метрологических характеристик  
линейной зависимости

Table 2. Evaluation of metrological characteristics  
of linear relationship

Параметры Значения
Критерии 

приемлемости и 
оценка

Вывод

b 0,99912

Sb 0,00463

α 0,19361
α≤∆α=t (95%, n – 2) . Sα
0,19361<|1,7459 . Sα|=

=|0,61|
соответствует

Sα 0,34629

SD0 0,76956%

SD0/b 0,77024%
SD/b≤∆As : t(95%, n – 2) 
0,77024<5% : 1,7459= 

=2,86%
соответствует

r 0,99983 0,99983>|0,99898| соответствует

Для идентификации примесей кетопрофена с 
Rt≈26,4–26,9 мин был определён их масс-спектр с ис-
пользованием хроматографа «Agilent 1260» и колон-
ки Inertsil ODS-2 размером 150×4,6 мм (размер час- 
тиц 5  мкм) с предколонкой Inertsil ODS-2 размером 
10×4,6 мм (размер частиц 5 мкм). Компоненты подвиж-
ной фазы: А  – раствор кислоты муравьиной c pH=2,7 
и В – ацетонитрил (30:70); скорость потока элюента 
1 мл/мин; деление потока 1:1; объём инжекции 5 мкл; 
температура термостата инжектора 8 °С; температура 

термостата колонки 35 °С. Параметры детектирования: 
детектор MS/MS «Agilent 6420 Triple Quad»; источник 
ионизации ESI (электроспрей); температура газа 350 °С; 
поток газа 8 л/мин; давление 40 psi; напряжение 4000 V; 
режим сбора данных: сканирование в диапазоне масс 
120–600 а.е.м.; время начала сбора данных 0 мин, 
продолжительность сбора данных 40  мин; MS2 from 
120 m/z; MS2 to 600 m/z; scan time 500 msec; fragmentor 
120 V; cell accelerator voltage 7 ∆V; polarity – positive.

Содержание примесей метилсалицилата (Х), в про-
центах, рассчитывали по формуле:

X
S

S S
i

ms i
=

+
⋅

Σ
100,

где Si – площадь пика примеси метилсалицилата, ∑Si – 
сумма площадей пиков примесей метилсалицилата, 
Sms – площадь пика метилсалицилата.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для идентификации примесей кетопрофена с 

Rt≈26,4–26,9 мин (см. хроматограмму 3 на рисунке 3) 
была получена хроматограмма по методике, позволя-
ющей снять масс-спектр на хроматографе с масс-де-
тектором (рисунок 6).

На хроматограмме (рисунок 6) наблюдается двой-
ной пик с Rt=36,879 мин и Rt=38,329 мин. Масс-спект- 
ры, полученные для первой и второй части пи-
ка, являются идентичными (рисунок 7). Основной 
ион в масс-спектрах хроматографических пиков с 
Rt=36,879  мин и с Rt=38,329 мин имеет значение m/z 
391,20 что соответствует молекулярному иону [М + Н]+ 
примеси кетопрофена С26Н32О3 (М.  м. 392 а.е.м.), ион с 
соотношением m/z 410,20 является ионным аддуктом 
данной примеси и натрия [М + Na]+, а ион с соотноше-

Рисунок 4. Репрезентативные УФ-спектры пиков: А – кетопрофена (рисунок 3, хроматограмма 3, Rt≈4,3 мин); Б – примеси ке-
топрофена (рисунок 3, хроматограмма 3, Rt≈26,4 мин)

Figure 4. Representative UV spectra of peaks: А – ketoprofen (Figure 3, chromatogram 3, Rt≈4,3 min); Б – impurity of ketoprofen (Figure 
3, chromatogram 3, Rt≈26,4 min)
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нием m/z 431,00 является ионным аддуктом данной 
примеси и калия [М + Кa]+. Таким образом, хроматогра-
фические пики с Rt=36,879 мин и с Rt=38,329 мин при-
надлежат примеси кетопрофена с формулой С26Н32О3 
(М. м. 392 а.е.м.), то есть, L-ментоловому эфиру кетоп- 
рофена. Раздвоение пика, видимо, обусловлено обра-
зованием эфиров L-ментола с разными энантиомера-
ми кетопрофена.

Крем-гели, изготовленные двумя способами, име-
ют идентичную микроструктуру и являются эмульси-
ями м/в (рисунок 8), в которых однородно распределе-

ны частицы дисперсной фазы и отсутствуют кристаллы 
кетопрофена.

Крем-гели имеют пластический тип течения (рису-
нок 9); их структурная вязкость проходит через макси-
мум при рН=5,5 (рисунок 10). Поэтому реологические 
параметры геля с рН=5,5, изготовленного по способу 1, 
несколько больше, чем у геля с рН=6,8, изготовленно-
го по способу 2 (рисунок 9).

При рН геля 5,5 трометамол полностью или пре-
имущественно расходуется на нейтрализацию карбо-
мера. Если в гель с рН=5,5 ввести раствор, содержащий 
2,5  г кетопрофена, 5,0 г ДГМЭ и 10,0 г ПГ, то кетопро-
фен кристаллизуется (рисунок 11А). В геле с рН=6,0 ке- 
топрофен в виде соли растворён в гидрофильной сре-
де (рисунок 11Б). Т. е., при рН≤5,5 создаются условия 
для локализации кетопрофена в гидрофобной фазе, а 
при рН≥6,0 – в гидрофильной среде.

В таблице 3 представлены результаты исследова-
ния распределения кетопрофена между гидрофиль-
ной средой и гидрофобной фазой эмульсий.

Таблица 3. Распределение кетопрофена в эмульсиях

Table 3. Distribution of ketoprofen in emulsions

Номер
делительной

воронки

рН
эмульсии

Количество 
кетопрофена в 
гидрофильной 

среде,
в процентах от 

2,5 г

Количество 
кетопрофена в 
гидрофобной 

фазе,
в процентах от 

2,5 г
1 7,25 92,30 7,70
2 3,81 0,85 99,15
3 7,30 90,53 9,47

Как следует из таблицы 3, при отсутствии троме-
тамола, необходимого для нейтрализации кетопрофе-
на, в гидрофильной среде растворилось всего 0,021 г  

Рисунок 5. Репрезентативные УФ-спектры пиков: А – метилсалицилата (рисунок 3, хроматограмма 4, Rt≈10,5 мин); Б – примеси 
метилсалицилата (рисунок 3, хроматограмма 4, Rt≈6,8 мин)

Figure 5. Representative UV spectra of peaks: А – methyl salicylate (Figure 3, chromatogram 4, Rt≈10,5 min); Б – methyl salicylate 
impurities (Figure 3, chromatogram 4, Rt≈6,8 min)

Рисунок 6. Хроматограмма раствора крем-геля, изготовленно-
го по способу 1, после 5 лет хранения, где пики с Rt=36,879 мин 
и Rt=38,329 мин соответствуют сложным эфирам кетопрофена 
и L-ментола 

Figure 6. Chromatogram of solution of the cream-gel prepared 
according to method 1 after 5-year storage, where peaks with 
Rt=36,879 min and Rt=38,329 min correspond to esters of 
ketoprofen and levomenthol 
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Рисунок 7. Масс-спектр пика с Rt=36,879 мин (см. рисунок 6) вещества с М. м. =392 а.е.м.

Figure 7. The mass spectrum of the peak with Rt=36,879 min (see Figure 6) of the substance with Mr =392 amu

Рисунок 8. Микрофотографии крем-гелей, изготовленных двумя разными способами; увеличение ×150

Figure 8. Microphotographs of cream-gels produced in two different ways; magnification ×150

Рисунок 9. Реограммы крем-гелей, изготовленных по способу 
1 (рН=5,5) и способу 2 (рН=6,8), при температуре 25 °С

Figure 9. Rheograms of cream-gels produced according to method 
1 (pH=5.5) and method 2 (pH=6,8), at 25 °C

Рисунок 10. Зависимость структурной вязкости (η) крем-ге-
лей от рН при температуре 25 °С и градиентах скорости сдвига 
14,6 с-1 (1), 41,6 с-1 (2), 82,3 с-1 (3)

Figure 10. Relationship between apparent viscosity (η) of cream-
gels and their pH at 25 °C and at shear rates 14,6 s-1 (1), 41,6 s-1 (2), 
82,3 s-1 (3)
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кетопрофена (0,85% от 2,5 г); 2,479 г кетопрофена 
(99,15% от 2,5 г) остались растворены в гидрофобной 
дисперсной фазе. При введении кетопрофена в виде 
соли с трометамолом в гидрофильную среду он оста-
ётся преимущественно растворённым в гидрофиль-
ной среде, однако 0,193 г кетопрофена из 2,5 г пере-
распределяются в гидрофобную дисперсную фазу. При 
введении кетопрофена в гидрофобную фазу и наличии 
в гидрофильной среде трометамола в эквимолярном 
кетопрофену количестве с избытком 5% кетопрофен в 
количестве 2,263 г перераспределяется в гидрофиль-
ную среду, но 0,237 г кетопрофена остаются растворе-
ны в гидрофобной фазе.

Распределение кетопрофена в эмульсиях и их рН 
влияют на образование сложных эфиров кетопрофе-
на в крем-гелях в процессе хранения (рисунки 3 и 12, 
таблица 4).

Профиль примесей эфиров кетопрофена и их 
содержание зависят от способа изготовления и рН 

крем-геля, а также от времени хранения (таблица 
4). При введении кетопрофена в гидрофобную фа-
зу и рН=5,5 основная часть кетопрофена растворена 
в смеси метилсалицилата и L-ментола, но некоторая 
часть оказывается растворённой и в гидрофильной 
среде (таблица 3). Известно, что снижение рН спо-
собствует образованию сложных эфиров, в частнос- 
ти, кетопрофена [5]. Поэтому уже через 3 месяца хра-
нения в крем-геле, который изготовлен по способу 
1, профиль примесей включает L-ментоловые эфи-
ры кетопрофена, ПГ эфир кетопрофена и ДГМЭ эфир 
кетопрофена.

Таблица 4. Содержание примесей кетопрофена  
и метилсалицилата в крем-гелях с разными рН после 3  
и 12 месяцев хранения при температуре (25±2) °С 

Таble 4. The content of impurities of ketoprofen and methyl 
salicylate in cream-gels with different pH after 3- and 12-month 
storage at (25±2) °C

рН 
(способ  
1 или 2)

Содержание примесей (продуктов разложения/
модификации), %

кетопрофена метилсалицилата

Rt
=1

1,
6 

м
ин

 
П

Г 
эф

ир
 

ке
то

пр
оф

ен
а

Rt
=1

4,
3 

м
ин

 
Д

ГМ
Э 

эф
ир

 
ке

то
пр

оф
ен

а

Rt
=2

6,
4/

 
26

,9
 м

ин
 

L-
м

ен
то

ло
вы

е 
эф

ир
ы

ке
то

пр
оф

ен
а

Rt
=

6,
8 

м
ин

Rt
=7

,4
 м

ин

Rt
=1

1,
1 

м
ин

Хранение в течение 3 месяцев
рН 5,5

(способ 1) 0,17 0,17 0,29 НО НО НО

рН 6,8
(способ 2) НО* НО НО 0,16 0,09 0,15

Хранение в течение 12 месяцев
рН 5,5

(способ 1) 0,58 0,60 0,93 НО НО НО

рН 6,8
(способ 2) 0,12 0,16 0,35 1,00 0,60 0,41

Примечание. *НО – не обнаружено. По соотношению сиг-
нал/шум предел обнаружения составляет 0,0015%, а предел ко-
личественного определения – 0,0044%.

Note. *ND – not detected. By the signal-to-noise ratio, the 
detection limit is 0.0015%, and the limit of quantitation is 0.0044%.

Рисунок 11. Микрофотографии гелей, содержащих кетопрофен, при рН=5,5 (А) и рН=6,0 (Б); увеличение ×150

Figure 11. Microphotographs of containing ketoprofen gels with pH=5,5 (A) and pH=6,0 (B); magnification ×150

Рисунок 12. Хроматограммы растворителя (1); раствора срав-
нения кетопрофена (2); растворов крем-гелей, изготовленных 
по способу 1 (3) и способу 2 (4) после 12 месяцев хранения при 
температуре (25±2) °С
Figure 12. Chromatograms of the solvent (1); ketoprofen reference 
solution (2); solutions of cream-gels produced according to 
method 1 (3) and method 2 (4) after 12-month storage at (25±2) °C
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При введении кетопрофена в гидрофильную среду 
основная часть кетопрофена в виде соли растворена 
в смешанном растворителе вода – ПГ – ДГМЭ (таблица 
3). При более высоком рН=6,8 скорость образования 
сложных эфиров кетопрофена с указанными гидро-
фильными растворителями оказывается меньше, чем 
при рН=5,5, и через 3 месяца хранения в крем-геле, ко-
торый изготовлен по способу 2, эфиры кетопрофена 
не были обнаружены.

Однако в этом крем-геле с рН=6,8 через 3 ме-
сяца хранения образовались 3 другие примеси, ко-
торые, судя по их УФ спектрам (рисунок 5), явля-
ются продуктами разложения метилсалицилата. 
Эти примеси не были обнаружены в крем-геле с 
рН=5,5, который был изготовлен по способу 1 (табли- 
ца 4).

После 12 месяцев хранения крем-геля с рН=5,5, из-
готовленного по способу 1, продукты разложения ме-
тилсалицилата не были обнаружены, а профиль при-
месей кетопрофена не изменился (таблица 4). Однако 
суммарное содержание эфиров кетопрофена возрос-
ло в 3,35 раза.

После 12 месяцев хранения крем-геля с рН=6,8, из-
готовленного по способу 2, профиль примесей кетоп- 
рофена изменился; были обнаружены все три эфира 
кетопрофена: ПГ эфир кетопрофена, ДГМЭ эфир ке-
топрофена и L-ментоловые эфиры кетопрофена (таб- 
лица 4). Содержание этих эфиров оказалось меньше в 
4,8 раза, 3,8 раза и 2,7 раза соответственно по сравне-
нию с крем-гелем, изготовленным по способу 1. Умень-
шение содержания ПГ эфира кетопрофена и ДГМЭ 
эфира кетопрофена связано с повышением рН с 5,5 до 
6,8, а снижение содержания L-ментоловых эфиров ке-
топрофена связано с уменьшением концентрации ке-
топрофена в смеси метилсалицилата и L-ментола 
(гидрофобной фазе).

В то же время в крем-геле с рН=6,8 после 12 ме-
сяцев хранения, существенно возросло содержание 
продуктов разложения метилсалицилата, которые 
не были обнаружены в крем-геле с рН=5,5 (табли-
ца 4). Содержание примесей метилсалицилата, пи-
ки которых на хроматограммах имеют времена удер-
живания (Rt) 6,8 мин, 7,4 мин и 11,1 мин, за 12 месяцев 
хранения увеличилось до 1,00%, 0,60% и 0,41% (таб- 
лица 4).

Таким образом, изготовление крем-геля по спосо-
бу 1, предполагающему растворение кетопрофена в 
смеси метилсалицилата и L-ментола, и нормирование 
его рН на уровне 5,5 позволяет предотвратить образо-
вание продуктов разложения метилсалицилата (таб- 
лица 4, рисунок 6). После 5 лет хранения крем-ге-
ля при температуре 25 °С профиль примесей не из-
менился (рисунок 6); примеси метилсалицилата 
отсутствуют, на хроматограмме имеются пики ке-
топрофена (Rt≈3,902  мин), кетопрофена ПГ эфира 

(Rt≈5,172  мин), метилсалицилата (Rt≈4,349 мин), ке-
топрофена ДГМЭ эфира (Rt≈6,502 мин) и двойной пик 
кетопрофена L-ментоловых эфиров (Rt≈36,879 мин и 
Rt≈38,329 мин).

Максимальная суточная доза крем-геля состав-
ляет 16 г (по 8 г крем-геля 2 раза в сутки), которые со-
держат 400 мг кетопрофена. При этом в соответствии 
с нормативным документом CPMP/ICH/2738/99 (ICH 
Topic Q3B (R2)) «Note for Guidance on Impurities in New 
Drug Products» порог информирования для сопутству-
ющей примеси составляет 0,1%, а порог идентифика-
ции и порог квалификации – 0,8 мг примеси, принима-
емой в течение суток [9].

По результатам экстраполяции содержание 
L-ментоловых эфиров кетопрофена через 24 месяца 
хранения не будет превышать 1,86%, что соответст- 
вует максимальной суточной дозе 7,44 мг примесей 
(в 16 г крем-геля). Эти величины превышают 0,1% и 
0,8 мг соответственно, что требует информирова-
ния о L-ментоловых эфирах кетопрофена, а также 
их идентификации и квалификации – определения 
биологической безопасности при содержании 1,86% 
или выше. 

При отсутствии СО L-ментоловые эфиры кетоп- 
рофена могут быть идентифицированы по времени 
удерживания пиков на хроматограммах и спектру 
поглощения пиков при использовании хроматографа 
с диодно-матричным детектором. Квалификация мо-
жет быть проведена на этапе доклинических исследо-
ваний в соответствии с требованиями [9].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследовано образование сложных эфиров ке-

топрофена с ПГ, ДГМЭ и L-ментолом в крем-геле при 
рН 5,5 и 6,8 и разной локализации кетопрофена в 
дисперсной фазе и дисперсионной среде эмульсии 
м/в. Указанные примеси идентифицированы по вре-
менам удерживания их пиков на хроматограммах по 
сравнению с веществами сравнения, УФ спектрам 
и масс-спектрам. Показано, что скорость образова-
ния и содержание сложных эфиров кетопрофена с ПГ,  
ДГМЭ и L-ментолом можно снизить при рН=6,8 и вве-
дении кетопрофена в виде соли трометамола в вод-
ную среду крем-геля. Однако при этом образуются 
три примеси, которые по УФ спектрам идентифици-
рованы как продукты разложения метилсалицилата. 
При хранении такого крем-геля содержание продук-
тов разложения метилсалицилата возрастает. По-
этому следует растворять кетопрофен в смеси ме-
тилсалицилата с L-ментолом и нормировать рН на 
уровне 5,5. В качестве усилителей проникновения ра-
ционально использовать гидрофильные растворите-
ли без гидроксильных групп, что ограничит профиль 
примесей L-ментоловыми эфирами энантиомеров 
кетопрофена.
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Резюме 
Введение. Липосомальные технологии нашли широкое применение в медицине и косметологии как системы доставки диагностических и 
лекарственных средств и биологически активных веществ. Несомненную практическую значимость на этапе разработки липосомального 
препарата представляют характеристика и оценка устойчивости получаемого продукта, причем изучению последней уделено особое 
внимание. Существенным образом на стабильность липосом влияют способы их получения, поэтому весьма актуальным является 
изучение влияния технологических факторов на свойства продукта на различных этапах получения липосом. Настоящая статья посвящена 
исследованию зависимости качества липосом, нагруженных фталоцианиновым фотосенсибилизатором − тиосенсом, от условий их получения.
Цель. Выявление влияния различных технологических факторов на показатели стабильности липосомальной формы фотосенсибилизатора 
тиосенса.
Материалы и методы. С этой целью проводили анализ среднего размера, полидисперсности и дзета (ζ)-потенциала липосом тиосенса, 
получаемых на стадии гидратации липидной пленки, фильтрации липосомальной дисперсии, ее экструзии, гомогенизации, ультразвуковой 
обработке и лиофилизации. 
Результаты и обсуждение. В ходе получения липосомального препарата можно производить различные изменения условий в рамках 
технологического процесса. На каждом этапе получения липосомальной формы существует множество критических точек и параметров, 
которые необходимо строго отслеживать и контролировать. В ходе работы проведена оценка влияния технологических факторов на 
стабильность липосомальных промежуточных и готового продуктов. Определены условия наиболее эффективной гидратации с образованием 
стабильной дисперсии многослойных липосом тиосенса и оптимального метода их измельчения. Также показано, что образующиеся после 
регидратации лиофилизата липосомы более однородны по размеру и имеют наиболее высокое значение ζ-потенциала в сравнении с 
нелиофилизированной липосомальной дисперсией.
Заключение. На примере липосом фталоцианинового фотосенсибилизатора тиосенса показано влияние различных технологических 
факторов на показатели стабильности данной наноструктуры, поэтому несомненную практическую значимость на стадии разработки 
и получения липосомального препарата представляет характеристика и оценка устойчивости полученного продукта по 3 основным 
показателям – размеру везикул, индексу полидисперсности и ζ-потенциалу. 

Ключевые слова: технологические факторы, стабильность, липосомы, размер, дзета-потенциал, индекс полидисперсности, тиосенс. 
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Abstract
Introduction. Liposomal technologies are widely used in medicine and cosmetology as a delivery system for diagnostic and medicinal products 
and biologically active substances. The undoubted practical importance at the stage of development of a liposomal preparation is represented by 
the characteristic and assessment of the sustainability of the obtained product, and special attention is paid to the study of the latter. Essentially, the 
methods for their preparation affect the stability of liposomes; therefore, the study of the influence of technological factors on the properties of the 
product at various stages of the preparation of liposomes is very important. This article is devoted to the study of the dependence of the quality of 
liposomes loaded with a phthalocyanine photosensitizer – thiosens, on the conditions of their production.
Alm. Detection of the influence of various technological factors on the stability indicators of the liposomal form of the thiosens photosensitizer.
Materials and methods. For this purpose, an analysis of the average size, polydispersity and zeta (ζ) potential of the liposomes of thiosens obtained 
at the stage of hydration of the lipid film, filtration of the liposomal dispersion, its extrusion, homogenization, ultrasonic treatment, and lyophilization 
was carried out.
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Results and discussion. During the preparation of a liposomal preparation, various changes in conditions can be made within the framework of the 
technological process. At each stage of obtaining a liposomal form, there are many critical points and parameters that must be strictly monitored 
and controlled. In the course of the work, the influence of technological factors on the stability of liposomal intermediate and finished products was 
assessed. The conditions of the most effective hydration with the formation of a stable dispersion of multilayer liposomes of thiosens and the optimal 
method of their grinding have been determined. It was also shown that liposomes formed after rehydration of the lyophilisate are more uniform in 
size and have the highest ζ-potential value in comparison with non-lyophilized liposomal dispersion.
Conclusion. Using the example of a thiosens phthalocyanine photosensitizer liposomes, the influence of various technological factors on the 
stability of this nanostructure is shown, therefore, the characteristic and assessment of the sustainability of the resulting product according to 3 main 
indicators – vesicle size, polydispersity index, and ζ-potential are of undoubted practical importance.

Keywords: technological factors, stability, liposomes, size, zeta-potential, polydispersity index, tiosens.

Conflict of interest: no conflict of interest.

For citation: Timofeeva T. A., Dmitrieva M. V., Nikolaeva L. L., Orlova O. L., Oborotova N. A., Polozkova A. P., Krasnyuk I. I. Assessing the impact of 
technological factors on the stability of liposomes the photosensitizer phthalocyanine series. Drug development & registration. 2019; 8(2): 66–73.

ВВЕДЕНИЕ

Многофункциональность липосом позволяет рас-
считывать на их успешное применение в терапии раз-
личных патологий, а создание липосомальных форм 
препаратов является актуальной задачей отечествен-
ной фармации. Однако существенным ограничением 
по внедрению липосомальных препаратов для широ-
кого клинического применения является отсутствие 
их промышленного производства, связанное с их осо-
бенностями и сложностями технологии получения. Ли-
посомы чувствительны к любым колебаниям внешних 
условий, так как относятся к коллоидным дисперсным 
системам и являются термодинамически неустойчи-
выми структурами, что обуславливает их стремление 
к агрегации частиц и формированию более крупных 
структур. Данное явление, в свою очередь, может 
привести к изменению фармакологических свойств 
препарата. 

В 2018 г. FDA опубликовало новое руководство по 
липосомальным препаратам, в котором представи-
ла окончательные рекомендации по их производству, 
в том числе по химическим аспектам и контролю ка-
чества на производстве, изучению фармакокинетики 
и биодоступности и маркировке данных препаратов. 
В руководстве FDA ссылается на принципы Quality-
by-Design в соответствии с ICHQ8(R2) «Фармацевти- 
ческая разработка», где учитываются критические 
факторы – критические характеристики качества, ко-
торые представляют собой физические, химические, 
биологические и микробиологические свойства про-
дукта. Рекомендуется описание отдельных операций 
с уточнением технологических режимов. Технологи-
ческие параметры должны быть обоснованы данными 
фармацевтических исследований. В течение процес-
са разработки липосомального продукта должен быть 
обеспечен соответствующий контроль качества. При-
мерами технологических параметров, которые могут 
повлиять на свойства липосом, являются: сила трения, 
давление, рН, температура, параметры лиофилизации, 

время хранения (которое зависит от объема произве-
денной партии) и т.д. [1].

Таким образом, важное место в процессе разра-
ботки липосомального препарата занимает иссле-
дование свойств полупродуктов и оценка их устой-
чивости на различных стадиях технологического 
процесса.

Как правило, для характеристики стабильности ли-
посомального препарата используют 3 основных по-
казателя – размер везикул, индекс полидисперсности 
и дзета-(ζ)-потенциал [2−4]. Размер везикул является 
важным параметром, который определяет механизм 
взаимодействия липосомы с клеткой [5−8]. Наиболее 
востребованными в онкологии стали липосомы раз-
мером от 100 до 200 нм [9, 10]. Ширину распределе-
ния липосом по размерам характеризуют по индексу 
полидисперсности (polydispersityindex, PDI). Его значе-
ния ранжируются от 0 до 1. Чем ближе значение к 0, 
тем частицы более гомогенны [5, 6, 11]. ζ-потенциал яв-
ляется важным индикатором поверхностного заряда 
частиц и мерой отталкивания или притяжения между 
частицами. Липосомы с высоким ζ-потенциалом оттал-
киваются друг от друга, а с низким – агрегируют и об-
разуют нестабильные составы [12, 13]. 

Целью настоящего исследования являлось выяв-
ление влияния различных технологических факторов 
на показатели стабильности липосомальной формы 
отечественного фотосенсибилизатора фталоцианино-
вого ряда – тиосенса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы: субстанция тиосенса – тетра-3-фе-

нилтиофталоцианина алюминия гидроксида  
(ФГУП  ГНЦ  «НИОПИК», Россия), яичный фосфат- 
идилхолин (лецитин; E PC S, Lipoid, Германия), холес- 
терин (Sigma-Aldrich, Co., Япония), полиэтиленгли-
коль-2000-дистеароифосфатидилэтаноламин (ПЭГ-
2000-ДСФЭ; Lipoid, Германия), сахароза ГОСТ 5833-75 
(Химмед, Россия), вода очищенная ФС.2.2.0020.18, во-
да для инъекций ФС.2.2.0019.18, спирт этиловый 95%, 
ФС.2.1.0036.15 (ОАО «Флора Кавказа», Россия), хлоро-
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форм (трихлорметан) стабилизированный 0,6–1,0% 
масс. этанола «ХЧ» (Химмед, Россия).

Материал для фильтрации и экструзии: по-
ликарбонатные мембранные фильтры Nuclepore 
(Whatman, Великобритания) диаметром 25 мм, с раз-
мером пор 0,2 мкм; нейлоновые мембранные фильт- 
ры N66 диаметром 25 мм с размером пор 0,22, 0,45 и 
1,2 мкм (ООО Палл Евразия, Россия); полиэфирсуль-
фоновые фильтры «ExpressPlus®» диаметром 25 мм, 
с размером пор 0,22 мкм (Merck Millipore Ltd., Ирлан-
дия), фильтр из сложных эфиров целлюлозы диамет- 
ром 25  мм, с размером пор 0,22 мкм (Merck Millipore 
Ltd., Ирландия); поливинилиденфторидовые фильт 
ры диаметром 25 мм, с размером пор 0,22 мкм (Merck 
Millipore Ltd., Ирландия).

Оборудование: весы лабораторные DL-120 (AND, 
Япония), весы аналитические Sartorius 2405 (Sartorius 
AG, Германия), роторный испаритель Heidolph Hei-VAP 
Advantage (Heidolph, Германия) с отгонной колбой на 
2 л, экструдер Lipex TM Thermo barrel Extruder 10  мл 
(NorthernLipidsInc., Канада), УЗ-ванна Transsonic T310 
(Elma, Германия), гомогенизатор высокого давления 
Microfluidizer M-110S (Microfluidics, США), дзетасайзер 
Nanoseries Nano-ZS 3600 (Malvern, Великобритания).

Методы

Методика получения многослойных липосом (МСЛ)
Ингредиенты липосомального бислоя (лецитин, 

холестерин, ПЭГ-2000-ДСФЭ) растворяют в хлорофор-
ме. К субстанции тиосенса добавляют хлороформ и по-
мещают в УЗ ванну на 5–10 мин для ускорения процес-
са растворения. Полученные растворы смешивают и 
переносят в круглодонную колбу. Растворитель отго-
няют при температуре выше температуры фазового 
перехода лецитина (+37±1 °C) на роторном испарите-
ле с получением однородной полупрозрачной липид-
ной пленки, которую затем гидратируют. Фильтруют 
полученную дисперсию МСЛ на экструдере через ней-
лоновые мембранные фильтры «Pall» с размером пор 
1,2 мкм и 0,45 мкм.

Методика получения однослойных липосом (ОСЛ)
99 Экструзия. Профильтрованную дисперсию липосом 

тиосенса пропускают через фильтры различных ти-
пов с размером пор 0,2−0,22 мкм с использованием 
экструдера под давлением 0,9−1,0 МПа.

99 УЗ-обработка. Профильтрованную дисперсию МСЛ 
тиосенса в объеме 30 мл обрабатывают на УЗ ванне 
с частотой 20 кГц в течение 1−60 мин.

99 Гомогенезация. Профильтрованную дисперсию МСЛ 
тиосенса в объеме 60 мл пропускают на гомогени-
заторе под давлением 40 psig (280 кПа) в течение 
1−5 мин.
Анализ стабильности образцов липосомального 

тиосенса
Измерение размера, ζ-потенциала, PDI липосо-

мального тиосенса проводили с использованием ана-
лизатора Zetasizer Nano ZS.

Методика пробоподготовки образца
0,1 мл липосомальной дисперсии (лиофилизат 

предварительно размораживают до комнатной тем-
пературы и регидратируют 5,6 мл воды) помещают 
в мерную колбу вместимостью 50 мл, доводят водой 
до метки и перемешивают. Полученное разведение 
оставляют на 10 мин при комнатной температуре. Раз-
веденный образец переносят в кювету из полистиро-
ла, которую помещают в ячейку анализатора и про-
водят измерение показателей образца. Определение 
каждого показателя проводят не менее трех раз.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время происходит смещение акцен-

та с анализа готовой продукции на аналитический 
контроль производства, т.е. качество должно быть за-
ложено в продукт и контролироваться в процессе про-
изводства [14].

Известно, что изменение технологических факто-
ров может сказываться на качестве получаемого про-
дукта, поэтому так важно выяснить какое влияние это 
изменение оказывает на характеристики и показатели 
стабильности.

В ходе получения липосомального препарата мож-
но производить различные изменения условий в рам-
ках технологического процесса (рисунок 1).

Стадия гидратации липидной пленки

Первым этапом в технологическом процессе полу-
чения липосомального препарата является получение 
тонкой липидной пленки. Операции по получению хло-
роформного раствора компонентов липосомальной 
формы тиосенса и образованию липидной пленки про-
водили согласно ранее разработанному методу Сана-
ровой Е.В. [15] без вариации условий. 

После формирования липидной пленки и полно-
го удаления остатков органического растворителя 
проводили ее диспергирование (гидратацию) с полу-
чением дисперсии МСЛ тиосенса. Согласно упомяну-
той методике смыв липидной пленки с лекарственной 
субстанцией осуществляют водой для инъекций при 
комнатной температуре. Однако условия этой стадии 
могут быть подвергнуты изменениям, что может по-
влиять на характеристики получаемой дисперсии. При 
гидратации пленки необходимо учитывать ряд фак-
торов: температуру, величину рН и ионную силу бу-
фера, концентрацию липидов и соотношение липид  / 
лекарственное вещество (субстанция), физико-хими-
ческие свойства используемых компонентов. При этом 
размер образующихся везикул определяется так же 
интенсивностью и временем перемешивания. Необ-
ходимо отметить, что температура в процессе ресу-
спендирования должны быть выше температуры фа-
зового перехода используемого липида [16]. Кроме 
того, к таким технологическим факторам можно от-
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нести значение давления в процессе смыва пленки и 
тип регидратанта, которые и были исследованы в дан-
ной работе.

Добавление криопротектора (раствор сахарозы 
10%) традиционно происходит после измельчения ли-
посом тиосенса, однако его также можно вводить на 
этапе гидратации липидной пленки от чего также мо-
гут изменяться показатели стабильности дисперсии.

При обычных условиях на стадии гидратации ли-
пидной пленки наблюдается образование пены, что 
частично затрудняет процесс фильтрации/экструзии 
липосомальной дисперсии. Пенообразование веро-
ятно обусловлено высокой концентрацией липидов в 
дисперсии, в частности фосфотидилхолина – 75 мг/мл. 
В связи с этим для решения задачи подавления пено-
образования рассмотрена возможность проведения 
гидратации липидной пленки в условиях низкого дав-
ления (под вакуумом) − с использованием метода ва-
куумной дегазации. 

Как известно, дегазацией называют удаление из 
воды газов, растворенных в ней или образующихся в 
процессе ее обработки. Для этого понижают давления 
до величины, при которой вода кипит без дополни-
тельного подогрева в вакуумных дегазаторах, так на-
зываемая «холодная» деаэрация или вакуумная дегаза-
ция [17]. Применительно к технологии липосомальных 
форм, преимуществом использования вакуума при 
гидратации липидной пленки, помимо снижения обра-
зования пены, является удаление из дисперсии кисло-
рода, который приводит к перекисному окислению ли-
посомальных липидов. 

В результате анализа качества дисперсий МСЛ ти-
осенса, полученных как с использованием вакуума 
(200  мбар) и без, при гидратации пленки водой для 
инъекций или раствором сахарозы 10% установлено, 
что пониженное давление оказывает положительный 
эффект на процесс формирования липосом (таблица 
1). Образующиеся липосомы при использовании обоих 
режимов имели практически одинаковый размер, но 
дисперсия, получаемая под воздействием вакуума яв-
ляется однородной (гомогенной) и более стабильной – 
разница в значении ζ-потенциала составляет 8,2  mV. 
При этом липосомы, получаемые при смыве раство-
ром сахарозы имеют меньший ζ-потенциал, а значит, 
не смотря на меньшие размеры и индекс полидисперс-
ности, являются менее устойчивыми. 

Стадия фильтрации

Под фильтрованием понимается процесс разде-
ления гетерогенных систем с твердой дисперсной фа-
зой посредством пористой перегородки (фильтра), ко-
торая пропускает жидкость (фильтрат) и задерживает 
взвешенные твердые частицы. Липосомальная дис-
персия до фильтрации может содержать значитель-
ное количество видимых и невидимых механических 
частиц, которые представляют собой случайные по-
сторонние подвижные нерастворимые частицы, в том 
числе фракцию «не включенного» в везикулы ЛВ, за 
исключением пузырьков газа. 

В процессе получения липосомального тиосенса-
дисперсию МСЛ фильтруют под давлением посредст- 

Рисунок 1. Этапы получения липосом тиосенса

Figure 1. The steps of obtaining liposomes of tiosens
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вом пропускания в экструдере через нейлоновые 
мембраны с диаметром пор 1,2 и 0,45 нм. При этом 
наблюдается изменение основных показателей ста-
бильности — постепенное уменьшение размера и не-
значительное увеличение ζ-потенциала (таблица 2).

Таблица 2. Результаты измерений основных показателей  
стабильности липосомальной дисперсии после пропускания 
через фильтры с диаметром пор 1,2 нм и 0,45 нм

Table 2. Results of measurements of the main indicators  
of stability of liposomal dispersion after passing through filters 
with a pore diameter of 1.2 nm and 0.45 nm

Показатели До 
фильтрации 1,2 мкм 0,45 мкм

Значение 
ζ-потенциала, мВ −(18,0±1,8) −(20,6±2,1) −(20,2±1,5)

Размер везикул, нм 855±26 683±22 323±15

Значение PDI 0,576±0,072 0,666±0,063 0,438±0,034

Стадия измельчения 

За стадией фильтрации дисперсии МСЛ тиосенса 
следует стадия их измельчения. Для измельчения ли-
посомальных дисперсий чаще всего применяют мето-
ды экструзии и гомогенизации  /  микрофлюидизации; 
гораздо реже используют методы обработки УЗ.

С целью сравнения влияния различных методов 
получения ОСЛ тиосенса на устойчивость продукта 
оценивали показатели стабильности дисперсии, полу-
ченные при измельчении дисперсии МСЛ вышепере-
численными методами.

Экструзия

Эффективность измельчения и стабильность липо-
сомального препарата при экструзии зависит от типа 
используемого фильтра и количества циклов пропус- 
кания. Экструзия липосомальной дисперсии прово-
дилась с использованием фильтров с диаметром пор 
0,2–0,22 мкм пяти типов − нейлоновых (Н), полиэфир-
сульфоновых (ПЭС), фильтров из сложных эфиров цел-
люлозы (СЭЦ), поливинилиденфторидовых (ПВДФ) и 
поликарбонатных (ПК). Основные показатели стабиль-
ности измерялись после первого, третьего и пятого 
циклов пропускания липосомальной дисперсии через 

экструдер для каждого типа фильтра соответственно 
(таблица 3).

Из представленных данных видно, что для измель-
чения МСЛ тиосенса наиболее эффективно использо-
вание ПВДФ-фильтра – отмечается ступенчатое сни-
жение размеров везикул и PDI. При использовании 
других типов фильтров значения данных показателей 
колеблются как в сторону уменьшения, так и увеличе-
ния. Однако значение ζ-потенциала выше у образца 
дисперсии, полученной при экструзии с Н-фильтрами. 
Таким образом, тип фильтра может влиять на стабиль-
ность липосомальной конструкции, что следует учиты-
вать при подборе оптимального режима экструзии.

Гомогенизация липосомальной дисперсии тиосен-
са проводилась с помощью микрофлюидайзера. При 
использовании этого метода измельчения эффектив-
ность процесса в основном зависит от количества 
циклов или времени рециркуляции, в течение которо-
го она находится в аппарате. Чтобы выяснить влияние 
времени циркуляции на устойчивость липосом произ-
водили отбор проб после каждого цикла и измеряли 
основные показатели стабильности. Результаты изме-
рений приведены в таблице 4.

Согласно указанным данным, с увеличением вре-
мени циркуляции дисперсии в микрофлюидайзере 
наблюдается постепенное уменьшение размера вези-
кул, который через 4 мин достиг минимального зна-
чения 138 нм при величине PDI 0,311. В то же время с 
увеличением периода циркуляции до 2 мин отмечает-
ся резкое снижение значения ζ-потенциала – на 7 mV, 
однако в дальнейшем происходит постепенное его 
увеличение практически до первоначального значе-
ния. Таким образом, обобщая результаты эксперимен-
та, можно сделать вывод, что гомогенизация влияет 
на стабильность липосомального препарата, при этом 
уровень воздействия определяется временем цирку-
ляции дисперсии.

УЗ-обработка

Поскольку эффективность измельчения при УЗ-об-
работке в основном зависит от времени озвучива-
ния, липосомальную дисперсию тиосенса объемом 
30 мл помещали на УЗ ванну и обрабатывали в течение 

Таблица 1. Влияние вакуума на внешний вид и показатели стабильности липосомальной дисперсии  
при гидратации липидной пленки

Table 1. The effect of vacuum on the appearance and stability of liposomal dispersion in the hydration of the lipid film

Режим гидратации пленки Внешний вид дисперсии Значение 
ζ-потенциала, мВ

Размер липосом, 
нм Значение PDI

Без сахарозы
Без вакуума Пенистая дисперсия 

зеленого цвета –(25,7±2,5) 959±25 0,933±0,032

С вакуумом (200 мбар) Гомогенная дисперсия 
зеленого цвета –(33,9±3,1) 1416±33 0,846±0,041

С сахарозой
Без вакуума Пенистая дисперсия 

зелено-голубого цвета −(25,2±2,7) 561±24 0,700±0,052

С вакуумом
(200 мбар)

Гомогенная дисперсия 
зелено-голубого цвета −(16,7±2,3) 354±21 0,531±0,039
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1–60 мин с отбором образцов препарата через опре-
деленные промежутки времени – 1, 5, 10, 20, 30 45 и 
60  мин. Для оценки стабильности полученных образ-
цов дисперсий проводили измерения размера липо-
сом, PDI и ζ-потенциала, значения которых представ-
лены в таблице 5.

Полученные результаты проведенного исследова-
ния показывают отсутствие корреляционной зависи-
мости между временем воздействия УЗ на дисперсию 
и значениями показателей стабильности. Изменения 
значений для каждого отдельно взятого показателя 
носят волнообразный характер. Так, наиболее высокие 
значения ζ-потенциала наблюдаются спустя 1 и 45 мин 
от начала воздействия, а минимальные — через 30 и 
60 мин. В то же время при измельчении липосом в те-
чение 30 мин отмечается скачкообразное изменение 
среднего размера везикул, однако после достижения 
минимального значения (308 нм) происходит их рост в 
диаметре. Таким образом, измерение показателей ста-
бильности для оценки устойчивости липосомальной 
дисперсной системы в случае измельчения везикул УЗ 
не является информативным.

Таким образом, обобщая данные сравнительно-
го анализа исследуемых методов измельчения МСЛ 
тиосенса, можно сделать вывод, что экструзия позво-
ляет получать наиболее стабильные дисперсии. При 
экструзии наблюдается наименьший размер частиц и 
индекс полидисперсности при самом высоком значе-
нии ζ-потенциала. 

Лиофилизация

Хранение липосомального препарата в «жидком» 
виде сопряжено с рядом проблем, наиболее сущест- 
венным из которых являются: окисление и гидролиз 
используемых фосфолипидов, главным образом, нена-
сыщенных, а также ряд физических изменений (агре-
гация, слияние и др.) в дисперсии. В связи с этим для 
стабилизации липосом наиболее широко используют 
метод лиофилизации [18].

Целью заключительного этапа исследования яв-
лялась оценка влияния сублимационного высушива-
ния на устойчивость липосомального препарата путем 
сравнения показателей стабильности как до, так и 
после лиофилизации дисперсии ОСЛ тиосенса. 

В качестве криопротектора при лиофилизации 
липосомального тиосенса использовали сахаро-
зу, которую вводили в дисперсию после стадии из-
мельчения до ее конечной концентрации 10%. Лиофи-
лизацию проводили, используя методику медленного 
замораживания.

По результатам проведенного исследования, при-
веденным в таблице 6, видно, что лиофилизация спо-
собствует значительному повышению значения ζ-по-
тенциала, сохранению размеров везикул и получению 
наиболее гомогенной дисперсии после регидратации 
лиофилизата. Та
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Таблица 6. Показатели стабильности до  
и после лиофилизации липосом тиосенса

Table 6. Stability before and after lyophilization of the liposomes 
of tiosens

Показатели качества
Размер 

везикул, нм
Значение 

PDI
Значение 

ζ-потенциала, мВ
До лиофилизации 229±13 0,217±0,032 −(26,0±3,3)
После 
лиофилизации 220±10 0,180±0,020 −(35,0±2,3)

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На каждом этапе получения липосомального пре-

парата существует множество критических точек и па-
раметров, которые необходимо строго отслеживать 
и контролировать. В результате проведенных иссле-
дований проведена оценка влияния технологических 
факторов на стабильность липосомальных промежу-
точных и готового продуктов. Показано, что наибо-
лее эффективная гидратация с образованием стабиль-
ной дисперсии МСЛ тиосенса проходит в условиях 
вакуума и с использованием в качестве регидратан-
та воды для инъекций. В результате сравнительного 
анализа способов получения ОСЛ тиосенса установ-
лено, что измельчение МСЛ целесообразнее прово-
дить с применением методов экструзии с использова-
нием нейлоновых фильтров с размером пор 0,22 мкм 
и гомогенизации, что обусловлено высокой произ-
водительностью указанных методов и сохранением 
стабильности липосом. Также показано, что образую-
щиеся после регидратации лиофилизата липосомы бо-
лее однородны по размеру и имеют наиболее высокое 
значение ζ-потенциала в сравнении с нелиофилизиро-
ванной липосомальной дисперсией.
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Таблица 4. Результаты измерений основных показателей стабильности липосомальной дисперсии при гомогенизации

Table 4. The results of the measurements of the main indicators of the stability of the liposomal dispersion under homogenization

Показатели стабильности
Время, мин

1 2 3 4 5
Значение ζ-потенциала, мВ −(17,2±1,8) −(10,2±2,7) −(12,1±1,9) −(16,2±1,9) −(17,8±2,3)
Размер везикул, нм 181±10 158±8 142±5 138±6 147±5
Значение PDI 0,417±0,053 0,439±0,041 0,403±0,024 0,311±0,025 0,519±0,030

Таблица 5. Результаты измерений основных показателей стабильности липосомальной дисперсии при воздействии УЗ

Table 5. Results of measurements of the main indicators of stability of liposomal dispersion under the influence of ultrasound

Показатели
стабильности

Время
1 мин 5 мин 10 мин 20 мин 30 мин 45 мин 60 мин

Значение ζ-потенциала, мВ −(24,0±3,1) −(21,1±3,3) −(20,1±2,5) −(22,5±2,4) −(18,6±2,1) −(23,8±1,8) −(16,5±2,2)
Размер везикул, нм 340±20 424±24 322±18 392±19 308±15 334±25 354±16
Значение PDI 0,455±0,062 0,456±0,050 0,310±0,036 0,593±0,044 0,494±0,041 0,511±0,038 0,628±0,046
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Резюме 
Введение. Исследование посвящено вопросам разработки состава и технологии гранул омепразола. Установлено, что самой оптимальной 
лекарственной формой для препаратов ингибиторов протонной помпы считается таблетка с системой множества пеллет (микрочастиц). 
В случае производства данных препаратов в микрогранулах частицы покрыты несколькими защитными оболочками. Для разработки 
микрогранул омепразола предложена технология наслаивания в аппарате псевдоожиженного слоя. 
Цель. Получение в аппарате псевдоожиженного слоя покрытых кишечнорастворимой оболочкой микрогранул омепразола.
Материалы и методы. Для решения поставленной цели определены технологические характеристики полученных при различных режимах 
работы аппарата псевдоожиженного слоя гранулятов омепразола, такие как форма гранул, фракционный состав и насыпная плотность 
методами, описанными Государственной фармакопеей XIII издания.
Результаты и обсуждение. В результате исследования обоснован выбор полимеров для послойного нанесения в процессе 
гранулирования субстанции омепразола. Произведен подбор кишечнорастворимого полимера различных фирм производителей для 
обеспечения необходимого профиля высвобождения омепразола в организме человека. Выбран сополимер метакриловой кислоты – 
Kollicoat MAE 100 P. Особое внимание уделено получению кишечнорастворимых гранул омепразола правильной сферообразной формы 
с минимальной шероховатостью и улучшенной сыпучестью для дальнейшего таблетирования. С целью получения гранул омепразола 
сферообразной формы произведен подбор оптимального режима работы аппарата псевдоожиженного слоя для осуществления процесса 
нанесения кишечнорастворимого полимера. По итогам экспериментов определена зависимость качества фракционного состава и 
внешнего вида гранул омепразола от температуры, давления и скорости подачи полимера. Кроме того, установлено, что равномерность 
нанесения и толщина слоя нанесенного кишечнорастворимого полимера на гранулы омепразола зависят не только от скорости подачи 
полимера, но и от размера капель подаваемого раствора. 
Заключение. Установлено, что на качество получаемых кишечнорастворимых гранул омепразола влияли такие факторы работы 
аппарата псевдоожиженного слоя, как: температура входящего воздуха в аппарате, давление воздуха на форсунку, давление воздуха на 
газораспределительную решетку аппарата, скорость подаваемого полимера, масса загрузки гранул, температура воздуха слоя гранул, 
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Abstract
Introduction. In this research is devoted to questions of development of structure and technology of granules of an omeprazole. It is established 
that the most optimal dosage form for medicines of inhibitors of a proton pump is considered to be the tablet with a multiple-unit pellets system 
(microparticles). In this case of the production of these medicines in the microgranules of a particle are covered with several protective covers. For 
development of microgranules of an omeprazole is offered the technology of lamination in the fluid bed apparatus. 
Aim. To receive in the fluid bed apparatus of the microgranules of an omeprazole covered with the enteric cover.
Materials and methods. To solve this problem technical characteristics on the granulates of an omeprazole received at various operating modes 
of the fluid bed apparatus are defined such as form of granules, fractional structure and bulk density are determined by the methods described by 
the State Pharmacopeia of the XIII edition.
Results and discussion. As a result of a research the choice of polymers for layered deposition in the granulation process of a substance of omeprazole 
is substantiated. Produced selection of enteric polymer of various firms of producers is made for providing a necessary profile of release of an 
omeprazole in a human body. A copolymer of methacrylic acid – Kollicoat MAE 100 P is chosen. Special attention is paid to receiving the enteric 
granules of an omeprazole of the correct spherical form with minimum roughness and the improved flowability for further tabletting. For the 
purpose of receiving granules of an omeprazole of a spherical form selection of an optimum operating mode of the device of a fluid bed apparatus 
is made for implementation of process of applying the enteric polymer. Following the results of experiments the dependence of quality of fractional 
structure and appearance of granules of an omeprazole on temperature, pressure and feed rate of polymer is defined. Besides, it is established that 
the uniformity of application and thickness of a layer of the applied enteric polymer on granules of an omeprazole depend not only on the polymer 
feed rate, but also on the size of drops of the feed solution.
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Conclusion. It is established that the quality of the granules of an omeprazole received the enteric polymer was affected by such factors of 
technological parameters of the fluid bed apparatus as: temperature of the entering air in the apparatus, the air pressure upon a nozzle, air pressure 
upon a gas-distributing grid of the apparatus, speed of the given polymer, a lot of loading of granules, air temperature of a layer of granules, duration 
of drying of granules upon termination of process of application of the enteric polymer.

Keywords: inhibitors of proton pomp, granulation, fluid bed apparatus, enteric polymer.
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ВВЕДЕНИЕ 
Профилактика и лечение кислотозависимых за-

болеваний (КЗ) верхних отделов желудочно-кишечно-
го тракта представляет собой важный комплекс меди-
цинских мероприятий, направленных на укрепление 
здоровья населения [1, 2]. К наиболее эффективным 
лекарственным препаратам (ЛП) для лечения КЗ отно-
сят препараты группы ингибиторов протонной помпы 
(ИПП) [3, 4]. Одним из популярных представителей дан-
ной группы является ее родоначальник – омепразол.

Оптимальной лекарственной формой препара-
тов ИПП считается таблетка с системой множества 
пеллет (микрочастиц) – multiple-unit pellets system 
(MUPS®)  [5, 6]. Такие таблетки имеют ряд фармакоки-
нетических и технологических преимуществ. В дан-
ных формах, в отличие от обычных таблеток, высво-
бождение действующего вещества (ДВ) происходит 
из каждой микрочастицы по отдельности и зависит 
от скорости эрозии таблетки [7]. Помимо этого быст- 
рое перемещение микрочастиц из желудка в кишеч-
ник, благодаря малому размеру частиц, позволяет 
снизить вероятность местного раздражения и разви-
тия побочных эффектов, а также повысить биодоступ-
ность. Таблетки с микроформами снижают риск преж-
девременного высвобождения всей дозы ДВ сразу, а 
постепенная абсорбция ДВ обеспечивает равномер-
ное достижение пиковой концентрации и наступление 
фармакологического эффекта [4].

В случае производства препаратов ИПП в виде 
MUPS ДВ в микрогранулах покрыты несколькими за-
щитными оболочками, благодаря чему субстанции 
ИПП не подвергаются агрессивному действию кисло-
го желудочного сока, а также остаются стабильными в 
процессе хранения готовой лекарственной формы.

Широкое распространение получило производст- 
во микрогранул MUPS в аппаратах псевдоожиженно-
го слоя (ПОС) с использованием технологии наслаива-
ния. Основным преимуществом этого процесса явля-
ется возможность объединения в одном аппарате не 
только смешения компонентов, грануляции и сушки 
гранулята, но и нанесение кишечнорастворимого по-
лимера на полученные гранулы [8].

Операция покрытия кишечнорастворимым поли-
мером в аппарате ПОС является наиболее сложным 
этапом в технологии изготовления таблетки MUPS, так 

как от целостности и равномерности покрытия гранул 
зависит профиль растворения и высвобождение ДВ в 
организме человека. В связи с этим целью настояще-
го исследования было получение в аппарате ПОС по-
крытых кишечнорастворимой оболочкой микрогра-
нул омепразола.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования являлись: субстанция 

омепразола магния фирмы Changzhou Truly Foreign 
Trade Co., Ltd, Китай и вспомогательные вещества: по-
видон К-30 (фирмы BASF, Германия), гидроксипропил-
метилцеллюлоза (гипромеллоза Е6 VivaPharm фирмы 
JRS, Германия), гипролоза (гидроксипропилцеллюло-
за) (Klucel EF Farm фирмы Ashland, США); сополиме-
ры метакриловой кислоты этилакрилата 1:1: Kollicoat 
MAE 30  DP (30% дисперсия) (фирмы BASF, Германия); 
Eudragit L 100-55 (фирмы Evonik Industries, Германия); 
EudragitL 100-55 (фирмы Evonik Industries, Германия); 
Kollicoat MAE 100 P (фирмы BASF, Германия). 

Оборудование: тестер для определения сыпучес- 
ти Erweka GTL (Erweka GmbH, Германия), тестер 
определения насыпной плотности Erweka SVM 223 
(Erweka  GmbH, Германия), тестер определения ис-
тирaемости Erwеka GTA 120 (Erweka GmbH, Германия), 
электронный анализатор влажности МА-30 (Россия), 
микроскоп медицинский Микмед-6 (Россия).

Для анализа полученных гранул использовали ме-
тодики, приведенные в ГФ XIII: ОФС.1.2.1.0009.15 Оп-
тическая микроскопия, ОФС.1.1.0015.15 Ситовой ана-
лиз, ОФС.1.4.2.0016.15 Степень сыпучести порошков, 
ОФС.1.4.2.0009.15 Однородность массы дозированных 
лекарственных форм, ОФС.1.4.2.0004.15 Истираемость 
таблеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка состава  
и технологии гранул омепразола

Для получения гранул омепразола в качестве при-
оритетной технологии была выбрана влажная грану-
ляция, обеспечивающая однородность дозирования 
небольшой дозировки разрабатываемого препарата 
(20 мг).

Фармацевтическая технология
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На основе субстанции омепразола методом влаж-
ной грануляции в аппарате ПОС «Midi-Glatt» (фирмы 
Glatt, Германия) были изготовлены грануляты. Субстан-
цию омепразола увлажняли различными растворами: 
10% раствором повидона К-30, 5% раствором гипро-
меллозы Е 6, 5% раствором гипролозы EF. При выборе 
увлажнителя оценивали внешний вид и основные тех-
нологические характеристики получаемых грануля-
тов, такие как сыпучесть и насыпную плотность, а так-
же однородность распределения частиц по размерам.

Наиболее равномерного распределения частиц по 
размеру удалось добиться в случае использования в 
качестве увлажнителя 10 % водного раствора повидо-
на К-30.

Покрытие гранул  
кишечнорастворимым полимером

Далее осуществляли подбор кишечнораствори-
мого полимера для гранул на основе повидона К-30. В 
аппарате ПОС «Midi – Glatt» проводили процесс нане-
сения различных кишечнорастворимых полимеров на 
ранее полученные гранулы омепразола с повидоном 
К-30. 

Результаты анализа технологических характерис- 
тик гранулятов, покрытых различными кишечнораст- 
воримыми полимерами, представлены в таблице 1. 

Было установлено, что наиболее подходящим по-
лимером для дальнейшего исследования является 
Kollicoat MAE 100 P. Так как данные гранулы облада-
ли наиболее гладкой поверхностью, хорошей сыпу-
честью и высокой насыпной плотностью. Однако для 
дальнейшего таблетирования полученных кишечно-
растворимых гранул необходимо было добиться луч-
шего качества гранул, а именно их сферообразной 
формы с минимальной шероховатостью и улучшенной 
сыпучестью.

В связи с этим проводили усовершенствование 
процесса нанесения данного полимера в аппарате 
ПОС. Был выполнен ряд экспериментов, в каждом из 
которых менялась одна из величин процесса нанесе-

ния кишечнорастворимого полимера на гранулы в ап-
парате ПОС «Midi – Glatt» при неизменных остальных 
величинах. Были выбраны следующие контролиру-
емые параметры: температура входящего воздуха в 
аппарате, давление воздуха на форсунку в аппарате, 
давление воздуха на газораспределительную решетку 
аппарата, скорость подаваемого полимера.
1.	 Исследование влияния температуры входящего 

воздуха на процесс нанесения кишечнораствори-
мого полимера на гранулы омепразола.
Выбор температуры входящего воздуха вели в 

пределах (50–65)±1 °С. Температура ниже 50 °С оказа-
лась неприемлемой для проведения процессов грану-
ляции или покрытия продуктов на основе субстанций 
ИПП, из-за их взаимодействия с влагой.

При более высокой температуре входящего возду-
ха (63–65)±1 °С наблюдался неравномерный фракци-
онный состав гранулята (встречались конгломераты), 
покрытые гранулы имели шероховатую поверхность, 
что приводило к снижению их насыпной плотности 
(0,4±0,05 г/мл), и, как следствие, сыпучести (рисунок 1).

Таблица 1. Основные технологические характеристики гранул омепразола, покрытых различными  
кишечнорастворимыми полимерами

Table 1. The main technological characteristics of omeprazole granules coated with various enteric polymers

Наименование 
полимера

Фракционный состав, (%±σ)
Степень 

сыпучести

Угол 
естественного 

откоса (°±σ), 
n=5

Насыпная
плотность  

(г/мл±σ), n=5

Внешний вид частиц 
гранулята2–1 мм 1– 

0,5 мм
0,5– 

0,25 мм
0,25–
0,1мм

Kollicoat  
MAE 30 DP 2±1 49±1 35±1 14±1 удовлетвори-

тельная 41±1 0,46±0,10
Шарообразные, неправильной 
формы с шероховатой поверх-
ностью

Eudragit  
L 100-55 32±1 43±1 20±1 5±1 хорошая 35±1 0,61±0,10 Шарообразные, неправильной 

формы с выпуклостями

Acryl-EZE II 18±1 62±1 14±1 6±1 хорошая 34±1 0,63±0,10 Шарообразные с воронками, 
шероховатые

Kollicoat  
MAE 100 P 5±1 85±1 8±1 2±1 хорошая 34±1 0,66±0,10 Шарообразные, слегка шеро-

ховатые

Рисунок 1. Зависимость насыпной плотности гранулята от тем-
пературы входящего воздуха в аппарате псевдоожиженного 
слоя

Figure 1. The dependence of the bulk density of the granulate from 
the temperature of the incoming air in the fluid bed apparatus

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



77РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, № 2

Установлено, что оптимальной температурой 
входящего воздуха являлось значение 60±1 °С. Грану-
лы, полученные при данной температуре, отличались 
высокой насыпной плотностью ((0,6–0,7)±0,05 г/мл), 
относительно гладкой поверхностью и хорошей сы-
пучестью (6,6±0,5 г/с).
2.	 Влияние давления входящего воздуха на решет-

ку на процесс нанесения кишечнорастворимого 
полимера на гранулы омепразола.
Давление входящего воздуха на газораспредели-

тельную решетку аппарата ПОС непосредственно вли-
яло на качество получаемого продукта. В связи с тем, 
что теплоноситель (входящий воздух) и раствор поли-
мера из форсунки были направлены навстречу друг 
другу так, что происходило соударение струй, и в зо-
не орошения шел активный теплообмен, а обрабаты-
ваемый гранулят при этом непрерывно находился в 
движении, то объем проходящего воздуха значитель-
но менял длительность процесса. С целью сокращения 
длительности этапа нанесения кишечнорастворимого 
полимера регулировали давление подаваемого горя-
чего воздуха.

Было установлено, что расход воздуха менее 
0,07±0,01 бар не позволял слою частиц подниматься и 
кипеть, а при слишком сильной подаче воздуха (выше 
0,16±0,01 бар) происходил унос мелкой фракции еще 
непокрытого гранулята и повреждение гранул, покры-
тых полимером. Оптимальные значения давления по-
даваемого воздуха составили (0,10–0,14)±0,01 бар (ри-
сунок 2). Поддержание параметра «давление воздуха» 
в указанных пределах позволило сократить длитель-
ность процесса нанесения полимера с 60 до 45 мин.

3.	 Влияние скорости подачи полимера на процесс 
нанесения кишечнорастворимого полимера на 
гранулы омепразола.
Для равномерного нанесения полимера на гра-

нулы необходимо было достичь гидродинамическо-

го равновесия процесса. Для этой цели регулирова-
ли скорость подачи полимера. При скорости подачи 
менее 1,5±0,1 мл/мин наблюдали медленный прирост 
массы гранул, их поверхность пересыхала, станови-
лась шероховатой, покрывалась неравномерно. При 
скорости более 2,4±0,1 мл/мин гранулы налипали на 
стенки и решетку аппарата ПОС, частицы переувлаж-
нялись и слипались.

Лучшая сыпучесть и правильная форма гранул и 
их оптимальный фракционный состав, а также высо-
кая насыпная плотность ((0,5–0,7)±0,01 г/мл) была у 
гранул, покрытых при скорости (1,8–2,1)±0,1 мл/мин 
(рисунок 3).

4.	 Влияние давления подаваемого воздуха на фор-
сунку на процесс нанесения кишечнораствори-
мого полимера на гранулы омепразола.
Было установлено, что равномерность нанесения 

и толщина слоя нанесенного полимера на гранулы за-
висели не только от скорости подачи полимера, но и 
от размера капель подаваемого раствора. Величину 
капель меняли путем регулирования давления возду-
ха, подаваемого на форсунку. 

При значениях давления сжатого воздуха на фор-
сунку менее 0,7±0,01 бар получали крупные капли, гра-
нулы переувлажнялись, имели неоднородный фрак-
ционный состав. Увеличение давления в интервале 
(0,9–1,0)±0,01 бар приводило к улучшению технологи-
ческих характеристик гранулята (сыпучесть и насып-
ную массу). При высоких значениях давления воздуха 
на форсунку (более 1,2±0,01 бара) размер капли был 
слишком мелким, наблюдалось пересушивание грану-
лята. Не было необходимого прироста массы, так как 
капли высыхали, не достигнув поверхности гранул, и 
уносились из камеры аппарата ПОС. Установлено, что 
оптимальное значения давления сжатого воздуха, по-
даваемого на форсунку, должно находиться в интерва-
ле (1,0–1,2)±0,01 бар (рисунок 4).

Рисунок 2. Зависимость насыпной плотности гранулята от дав-
ления воздуха на газораспределительную решетку в аппарате 
псевдоожиженного слоя

Figure 2. The dependence of the bulk density of the granulate from 
the pressure air on gas distribution grid in the fluid bed apparatus

Рисунок 3. Зависимость насыпной плотности гранулята от ско-
рости подачи кишечнорастворимого полимера в аппарате 
псевдоожиженного слоя

Figure 3. The dependence of the bulk density of the granulate 
from feed rate enteric polymer in the fluid bed apparatus
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5.	 Влияние дополнительных параметров на про-
цесс нанесения кишечнорастворимого полиме-
ра на гранулы омепразола.
Установлено, что кроме указанных выше тех-

нологических параметров работы аппарата ПОС, 
на качество получаемых гранул влияли следующие 
факторы:
•• масса загрузки гранул для покрытия в аппарат 

ПОС. При загрузке в рабочее пространство каме-
ры аппарата массы гранул менее 100 г процесс 
проходил неэффективно: 10–15% полимера попа-
дало на стенки камеры аппарата, гранулы покры-
вались неравномерно или не покрывались вообще. 
Наблюдался неоднородный фракционный состав, 
много пылевидной фракции. При загрузке массы 
гранул более 300 г качество покрытия гранул так-
же было неудовлетворительным. Гранулы переме-
шивались большими порциями, часть переувлаж-
нялась, в то время как другая была пересушена. 
Таким образом, рациональный объем загрузки в 
аппарате ПОС «Midi–Glatt» для процесса нанесе-
ние полимера на гранулы омепразола составил  
(150–250)±2 г;

•• температура воздуха слоя гранул. Эксперименталь-
но было установлено, что регулирование темпе-
ратуры слоя гранул наряду с контролированием 
температуры входящего воздуха, позволило по-
лучить продукт хорошего качества. Оптимальные 
значения температуры слоя гранул составили (32–
38)±0,5 °С; 

•• длительность сушки гранул по окончании процесса 
нанесения кишечнорастворимого полимера. Суш-
ка гранул, покрытых полимером, проводилась при 
температуре входящего воздуха 55 °С. Длительность 
сушки контролировали путем измерения остаточ-
ной влаги в гранулах после проведения процесса 
нанесения полимера на влагомере при температу-
ре 65 °С. Оптимальное значение остаточной влаги 
в гранулах составило 1,5–2,0%. При меньших значе-

ниях гранулы становились хрупкими и разрушались, 
при больших – имели склонность к залипанию при 
таблетировании. Для получения гранул с заданным 
количеством остаточной влаги было установлено 
время сушки 5–7 мин.
Таким образом, экспериментальным путем бы-

ли получены оптимальные параметры процесса на-
несения кишечнорастворимого полимера Kollicoat 
MA 100 P на гранулы на основе субстанции омепразо-
ла (таблица 2). 

Таблица 2. Оптимальные параметры стадии  
нанесения кишечнорастворимого полимера  
Kollicoat MAE 100 P на гранулы на основе омепразола

Table 2. Optimal parameters of the stage of application  
of the enteric polymer Kollicoat MAE 100 P to omeprazole 
granules

Наименование параметра, единицы 
измерения

Значение 
параметра

Температура входящего воздуха, °С 58–63

Температура слоя гранул, °С 32–38 

Давление входящего воздуха на решетку, 
бар 0,10–0,14 

Давление воздуха на форсунку, бар 1,0–1,2

Скорость подачи полимера, мл/мин 1,8–2,1 

Время сушки, мин 5–7 

Потеря в массе при высушивании, % 1,5–2,0

Масса загрузки, г 150–250

Показатели качества гранул омепразола, получен-
ных при разработанном режиме нанесения полимера, 
представлены в таблице 3.

Таблица 3. Основные технологические характеристики  
гранул омепразола, покрытых кишечнорастворимым  
полимером Kollicoat MAE 100 P при оптимальных условиях  
работы в аппарате псевдоожиженного слоя

Table 3. The main technological characteristics of omeprazole 
granules coated enteric polymer Kollicoat MAE 100 P under 
optimal working conditions in the fluid bed apparatus 

Показатели качества гранулята Результаты анализа

Фракционный 
состав, (%±σ)

1,0–2,0 мм 7±1

0,5–1,0 мм 89±1

0,25–0,5мм 4±1

0,1–0,25мм –

Средняя масса гранулы и отклонение от 
средней массы, (мг±σ), n=10 16,20±0,03

Истираемость (прочность на истирание) 
(%±σ), n=5 1,87±0,03

Угол естественного откоса (°±σ), n=5 31±1

Степень сыпучести Хорошая

Сыпучесть, (г/с±σ), n=5 6,9±0,1

Насыпная плотность (г/мл±σ), n=5 0,78±0,02

Внешний вид частиц гранулята Шарообразные с почти 
гладкой поверхностью

Рисунок 4. Зависимость насыпной плотности гранулята от дав-
ления сжатого воздуха, подаваемого на форсунку в аппарате 
псевдоожиженного слоя

Figure 4. The dependence of the bulk density of the granulate 
from pressure of compressed air supplied to the nozzle in the fluid 
bed apparatus
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования позволили получить 

кишечнорастворимые микрогранулы омепразола с ис-
пользованием двух различных полимеров: водораст- 
воримого повидона К-30 в составе гранул и кишеч-
норастворимого сополимера метакриловой кисло-
ты Kоllicoat MAE 100 P в составе покрытия полученных 
гранул. Были установлены оптимальные параметры 
работы лабораторной установки псевдоожиженного 
слоя для проведения процесса нанесения кишечно-
растворимого полимера на гранулы омепразола. 
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Резюме
Введение. Щавель кислый (Rumex acetosa L.) – двулетнее травянистое растение из семейства Гречишные (Polygonaceae L.). Ранее изучен 
состав фенольных соединений спиртового извлечения и эфирной, этилацетатной, бутанольной фракций щавеля кислого травы и 
обнаружены флавоноиды группы флавонола. Из литературы известно, что одной из групп биологически активных соединений, обладающих 
противовоспалительным действием, являются флавоноиды. Следовательно, актуальной задачей является оценка количественного 
содержания флавоноидов в щавеля кислого траве. 
Цель. Разработка и валидация методики количественного определения флавоноидов в щавеля кислого траве. 
Материалы и методы. Комплекс флавоноидов травы щавеля кислого включает рутин, поэтому в качестве стандарта для расчетов суммы 
флавоноидов использовали стандартный образец (СО) рутина. Готовили спиртовое извлечение щавеля кислого травы и раствор СО рутина. 
Проводили реакцию комплексообразования с алюминия хлоридом. Полученные растворы исследовали методом дифференциальной 
спектрофотомерии. Сравнивали спектральные характеристики исследуемого и стандартного образцов. Изучали влияние условий 
экстракции на выход флавоноидов из сырья: экстрагент, размер частиц сырья, соотношение «сырье – экстрагент», температура, кратность 
и продолжительность экстракции. В качестве экстрагента использовали воду очищенную и спирт этиловый различной концентрации (20%, 
40%, 70%, 90%). Подбирали оптимальные условия для проведения реакции комплексообразования (время реакции комплексообразования, 
соотношение «аликвота – алюминия хлорида раствор спиртовой»). Проводили валидацию методики согласно ОФС.1.1.0012.15 ГФ XIII издания 
и общепринятым методикам по показателям: специфичность, аналитическая область, линейность, правильность, прецизионность. 
Результаты и обсуждение. Определены оптимальные параметры экстракции флавоноидов из сырья (трехкратная экстракция 
спиртом этиловым 70% на водяной бане, соотношение «сырье – экстрагент» – 1:30 в течении 30 минут, размер частиц сырья – 2,0 мм). 
Подобраны условия проведения реакции комплексообразования (соотношение «аликвота : алюминия хлорида раствор спиртовой»  – 
1:2,5, комплексообразователь – раствор алюминия хлорида 5% спиртовой, появление устойчивой окраски раствора через 40 минут). 
При проведении валидации разработанной методики установлено, что валидационные характеристики находятся в пределах критериев 
приемлемости. При анализе сырья, заготовленного на территории Алтайского края в разные годы, установлено, что содержание флавоноидов 
в щавеля кислого траве колеблется от 0,596 до 0,632%. 
Заключение. Определены оптимальные параметры экстракции флавоноидов из сырья, подобраны условия проведения реакции 
комплексообразования, проведена валидация методики. Установлено количественное содержание флавоноидов в пересчете на рутин в 
щавеля кислого траве, заготовленном на территории Алтайского края в разные годы.

Ключевые слова: щавель кислый, трава, количественное определение, флавоноиды, дифференциальная спектрофотометрия, рутин, 
валидация.
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Abstract
Introduction. Common sorrel (Rumex acetosa L.) is a biennial herb from the Buckwheat family (Polygonaceae L.). In our previously studies of phenolic 
compounds composition of alcohol extraction and ethereal, ethyl acetate, butanol fractions of common sorrel herba and flavonoids of the flavonol 
group was found. From the literature sources it is known that flavonoids are one of the groups of biologically active compounds with anti-inflammatory 
action. In this regard, the actual task is to assess the quantitative content of flavonoids in common sorrel herba. 
Aim. Is the development and validation of a method for the quantitative determination of flavonoids in common sorrel herba. 
Materials and methods. It has been established that the flavonoid complex of common sorrel herba includes rutin, therefore, the reference 
sample (RS) rutin was used as a standard for calculating the amount of flavonoids. Alcohol extract of common sorrel herba and a solution of rutin 
RS were prepared. The complexation reaction with aluminum chloride was carried out. The resulting solutions were investigated by the method of 
differential spectrophotometry. The spectral characteristics of the test and standard samples were compared. Then we studied the effect of extraction 
conditions on the yield of flavonoids from the raw material: the extractant, the particle size of the raw material, the ratio of «raw material – extractant», 
temperature, frequency and duration of extraction. Purified water and ethyl alcohol of various concentrations (20%, 40%, 70%, 90%) were used as 
the extractant. Next, carried out the selection of the optimal conditions for the complexation reaction (the complexation reaction time, the ratio of 
«aliquot – aluminum chloride alcohol solution»). The method was validated according to GPM.1.1.0012.15 of the State Pharmacopoeia (SF) XIII edition 
and generally accepted methods for the following indicators: specificity, analytical field, linearity, accuracy, precision. 

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods
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Results and discussion. The optimal parameters for extracting flavonoids from raw materials were determined (threefold extraction with ethyl 
alcohol 70% in a water bath, the ratio of «raw material – extractant» – 1:30 for 30 minutes, the particle size of the raw material – 2.0 mm). The conditions 
for the complexation reaction were selected (the ratio «aliquot: aluminum chloride alcohol solution» – 1: 2.5, the complexing agent – aluminum 
chloride solution 5% alcohol, the appearance of a stable solution color after 40 minutes). When carrying out the validation of the developed method, 
it was established that the validation characteristics under study are within the acceptance criteria. When analyzing the raw materials harvested in 
the Altai Territory in different years, it was found that the content of flavonoids in common sorrel herba ranges from 0,596 to 0,632%. 
Conclusion. The optimal parameters of extraction of flavonoids from raw materials were determined, the conditions for the complexation reaction 
were selected, and the developed method was validated. The quantitative content of flavonoids in terms of rutin in sorrel sour grass harvested in 
the Altai Territory in different years has been established.

Keywords: common sorrel, herba, quantitative determination, flavonoids, differential spectrophotometry, rutin, validation.

Conflict of interest: no conflict of interest.

For citation: Kutateladze G. R., Fedoseeva L. M. Research in the development and validation of the method of quantitative determination of flavonoids 
in the common sorrel herba, gathered in the altai territory. Drug development & registration. 2019; 8(2): 80–86.

ВВЕДЕНИЕ
Щавель кислый (Rumex acetosa L.) – двулет-

нее травянистое растение из семейства Гречишные 
(Polygonaceae L.). Трава являлась фармакопейным рас-
тением на территории Англии и использовалась как 
противовоспалительное средство [10, 11, 13, 14]. 
Комплекс биологически активных соединений (БАС) 
щавеля кислого травы разнообразен и включает фла-
воноиды, фенолокислоты, конденсированные и гидро-
лизуемые дубильные вещества, органические кисло-
ты, что свидетельствует о целесообразности изучения 
и внедрения данного вида сырья в научную медицину 
РФ [9, 12, 15].

Ранее нами изучен состав фенольных соединений 
спиртового извлечения и эфирной, этилацетатной, 
бутанольной фракций щавеля кислого травы и обна-
ружены фенолокислоты, флавоноиды группы флаво-
нола, антраценпроизводные группы хризацина [7]. Из 
литературных данных известно, что одной из групп 
биологически активных соединений, обладающих 
противовоспалительным действием, являются фла-
воноиды [1, 4].

В связи с вышесказанным, является актуальным 
провести определение количественного содержания 
флавоноидов в траве щавеля кислого.

Цель – определение условий экстракции флавоно-
идов, разработка и валидация методики количествен-
ного определения флавоноидов в щавеля кислого 
траве.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования – щавеля кислого трава, за-

готовленная на территории Алтайского края в 2016–
2018 гг. в фазу цветения.

Установлено, что комплекс флавоноидов травы 
щавеля кислого включает рутин, поэтому в качестве 
стандарта для расчетов суммы флавоноидов исполь-
зовали стандартный образец (СО) рутина («Sigma-
Aldrich», каталожный номер R5143, содержание рутина 
≥94% (HPLC), годен до 03.2019) [7]. Готовили спиртовое 
извлечение щавеля кислого травы и раствор стандарт-
ного образца рутина. Проводили реакцию комплексо-

образования с раствором алюминия хлорида 5% спир-
товым (ч.д.а., OOO «АО РЕАХИМ», Россия). Полученные 
растворы исследовали методом дифференциальной 
спектрофотомерии. Сравнивали спектральные харак-
теристики исследуемого и стандартного образцов. 

Целесообразность использования данного метода 
объясняется характером дифференциального спект- 
ра комплексов флавоноидов с селективными максиму-
мами поглощения при 390–410 нм. Другие группы фе-
нольных соединений не дают характерных максиму-
мов в данной области. При использовании в качестве 
раствора сравнения раствора извлечения без добав-
ления реактивов исключается влияние сопутствую-
щих фенольных соединений на результаты анализа [5, 
6]. Для предотвращения возможности ионизации фла-
воноидов к исследуемым пробам добавляли кислоты 
уксусной раствор 3% (х.ч., ЗАО «ВЕКТРОН», Россия) [6].

Оптическую плотность исследуемых растворов, 
растворов стандартного образца рутина измеряли на 
спектрофотометре «Schimadzu UV-mini 1240» (Япония) 
при длине волны 410 нм, что соответствует максимуму 
поглощения комплексного соединения рутина с алю-
миния хлоридом. 

Далее изучали влияние условий экстракции на вы-
ход флавоноидов из травы щавеля кислого: экстрагент, 
размер частиц сырья, соотношение «сырье – экстра-
гент», температура, кратность и продолжительность 
экстракции. В качестве экстрагента использовали во-
ду очищенную и спирт этиловый различной концент- 
рации (20, 40, 70, 90%). В предыдущих исследованиях 
нами установлено, что в щавеля кислого траве пре-
обладают гликозиды флавоноидов [7]. Известно, что 
с увеличением концентрации спирт этиловый в мень-
шей степени извлекает гликозиды флавоноидов, в 
большей степени – агликоны. По этой причине этило-
вый 95% для исследований не использовался.

Затем подбирали оптимальные условия для про-
ведения реакции комплексообразования (время реак-
ции комплексообразования, соотношение «аликвота – 
алюминия хлорида раствор спиртовой»).

Проводили валидацию методики согласно 
ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитических методик» 
Государственной Фармакопеи XIII издания и общепри-
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нятым методикам по следующим показателям: спе- 
цифичность, аналитическая область, линейность, пра-
вильность, прецизионность [2, 3, 8].

Специфичность (селективность) методики опре-
деляли путем анализа дифференциальных спектров 
поглощения раствора стандартного образца, извле-
чения из травы щавеля кислого и раствора «плацебо». 
Критерием приемлемости специфичности методики 
считается совпадение максимумов поглощения раст- 
вора СО и извлечения из травы щавеля кислого и от-
сутствием максимумов в спектре поглощения раство-
ра «плацебо».

Линейность методики устанавливали путем анали-
за растворов 11 уровней концентрации (50, 75, 100, 125, 
150, 175, 200, 225, 250, 275, 300%) от теоретического со-
держания суммы флавоноидов (в пересчете на рутин, 
%) в щавеля кислого траве. 

Экспериментальные данные обрабатывали мето-
дом наименьших квадратов, составляли уравнение 
регрессии. Критерием приемлемости линейности яв-
ляется коэффициент корреляции (r), который должен 
быть не менее 0,99. При условии, что его значение 
близко к единице, то совокупность анализируемых 
данных можно описать прямой линией. 

Аналитическую область методики определяли по 
интервалу экспериментальных данных полученных и 
удовлетворяющих линейную модель. Критерием при-
емлемости является диапазон применения аналити-
ческой методики, который должен составлять 80–120% 
от номинального содержания флавоноидов в сырье.

Правильность методики устанавливали путем из-
мерения количественного содержания флавоноидов в 
пересчете на рутин в извлечениях, полученных путем 
добавления необходимого количества раствор СО ру-
тина 0,05%.

Критерием приемлимости правильности методи-
ки является открываемость (R, %), скорректирован-
ная на 100%, средняя величина которой должна быть в 
пределах 100±5%, относительное стандартное откло-
нение (RSD, %).

Повторяемость (сходимость) методики проверяли 
путем приготовления спиртового извлечения травы 
щавеля кислого из 6 навесок сырья в пределах корот-
кого промежутка времени, с применением одинако-
вого набора реактивов и с участием одного и того же 
исследователя. Внутрилабораторную (промежуточ-
ную) прецизионность определяли, как описано выше 
в условиях той же лаборатории, но в разные дни и с 
участием разных исследователей. Критерий приемле-
мости выражается величиной относительного стан-
дартного отклонения (RSD, %), которое не должно пре-
вышать 2% и 5% соответственно.

Статистическую обработку результатов исследо-
ваний проведили согласно ОФС.1.1.0013.15 «Статисти-
ческая обработка результатов эксперимента» ГФ XIII с 
использованием ПО «Microsoft Exсel», статистического 
пакета «Statistica 7.0» [2].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При анализе дифференциальных спектров погло-

щения спиртового извлечения щавеля кислого травы 
и рутина с алюминия хлорида раствором спиртовым 
установлено, что полученные спектры совпадали с 
максимумом поглощения при 409 нм (рисунок 1).

В ходе подбора оптимального экстрагента для из-
влечения суммы флавоноидов щавеля кислого тра-
вы использовали воду очищенную и спирт этиловый 
различной концентрации (от 20 до 90%). Экстракцию 
проводили с обратным холодильником на кипящей 
водяной бане трижды по 30 мин. Далее полученные 
извлечения исследовали методом дифференциальной 
спектрофотометрии. Выход флавоноидов в пересчё-
те на рутин при использовании в качестве экстраген-
та спирта этилового 70% составил 0,63%. Данный раст- 
воритель применяли для дальнейших исследований.

Установлено, что наиболее полная экстракция 
флавоноидов из щавеля кислого травы достигается 
при трехкратной экстракции спиртом этиловым 70% 
на водяной бане (t oC=100) при соотношении «сырье – 
экстрагент» – 1:30 в течении 30 минут со степенью из-
мельчения сырья 2,0 мм (таблица 1). 

Оптимальные условия комплексообразования: со-
отношение «аликвота : алюминия хлорида раствор 
спиртовой» – 1:2,5 при использовании в качестве 
комплексообразователя раствора алюминия хлори-
да 5% спиртового, появление устойчивой окраски  
раствора через 40 минут (таблица 2).

На основании проведенных исследований разра-
ботана методика количественного определения фла-
воноидов в щавеля кислого траве:

Рисунок 1. Дифференциальный УФ-спектр комплекса спирто-
вого извлечения из травы щавеля кислого (2) и СО рутина (1) с 
алюминия хлоридом; УФ – спектр раствора «плацебо» (3). При-
мечание: Wavelenght (nm) – длина волны (нм), [A] – оптическая 
плотность

Figure 1. Alcoholic extraction from the common sorrel herb (2) 
and rutin RS (1) with aluminum chloride complex’s differential UV 
spectrum; The UV spectrum of the placebo solution (3)
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Около 1,0 г (точная навеска) сырья, измельченно-
го до размера частиц, проходящих сквозь сито разме-
ром 2 мм, помещают в колбу со шлифом вместимостью 
100 мл, прибавляют 30 мл спирта этилового 70%. Колбу 
присоединяют к обратному холодильнику и нагревают 
на кипящей водяной бане в течение 30 мин, периоди-
чески перемешивая. Охлажденное извлечение фильт- 
руют через бумажный фильтр в мерную колбу вмести-
мостью 100 мл так, чтобы частицы сырья не попадали 
на фильтр. В колбу для экстрагирования прибавляют 
30 мл спирта этилового 70%. Экстракцию повторяют 
еще дважды в описанных выше условиях, фильтруют 

извлечение в ту же мерную колбу. После охлаждения 
объем извлечения доводят тем же растворителем до 
метки и перемешивают (раствор А испытуемого раст- 
вора). В мерную колбу вместимостью 25 мл помещают 
2,0 мл раствора А испытуемого раствора, 5 мл алюми-
ния хлорида раствора 5% спиртового, доводят объем 
раствора спиртом этиловым 70% до метки и переме-
шивают (раствор Б испытуемого раствора). Оптичес- 
кую плотность раствора Б испытуемого раствора из-
меряют через 40 мин на спектрофотометре при дли-
не волны 410 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. В 
качестве раствора сравнения используют раствор, со-

Таблица 1. Влияние различных факторов на полноту извлечения флавоноидов из щавеля кислого травы

Table 1. The influence of various factors on the completeness of the extraction of flavonoids from common sorrel herb
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Сумма флавоноидов  
(в пересчете на рутин), %

х–   
±

∆
х–  

Sх–  

ε,
 %

Экстрагент
Вода очищенная

1–2 1:30 30 3 100

0,450±0,012 0,010 2,67
Спирт этиловый 20% 0,492±0,008 0,012 1,63

Спирт этиловый 40% 0,591±0,005 0,042 0,85

Спирт этиловый 70% 0,630±0,004 0,046 0,63
Спирт этиловый 90% 0,560±0,007 0,053 1,25

Размер частиц сырья

Спирт этиловый 70%

0,1–0,5

1:30 30 3 100

0,451±0,004 0,051 0,89

1–2 0,630±0,005 0,053 0,79

2,5–3 0,592±0,004 0,047 0,67
3,5–5 0,542±0,008 0,058 1,47

Соотношение «сырье – экстрагент»

Спирт этиловый 70% 1 – 2

1:20

30 3 100

0,570±0,008 0,054 1,40
1:30 0,631±0,004 0,054 0,63
1:50 0,601±0,010 0,075 1,66
1:70 0,560±0,009 0,068 1,61
1:90 0,541±0,007 0,048 1,29

Температура

Спирт этиловый 70% 1 – 2 1:30 30 3

20 0,290±0,003 0,044 1,03
40 0,314±0,007 0,065 2,23
60 0,436±0,007 0,032 1,60
80 0,659±0,005 0,076 0,76

100 0,630±0,006 0,065 0,95
Кратность экстракции

Спирт этиловый 70% 1 – 2 1:30 30

1

100

0,531±0,009 0,075 1,69
2 0,540±0,008 0,074 1,48
3 0,631±0,006 0,043 0,95
4 0,630±0,010 0,042 0,96

Продолжительность экстракции

Спирт этиловый 70% 1 – 2 1:30

20

3 100

0,560±0,006 0,064 1,07
30 0,632±0,010 0,046 1,58
40 0,658±0,009 0,056 1,37
50 0,630±0,007 0,048 1,11
60 0,630±0,006 0,054 0,95

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



84 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, № 2

стоящий из 2 мл раствора А испытуемого раствора и 
1 мл кислоты уксусной раствора 3%, доведенный спир-
том этиловым 70% до метки в мерной колбе вмести-
мостью 25 мл. Параллельно измеряют оптическую 
плотность раствора СО рутина.

Таблица 2. Влияние различных факторов на полноту  
образования комплекса флавоноидов щавеля кислого травы 
с алюминия хлоридом

Table 2. The influence of various factors on the completeness  
of the formation of a complex of flavonoids in common sorrel 
herb with aluminum chloride

Условие проведения реакции
Сумма флавоноидов 

(в пересчете на рутин), %

х–   ±∆х– Sх–   ε, %

Концентрация алюминия 
хлорида раствора спиртово-
го, %

2 0,543±0,015 0,056 2,76

3 0,550±0,007 0,061 1,27

4 0,581±0,015 0,075 2,58

5 0,630±0,004 0,054 0,63

Соотношение «аликвота : 
алюминия хлорида раствор 
спиртовой»

1:0,5 0,411±0,010 0,051 2,43

1:1 0,450±0,015 0,042 3,33

1:1,5 0,511±0,008 0,038 1,56

1:2 0,590±0,007 0,053 1,19

1:2,5 0,630±0,005 0,037 0,79

Продолжительность комп- 
лексообразования, мин

20 0,524±0,010 0,098 1,91

30 0,598±0,004 0,086 0,67

40 0,630±0,004 0,075 0,63

50 0,630±0,010 0,100 1,59

60 0,630±0,008 0,064 1,27

Содержание суммы флавоноидов в пересчете на 
рутин в абсолютно сухом сырье в процентах (Х) вычис-
ляют по формуле:

 0

0

A 100 25 a 1 P 100
X 100,

A a 2 100 25 100 (100 W)
⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅

= ⋅
⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ −

где А – оптическая плотность раствор Б испытуемого 
раствора; А0 – оптическая плотность раствора Б СО ру-
тина; а – навеска сырья, г; а0 – навеска СО рутина, г; Р – 
содержание основного вещества в СО рутина, %; W – 
влажность сырья, %.

Разработка методики количественного опреде-
ления предусматривает проведение валидации. При 
проведении валидации методики количественно-
го определения суммы флавоноидов щавеля кислого 
травы оценивали следующие показатели: специфич-
ность, аналитическая область, линейность, правиль-
ность, прецизионность.

В процессе определения специфичности снима-
ли дифференциальные спектры продуктов реакции 
флавоноидов исследуемого извлечения, СО рутина с 
алюминия хлоридом и спектры поглощения раствора 
«плацебо» (спирт этиловый 70%).

Специфичность методики подтверждалась совпа-
дением максимумов поглощения раствора СО и из-
влечения из травы щавеля кислого (имеют максимумы 

поглощения при длине волны 410 нм), а также отсутст- 
вием максимумов в спектре поглощения раствора 
«плацебо» (рисунок 1). 

Для оценки линейности отбирали аликвоты из-
влечения объёмом 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6 мл. 
Определяли количественное содержание суммы фла-
воноидов в полученных растворах в соответствии с 
валидируемой методикой.

Строили график зависимости оптической плотнос- 
ти растворов от количественного содержания суммы 
флавоноидов (рисунок 2). Уравнение регрессии гра-
фика имеет следующий вид: y=0,1829x – 0,0007. Зна-
чение коэффициента корреляции стремится к едини-
це (r=0,9997), что свидетельствует о наличии линейной 
зависимости оптической плотности от концентрации 
флавоноидов в исследуемых растворах в пределах 
аналитической области методики.

Аналитическая область методики находится в пре-
делах линейной зависимости и составляет 50–300% от 
номинального содержания флавоноидов в сырье, что 
удовлетворяет рефератным значениям (80–120%)

Для оценки правильности методики определяли 
количественное содержание суммы флавоноидов в пе-
ресчете на рутин в растворах, полученных с помощью 
добавления 0,25 мл, 0,50 мл, 0,75 мл раствора СО ру-
тина к исследуемому извлечению. На каждом уровне 
концентраций определяли количественное содержа-
ние суммы флавоноидов в трёх пробах в соответствии 
с валидируемой методикой. Границы открываемости 
методики находятся в пределах 98,83–100,20%, сред-
няя величина открываемости составила 99,39%. Отно-
сительное стандартное отклонение составляет 0,35%, 
что свидетельствует о высокой степени соответствия 
между значением расчётного и полученного содер-
жания суммы флавоноидов в исследуемых образцах 
(таблица 3).

Рисунок 2. График зависимости оптической плотности от со-
держания суммы флавоноидов (в пересчете на рутин, %) в из-
влечении из травы щавеля кислого

Figure 2. Graph of absorbance in dependence to flavonoid content 
(in terms of rutin,%) in extracting of common sorrel herb
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Таблица 3. Результат оценки правильности методики  
количественного определения флавоноидов в щавеля  
кислого траве методом дифференциальной 
спектрофотометрии

Table 3. The result of the accuracy assessment of the method  
for quantitative determination of flavonoids in common sorrel 
herb by differential spectrophotometry
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1
0,630 0,120 0,7560

0,7470 98,88

х–   ±∆х–   = 
=99,39±0,35;  

Sх–   =0,16%; 
RSD=0,35%

2 0,7550 99,84
3 0,7540 99,68
4

0,630 0,252 0,8820
0,8720 98,83

5 0,8760 99,36
6 0,8770 99,47
7

0,630 0,378 1,008

1,0100 100,20

8 0,9970 98,91

9 1,0020 99,40

Прецизионность валидируемой методики оцени-
вали в двух вариантах. Повторяемость (сходимость) 
методики проверяли путем приготовления спиртово-
го извлечения травы щавеля кислого из 6 навесок сы-
рья в соответствии с валидируемой методикой, в пре-
делах короткого промежутка времени, с применением 
одинакового набора реактивов и с участием одного и 
того же исследователя. Внутрилабораторную (проме-
жуточную) прецизионность определяли, как описано 
выше в условиях той же лаборатории, но в разные дни 
и с участием разных исследователей.

Из данных таблицы 4 следует, что величина отно-
сительного стандартного отклонения результатов 
при оценке повторяемости равняется 1,1% (не превы-
шает 2%), при оценке промежуточной прецизионнос- 
ти – 0,71% (не превышает 5%), что свидетельствует о 
прецизионности методики.

В ходе исследования установлено, что методика 
количественного определения специфична, зависи-
мость аналитического сигнала (оптической плотности) 
от концентрации флавоноидов линейна, величины по-
казателей прецизионности и правильности не превы-
шают рекомендуемых значений валидности методики.

При анализе сырья, заготовленного на территории 
Алтайского края в разные годы, по разработанной ме-
тодике установлено, что содержание флавоноидов в 
щавеля кислого траве колеблется от 0,596 до 0,632% 
(таблица 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.	 Подобраны оптимальные условия и предложена ме-

тодика определения суммы флавоноидов с исполь-
зованием в качестве стандартного образца рутина. 
В ходе работы установлено, что наиболее полная 
экстракция флавоноидов из щавеля кислого травы 
достигается при трехкратной экстракции спиртом 

этиловым 70%, соотношение «сырье – экстрагент» – 
1:30 в течении 40 минут с размером частиц сырья 
2,0 мм.

Таблица 4. Результат оценки прецизионности методики  
количественного определения флавоноидов в щавеля  
кислого траве методом дифференциальной 
спектрофотометрии

Table 4. The result of the assessment of the precision  
of the method for the quantitative determination  
of flavonoids in common sorrel herb by the method  
of differential spectrophotometry
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Повторяемость (сходимость)
1 1,221 №1 0,616

P=95%, n=6, f=5,  
t(P,f) = 2,57,  

х–   ±∆х–   =0,624±0,01%,  
Sх–   =0,007, ε=1,6%,  

RSD = 1,1%

2 1,095 №1 0,621
3 1,324 №1 0,627
4 1,215 №1 0,635
5 1,078 №1 0,618
6 1,134 №1 0,624
Промежуточная (внутрилабораторная) прецизионность
7 0,998 №1 0,628

P=95%, n=6, f=5,  
t(P, f)=2,57,  

х–   ±∆х–   =0,628±0,005%,  
Sх–   =0,004, ε=0,80%,  

RSD = 0,71%

8 1,102 №1 0,634
9 1,351 №1 0,631

10 1,062 №2 0,627
11 1,265 №2 0,629
12 0,984 №2 0,621

Таблица 5. Количественное содержание суммы флавоноидов 
(в пересчете на рутин и на абсолютно сухое сырье, %)  
в щавеля кислого траве в разные годы заготовленной  
на территории Алтайского края 

Table 5. The quantitative content of the flavonoids amount  
(in terms of rutin and on basis of absolutely dry raw materials, %) 
in common sorrel herb, harvested in the Altai Territory  
in different years

Год 
заготовки

Метрологические характеристики
(n=5; P=95%; tp=2,78)

х–   ±∆х– Sх–   ε, %
2016 0,630±0,012 0,065 1,90

2017 0,632±0,010 0,070 1,58
2018 0,596±0,015 0,084 2,51

2.	 Проведена валидация методики количественного 
определения суммы флавоноидов в щавеля кисло-
го траве методом дифференциальной спектрофото-
метрии. Доказано, что предложенная методика ко-
личественного определения флавоноидов валидна 
по показателям специфичность, линейность, анали-
тическая область методики, прецизионность, пра-
вильность и может быть использована для коли-
чественного определения флавоноидов в щавеля 
кислого траве.

3.	 Сумма флавоноидов (в пересчете на рутин) в ща-
веля кислого траве, заготовленной на территории 
Алтайского края имеет сопоставимые значения и 
составляет 0,596–0,632%.
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Оценка содержания глицирризиновой кислоты в корнях солодки  
и продуктах их переработки методом ВЭЖХ-УФ
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Резюме
Введение. Актуальной формой фасовки корней солодки для получения водных извлечений являются фильтр-пакеты. Новые формы 
переработки корней солодки обеспечивают надлежащие технологические свойства сырья для фильтр пакетов.
Цель. Проведение сравнительной оценки содержания глицирризиновой кислоты (ГК) в корнях солодки (КС), производимых в РФ и в сырье 
солодки различных способов переработки методом ВЭЖХ-УФ. 
Материалы и методы. Объектами исследований послужили измельченные КС, фасованные в пачки, промышленного производства 
и лабораторно-промышленные образцы крупном порошке (КП), гранулах резано-пресованных (ГРП) и композиции, предлагаемой 
для фасовки в фильтр-пакеты. Определение содержания ГК проводили на системе высокоэффективной жидкостной хроматографии  
Agilent  1200, оснащенной фотодиодноматричным детектором (Agilent Technologies, США). Неподвижная фаза – колонка Phenomenex  
Luna® C18(2) 250×4,6 мм. Состав подвижной фазы – 5% водный раствор ортофосфорной кислоты: ацетонитрил – (60:40). Скорость потока 
1,0 мл/мин, изократический режим элюирования. Температура колонки 30 °С. Объем вводимой пробы 10 мкл. Детектирование проводили 
при длине волны 254 нм; время хроматографирования – 15 мин.
Результаты их обсуждение. Определено содержание ГК в КП, ГРП и композиции порошка и резано-прессованных гранул – в соотношении 
80:20 (композиция). Установлено, что содержание ГК варьирует в КС в диапазоне – 7,08–9,17%, КП – 3,87–3,90%, ГРП – 6,88–7,08% и 
композиции – 4,44–4,88%. 
Заключение. Применение ВЭЖХ-УФ метода для стандартизации корней солодки отечественного производства и корней различных форм 
переработки является весьма перспективным. Методика может рекомендоваться к включению в Государственную Фармакопею Российской 
Федерации последующего издания, что позволит гармонизировать требования к качеству отечественного сырья солодки с требованиями 
зарубежных фармакопей.

Ключевые слова: глицирризиновая кислота, корни солодки, моноаммония глицирризинат, ВЭЖХ-УФ, количественное определение, крупный 
порошок, гранулы резано-прессованные, композиция.
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Evaluation of Glycyrrhizic Acid Content in Licorice Roots and Products  
of its Processing by HPLC-UV Method 
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Abstract
Introduction. The actual form of packaging licorice roots for water extraction are filter paper sachets. New forms of licorice root processing provide 
the proper technological properties of raw materials for filter paper sachets.
Aim. A comparative assessment of the of glycyrrhizic acid (GA) content in licorice roots (LR), produced in the Russian Federation and in licorice raw 
materials of various processing methods by HPLC-UV.
Materials and methods. The objects of research were crushed LR, packaged in packs of industrial production and laboratory-industrial samples of 
coarse powder (CP), cut-pressed granules (CPG) and compositions proposed for packaging in filter paper sachets. The determination of GA content was 
carried out on an Agilent 1200 high performance liquid chromatography system equipped with a photodiode array detector (Agilent Technologies, 
USA). The stationary phase is column Phenomenex Luna® C18 (2) 250×4.6 mm. The composition of the mobile phase – 5% orthophosphoric acid water 
solution: acetonitrile (60:40). A flow rate – 1.0 ml/min, isocratic elution mode. The temperature of the column – 30 °C. The sample injected volume – 
10 µl. Detection was performed at a wavelength of 254 nm; run time – 15 minutes.
Results and discussion. The GA content in CP, CPG and the composition of CP and CPG –was determined in the ratio of 80:20 (composition). It was 
established that the GA content varies in the LR in the range – 7.08–9.17%, CP – 3.87–3.90%, CPG – 6.88–7.08%, and the composition – 4.44–4.88%. 
Conclusion. The use of HPLC-UV method for the standardization of licorice roots of domestic production and the roots of various forms of processing 
is very promising. The technique can be recommended for inclusion in the State Pharmacopoeia of the Russian Federation of a subsequent edition, 
which will allow harmonizing the quality requirements of domestic licorice raw materials with the requirements of foreign pharmacopoeias.

Keywords: glycyrrhizic acid, licorice roots, monoammonium glycyrrhizinate, HPLC-UV, quantitative determination, coarse powder, cut-pressed gran-
ules, composition.
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ВВЕДЕНИЕ
Корни солодки в настоящее время являются наи-

более используемым в медицине видом лекарствен-
ного растительного сырья. Широкий спектр фарма-
кологической активности обусловлен химическим 
составом данного вида сырья, а именно наличием 
различных групп биологически активных соединений 
(БАС), наибольший интерес из которых представляют 
тритерпеновые сапонины: глицирризиновая кислота 
и ее производные [1–4]. Корни солодки используют-
ся в качестве моносырья для приготовления отваров, 
в производстве различных сборов и многочисленных 
лекарственных средств.

Популярной формой фасовки лекарственных рас-
тительных субстанций для получения водных извле-
чений являются фильтр-пакеты [5]. Производство 
корней солодки, фасованных в фильтр-пакеты по тра-
диционной технологии, до настоящего времени не 
осуществлялось, так как для этого вида сырья харак-
терна выраженная волокнистая структура, ухудшаю-
щая сыпучесть порошка и снижающая его насыпную 
плотность. Для решения этой задачи на ОАО «Крас-
ногорсклексредства» была разработана новая фор-
ма переработки сырья солодки: в виде крупного 
порошка (КП) с размером частиц 2–0,2 мм; гранул ре-
зано-пресованных (ГРП) и композиции порошка и ре-
зано-прессованного сырья – КП:ГРП в соотношении 
80:20 (композиция). Согласно ОФС.1.4.1.0022.15 гранулы 
резано-прессованные – лекарственная форма, пред-
ставляющая собой кусочки цилиндрической, округлой 
или неправильной формы, полученные из лекарствен-
ного растительного сырья и предназначенные для по-
лучения водных извлечений [6]. Композиция по своим 
технологическим свойствам (размер частиц, насыпная 
плотность, сыпучесть и др.) отвечает требованиям не-
обходимым для фасовки корней солодки в фильтр-па-
кеты [7]. Сравнительный анализ качественного хими-
ческого состава КП, ГРП и Композиции методом ТСХ 
подтвердил их идентичность [8].

Цель исследования

Целью данного исследования явилось определе-
ние количественного содержания ГК в КС, КП, ГРП и 
композиции методом ВЭЖХ-УФ.

Объекты и методы исследования

Объектами исследований послужили измельчен-
ные корни солодки (КС), фасованные в пачки, произ-
водства ОАО «Красногорсклекследства» (серии под 
обозначением «КРЛС»), ЗАО «Здоровье» (серия под 
обозначением «ЗД»), ООО «Лекра-СЭТ» (серия под обо-
значением «ЛС»); лабораторно-промышленные образ-
цы КП, ГРП и композиции, предлагаемой для фасовки 
в фильтр-пакеты по 1,5-2,0 г (под соответствующими 
обозначениями – «КП», «ГРП», «К»).

Определение содержания ГК проводили мето-
дом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
с УФ-детектированием. Методика была разработана 
с учетом основных физико-химических свойств ГК и 
матрицы – лекарственного растительного сырья. Под-
бор оборудования, подвижной и неподвижной фаз 
осуществлялся в соответствии с критериями приемле-
мости и доступности для контрольно-аналитических 
лабораторий в РФ. Валидация методики проводилась 
в соответствии с [10, 11].

Для анализа использовалась система высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии Agilent  1200, 
оснащенной фотодиодноматричным детектором 
(Agilent Technologies, США). Неподвижная фаза – 
С18 как наиболее подходящая для анализа ГК, ис-
ходя из её физико-химических свойств; колонка 
Phenomenex Luna® C18(2) 250х4,6 мм, заполненная 
сорбентом с размером частиц 5 мкм с предколонкой 
С18, 4×3,0 мм. Состав подвижной фазы – 5% водный 
раствор ортофосфорной кислоты: ацетонитрил – 
(60:40). Скорость потока 1,0 мл/мин, изократичес- 
кий режим элюирования. Температура колонки 
30 °С. Объем вводимой пробы 10 мкл. Детектирова-
ние проводили при длине волны 254 нм. Время хрома- 
тографирования – 15 мин.

В качестве стандарного образца использова-
лась соль глицирризиновой кислоты – глицирризи-
нат аммония кислоты (Ammonium Glycyrrhizate USP, 
Catalog # 1029929, Lot F0L228, США).

Реактивы для экспериментального исследования 
применяли с маркировкой чистоты «ХЧ», «ЧДА», «ОСЧ».

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Методика приготовления раствора для анали-

за. Около 0,5 г (точная навеска) измельченной пробы, 
размером частиц проходящих сквозь сито 0,2 мм по-
мещают в коническую колбу вместимостью 100  мл, 
прибавляют 100 мл растворителя (метанол : вода 
для хроматографии в соотношении 30:70), закрыва-
ют пробкой, перемешивают и обрабатывают ультраз-
вуком в течение 30 минут при 35 кГц. По истечении 
установленного времени, колбу вынимают из УЗ-ван-
ны, дают раствору остыть в течение 10 мин, затем сно-
ва обрабатывают ультразвуком в течение 30 минут. 
При охлаждении раствора, в перерывах между экст- 
рагированиями, воду в бане заменяют на свежую, с 
комнатной температурой. Дают раствору отстояться 
10 мин. С помощью механического дозатора отбира-
ют 5 мл раствора из центра колбы и фильтруют через 
фильтр типа «Миллипор» из поливинилиденфторида 
(0,45  мкм, PVDF, «Millipore», США) или аналогичный, 
отбрасывая первый мл фильтрата [12].

В качестве стандартного раствора использовали 
0,66 мг/мл раствор ГК в метаноле и воде для хрома-
тографии (30:70).
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Содержание глицирризиновой кислоты в 1 г сырья 
в % (Х) вычисляют по формуле:
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0
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где Sx – площадь пика глицирризиновой кислоты на 
хроматограмме испытуемого раствора; S0 – средняя 
площадь пика глицирризиновой кислоты на хромато-
грамме стандартного раствора; ах – навеска препара-
та, мг; a0 – навеска стандартного образца, мг; P – содер-
жание основного вещества в стандартном образце, %.

Все определения проводили в трехкратной повтор-
ности. Статистическая обработка полученных резуль-
татов осуществлялась в соответствии с ОФС 1.1.0013.15 
ГФ XIV [9].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты определение содержания ГК в КС, КП, 

ГРП и композиции представлены в таблицах 1–4. Ти-
пичные хроматограммы представлены на рисунке 1.

Таблица 1. Содержание глицирризиновой кислоты  
в корнях солодки

Table 1. The content of glycyrrhizic acid in licorice roots

Серия Содержание, 
%

Среднее 
значение, %

S ст. 
откл. RSD%

КРЛС 131116

7,08

7,08 0,006 0,087,07

7,08

КРЛС 141216

7,82

7,80 0,025 0,327,77

7,8

КРЛС 111017

9,15

9,17 0,021 0,239,19

9,16

КРЛС 141217

8,16

8,16 0,006 0,078,17

8,16

КРЛС 10118

7,79

7,75 0,035 0,457,72

7,75

КРЛС 20218

7,65

7,63 0,020 0,267,61

7,63

ЗД 031117

7,48

7,48 0,006 0,087,48

7,49

ЛС 01122016

7,58

7,58 0,006 0,087,58

7,59

Таблица 2. Содержание глицирризиновой кислоты  
в крупном порошке

Table 2. The content of glycyrrhizic acid in coarse powder

Серия Содержание, 
%

Среднее  
значение, %

S ст. 
откл. RSD%

КП 040217

3,80

3,79 0,015 0,403,77

3,79

КП 050217

3,91

3,90 0,012 0,303,89

3,89

КП 070217

3,86

3,87 0,010 0,263,88

3,87

Таблица 3. Содержание глицирризиновой кислоты  
в гранулах резано-пресованных

Table 3. The content of glycyrrhizic acid in cut-pressed granules

Серия Содержание, 
%

Среднее  
значение, %

S ст. 
откл. RSD%

ГРП 011216

6,85

6,88 0,030 0,446,91

6,88

ГРП 021216

7,02

7,01 0,006 0,087,01

7,01

ГРП 031216

7,09

7,08 0,010 0,147,07

7,08

Таблица 4. Содержание глицирризиновой кислоты в 
композиции

Table 4. The content of glycyrrhizic acid in the composition

Серия Содержание, 
%

Среднее  
значение, %

S ст. 
откл. RSD%

КП 040217/ 
ГРП 011216

4,87

4,88 0,006 0,124,88

4,88

КП 050217/ 
ГРП 021216

4,45

4,44 0,006 0,134,44

4,44

КП 070217/ 
ГРП 031216

4,49

4,50 0,006 0,134,50

4,50

Результаты определения содержания ГК свиде-
тельствуют о том, что наибольшее ее количество обна-
ружено в образцах ГРП (7,08%) и в КС (9,17%). Достаточ-
но высокое содержание ГК установлено в Композиции 
(4,88%), а наиболее низкое – в КП (3,79%).

Эти результаты вполне согласуются с техноло-
гическими особенностями производства КП и ГРП, а 
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именно в производстве ГРП используется фракция из-
мельченного сырья с размером частиц 0,31–0,18 мм, 
в которую попадают наиболее хрупкие части корней, 
как правило, более богатые БАС, в том числе и ГК. Ком-
позиция – КП : ГРП в соотношении 80:20 отвечает всем 
технологическим характеристикам, необходимым для 
производства фильтр-пакетов и содержит достаточ-
ное количество ГК [7].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведено сравнительное определение содер-

жания глицирризиновой кислоты в корнях солодки 
различных форм переработки. Установлено, что со-
держание ГК варьирует в КС в диапазоне – 7,08–9,17%, 
КП – 3,87–3,90%, ГРП – 6,88–7,08% и композиции – 4,44–
4,88%. Представлена возможность использования 

Рисунок 1. Типичные ВЭЖХ-УФ хроматограммы: 1 – КРЛС 131116; 2 – КП 040217; 3 – ГРП 011216; 4 – композиция (КП 040217 / ГРП 
011216)

Figure 1. Typical HPLC-UV chromatograms: 1 – KRLS 131116; 2 – CP 040217; 3 – CPG 011216; 4 – composition (CP 040217 / CPG 011216)
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композиции (КП 80: ГРП 20) для производства корней 
солодки, фасованных в фильтр-пакеты. 

Метод ВЭЖХ-УФ позволяет проводить идентифика-
цию и количественное определение только ГК (без со-
путствующих соединений), в то время как суммарный 
показатель, регламентирующий качество сырья в ГФ IV 
(содержание ГК – не менее 6%), получаемый при помо-
щи метода спектрофотометрии, несколько завышен и 
с недостаточной точностью отражает истинное содер-
жания ГК в сырье. Таким образом, указанный ВЭЖХ-УФ 
метод является перспективным для стандартизации 
корней солодки и различных форм их переработки и 
может рекомендоваться к включению в Государствен-
ную Фармакопею Российской Федерации последую-
щего издания. 
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Резюме
Введение. Химический состав растений зависит от элементного состава среды обитания, а также отражает видовые и индивидуальные 
особенности растения. Перед использованием любого растения в лечебных целях, необходимо также собрать как можно более полную 
информацию об элементном составе исходного сырья. 
Цель. Следовательно, возникла возможность создания методики экспресс-определения микроэлементов в растениях методом рентгено-
флуоресцентной спектрометрии.
Материалы и методы. В соответствии с положением международной интеркалибрации в системе МАГАТЭ (IAEA-433) для обеспечения 
внешнего контроля качества (QA/QC) лабораторного элементного анализа использовали международный стандартный образец NIST 
SRM 2976, аттестованный Национальным институтом стандартов и технологий (США). Для цинка проведено сличение результатов анализа 
растительного сырья методами РФА (экспресс-анализ) и ААС с электротермической атомизацией и зеемановской коррекцией фона после 
микроволновой кислотной минерализации биоматериала. Для обеспечения воспроизводимости результатов РФА критически необходимо 
мягкое высушивание и диспергирование растительного сырья.
Результаты их обсуждение Представлены результаты рентгено-флуоресцентного анализа (РФА) элементного состава плодов (fructus 
Anethi graveolentis L.), семян (semina Cucurbitae pepo L., semina Menthae arvensis L., semina Cucumis sativa L., semina Kalanchoës daigremontianae) и 
листьев (folia Callisiae fragrantis L.) лекарственных и неофицинальных растений. Разработанные методики РФА и ААС анализа применены для 
контроля технологии обогащения листьев каллизии душистой соединениями цинка при различном изотопном составе водных растворов. 
Заключение. Показана возможность создания металл-модифицированных растений с содержанием цинка 1,4 мг/г сухой массы.

Ключевые слова: рентгено-флуоресцентный анализ; эссенциальные микроэлементы; цинк; референс-образец; обеднённая по дейтерию 
вода; лекарственные растения.
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Abstract
Introduction. The chemical composition of plants depends on the elemental composition of the habitat, and also reflects the species and individual 
characteristics of the plant. Before using any plant for medicinal purposes, it is also necessary to collect as much information as possible about the 
elemental composition of the feedstock. 
Aim. Consequently, it became possible to create a method for the rapid determination of trace elements in plants using the X-Ray fluorescent method.
Materials and methods. In accordance with the international intercalibration standard in the IAEA system (IAEA-433), an international standard 
sample NIST SRM 2976, certified by the National Institute of Standards and Technology (USA), was used to provide external quality control (QA/QC) 
of laboratory elemental analysis. For Zn the results of plant raw powder materials analysis by XRF (express analysis) were compared with AAS by 
electrothermal atomization and Zeeman background correction after microwave acid mineralizationof biomaterials. To ensure the reproducibility 
of the results of XRF-express analysis, it is absolutely necessary to carry out mild drying and dispersion of the plant material. 
Results and discussion. The results of X-ray fluorescence (XRF) analysis of the elemental composition of the fruits (fructus Anethi graveolens L.), 
the seeds (semina Cucurbitae pepo L., semina Menthae arvensis L., semina Cucumis sativa L., semina Kalanchoës daigremontianae) and leaves (folia 
Callisiae fragrantis L.) of medicinal and nonoficinal plants are presented in the article. The methods of XRF and AAS analysis have been developed 
for the technology of essential micoelements enrichment in of Callisiae fragrantis control leaves at different ratios of hydrogen isotopologues (D/H) 
in the water. 
Conclusion. For example, zinc(II) has demonstrated the ability to create modified plants with high content of essential microelement, up to 
1.4 mg /g dry weight.

Keywords: X-ray fluorescence analysis, essential microelements, zinc, reference sample, deuterium-depleted water, medicinal plants.
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ВВЕДЕНИЕ
Биогеохимический профиль растительной био-

массы является, как известно, видовым признаком [1]. 
Элементный профиль зависит от условий произрас-
тания, условий культивирования растений. Существо-
вание взаимно-однозначных соответствий «вид – эле-
ментный профиль» позволяет использовать контроль 
элементного состава лекарственных и нефармако-
пейных растений для определения подлинности рас-
тительного сырья. Кроме того, контроль элементного 
состава растений позволяет оценить экологическую 
безопасность ареала произрастания дикорастущего 
растения и контролировать технологию выращивания 
культивируемых видов.

Координационные соединения с ионами микро-
элементов в качестве центрального атома, содержа-
щиеся в растениях, могут играть роль терапевтичес- 
ких и профилактических средств. Аккумуляция ря-
да эссенциальных микроэлементов в растении может 
рассматриваться как проявление его видоспецифич-
ности, но их распределение в растении происходит 
неравномерно. В связи с этим, а также с учетом слож-
ной структуры растительной матрицы в каждом кон-
кретном случае требуется индивидуальный подход к 
выбору пробы для анализа, ее предварительной под-
готовки и обязательного использования идентичного 
референс-образца с заданным количеством микроэле-
ментов [2]. Точность (правильность и прецизионность) 
анализа методом рентгено-флуоресцентной спект- 
рометрии зависит в первую очередь от специфики 
пробоподготовки и использования референс-образ-
ца. Рентгено-флуоресцентный анализ (РФА) успешно 
применяется для определения элементного профи-
ля сплавов металлов и порошков неорганических со- 
единений. Использование метода в элементном анали-
зе органических объектов, в том числе растительных 
материалов, требует специальной предварительной 
пробоподготовки. Она включает низкотемпературную 
(«мягкую») сушку и гомогенизацию пробы. РФА может 
найти применение при внедрении в фармацевтичес- 
кую практику нового технологического процесса – 
обогащения растения необходимыми микроэлемента-
ми в специальных условиях. В статье рассматриваются 
возможности и условия использования РФА в контро-
ле насыщения растения цинком из водных растворов 
глицината цинка при соотношения изотопологов во-
дорода [D]/[H] ниже природного (<140 ppm).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для построения калибровочных прямых ис-

пользовали цинка сульфат гептагидрат (ZnSO4·7H2O)> 
99,5%, Ph. Eur. grade (Sigma-Aldrich, США). Материалы 
матриц, прозрачные для рентгеновских лучей: лактоза 
моногидрат (ХИММЕД, Россия; Lot № 8507102612); бор-
ная кислота х.ч. (ООО «Реактив», Россия), бычий сыво-
роточный альбумин (БСА) ≥96% (Sigma-Aldrich, США, 

каталожный номер A6003), глицин ACS reagent, ≥98,5% 
(Sigma-Aldrich, США, каталожный номер 410225).

Различные навески соли ZnSO4·7H2O смешивали с 
материалом «подложки» – лактозы, борной кислоты, 
бычьего сывороточного альбумина (около 1,0 г), смесь 
гомогенизировали в механической мельнице. Исполь-
зуя ситовой анализ, отбирали фракцию с размером 
частиц от 37 до 63 мкм (Dср. = 47±6 мкм) по данным ла-
зерного малоуглового измерителя дисперсности [3]. 

Лекарственное и неофицинальное раститель-
ное сырьё: укропа пахучего плоды (Anethi graveolentis 
fructus), цельные (ООО «ГАВРИШ», Россия); тыквы се-
мена (Cucurbitae pepo semina), цельные и очищен-
ные (ООО «ГАВРИШ», Россия); огурца посевного се-
мена (Cucumis sativa semina), цельные; мяты полевой 
семена (Menthae arvensis semina), цельные («Sanrival» 
и «Sèmelavie», Франция); каланхоэ Дагремона семена 
(Kalanchoës daigremontianae semina), свежие и высу-
шенные; каллизии душистой листья (Callisiae fragrantis 
folia), свежие и высушенные. 

Выбор каллизии душистой в качестве модельного 
объекта, аккумулирующего микроэлементы, не случа-
ен, так как это растение детально охарактеризовано 
с позиций фитохимии и фармакогнозии. Доказаны её 
антигипоксическая активность, стресспротективные 
и иммуномодулирующие свойства, а также возмож-
ность применения при некоторых дерматозах. Расте-
ние удобно в эксперименте, поскольку не требует осо-
бых условий выращивания.

Растворы глицината цинка [бис(глицинато-N,O)
цинк] (20 мМ глицин и 1 мМ ZnSO4, рН=6,8) готовили на 
водах с различным соедржанием дейтерия: деионизи-
рованная высокоомная вода (18 МОм × см при 25  °С) 
природного изотопного состава (D/H=140 ррm)  – BD, 
полученная путем очистки апирогенной дистиллиро-
ванной воды в системе Milli-Q (Millipore, Великобри-
тания); вода с пониженным содержанием дейтерия 
(deuterium depleted water – DDW, D/H=12 ppm, «лёг-
кая» вода) получена низкотемпературной вакуумной 
ректификацией. 

В исследовании использовали международный 
стандартный образец NIST SRM 2976, изготовленный 
в MEL IAEA (МАГАТЭ) и аттестованный Национальным 
институтом стандартов и технологий (NIST, USA).

Все результаты представлены для 3–5 повторов с 
доверительной вероятностью 95%. Каждое измере-
ние было выполнено в полном цикле воспроизведе-
ния всего эксперимента с 15–25 кратным повторением 
измерений внутри одного цикла. Статистическая об-
работка результатов выполнена с использованием 
программы OriginPro®9, OriginLab Corporation, USA.

Приборы и оборудование. Содержание микро-
элементов в растительных материалах определяли 
методом РФА, используя энергодисперсионный рент-
гено-флуоресцентный спектрофотометр на базе крем-
ниевого дрейфового детектора с термоэлектрическим 
охлаждением – EDX-7000 (Shimadzu, Япония). Для изме-
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рения интенсивности излучения были выбраны оди-
наковые настройки прибора для всех видов исследу-
емых образцов: закрытая кювета, майларовая плёнка, 
коллиматор 10 мм, время экспозиции 1000 с, I=100 μA. 
Полученные результаты сравнивали с результатами 
анализа тех же материалов аккредитованным мето-
дом  – атомно-абсорбционной спектрометрией (ААС): 
спектрометр «SpectrAA-800» (Agilent Technologies, 
США) с электротермической атомизацией и Зеема-
новской коррекцией фона после предшествующей 
кислотной минерализации растительного материала 
под действием микроволнового облучения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
1. Определение содержания микроэлемен-

тов в референс-образце методом РФА. При анали-
зе материалов органической природы возникают до-
полнительные сложности, обусловленные выбором 
материала матрицы («подложки»). В связи с этим для 
построения калибровочных прямых нами были ис-
следованы различные по природе материалы матри-
цы: лактоза, борная кислота и БСА). Как и ожидалось, 
калибровочные графики критически зависят от при-
роды матрицы, а в случае БСА зависимость сигна-
ла флуореснцении от массовой доли сульфата цинка 
имеет сигмоидный вид. Это указывало на необходи-
мость применения протокола QA/QC и использова-
ния международного референс-образца со сложной 
органической матрицей. Для обеспечения метроло-
гической достоверности результатов анализу расти-
тельных материалов предшествовало исследование 
референс-образца с известным содержанием микро-
элементов. Референс-образец представляет собой вы-
сокодисперсный порошок биологического материала, 
гомогенизированный и высушенный методом лио-
фильной сушки [4].

Элементный профиль международного стан-
дартного образца NIST SRM 2976: был измерен с кю-
ветой с полипропиленовой пленкой, в режиме 
внешней атмосферы, коллиматор — 10 мм. Для эле-
мента Сl интенсивность флуоресценции составила  
6,34±0,09 cps/µA, а содержание 57000±5000 мкг/г;  
для К – 3,31±0,02 и 9700±500, соответсвенно; для Ca – 
10,26±0,03 и 7600±300; S – 0,66±0,02 и 0,109±0,008; 
Вr  – 3,78±0,04 и 329±15; Fe – 2,80±0,03 и 171,0±4,9; 
Zn  – 0,67±0,01 и 137,0±13,0; Cu – 3,32±0,28 и 4,02±0,33; 
Mn – 0,40±0,01 и 33±2; Se – 0,023±0,002 и 1,80±0,15; 
Sr – 4,32±0,39 и 93±2. Полученные результаты со-
ответствовали представленному протоколу для 
референс-образца.

2. Сравнение результатов анализа методами 
РФА и ААС при определении цинка в различных 
растительных материалах. На основании результа-
тов, полученных для референс-образца, было опреде-
лено содержание цинка в плодах и семенах четырёх 
растений двумя методами анализа (таблица 1).

Таблица 1. Содержание цинка (X
–
  ±Sr) в плодах  

и семенах различных растений. n=3, P=0,95.

Table 1. Zinc content (X
–
  ±Sr) in the fruits and seeds of various 

plants. n=3, P=0.95 

Вид растительного сырья
Содержание цинка, мкг/г

Метод РФА Метод ААС
Плоды укропа кустистого 
(semina Anethi graveolentis) 68,0±0,6 74±15

Семена тыквы обыкновенной 
очищенные 
(semina Cucurbitae pepo)

160,0±0,8 101±20

Семена мяты полевой 
(semina Menthae aravensis L.) 62,0±0,1 67±13

Семена мяты полевой 
(semina Menthae arvensis L.) 57,0±0,6 63±13

Сличение результатов, полученных двумя мето-
дами, свидетельствует о их высокой сходимости. Ре-
зультат представляет несомненный интерес с точки 
зрения идентичности элементных профилей семян 
растений различных видов. Некоторые элементы пол-
ностью совпадают по содержанию, другие отличаются, 
но в пределах одного порядка.

3. Влияние высушивания растительного сырья 
на результаты элементного анализа методом РФА. 
Для исследования влияния высушивания растения 
на результаты определения микроэлементов в расти-
тельном сырье методом РФА были исследованы эле-
ментный профиль листьев свежей и высушенной кал-
лизиии душистой (рисунок 1).

Полученный результат позволяет разделить эле-
менты на три группы. Первая группа – это сера и медь: 
для них характерно снижение содержания в пробе 
после высушивания. Для них возможен переход в газо-
вую фазу летучих соединений неорганической и орга-
нической природы. Вторая группа – это кремний, мар-

Рисунок 1. Микроэлементные профили свежих и высушенных 
листьев каллизии душистой (folia Callisiae fragrantis L.): свежее 
сырье – квадрат; высушенное сырье – круг. Ордината – log10 
(cps/µA)

Figure 1. Trace element profiles of fresh and dried leaves (folia 
Callisiae fragrantis L.): fresh raw material –square; dried raw – 
circle. The ordinate is log10 (cps/µA)
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ганец и бром – характеризуется отсутствием влияния 
высушивания на результат анализа. К ней следует от-
нести также хлор, калий и кальций – их содержание 
изменяется, но незначительно, в пределах одного по-
рядка. Третья группа – это железо и цинк. Обнаружен-
ное увеличение их содержания на несколько порядков 
при высушивании растения связано с тем, что коор-
динационные хелатные соединения c центральными 
атомами Fe(II) и Zn(II), расположенные в различных ор-
ганеллах растения, при потери влаги в процессе высу-
шивания сырья концентрируются и становятся прони-
цаемыми для рентгеновских лучей. 

4. Влияние диспергирования растительно-
го материала на результаты определения микро- 
элементов методом РФА. Влияние степени измель-
ченности растительного материала на результаты эле-
ментного анализа исследовали для цельных, резаных 
и гомогенизированных семян каланхоэ (рисунок 2).

Как следует из полученных результатов, гомо-
генизированная проба в целом дает более высо-
кий сигнал. Особенно ярко эта картина проявляет-
ся для калия, кальция и железа. Используя метод РФА 
для определения этих элементов в растительном сы-
рье, пробу, несомненно, надо гомогенизировать. На-
ми были поставлены специальные эксперименты по 
накоплению макро- и микроэлементов в различных 
частях листовой пластинки. Оно может достигать по-
рядковых различий при движении от корешка к апи-
кальной части. Это явление необходимо учитывать 
при трактовке результатов РФА и разработки методи-
ки пробоподготовки.

5. Влияние соотношения изотопологов водо-
рода D/H в питательных водных растворах цинка 
глицината на степень накопления цинка в листьях 

каллизии душистой. Среди эссенциальных d-элемен-
тов цинк является наименее токсичным как для расте-
ний, так и для животных. В то же время использование 
неорганических солей цинка в питательных средах 
невозможно из-за низких значений рН вследствие  
гидролиза. Побеги каллизии душистой инкубировали 
в описанном растворе глицината цинка. Выбор имен-
но этого соединения цинка(II) не случаен, так как ранее 
нами была доказана его противотуберкулезная актив-
ность [5]. Принимая во внимание известный кинети-
ческий изотопный эффект водорода для ряда процес-
сов в живых организмах [6], эксперимент проводили с 
растворами цинк-глицинатного комплекса в бидистил-
лированной воде (BD) и в воде, обедненной по дей-
терию (DDW). За 12 суток содержание цинка в листьях 
достигло, мкг/г: 0,01–0,02 (BD без глицината цинка); 
0,43±0,05 (BD с глицинатом цинка); 1,75±0,25 (DDW с 
глицинатом цинка). Как видно, коэффициент накопле-
ния цинка при инкубации корней растения в раство-
ре глицината цинка в DDW возрастает многократно по 
сравнению с бидистиллированной водой природного 
изотопного состава (таблица 2).

Таблица 2. Коэффициент накопления цинка в листьях  
каллизии душистой после 12-суточной инкубации корней  
в растворах глицината цинка в бидистиллированной воде 
([D]/[H] = 142 ppm) и в воде, обеднённой по дейтерию  
([D]/[H] = 12 ppm)

Table 2. Coefficient of Zinc accumulation in Callisia fragrantis L. 
leaves after 12 days root incubation in zinc glycinate solutions  
in bidistilled water ([D]/[H] = 142 ppm) and in deuterium depleted 
water (DDW) ([D]/[H] = 12 ppm)

Элемент
Коэффициент накопления

BD DDW
Zn 40±10 160±10
Mn 1±0,3 0,7±0,2

Приведенные для сравнения результаты опреде-
ления марганца, не образующего хелатный комплекс, 
свидетельствуют о постоянстве его содержания в тес- 
тируемом растении, независимо от изотопного соста-
ва воды. Таким образом, изменение изотопного соста-
ва воды может быть использовано в технологии полу-
чения элемент-модифицированных растений. Такого 
рода технологии позволят использовать модифициро-
ванные лекарственные растения в качестве натураль-
ных добавок при гипоэлементозах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе проанализированы элементные профи-

ли (в режиме интеркалибрации метода атомно- 
абсорбционной спектрометрии с графитовой атоми-
зацией и зеемановской коррекцией фона при микро-
волновом озолении и метода рентгено-флуореcцент-
ной спектрометрии (РФС) in situ) растительного сырья 
официнальных и потенциальных лекарственных рас-
тений. Показано, что при условии использовании ре-
ференс-образцов МАГАТЭ со сложной органической 
матрицей возможно достоверное экспрес-опреде-
ление микроэлементов в растительном материале с 

Рисунок 2. Микроэлементные профили семян каланхоэ Дагре-
мона (semina Kalanchoës daigremontianae) цельных – 1, резан-
ных – 2 и гомогенизированных – 3. Ордината – log10 (cps/µA) 

Figure 2. Trace element profiles of Kalanchoe Dagremon seeds 
(semina Kalanchoës daigremontianae) whole – 1, cut – 2 and 
homogenized – 3. The ordinate is log10 (cps/µA)
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помощью РФА. На результат определения критичес- 
ки влияет и диспергирование, и высушивание расти-
тельного материала, что объясняется крайней неод-
нородностью распределения микроэлементов в суб- 
микронном и субмиллиметровом диапазоне разме-
ров. Стандартизация пробоподготовки позволяет 
достичь 10% погрешности по типу А при определении 
цинка, марганца и железа. С помощью экспресс-ана-
лиза показан пример мониторинга изотоп-зависимой 
(D/H) технологии создания цинк-обогащенных ле-
карственных растений.
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ВЭЖХ-анализ фенольного комплекса грудного сбора № 4  
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Резюме
Введение. На сегодняшний день отмечается устойчивая тенденция к увеличению спроса на фитопрепараты, что обуславливает необходимость 
расширения номенклатуры лекарственных средств растительного происхождения. Как показали последние исследования, перспективным 
направлением является перевод растительных сборов в форму водорастворимых сухих экстрактов. Грудной сбор № 4 − один из наиболее 
популярных среди многокомпонентных субстанций растительного происхождения на отечественном фармацевтическом рынке. На его 
основе был получен сухой экстракт. Согласно литературным данным, известно, что фенольные соединения преобладают как в отдельных 
компонентах, так и грудном сборе № 4, поэтому сквозная стандартизация сбора и экстракта на его основе по содержанию веществ из этой 
группы представляется актуальным.
Цель. Настоящее исследование было выполнено с целью изучения состава фенольных соединений сухого экстракта грудного сбора № 4 и 
поиска маркерных соединений для сквозной стандартизации сбора и лекарственных форм на его основе.
Материалы и методы. Анализ фенольного комплекса грудного сбора № 4 и экстракта проводили методом ВЭЖХ-УФ. Детектирование 
осуществляли при длинах волн 350, 300, 270, 210 нм. Количественную оценку (%) идентифицированных соединений проводили методом 
внешнего стандарта.
Результаты и обсуждение. В результате анализа в грудном сборе № 4 обнаружено 58 соединений, в экстракте − 34. Идентифицированно 8 
веществ фенольной природы: рутин, арбутин, ликуразид, ликвиритин, кверцетин, хлорогеновая, кофейная и галловая кислоты, содержание 
которых варьировало в диапазоне 0,001−0,910%.
Заключение. Основываясь на результатах исследования, в качестве маркерных соединений предложено использовать арбутин, рутин и 
хлорогеновую кислоту.

Ключевые слова: грудной сбор, сухой экстракт, фенольные соединения, ВЭЖХ, стандартизация.
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Abstract
Introduction. There is steady upward trend in demand for herbal formulation necessitates the expansion of their range. Recent studies have shown 
that one of the promising research direction is the development of herbal collection based water-soluble dry extracts. Pectoral species № 4 is one of 
the most popular among multi-component herbal preparations on the Russian pharmaceutical market. Experimental samples of a dry extract were 
obtained on the collection basis. According to literature, phenolic compounds predominate both in individual components and pectoral species № 4. 
Therefore, the end-to-end standardization of the collection and its dry extract by the content of the substances seems to be relevant.
Aim. The present study was performed to examine the dry extract phenolic compounds composition, as well as, to search for marker compounds 
for the end-to-end standardization of pectoral species № 4 and dosage forms based on it.
Materials and methods. The composition and content of phenolic complex were studied by HPLC with UV detection in pectoral species № 4 and 
its dry extract. Detection was performed at wavelengths of 350, 300, 270, 210 nm. The quantitative content (%) of the identified compounds was 
determined by an external standard method.
Results and discussion. HPLC-analysis revealed 58 compounds in pectoral species № 4 and 34 in the extract. Rutin, arbutin, liquraside, liquiritin, 
quercetin, chlorogenic, caffeic and gallic acid have been identified in all study objects; their quantitative content varied within a range of 
0,001−0,910%.
Conclusion. Arbutin, rutin and chlorogenic acid have been proposed as marker compounds.
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ВВЕДЕНИЕ
Интерес к растительным препаратам увеличива-

ется как со стороны пациентов, так и врачебного со-
общества. В последние годы, однако, для российского 
коммерческого сектора фитопрепаратов характерно 
относительное уменьшение объема продаж в нату-
ральном выражении, но положительная динамика в 
денежном. Это связано с современным напряженным 
ритмом жизни и представлением в медицинском со-
обществе о доказательной медицине как единствен-
но верном критерии эффективности препаратов. В 
результате наблюдается сокращение доли недорогих 
растительных препаратов и постепенное их вытесне-
ние более дорогостоящими современными, часто не 
имеющими аналогов [1].

Создание доказательной базы эффективности 
фармацевтических субстанций растительного проис-
хождения (ФСРП) и препаратов на их основе является 
необходимым и неотъемлемым условием для разви-
тия фитотерапии в рамках современной официналь-
ной медицины. Особые успехи в этой области при-
надлежат немецкой компании Bionorica SE, в основе 
деятельности которой лежит разработанная ими кон-
цепция фитониринга [2]. Такие исследования длитель-
ны и требуют немалых финансовых вложений. В то же 
время многолетний опыт успешного применение сы-
рья лекарственных растений в клинической практике 
эмпирически подтверждает их эффективность и без-
опасность. Поэтому, одним из возможных вариантов 
«быстрых мер» по расширению номенклатуры расти-
тельных средств является разработка технологичес- 
ки простых и удобных в применении лекарственных 
форм (ЛФ) фитопрепаратов, успешно применяемых 
в медицине. В частности, актуальным является полу-
чение водорастворимых сухих экстрактов на основе 
официнальных сборов [1, 3, 4].

Грудной сбор № 4 (ГС № 4) – один из наиболее попу-
лярных растительных сборов, представленных на оте-
чественном фармацевтическом рынке [1, 5]. Опыт его 
применения в клинической практике составляет бо-
лее 20 лет.

Цель исследования – изучение состава феноль-
ных соединений сухого экстракта ГС № 4 и поиск мар-
керных соединений для сквозной стандартизации сбо-
ра и ЛФ на его основе.

В состав ГС № 4 входят 6 компонентов: ромашки 
цветки, багульника побеги, ноготков цветки, фиалки 
трава по 20%, солодки корни 15%, мяты листья 5% [6]. 
Исследование проводили на промышленных образцах 
ГС № 4 АО «Красногорсклексредства» и опытно-экспе-
риментальных образцах сухого экстракта, полученных 
в результате трехкратной экстракции водой питьевой 
с использованием метода распылительной сушки.

ГС № 4 обладает муколитической, противовоспа-
лительной, антиоксидантной активностью и приме-
няется при инфекционных заболеваниях верхних ды-
хательных путей. Фармакологический эффект сбора и 
водорастворимого сухого экстракта на его основе до-

казан в ряде доклинических исследований [9]. Его ин-
дивидуальные компоненты содержат различные груп-
пы биологически активных веществ (БАВ): эфирные 
масла, флавоноиды, фенолкарбоновые кислоты, ду-
бильные вещества, полисахариды, слизи, витамины и 
др., что обуславливает фармакологические свойства 
сбора [7–10]. Как было установлено ранее [10, 11], пре-
обладающей группой БАВ в составе компонентов и ГС 
№ 4 являются соединения фенольной природы (фла-
воноиды, фенолкарбоновые кислоты, фенологлико-
зиды и др.). Установлено, что оптимальное сочетание 
фенольных веществ различных классов обеспечива-
ет противовоспалительную и антиоксидантную актив-
ность лекарственных растительных средств, хотя точ-
ный механизм действия на сегодняшний день остается 
неясным [12–14]. Как правило, стандартизацию комп- 
лексных фитопрепаратов проводят по доминантным 
соединениям, что позволяет в достаточной мере га-
рантировать их постоянный состав. С другой стороны, 
действие комплексных препаратов обусловлено сис- 
темой взаимовлияющих реакций синергитического 
или антогонистического свойства. Поэтому целесо- 
образным представляется стандартизация сбора и 
экстракта по нескольким группам БАВ, обеспечиваю-
щих их основное фармакологическое действие.

В работе В. В. Амосова (2009) описаны резуль-
таты ВЭЖХ-анализа некоторых индивидуальных 
флавоноидов ГС № 4 (производства ОАО «Красно-
горсклексредства»), а также водорастворимого су-
хого экстракта на его основе [9]. Содержание в ГС 
№ 4 кверцетина было 0,126±0,005%, изорамнетина – 
0,072±0,001%, апигенина – 0,029±0,001%, кемпферо-
ла – 0,016±0,001%. В сухом экстракте содержание этих 
веществ составило: кверцетина – 0,332±0,009%, изо-
рамнетина – 0,201±0,007%, апигенина – 0,051±0,001%, 
кемпферола – 0,025±0,001%.

На сегодняшний день нормативная документация 
на ГС № 4 (ВФС 42-2688-96) устарела и не соответству-
ет современным фармакопейным требованиям [10]. 
Согласно ВФС, раздел «Качественные реакции» огра-
ничен пробирочными реакциями, раздел «Количест- 
венное определение» регламентирует содержание 
эфирного масла не менее 0,1% (по методу 1 или 2) [15]. 
Учитывая тот факт, что эфирные масла переходят в 
водное извлечение грудного сбора в небольшом ко-
личестве, целесообразно предложить альтернативные 
методики стандартизации сбора по нескольким груп-
пам БАВ, в частности, по содержанию соединений фе-
нольной природы при помощи современных инстру-
ментальных методов исследования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили промышлен-

ные образцы ГС № 4 (АО «Красногорсклексредства») и 
опытно-экспериментальные образцы водораствори-
мого сухого экстракта ГС № 4.

В работе были использованы стандартные образ-
цы индивидуальных веществ: рутин тригидрат (CAS 
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№  250249-75-3, ≥94%), ликвиритин (CAS № 551-15-5, 
≥98%), кверцетин (CAS № 117-39-5, ≥95%), хлорогено-
вая кислота (CAS № 327-97-9, ≥95%), кофейная кисло-
та (CAS № 331-39-5, ≥98%), галловой кислоты моногид- 
рат (CAS № 5995-86-8, ≥98%), арбутин (CAS № 497-76-7, 
≥98%), производства Sigma-Aldrich (США) и рабочий 
стандартный образец ликуразида. Реагенты: метанол 
(для ВЭЖХ, J. T. Baker, Нидерланды), ацетонитрил (для 
ВЭЖХ, Panreac Quimica, S. A., Барселона, Испания), му-
равьиная кислота (ч.д.а., Merck Laboratories, Германия). 
В анализе использовалась вода деионизированная, 
которую при помощи системы очистки воды Millipore 
Milli-Q plus.

Подготовка образцов для анализа. Для приго-
товления аналитического раствора экстракта в мер-
ную колбу вместимостью 100 мл, отвешивали 1,00 г 
(точная навеска) экстракта и прибавляли 50 мл горя-
чей воды очищенной, после чего тщательно переме-
шивали до полного растворения препарата (при необ-
ходимости содержимое колбы нагревали на кипящей 
водяной бане) и доводили исходным растворителем 
до метки.

Водное извлечение из сбора готовили по следу-
ющей методике: 10,00 г сбора (точная навеска) поме-
щали в круглодонную колбу, прибавляли 100 мл воды, 
присоединяли к обратному холодильнику, нагревали 
на кипящей водяной бане в течение 15 минут. После 
охлаждения до комнатной температуры (45 минут), со-
держимое колбы фильтровали через четыре слоя мар-
ли в колбу вместимостью 100 мл и доводили объем тем 
же растворителем до метки. Полученное извлечение 
фильтровали повторно через мембранный фильтр с 
размером пор 0,2 мм.

Условия хроматографирования. Хроматогра-
фическое разделение соединений проводили соглас-
но модифицированной методике [16] на жидкост- 
ном хроматографе Agilent 1100 Series HPLC (Agilent 
Technologies, USA) (система подачи и дегазации на два 
растворителя, диодно-матричный детектор, термостат 
колонок, автосамплер) под управлением программ-
ного обеспечения – Agilent ChemStation Rev. A.09.0. В 
эксперименте использовалась хроматографическая 
колонка Atlantis dc18, 100 Å, 5 мкм, 4,6×250 мм. Темпе-
ратура колонки – 35 °С. Подвижная фаза «А» − мета-
нол  − ацетонитрил в соотношении 15:75. Подвижная 
фаза «Б» − 0,1% раствор муравьиной кислоты. Режим 
элюирования – градиентный (таблица 1). Скорость по-
тока элюента – 0,8 мл/мин. Продолжительность анали-
за − 75 мин. Детектирование осуществляли при длине 
волны 350 нм. Объем вводимой пробы – 10 мкл. Усло-
вия хроматографирования для определения арбутина 
по модифицированной методике [17] были следующие: 
температура колонки – 40 °С; подвижная фаза: 0,1% 
раствор муравьиной кислоты − ацетонитрил (92:8); 
режим элюирования – изократический; скорость по-
тока элюента – 1,0 мл/мин; продолжительность анали-
за − 10 мин; детектирование осуществляли при длине 
волны 210 нм; объем вводимой пробы – 10 мкл.

Таблица 1. Схема градиентного элюирования  
фенольных соединений

Table 1. The gradient elution mode of phenolic compounds

Время, мин А, % Б, %

0 0 100

10 27 73

20 27 73

70 60 40

75 0 100

Принадлежность к классу фенольных соедине-
ний оценивали на основании способности соединения 
поглощать при длине волны 350 нм. Хроматограммы 
снимали при длинах волн 350, 300, 270, 210 нм. Иден-
тификацию индивидуальных соединений проводи-
ли на основе соответствия временам удерживания и 
УФ-спектрам стандартных образцов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенных исследований на 

ВЭЖХ-УФ хроматограмме (λ=350 нм) сухого экстрак-
та было обнаружено присутствие 34 компонентов, 
водного извлечения сбора − 58. Из них идентифици-
ровано 8 соединений: рутин, арбутин, ликуразид, лик-
виритин, кверцетин, хлорогеновая, кофейная и галло-
вая кислоты. Хроматограммы приведены на рисунке 
1. Такое отличие в компонентном составе может быть 
связано с тем, что сбор и экстракт приготовлены из 
разных партий лекарственного растительного сы-
рья. В зависимости от района и времени заготовки, 
условий произрастания и др. параметров, содержа-
ние действующих веществ может варьировать, а так-
же технологические условия получения настоя ГС № 4 
и сухого экстракта различны. Соединения, выбранные 
нами в качестве маркерных найдены как в сборе, так и 
в экстракте.

Количественное содержание (%) веществ феноль-
ной природы в исследуемых образцах определяли ме-
тодом внешнего стандарта. Результаты проведенных 
исследований представлены в таблице 2. К индика-
торным компонентам можно отнести: арбутин, хлоро-
геновую кислоту и рутин. Арбутин относится к высо-
коспецифическим веществам-маркерам для данного 
сбора.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучен компонентный состав фенольных соедине-

ний грудного сбора № 4 и сухого экстракта на его ос-
нове. Исследования показали, что в сборе обнаружено 
58 соединений, в экстракте – 34, из которых идентифи-
цировано 8 веществ. Среди них присутствовали фла-
воноиды (рутин, ликуразид, ликвиритин, кверцитин), 
гидроксикоричные кислоты (хлорогеновая и кофей-
ная кислоты), фенолокислоты (галловая кислота), фе-
нологликозиды (арбутин). Содержание найденных со-
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единений варьировало в диапазоне 0,001−0,910%. К 
мажорными компонентам можно отнести арбутин, 
хлорогеновую кислоту и рутин, концентрации кото-
рых составили: арбутина − 0,220±0,007% в сборе и 
0,910±0,029% в экстракте; хлорогеновой кислоты – 
0,095±0,003% в сборе и 0,112±0,004% в экстракте, рути-
на – 0,066±0,003% в сборе и 0,217±0,009% в экстракте. 
Эти соединения предложено использовать в качестве 
веществ-маркеров при сквозной стандартизации сбо-

ра и ЛФ на его основе, что хорошо согласуется с лите-
ратурными данными [9, 12].

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов интере-
сов, связанных с публикацией настоящей статьи.

Источник финансирования. Исследование поддер-
живается «Проектом повышения конкурентоспособ-
ности ведущих российских университетов среди веду-
щих мировых научно-образовательных центров».

Рисунок 1. Хроматографический профиль фенольных соединений водного извлечения грудного сбора № 4 (А) и сухого экстрак-
та (Б)

1 – ВЭЖХ-УФ хроматограммы при λ=350 нм; 2 – ВЭЖХ-УФ хроматограммы хлорогеновой (время удерживания – 14,39 мин) и ко-
фейной (время удерживания – 16,00 мин) кислот при λ=300 нм; 3 – ВЭЖХ-УФ хроматограммы галловой кислоты при λ=270 нм; 4 – 
ВЭЖХ-УФ хроматограммы арбутина при λ=210 нм

Figure 1. Сhromatographic profile of pectoral species № 4 (А) and dry extract (Б) phenolic compounds

1 – HPLC-UV chromatograms at λ=350 nm; 2 – HPLC-UV chromatograms of chlorogenic (retention time, tR – 14.39 min) and caffeic (tR – 
16.00 min) acids at λ=300 nm; 3 – HPLC-UV chromatograms of gallic acid at λ=270 nm; 4 – HPLC-UV chromatograms of arbutin at λ=210 nm
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Таблица 2. Содержание фенольных соединений  
в грудном сборе № 4 и экстракте на его основе  
(n=5, Px=0,95, t(p, f)=2,776)

Table 2. The content of phenolic compounds in pectoral species  
№ 4 and it’s dry extract (n=5, Px=0,95, t(p, f)=2,776)

Фенольное 
соединение

Время 
удерживания, 

мин
λ, нм

Содержание, %

Сбор Экстракт

Флавоноиды

Рутин 18,29 350 0,066± 
0,003

0,217± 
0,009

Ликуразид 30,87 350 0,013±  
0,001

0,036± 
0,002

Ликвиритин 32,17 350 0,0026± 
0,0001

0,025± 
0,001

Кверцетин 38,65 350 0,0013± 
0,0001

0,015± 
0,001

Гидроксикоричные кислоты

Хлорогеновая 
кислота 14,39 300 0,095± 

0,003
0,112± 
0,004

Кофейная 
кислота 16,00 300 0,018±  

0,001
0,061± 
0,002

Фенолокислоты

Галловая 
кислота 10,41 270 0,0113± 

0,0003
0,056± 
0,002

Фенологликозиды

Арбутин 3,85 210 0,220± 
0,007

0,910± 
0,029

Примечание: n – число повторных испытаний; Px – довери-
тельная вероятность; t(P, f) – критерий Стьюдента.

Note: n – number of repeat tests; Px – confidence figure; t(P, f) – 
Student’s coefficient.
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Резюме
Введение. В статье представлены данные по количественному определению ртути в водном растворе фармацевтической субстанции 
протамина сульфата методом инверсионной вольтамперометрии на графитовых электродах, модифицированных золотополимерной 
композицией. Существующая методика определения примеси ртути в протамине сульфат согласно Европейской фармакопее – многостадийное 
титрование с дитизоном – трудоемка и не позволяет достичь воспроизводимости. 
Цель. Проведение анализа содержания примеси биоаккумуляционной ртути в растворе протамина сульфата методом инверсионной 
вольтамперометрии.
Материалы и методы. Субстанция протамина сульфата (Производитель Альпс Фармасьютикал Индастри Ко.Лтд). Экспериментальные 
данные получены на полуавтоматическом анализаторе ТА-4 (ООО НПП «Томьаналит», г. Томск) с программным обеспечением VALabТх в 
комплекте. 
Результаты и обсуждение. Адаптирована методика определения ртути в воде и представлены результаты ее апробации на растворе 
протамина сульфат. Приведены результаты проверки работы электродов методом «введено-найдено», полученные результаты единичного 
анализа ртути входили в интервал 0,0038–0,0063 мг/л, что подтверждает их готовность к работе. Данный интервал прописан в методике и 
означает границы допустимых отклонений. Пределы обнаружения ртути на приборе составляют 10-6–10-10 моль/л. Из исследуемой нами 
субстанции протамина сульфат мы приготовили раствор с концентраций 10 мг/мл и произвели измерения на подготовленных к работе 
электродах. Содержание ртути в исследуемой пробе составило 0,00034 мг/л. Согласно сертификату анализа на продукт протамина сульфата 
содержание ртути должно быть ≤10 мд. Было изучено влияние изменения времени накопления. Оптимальное время накопления составило 
80 с, поскольку при стандартных условиях ртуть не вся успевает сконцентрироваться на поверхности электрода, а выше 80 с не происходит 
существенного увеличения содержания ртути. 
Заключение. Предложенная методика определения ртути в воде методом инверсионной вольтамперометрии на графитовых электродах, 
модифицированных золотополимерной композицией может быть адаптирована для определения биоаккумуляционной ртути в 
фармацевтической субстанции протамина сульфат. Полученные данные свидетельствуют о том, что данный метод можно применять в 
контроле качества лекарственных средств, как альтернативный экспресс-метод для определения примеси ртути существующему методу 
многостадийного титрования с дитизоном. 
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Abstract
Introduction. The article presents data of the quantitative mercury determination in an aqueous solution of the pharmaceutical substance protamine 
sulfate by stripping voltammetry on graphite electrodes modified with a gold-polymer composition. The existing method to determine the mercury 
impurity in protamine sulfate according to the European Pharmacopoeia – multistage titration with dithizone – is laborious and does not allow to 
achieve repeatability.
Aim. Analyzing the content of bioaccumulative mercury impurities in a protamine sulfate solution by stripping voltammetry.
Materials and methods. Protamine Sulfate Substance (Manufacturer Alps Pharmaceutical Industry Co.Ltd). Experimental data were obtained on a 
TA-4 semi-automatic analyzer (OOO NPP Tomianalit, Tomsk) with VALabTx software.
Results and discussion. We adapted the method for mercury determination in water and presented the results of its testing on protamine sulfate 
solution. The results of testing the electrode operation using the «entered-found» method are given, the results of a single mercury analysis were 
included in the interval 0, 0038–0,0063 mg/l, which confirms their readiness for work. This interval is registered in the methodology and means the 
limits of permissible deviations. The limits of detection of mercury on the device are 10-6–10-10 mol/l. We prepared a solution with concentrations of 
10 mg/m from the protamine sulfate substance and measured it on prepared electrodes. The mercury content in the test sample was 0.00034 mg/l. 
According to the certificate of protamine sulfate, the mercury content should be ≤10 ppm. We studied the effect in changing of accumulation time. 
The optimal accumulation time was 80 seconds, because under standard conditions, not all mercury concentrates on the electrode surface, and 
above 80 seconds there is no significant increase in mercury content.
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Conclusion. The proposed method for mercury determination in water by stripping voltammetry on graphite electrodes modified with a 
gold-polymer composition can be adapted to determine bioaccumulative mercury in the pharmaceutical substance protamine sulfate. The findings 
suggest that this method can be used in quality control of medicines, as an alternative express method for mercury impurities determination to the 
existing multistage titration method with dithizone.
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Conflict of interest: no conflict of interest.

For citation: Kim N. O., Ivanovskaja E. A. Determination of mercury impurities in protamine sulfate medicament by stripping voltammetry. Drug 
development & registration. 2019; 8(2): 103–107. 

ВВЕДЕНИЕ
Одним из наиболее вредных загрязнений для 

биосферы Земли, имеющих разнообразные вредные 
последствия, как для здоровья людей, так и для жизне-
деятельности живых организмов, являются загрязне-
ния тяжелыми металлами [1]. Ртуть – один из наиболее 
токсичных элементов, широко используемых в раз-
личных областях науки и техники. Большой интерес к 
проблеме определения ртути вызван ее миграцией в 
объектах окружающей среды, способностью к биокон-
центрированию в живых организмах и в созданных на 
их основе лекарственных препаратах [2]. Одним их та-
ких препаратов является протамина сульфат, который 
получают из субстанции рыбных протаминов сальми-
на и клупина [3, 4]. 

Известно, что токсичные эндогенные формы рту-
ти поступают к человеку с морепродуктами и гидро-
бионтами, образуясь в результате деятельности жи-
вых клеток и трансформации экзогенных форм при 
взаимодействии с макромолекулами (протеинами, 
аминокислотами и другими биологическими струк-
турами), а также низкомолекулярными органически-
ми лигандами [2]. В технологии изготовления прота-
мина сульфат так же предполагается наличие ртути в 
микродозах. Поэтому в соответствии с современны-
ми представлениями, оценка безопасности лекарст- 
венного препарата органического происхождения 
должна учитывать все потенциальные факторы рис- 
ка, специфичные для данной группы лекарственных 
средств. В связи с этим определение примеси ртути в 
субстанции протамина сульфата, широко применяю-
щегося в клинической практике, является важным мо-
ментом на этапе входного контроля. 

Современный уровень развития науки и техники 
требования к методам анализа следовых количеств 
токсических веществ постоянно повышаются. Высо-
кая токсичность ртути обуславливает ее низкие зна-
чения ПДК, что требует применения чувствительных 
методов аналитической химии. Поиск нового метода 
определения ртути в протамине сульфат обусловлен 
тем, что существующая методика, предложенная в Ев-
ропейской фармакопее [5] – титрование с дитизоном – 
является достаточно трудоемкой. 

Одним из методов, отвечающим требованиям 
определения ртути по пределу обнаружения и диапа-

зону определяемых концентраций, является инверси-
онная вольтамперометрия [6]. Инверсионная вольтам-
перометрия не является фармакопейным методом и 
используется для определения достаточно малых ко-
личеств концентрации вещества. Суть метода заключа-
ется в предварительном накоплении анализируемого 
вещества путем электролиза на электроде с последу-
ющим электрохимическим его растворением при ли-
нейно снижающемся потенциале. Предварительное 
накопление производится катодной поляризацией на 
стационарном электроде (для определения катионов) 
с последующим анодным растворением [7].

При определении низких концентраций ртути ме-
тодом катодной вольтамперометрии на углеродном 
электроде возрастают трудности образования новой 
фазы на поверхности твердого электрода, что делает 
невозможным определение микродоз. Известно, что 
в некоторых случаях модифицирование поверхнос- 
ти электрода позволяет снизить определяемую кон-
центрацию металла. В частности, в работе [8] изучено 
влияние металлов-модификаторов углеродных элект-
родов Au, Cu, Tl, Cd при определении ртути методом 
анодной инверсионной вольтамперометрии и уста-
новлено, что использование золота позволяет полу-
чить условия устойчивого определения ртути на уров-
не низких концентраций (до 0,02 мкг/л). 

В статье [9] показано, что на графитовом элект-
роде из растворов, содержащих менее 4–10-7 г-ион/л 
Hg2+, последняя вообще не выделяется, если при этом 
не происходит одновременное осаждение некоторых 
металлов, в частности меди, свинца или кадмия, кото-
рые, вероятно, играют роль центров осаждения ртути. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Проведение анализа содержания примеси биоак-

кумуляционной ртути в растворе протамина сульфата 
методом инверсионной вольтамперометрии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В качестве объекта мы использовали субстанцию 

Протамина сульфат. Производитель Альпс Фармасью-
тикал Индастри Ко.Лтд, 10-50, Furukawacho Mukaimachi 
Nichome, Hida, Gifu, 509-4241, Japan, Япония.

Нормативная документация: ФС 001078-211216, 
2016, Протамина сульфат.
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Образец предназначен в целях разработки, ис-
следований, контроля безопасности, качества и 
эффективности лекарственных средств в рамках 
осуществления государственной регистрации ле-
карственного препарата; 1800 грамм, серия 515091, 
514061, 514111. 

Измерения проводили на электрохимическом 
анализаторе ТА-4 (ООО НПП «Томьаналит», г. Томск) 
с программным обеспечением VALabТх в комплек-
те методом вольтамперометрии путем регистрации 
поляризационных кривых с предварительным элект- 
рохимическим накоплением ртути на поверхности 
электрода в стандартных условиях согласно методи-
ке вольтамперометрического определения ртути в 
водных растворах [10, 11].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно методики поверхность углеродсодержа-
щего электрода электрохимически покрывали золо-
том из раствора ГСО хлорида золота (III) с концентра-
цией 500 мг/л изготовленного из раствора ГСО золота 
концентрации 10000 мг/л (ГСО 8429-2003). В качестве 
электрода сравнения использовали хлорсеребряный 
электрод. 

Проверка работы золотоуглеродсодержащего 
электрода проводилась по следующей методике. Сна-
чала проводили отмывку стаканчиков и электродов. 
Для этого вносили в стаканчики 10 мл бидистиллиро-
ванной воды, затем добавляли 20 мкл HNO3 (конц.) и 
нажимали кнопку «отмывка» в программе. Потом сни-
мали чистый фон [с добавлением 20 мкл 0,1 М хлорида 
калия и 20 мкл HNO3 (конц.)] (рисунок 1а). Отсутствие 
пиков на вольтамперограммах и значение высоты пи-
ков не превышающее 5нА свидетельствуют о чистоте 
фона. После этого добавляли 50 мкл пробы – приготов-
ленный раствор 0,1 мг/л ртути из раствора ГСО. Отме-
чали наличие пика ртути в пределах от 0,35–0,65 В. (ри-
сунок 1б). В конце добавляли добавку – 50 мкл 0,1 мг/л 
раствора ртути. При этом высота сигнала увеличива-
лась примерно в два раза (рисунок 1в).

Источником информации служили вольтамперо-
граммы – для фона, пробы и добавки. Параметры стан-
дартных измерений – время накопления 60 с, раство-
рения 10 с, успокоения 5 с. 

Некоторые результаты проверки готовности 
электродов к работе приведены в таблице 1. 

Как видно из таблицы результаты единичного ана-
лиза ртути перед началом измерений входят в интер-
вал 0,0038–0,0063 мг/л – это значит, электроды готовы 

Рисунок 1. А – вольтамперограмма чистого фона (голубая линия); б – вольтамперограмма для пробы (синяя линия); в – вольтам-
перограмма с добавкой (розовая линия)

Figure 1. А – voltammogram of a clean background (blue line); b – voltammogram for the sample (blue line); в – voltammogram with 
additive (pink line)
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к работе и на них можно производить дальнейшие из-
мерения исследуемой субстанции. Электроды рабо-
тают достаточно стабильно при правильной их подго-
товке к работе.

Таблица 1. Концентрация аттестованного раствора ртути  
0,1 мг/л. Объем добавки – 50 мкл. Объем аликвоты – 50 мкл

Table 1. Concentration of a certified mercury solution of 0.1 mg/l.  
The volume of the additive is 50 μl. The aliquot volume is 50 μl

№
Средняя 

высота пика 
фона, нА

Средняя 
высота пика 

пробы, нА

Средняя 
высота пика  

с добавкой, нА

Результат, 
мг/л

1 1,23 3,73 6,87 0,0039

2 1,67 4,87 8,47 0,0044

3 0,83 2,83 5,23 0,0038

4 1,83 4,03 6,60 0,0047

5 1,3 3,93 6,80 0,0053

6 1,95 3,35 5,15 0,0053

7 0,77 1,87 3,30 0,0044

8 1,47 3,13 6,53 0,0045

9 2,26 4,15 6,15 0,0046

10 2,37 3,35 5,15 0,0038

Расчет результатов анализа производились в авто-
матическом режиме. Прибор считает по специальной 
формуле, в которой учитывается разница высоты пи-
ков ртути на кривых с добавкой и без, а также с уче-
том фона. 

пробы добавки добавки минерализата
в пробе

проба с добавкой проба аликвоты навески
,

( )

I C V V
C

I I V M

⋅ ⋅ ⋅
=

− ⋅ ⋅

где Iпробы – высота пика элемента на кривой пробы,  мкА; 
Cдобавки – концентрация аттестованного раствора,  мг/л; 
Vдобавки –  объем добавки, мл; Vминерализата – объем минера-
лизата, мл; Iпроба с добавкой –  высота пика элемента на кри-
вой пробы с добавкой, мкА; Vаликвоты – объем аликвоты, 
мл; Мнавески – величина навески,  г или мл.

Для начала определили содержание ртути в хо-
лостой пробе (бидистиллированная вода), а затем 
проводили анализ на содержание ртути в объекте 
исследования. 

Для исследования из субстанции протамина 
сульфат готовили водный раствор с концентрацией  
10 мг/мл. 

Результаты исследования приведены на вольт- 
амперограмме (рисунок 2).

Как видно из вольтамперограммы в исследуемой 
пробе присутствует ртуть, но измерения при стан-
дартных параметрах давали очень слабый сигнал, 
поэтому было изучено влияние изменения времени 
накопления. Объем аликвоты (исследуемый раствор) – 
50 мкл. Объем добавки (аттестованный раствор ртути 

с концентрацией 0,1 мг/л) – 50 мкл. Время накопления 
увеличивали от до 60 до 120 с интервалом 20 секунд. 
Результаты представлены в таблице 2.

Таблица 2. Содержание ртути в растворе протамина сульфата  
в зависимости от времени накопления

Table 2. The mercury content in the solution of protamine sulfate,  
depending on the accumulation time

№ Время 
накопления, с

Содержание ртути, 
мг/л

SR , стандартное 
отклонение

1 60 0,00027 0,00004

2 80 0,00044 0,00002

3 100 0,00047 0,00005

4 120 0,00045 0,00007

Из таблицы видно, что при стандартных условиях 
ртуть не вся успевает сконцентрироваться на поверх-
ности электрода, а выше 80 секунд не происходит су-
щественного увеличения содержания ртути при сред-
ней ее концентрации в растворе протамина сульфата 
0,0453  мкг/л, что ниже предельно допустимой нормы 
(10 мкг/л).

Рисунок 2. Вольтамперограмма протамина сульфат (нижняя 
кривая – проба протамина сульфат, верхняя кривая – добав-
ка ГСО ртути)

Figure 2. Protamine sulfate voltammogram (the lower curve is a 
sample of protamine sulfate, the upper curve is the addition of 
GSO mercury)
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате исследований, можно сделать зак- 

лючение, что методика определения ртути в воде ме-
тодом инверсионной вольтамперометрии на графи-
товых электродах, модифицированных золотополи-
мерной композицией может быть адаптирована для 
определения биоаккумуляционной ртути в фарма-
цевтической субстанции протамина сульфат. Получен-
ные данные свидетельствуют о том, что данный метод 
можно применять в контроле качества лекарствен-
ных средств, как альтернативный экспресс-метод для 
определения примеси ртути существующему методу 
многостадийного титрования с дитизоном.
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Резюме
Введение. Тадалафил – лекарственный препарат, используемый для лечения эректильной дисфункции. Для количественного определения 
тадалафила в плазме крови человека при проведении аналитической части фармакокинетических исследований применяются методы 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с ультрафиолетовым и тандемным масс-спектрометрическим детектированием. В 
большинстве рассмотренных методик в качестве пробоподготовки применяется способ жидкость-жидкостной экстракции и в редких случаях 
применяют способ твердофазной экстракции. Данные способы являются в достаточной степени трудоёмкими и экономически затратными. 
Поэтому в настоящем исследовании в качестве пробоподготовки рассмотрен способ осаждения белков, являющийся более простым в 
исполнении, что актуально при анализе большого количества проб при проведении исследований биоэквивалентности. 
Цель. Целью исследования является разработка методики количественного определения тадалафила в плазме крови человека методом 
ВЭЖХ с одноквадрупольным масс-спектрометрическим детектированием для проведения аналитической части фармакокинетических 
исследований.
Материалы и методы. Количественное определение тадалафила в плазме крови проводили методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с одноквадрупольным масс-спектрометрическим детектированием. В качестве пробоподготовки был использован способ 
осаждения белков ацетонитрилом. 
Результаты и обсуждение. Разработанная методика была валидирована по следующим валидационным параметрам: селективность, 
эффект матрицы, калибровочная кривая (линейность), точность, прецизионность, предел количественного определения, перенос пробы, 
стабильность. 
Заключение. Разработана и валидирована методика количественного определения тадалафила в плазме крови человека методом ВЭЖХ-МС. 
Подтвержденный аналитический диапазон методики составил 5,00–1000,00 нг/мл тадалафила в плазме крови. Полученный аналитический 
диапазон позволяет применять разработанную методику для проведения аналитической части исследований фармакокинетики и 
биоэквивалентности воспроизводимых лекарственных средств, содержащих тадалафил.

Ключевые слова: тадалафил, плазма, ВЭЖХ-МС, количественное определение, валидация, биоэквивалентность.
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Abstract
Introduction. Tadalafil is a drug used to treat erectile dysfunction. For the quantitative determination of tadalafil in human plasma are used methods 
of high performance liquid chromatography with ultraviolet and tandem mass spectrometric detection, during the analytical part of pharmacokinetic 
studies. In the majority of the considered methods the method of liquid-liquid extraction and the method of solid-phase extraction are used, these 
methods are difficult and expensive. Therefore, the method of protein precipitation was considered as sample preparation. This method is simple 
and there is important to analysis a lot of clinical samples in bioequivalence studies.
Aim. The aim of this study is to develop method for the quantitative determination of tadalafil in human plasma by HPLC-MS for the analytical part 
of pharmacokinetic studies.
Materials and methods. Quantitative determination of tadalafil in plasma by HPLC-MS. A sample was prepared using acetonitrile protein precipitation.
Results and discussion. This method was validated by next validation parameters: selectivity, matrix effect, calibration curve, accuracy, precision, 
lower limit of quantification, carry-over and stability.
Conclusion. The method of the quantitative determination of tadalafil in human plasma was developed and validated by HPLC-MS. The analytical 
range of the was 5,00–1000,00 ng/ml tadalafil in plasma. Method could be applied to determination of tadalafil in plasma for PK and BE studies.

Keywords: tadalafil, plasma, HPLC-MS, quantitative determination, validation, bioequivalence.
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ВВЕДЕНИЕ
Тадалафил ((6R,12aR)-6-(1,3-Бензодиоксол-5-ил)-2-

метил-2,3,6,7,12,12a-гексагидро метилпиразино[1’,2’:1,6]
пиридо[3,4-b]индол-1,4-дион) – лекарственный препа-
рат, используемый для лечения эректильной дисфунк-
ции. Тадалафил является обратимым селективным ин-
гибитором специфической фосфодиэстеразы типа 5 
(ФДЭ5) циклического гуанозин монофосфата (цГМФ). 
Структурная формула тадалафила приведена на ри-
сунке 1.

Фармакологическое действие тадалафила на-
правлено на улучшение эректильной функции. Про-
цесс эрекции опосредствован высвобождением 
оксида азота из нервных окончаний и эндотелиаль-
ных клеток пещеристых тел. Оксид азота стимулиру-
ет синтез циклического гуанозин монофосфата. При 
накоплении цГМФ происходит расслабление глад-
ких мышц, что приводит к увеличению притока кро-
ви к кавернозным телам. Тадалафил ингибирует  
цГМФ-специфическую фосфодиэстеразу типа 5, кото-
рая ответственна за деградацию цГМФ в кавернозном 
теле. Ингибирование ФДЭ5 тадалафилом сопровож- 
дается увеличением количества цГМФ и усилением 
эректильной функции [1].

Отличительной фармакологической особенностью 
тадалафила является его более длительный период 
полувыведения (17,5 часа) по сравнению с силденафи-
лом и варденафилом (4–5 часов). Данная особенность 
является основой современных исследований для ис-
пользования тадалафила при легочной артериальной 
гипертонии в качестве терапии один раз в день [2].

Для количественного определения тадалафила в 
плазме крови человека применяются методы высо-
коэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с 
ультрафиолетовым (УФ) и тандемным масс-спектро-
метрическим детектированием (МС/МС). В большинст- 
ве рассмотренных методик в качестве пробоподго-
товки применяется способ жидкость-жидкостной экст- 
ракции (ЖЖЭ), в редких случаях применяют способ 
твердофазной экстракции (ТФЭ) (таблица 1). Данные 
способы являются в достаточной степени трудоём-
кими и экономически затратными (расход раствори-

телей, картриджей для ТФЭ). В настоящем исследова-
нии в качестве пробоподготовки рассмотрен способ 
осаждения белков, являющийся более простым в ис-
полнении, что актуально при анализе большого ко-
личества проб при проведении исследований биоэк-
вивалентности. Данный способ пробоподготовки в 
сочетании с масс-спектрометрическим детектирова-
нием позволяет достичь необходимого и достаточно-
го уровня НПКО методики для проведения исследова-
ний биоэквивалентности. 

Таблица 1. Биоаналитические методики  
количественного определения тадалафила

Table 1. Bioanalytical methods of quantitative determination  
of tadalafil

Аналитический 
метод Пробоподготовка

Аналитический 
диапазон,  

нг/мл
Ссылка

ВЭЖХ-УФ ЖЖЭ 5,00–600,00 [3]

ВЭЖХ-МС/МС ЖЖЭ 10,00–1000,00 [4]

ВЭЖХ-УФ ЖЖЭ 10,00–2000,00 [5]

ВЭЖХ-МС/МС ЖЖЭ 2,00–1000,00 [6]

ВЭЖХ-МС/МС ТФЭ 2,00–1000,00 [7]

ВЭЖХ-МС/МС ЖЖЭ 5,00–1000,00 [8]

Целью исследования является разработка методи-
ки количественного определения тадалафила в плаз-
ме крови человека методом ВЭЖХ с одноквадруполь-
ным масс-спектрометрическим детектированием, для 
проведения аналитической части фармакокинети-
ческих исследований. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Хроматографическое разделение и детектиро-
вание проводили на высокоэффективном жидкост-
ном хроматографе Agilent 1260 Infinity II, оснащённом 
градиентным насосом, термостатом колонок, авто-
самплером и масс-спектрометрическим детектором 
6125. Обработку первичных данных проводили при 
помощи программного обеспечения OpenLAB CDS 
ChemStation, rev. C.01.07 Agilent Technologies, США.

Реактивы и растворы

В работе были использованы следующие реакти-
вы: ацетонитрил (LC-MS grade, Biosolve); муравьиная 
кислота (класс «for LC-MS», Merck Millipore); вода Milli-Q. 
Для приготовления исходных рабочих растворов бы-
ли использованы стандартные образцы тадалафила 
(USP reference standard, содержание 99,9%) и пропра-
нолола гидрохлорида (USP reference standard, содер-
жание 99,9%).

Исходные стандартные растворы тадалафила и 
внутреннего стандарта (ВС) пропранолола готовили 

Рисунок 1. Структурная формула тадалафила

Figure 1. The structural formula of tadalafil

Доклинические и клинические исследования
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путем растворения навески субстанций в ацетонит- 
риле, рабочие стандартные растворы готовили путем 
разведения исходных растворов тем же растворите-
лем до необходимых концентраций. 

Исходный раствор, стандартный раствор и рабо-
чие растворы хранили в морозильной камере при тем-
пературе –45  °С. Образцы интактной плазмы крови 
хранили в морозильнике для плазмы при температуре 
–45 °С.

Пробоподготовка

В качестве пробоподготовки был выбран способ 
осаждения белков ацетонитрилом, поскольку данный 
способ является менее трудоемким и длительным по 
сравнению с ЖЖЭ и ТФЭ.

К 300 мкл испытуемой плазмы крови (либо к 
270  мкл интактной плазмы с прибавлением 30  мкл 
рабочего стандартного раствора тадалафила), поме-
щённым в центрифужные микропробирки типа «эп-
пендорф» вместимостью 2 мл, прибавляли 10  мкл 
рабочего раствора внутреннего стандарта пропрано-
лола (1000,00 нг/мл), затем прибавляли 900 мкл ацето-
нитрила, перемешивали на встряхивателе типа «вор-
текс» в течение 10 секунд, затем центрифугировали в 
течение 15 мин со скоростью 13500 об/мин. Далее на-
досадочную жидкость переносили в хроматографи-
ческие виалы.

Условия хроматографического разделения  
и детектирования

99 Колонка: Phenomenex Luna C18, 50х4,6 мм, 5 мкм; 
предколонка: Phenomenex C18, 4х3,0 мм, 5 мкм.

99 Температура термостата: 40 ºC.
99 Подвижная фаза: элюент А: 0,1% раствор муравьи-

ной кислоты в воде Milli-Q (по объёму), элюент В: 
0,1% раствор муравьиной кислоты в ацетонитриле 
(по объёму).

99 Градиент по составу подвижной фазы представлен 
в таблице 1.

Таблица 2. Градиентное элюирование

Table 2. Gradient elution

Время, мин Элюент А, % Элюент В, %
Скорость потока 

подвижной фазы, 
мл/мин

0,00 90 10

1,20

0,50 90 10

5,00 58 42

5,10 0 100

5,90 0 100

6,00 90 10

7,00 90 10

99 Объем вводимой пробы: 5 мкл.
99 Время регистрации хроматограммы по масс-спект- 

рометрическому детектору: 0–7 мин.
99 Положительная ионизация (тадалафил): (SIM), 

390,2 m/z.
99 Положительная ионизация (пропранолол): (SIM), 

260,0 m/z.
99 Параметры источника ионизации: распыляющий 

газ 250 кПА, осушающий газ 13 л/мин, температура 
источника 350 °С, напряжение на капилляре 5 кВ.

99 Время удерживания тадалафила: около 4,5 мин.
99 Время удерживания пропранолола: около 2,5 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Валидация методики

Валидацию биоаналитической методики проводи-
ли на основе руководства по экспертизе лекарствен-
ных средств Том I [9], а также руководств FDA [10] и 
ЕМА [11] по следующим параметрам: 
•• селективность; 
•• эффект матрицы;
•• калибровочная кривая (линейность);
•• точность (на уровнях внутри цикла, между 

циклами);
•• прецизионность (на уровнях внутри цикла, между 

циклами);
•• нижний предел количественного определения и 

предел обнаружения;
•• перенос пробы;
•• стабильность (стабильность исходных и рабочих 

растворов аналита и ВС; стабильность заморожен-
ного и размороженного аналита; краткосрочная ста-
бильность аналита в матрице; долгосрочная стабиль-
ность аналита в матрице).

Селективность

Проводили анализ 6 образцов интактной плазмы 
крови, полученных из разных источников, и образ-
цов интактной плазмы крови с прибавлением рабочих 
стандартных растворов тадалафила до концентрации 
250,00 нг/мл, а также раствора внутреннего стандар-
та (пропранолола) до концентрации 30 нг/мл. На хро-
матограммах образцов интактной плазмы крови не 
наблюдалось пиков со временами удерживания, со-
ответствующими временам удерживания тадалафила 
и пропранолола. Соответствующие хроматограммы 
приведены ниже на рисунках 2, 3.

Эффект матрицы

 Для оценки эффекта матрицы анализировали об-
разцы с добавлением рабочих стандартных растворов 
тадалафила и пропранолола без влияния биологичес- 
кой матрицы (W_y_x), а также образцы, приготовлен-
ные на интактной плазме без учёта влияния степени 
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извлечения тадалафила и пропранолола из биологи-
ческой матрицы (SA_y_x).

Эффект матрицы был оценен на нижнем и верхнем 
уровнях аналитического диапазона концентраций та-
далафила (10,00 нг/мл и 1000,00 нг/мл). Для внутренне-
го стандарта (пропранолол) эффект матрицы был рас-
считан на уровне 30 нг/мл. Данные представлены в 
таблицах 3–6.

Фактор матрицы рассчитывали, как отношение 
значения площади пика аналита на хроматограмме об-
разца, приготовленного на плазме после осаждения 

белков, к значению площади пика аналита на хрома-
тограмме образца, приготовленного без влияния био-
логической матрицы.

Фактор матрицы, нормализованный по внутрен-
нему стандарту, рассчитывали, как отношение значе-
ния фактора матрицы тадалафила к фактору матрицы 
пропранолола (внутренний стандарт). Рассчитанные 
значения коэффициента вариации (CV, %) фактора мат- 
рицы, нормализованного по внутреннему стандарту, 
соответствуют нормам, не более 15%.

Рисунок 2. Хроматограмма образца интактной плазмы крови

Figure 2. Chromatogram of a blank plasma sample

Рисунок 3. Хроматограмма образца интактной плазмы крови с прибавлением рабочего стандартного раствора до концентрации 
тадалафила 250,00 нг/мл и рабочего стандартного раствора пропранолола до концентрации 30 нг/мл

Figure 3. Chromatogram of a blank plasma sample with the addition of a standard solution to concentration of tadalafil 250,00 ng/ml and 
standard solution to concentration of propranolol 30 ng/ml
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Таблица 3. Расчёт влияния биологической матрицы  
на количественное определение тадалафила 10,00 нг/мл  
и 1000,00 нг/мл

Table 3. The effect of the biological matrix on the quantitative 
determination of tadalafil 10,00 ng/ml and 1000,00 ng/ml
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W_2_1 375 SA_2_1 293 0,78

W_2_2 348 SA_2_2 299 0,86

W_2_3 305 SA_2_3 317 1,04

W_2_4 380 SA_2_4 317 0,83

W_2_5 397 SA_2_5 345 0,87

W_2_6 320 SA_2_6 263 0,82

W_9_1 33541 SA_9_1 31535 0,94

W_9_2 32954 SA_9_2 31122 0,94

W_9_3 33035 SA_9_3 31178 0,94

W_9_4 33441 SA_9_4 31983 0,96

W_9_5 34510 SA_9_5 31783 0,92

W_9_6 33689 SA_9_6 31577 0,94

Таблица 4. Расчёт влияния биологической матрицы  
на количественное определение пропранолола 30 нг/мл

Table 4. The effect of the biological matrix on the quantitative 
determination of propranolol 30 ng/ml
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W_2_1 4614 SA_2_1 4354 0,94

W_2_2 4583 SA_2_2 4355 1,05

W_2_3 4457 SA_2_3 4352 0,98

W_2_4 4537 SA_2_4 4340 0,96

W_2_5 4479 SA_2_5 4402 0,98

W_2_6 4511 SA_2_6 4405 0,98

W_9_1 4412 SA_9_1 4371 0,99

W_9_2 4392 SA_9_2 4518 1,03

W_9_3 4365 SA_9_3 4550 1,04

W_9_4 4521 SA_9_4 4543 1,00

W_9_5 4410 SA_9_5 4500 1,02

W_9_6 4132 SA_9_6 4463 1,08

Калибровочная кривая

Проводили анализ 9 образцов интактной плазмы 
крови с прибавлением рабочего стандартного раст- 
вора пропранолола до концентрации 30 нг/мл и ра-
бочих стандартных растворов тадалафила до получе-
ния концентраций: 5,00 нг/мл, 10,00 нг/мл, 25,00 нг/мл,  
50,00 нг/мл, 100,00 нг/мл, 250,00 нг/мл, 500,00 нг/мл, 
750,00 нг/мл, 1000,00 нг/мл (таблица 2). По полученным 

значениям были построены калибровочные графики, 
приведенные на рисунке 4 совместно с уравнением 
калибровочной кривой. 

Таблица 5. Расчёт фактора матрицы тадалафила (10,0 нг/мл), 
нормализованного по фактору матрицы пропранолола  
(30 нг/мл)

Table 5. The matrix factor of tadalafil (10,00 ng/ml),  
normalized by the matrix factor of propranolol (30 ng/ml)

№ Mf тадалафила Mf 
пропранолола

Нормализованный 
Mf

1 0,78 0,94 0,83

2 0,86 1,05 0,82

3 1,04 0,98 1,07

4 0,83 0,96 0,87

5 0,87 0,98 0,88

6 0,82 0,98 0,84

Среднее 0,88

CV, % 10,44

Таблица 6. Расчёт фактора матрицы тадалафила  
(1000,00 нг/мл), нормализованного по фактору матрицы  
пропранолола (30 нг/мл)

Table 6. The matrix factor of tadalafil (1000,00 ng/ml),  
normalized by the matrix factor of propranolol (30 ng/ml)

№ Mf 
тадалафила

Mf 
пропранолола

Нормализованный 
Mf

1 0,94 0,99 0,95

2 0,94 1,03 0,92

3 0,94 1,04 0,91

4 0,96 1,00 0,95

5 0,92 1,02 0,90

6 0,94 1,08 0,87

Среднее 0,92

CV, % 3,45

Полученные коэффициенты корреляции соответст- 
вуют нормам (не менее 0,99). Отклонения концентра-
ций калибровочных образцов, рассчитанные по урав-
нению линейной зависимости, от номинальных значе-
ний, приведены в таблице 7.

Рисунок 4. Калибровочный график зависимости отношения 
площади пика тадалафила к площади пика пропранолола 
от отношения концентрации тадалафила к концентрации 
пропранолола в плазме крови

Figure 4. The calibration curve dependence of the ratio area 
peak of tadalafil to the propranolol on the concentration ratio of 
tadalafil to the propranolol in plasma
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Таблица 7. Отклонения концентраций тадалафила  
в калибровочных образцах от их номинальных значений,  
калибровочный график № 1 (тадалафил)

Table 7. Deviations of tadalafil concentrations in calibration 
samples from their nominal values, calibration curve № 1 
(tadalafil)

Концентрация
номинальная, 

нг/мл

Концентрация 
рассчитанная, 

нг/мл
Е, % Норма, не 

более %

5,00 5,28 5,31 20
10,00 9,76 –2,44 15
25,00 23,13 –8,06 15
50,00 47,17 –6,00 15

100,00 99,55 –0,45 15
250,00 264,21 5,38 15
500,00 500,33 0,07 15
750,00 711,86 –5,36 15

1000,00 1033,11 3,20 15

Точность и прецизионность

Проводили анализ образцов интактной плазмы 
крови с прибавлением стандартных растворов та-
далафила до получения концентраций: 5,00 нг/мл,  
10,00 нг/мл, 500,00 нг/мл, 1000,00 нг/мл и рабочего 
стандартного раствора пропранолола до концентра-
ции 30  нг/мл. Анализ проводили в рамках 3 последо-
вательностей по 5 образов для каждого уровня кон-
центраций тадалафила. Исследование проводили в 
течение 1-й последовательности (внутри цикла), 2-й 
и 3-й последовательности (между циклами). Для по-
лученных значений концентраций были рассчитаны 
величины относительного стандартного отклонения 
(RSD, %) и относительной погрешности (Е, %), приве-
денные в таблицах 8–10. 

Таблица 8. Точность и прецизионность методики  
(внутри цикла)

Table 8. Accuracy and precision of the method (inter-day)

Введено 
(нг/мл)

Найдено (нг/мл), 
среднее значение 

(n=5)

SD, 
(n=5)

RSD, % 
(n=5) Е, %

5,00 5,97 0,06 1,01 19,42
10,00 9,83 0,90 9,20 –1,66

500,00 502,16 8,37 1,67 0,43
1000,00 1067,47 21,95 2,06 6,75

Таблица 9. Точность и прецизионность методики  
(между циклами 1)

Table 9. Accuracy and precision of the method (intra-day 1)

Введено 
(нг/мл)

Найдено (нг/мл), 
среднее значение 

(n=10)

SD, 
(n=10)

RSD, % 
(n=10) Е, %

5,00 5,81 0,26 4,49 16,20
10,00 9,79 0,79 8,08 -2,07

500,00 504,54 10,07 2,00 0,91
1000,00 1051,24 23,50 2,24 5,12

Полученные величины относительного стандарт-
ного отклонения (прецизионность) и относительной 
погрешности (точность) соответствуют нормам (не бо-
лее 20% на уровне НПКО, не более 15% – для осталь-
ных точек).

Таблица 10. Точность и прецизионность методики  
(между циклами 2)

Table 10. Accuracy and precision of the method (intra-day 2)

Введено 
(нг/мл)

Найдено (нг/мл), 
среднее значение 

(n=15)

SD, 
(n=15)

RSD, % 
(n=15) Е, %

5,00 5,56 0,35 6,30 11,13
10,00 9,63 0,94 9,77 -3,75

500,00 503,48 7,96 1,58 0,70
1000,00 1048,75 19,14 1,82 4,88

Нижний предел  
количественного определения,  
предел обнаружения

Нижний предел количественного определения 
(НПКО) методики определяли на основании данных 
линейности, точности и прецизионности. За НПКО ме-
тодики принималась минимальная концентрация та-
далафила в плазме крови в диапазоне линейной за-
висимости, для которой возможно количественное 
определение тадалафила со значениями RSD и Е не бо-
лее 20%. 

Нижний предел количественного определе-
ния методики составил 5,00 нг/мл. Хроматограмма 
плазмы крови с содержанием тадалафила на уровне  
НПКО приведена на рисунке 5. Отношение сигнал/шум 
по пику тадалафила на уровне НПКО, рассчитанное 
при помощи программного обеспечения ChemStation, 
составило 10,5. Предел обнаружения тадалафила для 
данной методики составил около 2,9 нг/мл. 

Стабильность

Была подтверждена краткосрочная стабильность 
(для приготовленных проб в течение рабочего дня), 
стабильность при 3-х кратной заморозке-разморозке, 
стабильность для стандартных растворов (при хране-
нии в течение 60 дней при температуре –45  °C), дол-
госрочная стабильность (при хранении в течение 
60 дней при температуре –45 °C) тадалафила на уровне 
концентраций 10,00 нг/мл и 1000,00 нг/мл 

Перенос пробы

При последовательном вводе пробы с концент- 
рацией тадалафила 1000,00 нг/мл, пропранолола  
30 нг/мл и образца интактной плазмы на хроматограм-
ме образца интактной плазмы отсутствовали пики, со-
ответствующие тадалафилу и пропранололу, с площа-
дью более чем 20% от уровня НПКО. Перенос пробы 
отсутствовал.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и валидирована методика количест- 

венного определения тадалафила в плазме кро-
ви человека методом ВЭЖХ-МС. Подтвержденный 
аналитический диапазон методики составил 5,00– 
1000,00 нг/мл тадалафила в плазме крови. Полученный 
аналитический диапазон позволяет применять разра-
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ботанную методику для проведения аналитической 
части исследований фармакокинетики и биоэквива-
лентности воспроизводимых лекарственных средств, 
содержащих тадалафил.
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Рисунок 5. Хроматограмма образца интактной плазмы крови с прибавлением рабочих стандартных растворов пропранолола и 
тадалафила на уровне НПКО

Figure 5. Chromatogram of a blank plasma sample with the addition of standard solutions of propranolol and tadalafil at the level LLOQ
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Анализ биологических образцов в современной лабораторной практике 
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Резюме
Введение. В представленной публикации освещены ключевые моменты основных этапов разработки методик определения следовых 
количеств лекарственных веществ и метаболитов в биологических образцах с помощью хроматографических и хроматомасс-
спектрометрических методов. Указаны главные источники ошибок. Основное внимание уделено хроматомасс-спектрометрии, которая 
является базовым методом анализа малых молекул в биологических образцах. Приведены примеры из литературных источников и 
собственной практики.
Текст. В обзоре освещены некоторые практические вопросы приготовления калибровочных образцов, способы повышения стабильности 
образца на этапе пробоотбора и получения плазмы. В частности, отражено влияние различных антикоагулянтов на правильность анализа, 
приведен способ снижения обратной конверсии некоторых метаболитов карбокси-содержащих лекарственных веществ в исходное 
соединение с целью предотвращения получения завышенных результатов количественного определения. Отмечены некоторые способы 
пробоподготовки, получающие широкое распространение последнее время, такие как жидкость-жидкостная экстракция в нанесенном слое, 
основанная на извлечении интересующего компонента из водного образца в слой жидкости, распределенной на твердом высокополярном 
носителе, с последующим элюированием системой неполярных растворителей, не смешивающихся с этим слоем. Даны рекомендации 
по использованию внутренних стандартов, приготовлению подвижной фазы для ВЭЖХ, по вопросам хроматографического разделения, 
валидации методик. В подразделе «Масс-спектрометрическое детектирование» приведены особенности приготовления подвижной фазы для 
хроматомасс-спектрометрических экспериментов. Освещены вопросы снижения переноса пробы, ионной супрессии, матричного эффекта. 
Обсуждён феномен перекрестных помех при изучении метаболизма лекарственных веществ посредством хроматомасс-спектрометрии, 
который заключается во взаимном искажении масс-спектрометрического отклика, когда от разных по массе ионов-предшественников 
образуются одинаковые по массе фрагменты. Приведены особенности разработки методик в высокопроизводительном фармакокинетическом 
скрининге.
Заключение. Авторы выражают надежду, что представленный материал будет полезен для ученых и специалистов в области фармакокинетики, 
изучения биомаркеров и клинических анализов.

Ключевые слова: жидкостная хроматография, масс-спектрометрия, количественное определение, пробоподготовка, стабильность.
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Abstract
Introduction. In the present publication highlights the key points of the main stages of development of methods for determining trace amounts of 
drugs and metabolites in biological samples using chromatographic and chromatography-mass spectrometry methods. The main sources of errors 
are specified. The main attention is paid to chromatography-mass spectrometry, which is the basic method of analysis of small molecules in biological 
samples. Examples from literary sources and authors' own practice are given.
Text. The review highlights some of the practical issues of preparation of calibration samples, method of increasing the stability of the sample at the 
stage of sampling and plasma preparation. In particular, the influence of various anticoagulants on the accuracy of the analysis is reflected. Specify 
the method of reducing back conversion of some metabolites of carboxyl-containing drugs to parent compound to prevent overestimation of the 
results of quantitative determination. Some methods of sample preparation, which have become widespread recently, are noted. For example, solid 
supported liquid-liquid extraction, based on the extraction of the component of interest from the water sample into the liquid layer distributed 
on a solid high-polar carrier, followed by eluting by a system of non-polar solvents that do not mix with this layer. Recommendations on the use of 
internal standards, the preparation of the mobile phase for HPLC, on chromatographic separation, validation techniques are given. In the section 
«Mass spectrometric detection» features of preparation of a mobile phase for chromatography-mass spectrometry experiments are given. The 
questions of carry-over reduction, ion suppression, matrix effect are covered. The phenomenon of cross-talk in the study of drug metabolism by 
chromatography-mass spectrometry is discussed. It consists in the mutual distortion of the mass spectrometric response, when the same mass 
fragments are formed from different ions-precursors. Features of development of techniques for high-performance pharmacokinetic screening 
are given.
Conclusion. The authors hope that the presented material will be useful for scientists and specialists in the field of pharmacokinetics, biomarker 
discovery and clinical analyses.
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ВВЕДЕНИЕ
Анализ биологических образцов, или биоанализ – 

это подраздел аналитической химии, охватывающий 
количественное определение как экзогенных (напри-
мер, лекарственные вещества и их метаболиты), так и 
эндогенных веществ в биологических системах, в част-
ности, в организме человека и экспериментальных жи-
вотных. Большой пласт этих исследований составляет 
изучение фармакокинетики (ФК) лекарственных ве-
ществ (ЛВ) [1]. В ФК исследованиях применяются разно-
образные аналитические методы. Среди них следует 
упомянуть микробиологические, иммунологические, 
такие как иммуноферментный анализ (ИФА) и метод 
флуоресцентого поляризационного иммуноанали-
за [2], радиоизотопные методы, капиллярный электро-
форез [3]. Тем не менее, наиболее распространенным 
методом остается высокоэффективная жидкостная 
хроматография (ВЭЖХ), в частности, с масс-спектро-
метрическим детектированием (ВЭЖХ-МС-МС), и га-
зовая хроматография (ГХ). Главными достоинствами 
методов ИФА и ВЭЖХ-МС-МС являются возможность 
автоматизации (ИФА) и быстрый переход с одного ви-
да анализа на другой при ВЭЖХ-МС-МС. К числу не-
достатков следует отнести перекрестные реакции в 
ИФА, ионную супрессию и матричный эффект в ВЭЖХ-
МС-МС  [4]. Хроматографические подходы позволя-
ют проводить анализ следовых количеств многоком-
понентных смесей с достаточной специфичностью и 
чувствительностью. Поэтому дальнейшее изложение, 
в основном, ориентировано на хроматографические 
методы. Проведение иммунологических, радиоизо-
топных и микробиологических методов, на наш взгляд, 
является прерогативой специализированных лабора-
торий. Большое внимание уделяется методу тандем-
ной хроматомасс-спектрометрии (ВЭЖХ-МС-МС) [5], 
как одному из наиболее мощных и распространён-
ных инструментов анализа сложных биологических 
образцов.

Образцы

Приготовление калибровочных образцов начи-
нается с поверки весов и калибровки дозирующих 
устройств. Если образец стандартной субстанции 
определяемого ЛВ хранился в холодильнике (особен-
но при –80 ºС), перед вскрытием необходимо выдер-
жать образец в закрытой емкости при комнатной тем-
пературе. Это позволить избежать конденсации влаги 
и погрешности определения массы. Важно учитывать 
стабильность определяемого вещества при хране-
нии и во время анализа. Так, нифедипин разлагает-
ся на свету, поэтому необходимо использовать моно-
хроматический свет красного диапазона длин волн и/
или лабораторную посуду из тёмного стекла при соот- 
ветствующих манипуляциях. На этапе разработки ме-
тода необходимо исследовать стабильность маточных 

и рабочих растворов при хранении в холодильнике. 
Пока их стабильность не доказана, использовать сле-
дует свежеприготовленные растворы. Так, например, 
нейролептик оланзапин следует использовать не-
посредственно после разведения [6]. В общем случае 
нестабильность молекул обусловлена наличием эфир-
ных связей, гетероатомов серы и фрагментов объек-
тов окислительно-восстановительных реакций. 

Матрица

При разработке метода и для построения калиб- 
ровочных кривых, настоятельно рекомендуется ис-
пользовать плазму/сыворотку крови того вида жи-
вотных, на котором планируется проведение ос-
новного эксперимента. Если ввиду того или иного 
обстоятельства используется суррогатная матри-
ца, то в дальнейшем необходимо разбавлять опыт-
ные образцы суррогатной сывороткой. Это позволит 
минимизировать матричный эффект, если, конечно, 
чувствительность определения высокая. Имеет зна-
чение способ получения плазмы. Так, при изучении 
фармакокинетики парааминосалициловой кислоты 
использование плазмы с ЭДТА давало большой ко- 
элюирующий пик. Использование гепарина в качестве 
антикоагулянта решило проблему [7]. В зависимости 
от природы изучаемого соединения предпринимают-
ся необходимые меры для достижения стабильнос- 
ти образца. Так в плазму, содержащую соединения с 
карбоксильной группой, добавляется кислота. Таким 
способом достигается смещение равновесия от об-
разования ацил-глюкуронидов в сторону исходного 
соединения  [8]. К примеру, моксифлоксацин подвер-
гается в организме биотрансформации с образовани-
ем двух метаболитов – N-сульфата и ацил-глюкурони-
да. Без добавления кислоты в исследуемый образец 
после забора пробы будет протекать обратная ре-
акция превращения ацил-глюкуронида в исходный 
моксифлоксацин, что будет приводить к завышенным 
значениям концентрации моксифлоксацина в плаз-
ме. Напротив, при измерении содержании ингибито-
ров протонного насоса лансопразола и омепразола к 
0,5 мл плазмы добавляли 25 мкл 1М Na2CO3 [9], посколь-
ку препараты разлагаются при кислых значениях pH.

Пробоподготовка

В первом приближении обработка пробы осу-
ществляется путем осаждения белков, жидкость-жид-
костной или твердофазной экстракцией [10]. Относи-
тельно новым словом в создании готовых решений 
для пробоподготовки с целью извлечения из био-
логических матриц ЛВ является жидкость-жидкост-
ная экстракция в нанесенном слое (англ. SLE – Solid 
supported liquid-liquid extraction). Процедура основана 
на извлечении интересующего компонента из водного 
образца в слой жидкости, распределенной на твердом 

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



117РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, № 2

высокополярном носителе, с последующим элюирова-
нием системой неполярных растворителей (например, 
этилацетат, метил-трет-бутиловый эфир), не смешива-
ющихся с этим слоем [11]. Автоматизированная про-
боподготовка включает в себя как жидкость-жидкост-
ную, так и твердофазную экстракцию. В простейшем 
случае можно ограничиться осаждением сывороточ-
ных белков. Роботизированные планшеты с 96 лунка-
ми стали достаточно распространенным устройством 
для обработки проб перед инструментальным анали-
зом. Кроме того, всё большее распространение полу-
чают методы очистки образцов on-line в ВЭЖХ системе 
с переключением колонок или с использованием мо-
нолитных колонок. 

Разделение

Необходимо иметь в виду, что свойства приготов-
ленных буферных растворов меняются со временем 
(изменение pH, загрязнение вследствие размножения 
микроорганизмов), поэтому необходимо указывать на 
бутылке дату приготовления и следить за истечением 
срока годности. Величину рН буферного раствора, вхо-
дящего в состав подвижной фазы, необходимо опре-
делять перед добавлением органического модифика-
тора (ацетонитрил, метанол). Растворитель обладает 
собственным значением рН, что скажется на харак-
теристиках смеси. Более того, исходя из собственно-
го опыта, замечено, что даже переход на ацетонитрил 
другой фирмы во время одного и того же эксперимен-
та вызывал смещение времени удерживания компо-
нентов. Важно отметить, что для обеспечения высокой 
эффективности разделения ионных соединений с по-
мощью обращенно-фазовой хроматографии крайне 
нежелательно использовать значения pH подвижной 
фазы в непосредственной близости от величины pКа 
аналита. При pH подвижной фазы, равной pКа, кон-
центрации молекулярной и ионной формы аналита 
в растворе будут равны, что может приводить к уши-
рению и искажению пиков. Кроме того, при этом даже 
незначительные колебания pH могут приводить к су-
щественному изменению времени удерживания опре-
деляемого соединения, и, следовательно, к снижению 
воспроизводимости анализа.

Важным является также то обстоятельство, что 
ввод определяемого компонента в растворителе с 
большей элюирующей силой, чем подвижная фаза 
приводит к расширению, а нередко и к искривлению, 
хроматографического пика, что явно нежелательно. 
Поэтому растворитель образца должен быть макси-
мально сходным по составу с подвижной фазой в на-
чальной точке хроматографического анализа. Прежде 
не рекомендовалось при градиентном разделении 
использовать смешение 100% органического раство-
рителя о 100% водным раствором из двух ёмкостей 
для подвижной фазы, поскольку при этом появляют-
ся проблемы нагревания смеси, возникновения пу-

зырьков воздуха. Внедрение в повседневную практику 
проточных дегазаторов в значительной мере снимает 
эту проблему. Тем не менее, по возможности, следует 
использовать 95 или 99% главного компонента. Для 
обеспечения воспроизводимости анализа не реко-
мендуется пренебрегать термостатом колонки ВЭЖХ. 
Температура колонки в высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии, конечно, не является решающим 
параметром, как при газовой хроматографии. Однако, 
зачастую, можно наблюдать колебания величины вре-
мени удерживания аналита, связанные с отсутствием 
термостатирования.

Внутренний стандарт (IS) – вещество, заведомо не 
находящееся в исследуемом матриксе. Предназначен 
для уменьшения влияния факторов системной вариа-
ции метода (потери при обработке пробы, различия в 
степени экстракции, объема введенной пробы, иони-
зации, эффект матрицы и т.п.). Калибровка отношения 
сигнала искомого вещества к сигналу IS значительно 
точнее калибровки по абсолютным значениям откли-
ка (площади, высоты пика) аналита. Необходимо сле-
дить за тем, чтобы IS случайным образом не попал в 
опытные образцы. Кроме того, при ТЛМ не стоит при-
менять в качестве IS лекарственный препарат, исполь-
зуемый для комедикации (к примеру, антидепрессант 
при измерении концентрации нейролептиков). Внут- 
ренний стандарт подбирается, по возможности, из со- 
единений, близких по химической структуре к опре-
деляемому соединению (изомеров, гомологов, про-
дуктов, получаемых при синтезе). В ВЭЖХ с масс-спект- 
рометрическим детектированием в качестве внутрен-
него стандарта лучше всего подходит изотопно-ме-
ченное анализируемое вещество. В любом случае, 
сходная степень экстракции и наличие родственных 
хроматофоров аналита и IS обязательны. Концентра-
цию внутреннего стандарта рекомендуют подбирают 
в диапазоне 30–50% от верхнего предела количествен-
ного определения искомого аналита. Хорошей прак-
тикой является добавление IS сразу после размороз-
ки проб с последующей обработкой на шейкере для 
достижения равновесия. 

Анализ данных

При изучении клинической фармакокинети-
ки и фармакодинамики правила анализа биологи-
ческих образцов регулируются контролирующими 
органами. В ходе валидации метода получают ос-
новные параметры в соответствии с правилами FDA 
(избирательность, чувствительность (предел коли-
чественного определения LOQ), правильность, точ-
ность, воспроизводимость и стабильность). Помимо 
этих основных параметров, определяются и другие, 
например, эффективность экстракции, калибровоч-
ный ряд, функции ответа (линейность или не линей-
ность). Масс-спектрометрия включает в себя оценку 
таких показателей, как ионная супрессия, матрич-
ный эффект и перекрестное взаимодействие (cross-
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talk). Валидированный метод позволяет надеяться, 
что условия анализа будут неизменными во время 
анализа  [12]. Данные, находящиеся вне пределов ка-
либровочного диапазона, не должны включаться в 
результаты эксперимента. Образцы с высоким со-
держанием разбавляют соответствующим раство-
рителем или подвижной фазой. Значения ниже LOQ 
в итоговой таблице классифицируются как ND (not 
detected). Данные в пределах калибровки округля-
ются в соответствие с величиной LOQ до целых зна-
чений, 0,1 или 0,01 соответствующей единицы кон-
центрации. Графики Леви-Дженнингса, где по оси X 
располагаются инъекции IS (или маркерного соеди-
нения), а ось Y отображает площадь пика (иногда вы-
соту пика) позволяют отслеживать точность опреде-
ления и выявить матричный эффект для некоторых 
атипичных образцов.

Масс-спектрометрическое  
детектирование

По той же причине, что и ВЭЖХ все больше вы-
тесняет газовую хроматографию из фармацевтичес- 
кого биоанализа, в гибридных подходах сочетание 
жидкостной хроматографии с масс-спектрометрией 
становится преобладающим методом анализа био-
логических образцов. Дело в том, что данный под-
ход позволяет анализировать нелетучие и термоне-
стабильные вещества, а также обеспечивает высокую 
специфичность определения. При этом определяемые 
компоненты сначала разделяют на колонке по време-
ни удерживания, а затем на анализаторе по массам ис-
ходного иона и специфического фрагмента. Аналиты 
переводят в ионы путем электрораспыления (ESI) или 
химической ионизации при атмосферном давлении 
(APCI).

Приготовление подвижной фазы для ВЭЖХ-МС 
имеет свои специфические черты, связанные с детек-
цией. В ВЭЖХ-МС не используются многие широко 
распространенные в ВЭЖХ подвижные фазы. В част-
ности, категорически противопоказано использова-
ние неорганических буферов. Компоненты фосфатных 
и других неорганических буферов нелетучие, вследст- 
вие этого они накапливаются в ионном источнике и 
препятствуют ионизации исследуемых соединений. 
Наиболее распространенными подфижными фазами 
для ВЭЖХ-МС являются смеси водных растворов лету-
чих солей (формиат аммония, ацетат аммония) или ор-
ганических кислот (муравьиная кислота, уксусная кис-
лота) с органическими растворителями (ацетонитрил 
или метанол). 

В случае масс-спектрометрии наиболее целесо- 
образно в качестве внутренних стандартов применять 
аналоги изучаемой молекулы, содержащие стабиль-
ные изотопы 13C, 15N или 2H [13]. Молекулы, отличаю-
щиеся только изотопным содержанием (изотопологи), 
обладают одинаковыми физико-химическими свойст- 

вами. Изотопологи легко разделяются по массам в ана-
лизаторе, в то же время одинаково реагируют на про-
цессы подготовки пробы, в частности, имеют одина-
ковую экстракционную способность. Необходимым 
условием является метка в стабильной части молеку-
лы, не подвергающейся метаболическим превращени-
ям. Также следует учитывать изотопный обмен. 

В масс-спектрометрическую методику определе-
ния желательно включить как минимум два MRM-пе-
рехода (multiple reaction monitoring) с целью исключить 
влияние матричного эффекта и интерференции, что 
затруднительно при наличии только одного перехо-
да. Несомненно, широкий линейный калибровочный 
диапазон, достигаемый в приборах последнего по-
коления, является большим достижением, посколь-
ку позволяет избежать разбавления образцов. В то же 
время, не следует забывать о проблеме переноса про-
бы (carry-over). В связи с этим промывка седла и иглы 
автоинжектора должна быть первоочередной зада-
чей. И это не столь тривиально, как кажется на пер-
вый взгляд. Большинство ЛВ являются основаниями и 
промывочный раствор 50% метанол – 50% вода вряд 
ли устранит загрязнение. Добавление в воду уксусной 
или хлорной кислоты способствует снижению перено-
са пробы.

К сожалению, при использовании ВЭЖХ-МС наблю-
дается нежелательный феномен ионной супрессии, 
выражающийся в подавлении хроматографического 
отклика исследуемого соединения в реальной обра-
ботанной биопробе по сравнению с сигналом, полу-
ченным при детектировании стандартного образца в 
чистом растворителе [14]. Возможно, компоненты, со-
держащиеся в матриксе при ESI, вступают в конкурент-
ную борьбу с молекулами определяемого вещества на 
поверхности заряженных капель, тем самым снижая 
степень ионизации последних. Главным преимущест- 
вом APCI является незначительная, по сравнению с ESI 
ионная супрессия. К недостаткам этого метода иониза-
ции следует отнести трудность определения термоне-
стабильных веществ.

Для определения матричного эффекта рекомен-
дуют использовать альтернативную матрицу – диализ-
ную сыворотку, буферные смеси и вычислять его как 
отношение площади пика вещества, внесенного в под-
готовленную матрицу к пику этого вещества в чистом 
растворителе, выраженное в процентах [15]. 

пика аналита в подготовленной матрице
МЭ (%) 100.

пика аналита в чистом растворителе
S

S
 

= ⋅ 
 

Установлено, что такие наполнители как Tween 80 
и PEG400, вызывают матричный эффект, зависящий от 
времени отбора пробы. Это может привести к ошибоч-
ному увеличению значений клиренса и объема распре-
деления в несколько раз. Предложен простой способ 
выявления матричного эффекта: образец в пределах 
одной партии измеряют обычным способом и при раз-
бавлении соответственно в 5 и 10 раз. Увеличение кон-
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центрации аналита при разбавлении свидетельствует 
о выраженном матричном эффекте [16]. Коэлюирую-
щие пики и матричный эффект эксипиентов (вспомога-
тельных веществ лекарственной формы) представля-
ют собой проблему, которую трудно решить на этапе 
разработки методики, где используется чистая суб-
станция ЛВ. Метаболиты или интерферирующие пики 
с тем же самым массовым переходом, что и искомое 
соединение, могут быть идентифицированы при по-
вторной инжекции образца с достаточно высоким со-
держанием ЛВ. При изучении ФК это пробы после 
достижения Cmax. При этом используют пологий гра-
диент подвижной фазы. При обсуждении методов изу-
чения метаболизма посредством масс-спектрометрии 
невозможно не коснуться феномена «перекрестных 
помех» («cross-talk», по терминологии англоязычных 
авторов)  [17]. Взаимное искажение масс-спектромет- 
рического отклика происходит в камере столкновения 
квадрупольного анализатора, когда от разных по мас-
се ионов-предшественников образуются одинаковые 
по массе фрагменты. При этом в режиме выбранного 
иона (SIM, selected ion monitoring) ионы от предыдуще-
го мониторинга могут находиться в камере столкно- 
вений. Этот эффект зависит от скорости отклика детек-
тора и в современных генерациях приборов в значи-
тельной мере преодолен. При изучении метаболизма 
необходимо принимать во внимание и другой источ-
ник перекрестных помех – в источнике ионизации, 
когда N-окисленные и глюкуронированные метаболи-
ты при ионизации теряют фрагменты 16 и 176 Да, соот-
ветственно, что приводит к образованию иона, анало-
гичному ионизированному исходному веществу

Качество и производительность

На ранних этапах разработки ЛС, при высоко-
производительном фармакокинетическом скринин-
ге (ВПФС) целесообразна разработка экспрессных 
методик, пусть даже с некоторым ущербом для их ва-
лидационных характеристик. Разработка метода зачас- 
тую происходит параллельно с получением первич-
ных результатов. Такие показатели, как правильность 
и воспроизводимость метода, могут быть опущены. В 
то же время, стабильность образцов и LOQ необходи-
мо установить. ВПФС представляет собой сочетание 
хроматомасс-спектрометрии и автоматизированных 
систем пробоподготовки. ВЭЖХ-МС разделение про-
исходит в градиентном режиме на коротких (2–5  см) 
колонках. Тандемная масс-спектрометрия в этом слу-
чае позволяет разделить коэлюирущие пики (т.  е. пи-
ки веществ разной массы, время хроматографическо-
го удерживания которых одинаково). Использование 
коротких колонок позволяет достичь разделения мно-
гокомпонентных смесей в течение нескольких минут, 
что является настоящим прорывом по сравнению с 
50-минутными градиентами в обычной ВЭЖХ-прак-
тике с применением колонок длиной 25 см. В послед-
нее время были предприняты немалые усилия для 

сокращения времени исследования. При проведе-
нии ВПФС изучение ФК нового соединения не превы-
шает 5 дней [18]. Для увеличения производительнос- 
ти ВПФС применяются такие подходы как кассетный 
пул образцов и временной пул [19]. Кассетный пул: не-
сколько ВК, как правило, одного гомологического ря-
да, вводятся одному животному одновременно (в од-
ном флаконе). Одно из этих веществ должно быть 
проанализировано заранее при стандартном введе-
нии. Образцы, отобранные через разные промежутки 
времени после введения ВК объединяются в единый 
пул, который и анализируется. Считается, что подоб-
ным методом можно косвенно оценить значение AUC 
(area under the curve – площадь под кривой) для отно-
сительной биодоступности. В то же время, проблеме 
достоверности данных уделяется меньше времени: 
скрининговый анализ стал чуть ли не синонимом сом-
нительного анализа. Несмотря на то, что риск в данном 
случае оправдан (данные должны быть представле-
ны, как можно раньше), возникают вопросы. Нередко 
значения концентрации, полученные разными лабо-
раториями, различаются между собой. Для принятия 
обоснованного решения приходится проводить по-
вторный анализ, что приводит к увеличению времени 
исследования и его удорожанию. Подводя итог, можно 
заключить, что качество данных не менее важно, чем 
скорость их получения [20].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В представленной публикации изложены ключе-

вые моменты основных этапов разработки методик 
определения следовых количеств лекарственных ве-
ществ и метаболитов в биологических жидкостях. Ука-
заны главные источники ошибок. Основное внимание 
уделено хроматомасс-спектрометрии, которая явля-
ется базовым методом анализа малых молекул в био-
логических образцах. Приведены примеры из литера-
турных источников и собственной практики. Авторы 
выражают надежду, что представленный материал 
будет полезен для ученых и специалистов в области 
фармакокинетики, изучения биомаркеров и клини-
ческих анализов.
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Резюме
Введение. При валидации аналитических методик одной из обязательных характеристик является «Линейность». Вопросы, связанные с 
валидацией линейности методик, до сих пор являются актуальными. 
Цель. Рассмотреть основные графические и расчетные критерии для подтверждения линейности аналитических методик и их ограничения, 
а также дать рекомендации.
Материалы и методы. Статистические расчеты выполнены с помощью программы MS Excel. Экспериментальные данные получены методом 
ВЭЖХ.
Результаты и обсуждение. Подробно рассмотрены основные критерии для доказательства/подтверждения линейности аналитических 
методик и их ограничения. Показано, что эти критерии не всегда могут дать надежную оценку линейности методики, указаны возможные 
причины этого и даны рекомендации. 
Заключение. При валидации методик необходимо доказывать/подтверждать их линейность с помощью двух, а надежнее – трех критериев, 
одним из которых обязательно должна быть линейность графика зависимости измеряемого отклика (Y) от концентрации определяемого 
вещества (C). С другой стороны, показано, что не следует формально подходить к оценке нелинейности методики при использовании 
графических и расчетных критериев, основанных на математической статистике, так как они не учитывают возможность практической 
незначимости небольших отклонений от линейной зависимости Y от C. 

Ключевые слова: валидация, линейность, методики, критерии приемлемости.
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Abstract
Introduction. «Linearity» is one of the required characteristics when validating analytical procedures. The issues of the validation of linearity 
procedures are still relevant. 
Aim. To consider the main graphical and calculated criteria for confirmation of the linearity of analytical procedures and their restrictions, as well as 
to give recommendations.
Materials and methods. Statistical calculations were performed using MS Excel. Experimental data were obtained by HPLC.
Results and discussion. The main criteria for proving/confirming the linearity of analytical procedures and their restrictions are considered in detail. 
It is shown that these criteria cannot always give a reliable assessment of the linearity of the procedure, the possible reasons for this are indicated 
and recommendations are given. 
Conclusion. When validating the procedures, it is necessary to prove/confirm their linearity by using two, and, more reliably, three criteria, one of 
which must be the linearity of the plot of measured response (Y) vs concentration of the tested substance (C). On the other hand, we demonstrate 
here that a formal approach should not be used for the estimation of non-linearity of the procedure when using graphical and calculation criteria 
based on mathematical statistics, since they do not take into account the possibility of practical insignificance of small deviations from the linear 
dependence of Y on C.
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ВВЕДЕНИЕ
При валидации аналитических методик одной 

из обязательных характеристик является «Линей-
ность» [1–8]. Согласно ICH «Линейность аналитической 
методики – это ее способность (в пределах заданно-
го диапазона) получать результаты прямо пропорци-
ональные концентрации (количеству) анализируемого 
вещества в образце» [1]. Цель валидации линейности 
методик, согласно фармакопее США, «состоит в том, 
чтобы иметь модель, линейную или нелинейную, ко-
торая близко (<точно>) описывает взаимосвязь кон-
центрация – отклик» (под откликом понимается из-
меряемый сигнал или результат его обработки); «если 
линейность недостижима, можно использовать нели-
нейную модель» [2]. То есть речь идет о желательнос- 
ти, но не обязательности подтверждения линейной 
модели взаимосвязи концентрация – отклик при ва-
лидации методик. Подчеркнем, что фактически суть 
теста «Линейность» заключается в проверке (до 
подтверждения правильности и прецизионности ме-
тодики) возможности использования линейной модели 
как наиболее простой и предпочтительной на практи-
ке. В то же время по результатам теста «Линейность» 
может быть показана необходимость использова-
ния нелинейной модели, если нелинейная модель более 
близко (точно), чем линейная, описывает взаимосвязь 
концентрация – отклик и будет подтверждена пра-
вильность и прецизионность методики. 

Линейность методик подтверждают чаще всего 
в соответствии с ICH [1]: визуально графиком зави-
симости измеряемого отклика Y (например, площади 
пика в ВЭЖХ) от концентрации С определяемого ве-
щества и приемлемым значением коэффициента кор-
реляции R линейной регрессионной зависимости Y от 
C; приводят регрессионное уравнение или статисти-
ческие характеристики регрессии. На практике при-
меняют и другие критерии для оценки линейности/
нелинейности зависимости Y от C, основанные на ма-
тематической статистике [6–24], и для этого есть опре-
деленные причины, как будет видно из текста статьи. 
Неудивительно поэтому, что до сих пор остаются ак-
туальными вопросы, связанные с критериями ли-
нейности аналитических методик как при практичес- 
кой валидации методик, так и при экспертизе валида-
ционной документации.

Цель статьи: рассмотреть основные графические 
и расчетные критерии для подтверждения линейнос- 
ти аналитических методик и их ограничения, а также 
дать рекомендации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Статистические расчеты, представленные в ста-

тье, выполнены с помощью программы MS Excel, в том 
числе с помощью статистического пакета, входяще-
го в ее состав. Экспериментальные данные, приведен-

ные в качестве примеров, получены методом ВЭЖХ на 
жидкостном хроматографе Waters e2695 с детектором 
Waters 2998 Photodiode Array Detector.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Прежде всего обсудим почему важна именно ли-

нейность методики, ведь известно, что для калибро-
вочного графика можно использовать нелинейную 
модель зависимости Y от С [6, 11–22]. Это можно объяс-
нить следующими причинами. Во-первых, возможнос- 
тью использования наиболее простого метода  – аб-
солютной калибровки (одной концентрации раствора 
стандарта) при «пренебрежимой постоянной систе-
матической ошибке (величине отрезка, отсекаемого 
осью ординат)» [6, с. 102]; во-вторых, при рутинном 
анализе в случае линейного калибровочного графика 
достаточно использовать 2-3 точки в то время как при 
нелинейном калибровочном графике потребуется не 
менее 5 точек, а это большие затраты времени особен-
но в случае сравнительно медленных хроматографи-
ческих методик анализа. 

Необходимое количество экспериментальных 
точек и растворы, используемые для валидации 
линейности. Для валидации линейности методики в 
руководстве по валидации ICH рекомендуется исполь-
зовать не менее 5 экспериментальных точек – кон-
центраций определяемого вещества [1], что согласует-
ся с рекомендацией из математической статистики [25, 
с. 190]. В то же время пяти точек может оказаться не-
достаточно для надежного вывода о линейности/не-
линейности методики [6]. Для валидации линейности 
методики ICH допускает получение растворов необ-
ходимых концентраций путем разведения раствора 
стандарта. При этом игнорируется возможность вли-
яния вспомогательных веществ, так как оно косвенно 
проверяется тестом «Правильность». В то же время, 
согласно ICH, для подтверждения линейности методи-
ки вместо разведения раствора стандарта можно ис-
пользовать результаты, получаемые на смесях опре-
деляемого вещества с плацебо – при тестировании 
правильности методики. Это обычно сокращает объем 
работ и существенно повышает надежность выводов 
о линейности/нелинейности методики, так как учиты-
вается влияние плацебо и увеличивается количество 
экспериментальных точек – не менее 9, распределен-
ных по возможности равномерно в аналитическом ди-
апазоне методики. На практике мы используем именно 
такой подход для методик определения содержания 
основных веществ. 

Диапазон (аналитическая область) методики, 
для которого необходимо валидировать линей-
ность, зависит от типа методики [1, 6]: 
•• Для методик количественного определения основ-

ных веществ в фармацевтических субстанциях и 
лекарственных формах: «не менее, чем от 80 до 
120% от номинального содержания» (то есть кон-
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центрация испытуемых растворов должна охва-
тывать диапазон, соответствующий не менее 
80,0–120,0% от номинального содержания опре-
деляемого вещества).

•• Для методик определения однородности дозирова-
ния: «не менее, чем от 70 до 130% от номинального 
содержания, если для испытания не требуется бо-
лее широкий интервал (например, для аэрозолей)».

•• Для методик испытаний на растворение: «±20% (аб-
солютных) по отношению к верхней / нижней грани-
цам указанного в спецификации диапазона».

•• Для методик определения примесей: «от порога иг-
норирования примесей (порога регистрации) [26] 
или предела количественного определения (LOQ) 
до не менее, чем 120% от нормируемого предела». 
В фармакопее США иное требование: «от 50% до не 
менее, чем 120% от нормируемого предела» [2].
Рассмотрим основные критерии для оценки ли-

нейности зависимости Y от C, применяемые при вали-
дации аналитических методик и их ограничения.

Коэффициент корреляции R

При валидации аналитических методик для под-
тверждения их линейности чаще всего используют 
коэффициент корреляции Пирсона R и график зави-
симости измеряемого отклика Y от концентрации С 
определяемого вещества [1–6]. При этом в качестве 
критерия приемлемости для коэффициента корреля-
ции R можно ориентироваться на R≥0,999 – для мето-
дик определения содержания основных веществ [5, 27] 
и R≥0,98 – для методик определения содержания при-
месей [4]. Встречаются и другие критерии приемле-
мости, например, для методик определения содержа-
ния основных веществ R>0,998 для АФИ и R>0,990 для 
препаратов [28], R≥0,995 [29]. Наиболее низкие допус- 
тимые (критические) значения R, принимая во внима-
ние возможность округления чисел, указаны в ГФ XIV: 
«в большинстве случаев используют линейные зависи-
мости, отвечающие условию R≥0,99, и только при ана-
лизе следовых количеств рассматривают линейные 
зависимости, для которых R≥0,9» [3]; по нашему опы-
ту столь низкие допустимые значения R следует рас-
сматривать как недостаточно надежные, приемлемые 
только при подтверждении правильности и прецизи-
онности методики.

Приведенные выше допустимые значения R для 
определения содержания основных веществ сущест- 
венно больше, чем критические значения коэффици-
ента корреляции Пирсона Rcrit, используемые для те-
оретический оценки наличия линейной связи между 
Y и С. Например, для n=5 точек экспериментальных 
данных для одностороннего теста при вероятности 
P=95,0% Rcrit=0,805, при P=99,0% Rcrit=0,934, а при уве-
личении количества точек значение Rcrit только умень-
шается (http://www.magniel.com/alex/spearman.html). 
Это указывает на эмпирический характер упомяну-

тых выше рекомендаций по значениям R и может быть 
объяснено тем, что коэффициент корреляции Пирсо-
на основывается на линейной модели взаимосвязи 
Y–C и, более того, характеризует лишь корреляцион-
ную связь Y и C без учета ее практической значимос- 
ти [11, 12]. 

График остатков

В общем случае зависимость измеряемого откли-
ка Y от C на самом деле может оказаться нелинейной 
даже при высоком значении коэффициента корреля-
ции; характерный пример с R=0,99952 приведен в [4]. 
Поэтому в руководстве по валидации аналитических 
методик ICH рекомендуется использовать дополни-
тельный критерий линейности – график остатков [1]. 
Как правило, он представляет собой графическую за-
висимость разности экспериментального и вычислен-
ного по уравнению регрессии значения отклика  (Yexp – 
Ycal) от концентрации C. Иногда вместо С используют 
Ycal [9]. В качестве критерия приемлемости рассматри-
вается отсутствие нелинейной тенденции в располо-
жении точек на графике остатков: «график остатков 
должен демонстрировать случайный характер остат-
ков в постоянном диапазоне при отсутствии какой-ли-
бо последовательности или закономерности» [6]. При 
УФ-детектировании рекомендуется использовать не 
более, чем 10-кратный диапазон концентраций [6], 
иначе рискуют столкнуться с нелинейной зависимос- 
тью Y от C.

Если пяти экспериментальных точек недостаточ-
но для однозначного вывода о линейности или нели-
нейности зависимости Y от C по графику остатков, то 
следует увеличить количество экспериментальных 
точек или, что надежнее, для тестирования линейнос- 
ти методики использовать значения Y полученные в 
тесте «Правильность». С другой стороны, линейность 
методики – это понятие в значительной степени ус-
ловное, о чем говорит многообразие критериев для 
оценки линейности при валидации методик. В связи 
с этим не следует формально подходить к оценке ли-
нейности/нелинейности методики при использовании 
критериев, основанных на математической статисти-
ке, в том числе графика остатков. Если как на рисунке 
1, график остатков указывает на нелинейность мето-
дики с теоретической точки зрения, однако, на прак-
тике все экспериментальные точки располагаются на 
линии регрессии или близко к ней, а также очевидно 
(рисунок 1) или подтверждено расчетом, что нелиней-
ная модель не будет более точно, чем линейная, опи-
сывать зависимость Y от C, то логично сделать вывод: 
методика линейная и подтвердить/проверить это ре-
зультатами тестирования правильности и прецизион-
ности методики. 

Примечание. Условием для получения кор-
ректных графика остатков и обычной (невзвешенной) 
линейной регрессии является постоянство стандарт-
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ного отклонения остатков. Непостоянство стандарт-
ного отклонения остатков – гетероскедастичностъ, 
можно визуально распознать по клиновидной фор-
ме распределения остатков или путем сравнения 
разброса результатов параллельных измерений в за-
висимости от концентрации, а также методами ма-
тематической статистики [6]. При выявлении гетеро-
скедатичности для получения адекватной модели 
регрессии следует увеличить вклад/весомость мень-
ших концентраций с помощью весовых коэффициен-
тов (взвешенная линейная регрессия) [6]. 

График зависимости Y/C от C

Для оценки линейности методики вместо графика 
остатков иногда используют график зависимости Y/C 
от C, называемый «графиком чувствительности» [6]. В 
соответствии с формулой Y=bC+a можно ожидать, что 
на графике зависимости Y/C от C в случае линейности 
методики точки будут располагаться вблизи линии 
тренда ≈b, характеризующей чувствительность мето-

дики и почти параллельной оси концентраций. Одна-
ко следует учитывать, что необходимым условием для 
оценки линейности методики по графику зависимос- 
ти Y/C от C является близость к нулю свободного чле-
на регрессии a, так как Y/C=b+a/C≈b только при a≈0. 
Поэтому перед построением графика зависимости Y/C 
от C надо убедиться, что свободный член регрессион-
ного уравнения a статистически незначим. Для этого 
можно использовать t-критерий Стьюдента. Значение 
a статистически незначимо (a≈0), если [30, с. 177]: 

t
a

SD
t P f na

a
= < = −( , ),2 (1)

где ta – расчетное значение критерия Стьюдента; |a| – 
абсолютное значение свободного члена линейной за-
висимости Y от C; SDa – стандартное отклонение зна-
чения a; t(P, f=n–2) – табличное значение t-критерия 
Стьюдента при вероятности P=95%; f – число степеней 
свободы; n – количество экспериментальных точек на 
регрессионной прямой. 

Критерии дисперсионного анализа (ANOVA):  
F-критерии и p-значение

Для проверки линейности методики иногда при-
меняют дисперсионный анализ (ANOVA) вместе с ви-
зуальным подтверждением линейности зависимости Y 
от C. Основными являются два варианта ANOVA.
•• LOF-тест («Lack of fit test») – тест со статистическим 

обсчетом результатов параллельных измерений. Его 
потенциальным преимуществом является независи-
мость критерия приемлемости от принятой моде-
ли взаимосвязи Y и C. В этом варианте для каждой 
концентрации проводится несколько повторных из-
мерений, например, по 3 инжекции в случае мето-
дики ВЭЖХ [10]. При этом рекомендуется брать не 
менее 8 концентраций в предполагаемом диапа-
зоне действия методики [6]. 
В основе LOF-теста лежит рассмотрение опреде-

ленных остатков (Residuals) и их квадратов, от которых 
зависит вариабельность полной ошибки измерения [6, 
9, 24]: 

     ,ˆ  ij iResidual y y Pure error LOF error= − = + (2)

, ˆ;        ,i j i i iPure error y y LOF error y y= − = − (3)

где yi,j – результат j-го измерения в точке i (т. е. при кон-

центрации Ci); y
– 

i – среднее значение измерения и ˆ iy  – 
значение y, вычисленное по уравнению регрессии, в 
точке i. Из (3) видно, что Residual (остаток) представля-
ет собой отклонение измеряемой величины yi,j от 

предсказываемой ˆ iy  по уравнению регрессии в точке 
i. Residual является суммой Pure error (PE) – случайной, 
«чистой ошибки», которая не зависит от принятой 

Рисунок 1. Результаты определения зависимости площади пика 
(S) примеси от ее концентрации (С) – вверху, и соответствующий 
ему график остатков – внизу, который формально указывает на 
нелинейную тенденцию, однако, этой тенденцией можно пре-
небречь с практической точки зрения (см. текст)

Figure 1. The results of determining the dependence of the peak area 
(S) of the impurity on its concentration (C) – above, and below the 
corresponding plot of the residuals that formally indicates a non-
linear trend. However, this trend can be ignored from a practical 
perspective (see text) 
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регрессионной модели и представляет собой раз-
ность между результатом параллельного определения 
yi,j и средним значением параллельных определений y– i 
в точке i, и LOF – «ошибки неадекватности подбора 
(lack of fit error)» [6], представляющей собой разность 
между результатом параллельного определения yi,j и 

расчетным значением ˆ iy  по уравнению регрессии в 
точке i. 

Вариабельность полной ошибки измерения SST 
можно представить в виде суммы квадратов для чис- 
той ошибки (SSPE), LOF (SSLOF) и фактора, связанного с 
регрессионной моделью (SSREG) [9]:

( )2,
1 1
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где k – количество концентраций; mi – число парал-
лельных определений при i-ой концентрации. 

Из (4) при рассмотрении остатков SSRES следует, что 
SSLOF зависит от принятой регрессионной модели, так 

как зависит от ˆ iy , и поэтому может быть использова-
но для оценки линейности методики. Условием для 
подтверждения линейности методики является вы-
полнение требования к экспериментальному значе-
нию F-критерия [6, 9]:

(5)

где k – количество концентраций; n – общее число из-
мерений (n=m · k при количестве параллельных изме-
рений mi=m); F(P, f1, f2) – критическое (табличное) зна-
чение F-критерия Фишера для вероятности P (обычно 
95%) и степеней свободы f1=k – 2 и f2=n – k. Формула 
(5) является критерием Фишера, так как рассматрива-
ется отношение двух дисперсий: SSPE/(n – k) – расчет-
ная оценка дисперсии σ2, SSLOF/(k – 2) – расчетная оцен-
ка σ2+bias2 (где bias – смещение из-за «неадекватности 
подбора»), если используется неадекватная модель. 

Отметим, что этот метод, как и другие варианты 
ANOVA, иногда может приводить к ошибочному выво-
ду о нелинейности методики [10], и поэтому в случае 
Fexp> критического значения F следует посмотреть на 
график остатков, как это рекомендовано в [9]. Так в [10] 
при использовании метода ВЭЖХ было установлено, 
что в то время как график остатков указывал на линей-
ную зависимость Y от x, LOF-тест показал, что Fexp>F(P, 
k – 2, n – k) и, как оказалось, это было обусловлено до-
полнительным источником вариации Y, связанным с 

пробоподготовкой. Это обосновали теоретически и 
ввели иной экспериментальный F-критерий (модифи-
цированный LOF-тест 10]), который подтвердил ли-
нейную зависимость Y от x. 

Мы тоже наблюдали ситуацию, сходную с [10], ког-
да при очевидной линейной зависимости площади пи-
ка (S) от концентрации и отсутствии нелинейной тен-
денции на графике остатков (рисунок 2) оказалось, что 
Fexp=25,2455>F(95%, 8, 20)=2,4471, то есть LOF-тест оши-
бочно не подтвердил линейную зависимость S от C. 
Так как при этом была очень высокая сходимость ре-
зультатов параллельных определений площади пика 
АФИ (значения относительного стандартного отклоне-
ния RSD находились в диапазоне от 0,04 до 0,22%), бы-
ло сделано предположение о том, что именно низкие 
значения RSD делают определяющим вклад дополни-
тельного источника вариации S и приводят к ошибоч-
ному выводу LOF-теста. Для проверки этого предполо-
жения в таблице Excel увеличили разброс результатов 
параллельных определений по сравнению с экспе-
риментальными данными: RSD от 0,54 до 1,03%. В ре-
зультате увеличения RSD значение Fexp уменьшилось 
до Fexp=1,5331<F(95%, 8, 20)=2,4471 и LOF-тест подтвер-
дил линейную зависимость Y от C как и ожидалось. 
При этом лишь незначительно изменились параметры 
регрессионной зависимости Y от C и график остатков 
(рисунок 2). Из полученных результатов следует, что 
при высокой воспроизводимости результатов изме-
рений – RSD меньше ≈0,5% в нашем случае, немодифи-
цированный LOF-тест может приводить к ошибочно-
му выводу о нелинейности аналитической методики. 
Наоборот, иногда при плохой воспроизводимости ре-
зультатов параллельных определений можно полу-
чить Fexp≤F(P, f1, f2) и при этом методика может обладать 
необходимой прецизионностью [24, p. 103]. 
•• «F/p-тест» линейной зависимости – тест без ста-

тистического обсчета результатов параллельных из-
мерений. В качестве исходных данных используют 
значения Y экспериментальные (Yexp) и рассчитанные 
по линейному уравнению регрессии (Ycal). Теорети- 
ческая основа этой процедуры подробно рассмо-
трена в Internet: https://excel2.ru/articles/proverka-
znachimosti-regressii-s-pomoshchyu-dispersionnogo-
analiza-f-test с примером в Excel https://excel2.ru/
sites/default/files/node/808/edit/_f-test_for_simple_
regression.xlsx. 
Для подтверждения линейности зависимости 

Y от C требуется, чтобы расчетная величина значе-
ния F-критерия (Fo), получаемая с помощью функции  
=ЛИНЕЙН(диапазон Y;диапазон X;ИСТИНА;ИСТИНА):
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была больше критического значения критерия Фи-
шера Fcrit (вычисляемого с использованием функции 
=F.ОБР.ПХ(α,1,  k – 2), где k – количество эксперимен-
тальных данных – точек на графике, а расчетное зна-
чение критерия p (вычисляемого с использованием 
функции =F.РАСП.ПХ(Fo; 1; k – 2) было бы меньше задан-
ного уровня значимости α (обычно α=0,05 или α=0,01, 

что соответствует вероятности 95% или 99% соот- 
ветственно)1. Отметим, что SSR соответствует SSREG в 
(4), а SSE соответствует SSLOF при mi=1 и i=1. Использо-
вание этого варианта ANOVA обычно не вызывает 
затруднений, однако, он основан на линейной моде-
ли, а это снижает надежность его выводов. Например, 
для регрессионной зависимости Y от C на рисунке 1, в 
отличие от графика остатков (нелинейность), резуль-
таты этого теста, полученные в Excel, указали на от-
сутствие нелинейности: 

ANOVA – оценка линейности

F-критерий р

Fo 1,45956Е+05

α= 0,5

=F.ОБР.ПХ(α, 1, 
k – 2) 10,12796 3,95484Е–08 =F.РАСПЮПХ(Fo; 1; 

k – 2)

Линейность ИСТИНА ИСТИНА

Остаточное стандартное отклонение SD0  
и индекс корреляции Rc

На Украине разработан альтернативный ICH под-
ход для валидации линейности методик [8], основан-
ный на использовании нормализованных координат 
и предельно допустимой неопределенности методи-
ки анализа [7, 8]. При валидации линейности методик 
в качестве контролируемых характеристик рассмат- 
ривают остаточное стандартное отклонение SD0 и ин-
декс корреляции Rc. Условием для применимости SD0 

и подхода в целом, является статистическая/практи-
ческая незначимость свободного члена регрессион-
ной зависимости a (то есть a≈0). Используют следую-
щий алгоритм:

Методом наименьших квадратов рассчитывают 
линейную регрессионную зависимость между нор-
мализованными экспериментальными значениями  
отклика Yn и концентрации Cn:

Yni=bCni+a, (8)

где Yni=Yi/Yst, Cni=Ci/Cst, индексы i и st относятся со-
ответственно к i-му испытуемому раствору и к стан-
дартному раствору, индекс n указывает на то, что рас-
сматриваются нормализованные значения. Затем 
проверяют статистическую/практическую незначи-
мость свободного члена регрессионного уравнения 
(8). После подтверждения того, что a≈0, проверяют вы-
полнение требования к остаточному стандартному 
отклонению SD0 по формуле: 

SD b
t n

As
0 95 2

/
( %, )

,≤
−

∆ (9)

1Англоязычный эквивалент F.ОБР.ПХ(α, 1, k – 2) это F.INV.
RT(α, 1, k – 2), а F.РАСП.ПХ(Fcrit; 1; k – 2) это F.DIST.RT(Fcrit; 1; k – 2).

Рисунок 2. Экспериментальные (A) и скорректированные (B) – 
путем увеличения относительного стандартного отклонения 
(RSD) параллельных измерений, результаты определения за-
висимости площади пика (S) АФИ от концентрации (С). В слу-
чае (А) из-за очень высокой воспроизводимости параллель-
ных измерений (RSD от 0,04 до 0,22%) LOF-тест не подтвердил 
линейность, хотя точки на графике остатков () указывали на 
линейность методики. При увеличении RSD параллельных из-
мерений до 0,54–1,03% – случай (B), имело место лишь незна-
чительное изменение параметров регрессионной зависимос- 
ти Y от C и графика остатков () по сравнению с (А), однако, 
этого оказалось достаточно, чтобы LOF-тест подтвердил ли-
нейность методики (пояснения см. в тексте). 

Figure 2. Experimental (A) and corrected by increasing the relative 
standard deviation (RSD) parallel measurements – (B) results of 
determining the dependence of the peak area (S) of the API on its 
concentration. In case (A), due to the very high reproducibility of 
parallel measurements (RSD, 0.04 to 0.22%) the LOF test did not 
confirm linearity, although the points on the plot of the residuals 
() pointed to the linearity of the procedure. When increasing 
RSD of parallel measurements up to 0.54–1.03% – case (B), there 
was only a slight change in the parameters of the regression 
dependence of Y against C and of the plot of the residuals () 
compared to (A). However, this turned out to be sufficient so that 
the LOF test to confirm the linearity of the method (see text for 
explanation).
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в которой SD0 – остаточное стандартное отклонение, 
которое можно определить в Excel с помощью функ-
ции =СТОШYX(диапазон Y; диапазон X); ΔAs – предель-
но допустимая неопределенность методики анализа, 
вычисляемая по простым формулам [7, 8]; t(95%, n – 2) – 
значение одностороннего t-критерия Стьюдента для 
вероятности 95% и числа степеней свободы n – 2; n – 
объем выборки (число экспериментальных точек на 
графике)1.

При выполнении условия (9) вычисляют индекс 
корреляции по формуле:

R
SD

RSD
c

Range

= −1 0
2

2
, (10)

в которой SD0 – остаточное стандартное отклонение, а 
RSDRange – стандартное отклонение концентраций, вы-
числяемое по формуле:

RSD
C C

nRange
ni n=
−
−

⋅∑ ( )
( )

%,
2

1
100 (11)

где Cni и С
– 

n – соответственно концентрация i-го раст- 
вора и средняя концентрация растворов в нормали-
зованных координатах, n – число экспериментальных 
точек. Затем проверяют выполнение требования к ин-
дексу корреляции: 

 

2
/ (95%, 2)

1 .As
c

Range

t n
R

RSD

 ∆ −
≥ −   

 
(12)

Методика рассматривается как линейная при 
выполнении требований (9) и (12). Заметим, что ин-
декс корреляции Rc не зависит от модели Y=f(C) и 
поэтому имеет существенное преимущество перед 
коэффициентом корреляции Пирсона R при оценке 
линейности методик. В книге [8] этот подход наибо-
лее подробно изложен с теоретической и с практи-
ческой точки зрения и приведена наиболее полная 
таблица с критическими значениями рассмотрен-
ных выше критериев (правые части формул (12) и 
(9) – при b≈1), облегчающая проведение валида-
ции методик для тестов «Количественное опреде-
ление», «Однородность дозирования» и «Растворе-
ние». Несмотря на то, что этот подход основывается 
на теоретических предпосылках и использует кри-
терии «практической незначимости», он по резуль-
татам поиска в Internet применяется пока только 
при валидации методик в Украине и частично в РФ 
и в некоторых других постсоветских странах; боль-
шинство исследователей используют рекомендации 
ICH/USP [1, 2]. 

1Англоязычный эквивалент СТОШYX(диапазон  Y;  диапа-
зон X) это STEYX(known_y’s, known_x’s ).

Дополнительные рекомендации:
•• Если при валидации методики будет установлена 

ее нелинейность, следует попробовать уменьшить 
диапазон или изменить область рассматриваемых 
концентраций; использовать, при необходимости, 
взвешенную линейную регрессию. 

•• Для проверки того, что определенная точка экспе-
риментальных данных является «выбросом» относи-
тельно регрессионной модели можно использовать 
t-тест [11]. Вычисляют экспериментальное значение 
t-критерия:

2

0 2

,
( )1

1

ˆ

( 1)

i i max
exp

j

y

y y
t

y y
SD

n n SD

−
=

−
⋅ + +

− ⋅

(13)

где ˆi i max
y y−  – максимальное абсолютное значение 

разности между экспериментальным yi и расчетным 
ˆ iy  (по регрессионной зависимости) значением откли-

ка среди всех точек данных (от i=1 до n); n – количество 
экспериментальных точек; yj – экспериментальное зна-

чение отклика в точке «выброса» j; /iy y n=∑ ; SD0 – 

остаточное стандартное отклонение и SDy – стандарт-
ное отклонение экспериментальных значений отклика 
y, вычисляемые по формулам: 

2 2

0

( ) ( )
, .

2 1

ˆi i i
y

y y y y
SD SD

n n

− −
= =

− −
∑ ∑ (14)

Сравнивают texp с табличным значением критерия 
Стьюдента t (95%, f=n – 2). Если texp больше табличного 
значения t (95%, f=n – 2), то с вероятностью 95% эта точ-
ка не соответствует принятой регрессионной модели 
и является «выбросом», требующим повторного опре-
деления yj. Альтернативой этому тесту является F-тест, 
приведенный в [31]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Рассмотрены основные критерии для оценки ли-

нейности при валидации аналитических методик и их 
ограничения. Показано, что эти критерии по отдель-
ности не могут дать надежную оценку линейности ме-
тодики. Поэтому на практике при валидации методик 
следует доказывать/подтверждать их линейность с 
помощью двух, а надежнее – трех критериев, одним 
из которых должен быть график зависимости измеря-
емого отклика Y от концентрации определяемого ве- 
щества. С другой стороны, как показано выше, не сле-
дует формально подходить к оценке нелинейности ме-
тодики при использовании графических и расчетных 
критериев, основанных на математической статистике, 
так как они не учитывают возможность практической 
незначимости небольших отклонений от линейной за-
висимости Y от C. 
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Рецензия на монографию
Физико-химические методы в анализе  
лекарственного растительного сырья и препаратов  
на растительной основе

А. И. Марахова, А. А. Сорокина, В. Ю. Жилкина 

Для цитирования: Марахова А. И., Сорокина А. А., Жилкина В. Ю. Физико-химические методы в анализе лекарственного растительного сырья 
и препаратов на растительной основе. М.: «Ваш формат». 2017; 308 с.

К препаратам из лекарственного растительно-
го сырья (ЛРС) в России особое отношение и исполь-
зование трав было традиционным еще с XI века. До-
ля выпускаемых лекарственных препаратов ежегодно 
увеличивается. По данным компании BBC Research, в 
ближайшие годы ожидается рост мирового рынка ле-
карственных препаратов растительного происхож-
дения на 6,6% ежегодно (Рукавицина Н.П., 2017). Эта 
тенденция объясняется тем, что лекарственные препа-
раты растительного происхождения обладают комп- 
лексным воздействием, и, в большинстве своем, мень-
шим количеством побочных эффектов и противопо-
казаний. В настоящее время количество фитопрепа-
ратов в России составляет более 40% номенклатуры 
лекарственных средств, выпускаемых в нашей стране.

В настоящее время лекарственные средства, в том 
числе лекарственное растительное сырье (ЛРС) вклю-
чены в список продукции, подлежащей обязатель-
ной сертификации и должны подвергаться контролю 
качества.

Качество лекарственных средств зависит не толь-
ко от строгого соблюдения технологического регла-
мента их производства, но и от применения надежных 
аналитических методов контроля и оценки качества 
фармацевтических субстанций (ЛРС) и готовой про-
дукции – лекарственных растительных препаратов. 
Постоянное повышение уровня требований к качест- 
ву лекарственных средств, разработка современной 
фармакопеи, требуют пересмотра ряда методик ко-
личественного анализа ЛРС. При этом новые методи-
ки должны быть точными и не приводить к большому 
росту себестоимости анализа. Наиболее подходящи-
ми для этих целей являются фотометрические и потен-
циометрические методы.

 Несмотря на то, что в литературе достаточно мно-
го внимания уделяется разработке методик анализа 
отдельных видов ЛРС, требуется реализация систе-
матического подхода к методологии выбора спосо-
ба анализа в зависимости от влияния сопутствующих 
веществ.

Отсутствие систематических исследований в об-
ласти химической стандартизации в цепочке ЛРС – ле-
карственная форма – лекарственный препарат с уче-
том состава метаболома растения, обуславливает 
актуальность рецензируемой книги. 

В рецензируемой монографии приведены при-
меры использования некоторых физических и физи-
ко-химических методов для стандартизации ЛРС и 
препаратов на его основе. Описаны теоретические ос-
новы гравиметрического, титриметрического (в том 
числе и потенциометрического), спектрофотометри-
ческого анализа биологически активных соединений. 
Унифицированы подходы к анализу таких биологи-
чески активных соединений как органические кисло-
ты, антраценпроизводные, флавоноиды, дубильные 
вещества в ЛРС.

Данная информация может быть весьма полез-
на в практике молодых исследователей и работников 
производств. 

Несомненное достоинство книги заключается в 
том, что авторы систематизировали результаты ис-
следований форме методологии, позволяющей сде-
лать выбор в пользу того или иного метода анализа, 
сформулированная на основе результатов научной 
работы авторов и примеров научной литературы. 
Данная методология позволит начинающим иссле-
дователям выстроить структуру собственных иссле-
дований, а также избежать ошибок производителям 
ЛРС при разработке нормативной документации 
предприятия.

Монографию отличает четкая структура и сопод-
чиненность частей текста – разделов, глав, парагра-
фов. Книга написана хорошим языком, материал изло-
жен последовательно и систематично, конкретно, без 
лишних подробностей. Использованы общепринятые 
термины, современные классификации и номенклату-
ры. Материал иллюстрирован рисунками, графиками, 
спектрами и информативными таблицами. В списке 
литературы приведены как актуальные труды рос-
сийских, так и зарубежных ученых. 

Представленная книга может быть полезна про-
изводителям ЛРС, дипломникам, аспирантам и док-
торантам фармацевтических ВУЗов, научным работ- 
никам.

В. Д. Белоногова,  
заведующий кафедрой 

фармакогнозии с курсом ботаники
ФГБОУ ВО ПГФА Минздрава России,

д.фарм.н., профессор 

Рецензия на монографию
Monograph review
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ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ СТАТЕЙ
В своей редакционной политике журнал следует принципам 

целостности публикаций в научных журналах, соответствующим 
положениям авторитетных международных ассоциаций, таких как 
Committee on Publication Ethics (COPE), Council of Science Editors 
(CSE), International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), 
European Medical Writers Association (EMWA) и World Association of 
Medical Editors (WAME), устанавливающих стандарты этичного по-
ведения всех вовлеченных в публикацию сторон (авторов, редак-
торов журнала, рецензентов, издательства и научного общества). 
Журнал с помощью всестороннего, объективного и честного ре-
цензирования стремится отбирать для публикации лишь материа-
лы, касающиеся научных исследований наивысшего качества.

Научно-практический журнал общемедицинского профиля 
«Разработка и регистрация лекарственных средств» является 
регулярным рецензируемым печатным изданием, отражающим ре-
зультаты передовых исследований фармацевтической отрасли.

Журнал публикует оригинальные и обзорные научные статьи 
по темам:
•• поиск и разработка новых лекарственных средств;
•• фармацевтическая технология;
•• методы анализа лекарственных средств;
•• доклинические и клинические исследования;
•• регуляторные вопросы.

Наименование и содержание научных работ, публикуемых в 
журнале «Разработка и регистрация лекарственных средств», 
должно соответствовать науки:
•• 02.00.00 – химические науки;
•• 03.02.00 – общая биология;
•• 03.03.00 – физиология;
•• 14.04.00 – фармацевтические науки.

Публикуемые материалы должны соответствовать следующим 
критериям:
•• Научная актуальность и значимость проблемы, которой посвя-

щена статья (тематика статьи должна представлять интерес для 
широкого круга исследователей, занимающихся разработкой и 
регистрацией лекарственных средств). 

•• Высокая степень доказательности (современная исследователь-
ская база, наличие сертификатов на оборудование, достаточный 
объем выборок и подходы к математической обработке резуль-
татов исследования). 

•• Концептуальный характер исследования (авторы не должны 
ограничиваться констатацией фактов, необходим анализ полу-
ченного материала с учетом данных литературы, должны быть 
высказаны новые идеи и гипотезы).

УСЛОВИЯ ПУБЛИКАЦИИ В ЖУРНАЛЕ
1.	 К рассмотрению принимаются материалы только в электронном 

виде, направленные в редакцию через систему на сайте в фор-
мате .doc или .docx (незащищенный формат файлов).

2.	 Рассматриваются только оригинальные материалы, ранее не пу-
бликовавшиеся и не нарушающие авторские права других лиц. 
Все статьи проходят проверку в системе «Антиплагиат»; уникаль-
ность текста статьи должна составлять не менее 75%. При выяв-
лении подобных текстов одного и того же автора в других печат-
ных и электронных изданиях, статья снимается с публикации.

3.	 Согласно требованиям Высшей аттестационной комиссии, жур-
нал предоставляет приоритет для аспирантских и докторских 
работ, срок их публикации зависит от предполагаемой даты за-
щиты, которую авторы должны указать в первичных документах, 
прилагаемых к рукописи.

4.	 Авторы должны заполнить и подписать Сопроводительное пись-
мо, отсканировать и загрузить при подаче рукописи в редакцию 
(в формате *.pdf или *.jpg). 

ПОРЯДОК ПУБЛИКАЦИИ РУКОПИСЕЙ
1.	 Рукопись обязательно проходит первичный отбор на соответствие 

оформления статьи согласно требованиям журнала «Разработка 
и регистрация лекарственных средств». В случае несоответствия 

правилам оформления Редакция вправе отказать в публикации 
или прислать свои замечания к статье, которые должны быть ис-
правлены Автором перед рецензированием.

2.	 Все рукописи, прошедшие первичный отбор, направляются по 
профилю научного исследования на экспертизу и  проходят обя-
зательное конфиденциальное рецензирование. Все рецензенты 
являются признанными специалистами, имеющими публикации 
по тематике рецензируемой статьи в течение последних 3 лет 
или в области обработки данных. Рецензирование проводится 
конфиденциально как для Автора, так и для самих рецензентов. 
При получении положительных рецензий работа считается при-
нятой к рассмотрению редакционной коллегией, которая выносит 
решение, в каком номере журнала будет опубликована статья. 

3.	 Все утвержденные статьи поступают в работу к редактору и 
корректору.
Окончательный макет статьи согласовывается с автором.

ЕДИНЫЕ ТРЕБОВАНИЯ К РУКОПИСЯМ, ПРЕДСТАВЛЯЕМЫМ 
В ЖУРНАЛ «Разработка и регистрация лекарственных средств»  

Составлены с учетом требований Высшей аттестационной ко-
миссии РФ и «Единых требований к рукописям, представляемым в 
биомедицинские журналы», разработанных Международным коми-
тетом редакторов медицинских журналов.

Оригинальную версию «Единых требований к рукописям, 
представляемым в биомедицинские журналы», разработанных 
Международным комитетом редакторов медицинских журналов, 
можно посмотреть на сайте www.ICMJE.org

Проведение и описание всех клинических исследований долж-
но быть в полном соответствии со стандартами CONSORT – http://
www.consort-statement.org

ОБЩИЕ ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ РУКОПИСЕЙ
Электронный вариант статьи прилагается в формате А4 

Microsof Word (*doc), Поля 2 см, шрифт Тimes New Roman, размер 
шрифта 14 пунктов через 1,5 интервала.

Объем рукописи: обзор – 15–20 страниц; оригинальные ста-
тьи – 10–12 страниц, включая литературу, таблицы и подписи к ри-
сункам. Страницы рукописи следует нумеровать.

Перечень документов, подаваемый на рассмотрение в редак-
цию журнала «Разработка и регистрация лекарственных средств», 
должен включать в себя:

1. Сопроводительное письмо.
2. Текст статьи.

1. СОПРОВОДИТЕЛЬНОЕ ПИСЬМО
Авторы должны предоставить заполненное и подписанное со-

проводительное письмо, приложив к нему указанные в тексте пись-
ма документы.

2. РУКОПИСЬ

РУССКОЯЗЫЧНЫЙ БЛОК
Титульный лист:

1.	 УДК;
2.	 название статьи; 
3.	 фамилии и инициалы авторов; 
4.	 полные названия учреждений (надстрочными арабскими циф-

рами отмечают соответствие учреждений, в которых работают 
авторы), полный почтовый адрес учреждений; 

5.	 e-mail и телефон автора, ответственного за контакты с редакцией
Резюме и ключевые слова
Объем резюме должен составлять 250–300 слов.
Резюме оригинальной статьи должно быть 

структурированным:
Введение (введение работы в сжатой форме).
Цель (цель работы в сжатой форме).
Материалы и методы (методы исследования, если необходи-

мо, то указать их преимущества по сравнению с ранее применявши-
мися методическими приемами; характеристика материала).

Результаты (основные результаты исследования).
Заключение (основные выводы).
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Резюме обзорной статьи также должно быть 
структурированным:

Введение (введение работы в сжатой форме).
Текст (описание содержания текста статьи в сжатой форме)
Заключение (основные выводы).
Все аббревиатуры в резюме необходимо раскрывать (несмо-

тря на то, что они будут раскрыты в основном тексте статьи). Текст 
резюме должен быть связанным, с использованием слов «следова-
тельно», «например», «в результате».

На сайте британского издательства Emerald приведены при-
меры качественных рефератов для различных типов статей (обзо-
ры, научные статьи, концептуальные статьи, практические статьи – 
http://www.emeraldinsight.com/authors/guides/write/abstracts.htm?
part=2&PHPSESSID=hdac5rtkb73ae013ofk4g8nrv1)

Ключевые слова: (5–8) помещают под резюме после обозна-
чения «Ключевые слова». Ключевые слова должны использовать 
термины из текста статьи, определяющие предметную область и 
способствующие индексированию статьи в поисковых системах и 
не повторять название статьи.

АНГЛОЯЗЫЧНЫЙ БЛОК
Article title
Англоязычное название должно быть грамотно с точки зрения 

английского языка, при этом по смыслу полностью соответствовать 
русскоязычному названию.

Affiliation
Необходимо указывать официальное англоязычное название 

учреждения и почтовый адрес. Наиболее полный список названий 
учреждений и их официальной англоязычной версии можно найти 
на сайте РУНЭБ: http://elibrary.ru

Образец оформления
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4, Aleutskaya Str., Tomsk, 634014, Russian Federation
Abstract
Резюме статьи на английском языке должно по смыслу и струк-

туре (для оригинальной статьи: Introduction, Aim, Materials and 
methods, Results and discussion, Conclusion; для обзорной статьи: 
Introduction, Text, Conclusion) соответствовать русскоязычному, по 
содержанию может быть более полным. Необходимо использовать 
активный, а не пассивный залог. Во избежание искажения основных 
понятий желательно иметь соответствующие английские термины. 
Это особенно важно, когда приводятся названия особых заболева-
ний, синдромов, упоминаются авторы или конкретные методы.

Keywords
Для выбора ключевых слов на английском языке следует ис-

пользовать тезаурус Национальной медицинской библиотеки 
США – Medical Subject Headings (MeSH).

ОСНОВНОЙ ТЕКСТ

Оригинальные статьи должны иметь следующую структуру: а) 
введение; б) материалы и методы; в) результаты; г) обсуждение; д) 
заключение.

Обзорные статьи должны иметь следующую структуру а) вве-
дение; б) текст; д) заключение.

Текст обзорной статьи следует разделять на соответствующие 
содержанию статьи подразделы.

Введение
В разделе дается обоснование актуальности исследования и 

четко формулируется цель исследования.
Материалы и методы
Названия лекарственных средств следует писать со строчной 

буквы на русском языке с обязательным указанием международ
ного непатентованного названия, а при его отсутствии — группи
ровочного или химического названия. Международные непатен
тованные названия фармацевтических субстанций и торговые 
наименования лекарственных средств необходимо оформлять в 
соответствии с Государственным реестром лекарственных средств 
(grls.rosminzdrav.ru). При описании в работе результатов клиничес
ких исследований необходимо привести номер и дату разрешения 
на проведение клинического исследования согласно Реестру вы

данных разрешений на проведение клинических исследований ле
карственных препаратов.

При описании используемых общелабораторных реактивов 
следует приводить их наименование, класс чистоты, фирму-про
изводитель и страну происхождения [Пример: хлористоводород
ная кислота, х.ч. (Сигма Тек, Россия)]. При описании специфических 
импортных реактивов [Пример: из каталога Sigma-Aldrich] необхо
димо дополнительно приводить каталожный номер реактива. 

При описании исследуемых лекарственных средств необхо
димо приводить их торговое наименование, фирму-произодитель, 
страну происхождения, серию и срок годности [Пример: Синдра
нол таблетки пролонгированного действия, покрытые пленоч
ной оболочкой 4 мг, производства ФАРМАТЕН С.А., Греция, серия 
1100638, срок годности до 05.2013].

При описании используемых стандартных образов приводить 
количественное содержание активного вещества в стандартном 
образце, фирму-произодитель, страну происхождения, серию и 
срок годности [Пример: римантадина гидрохлорид, субстанция-
порошок, содержание римантадина 99,9 %, Чжецзян Апелоа Кан
гю Фармацеутикал Ко.Лтд, Китай, серия KY-RH-M20110116, годен до 
27.01.2016 г.].

При описании используемого аналитического оборудования 
необходимо указывать его название, фирму-производитель и стра
ну происхождения [Пример: прибор для теста «Растворение» DT-
720 (Erweka GmbH, Германия)].

При описании используемого программного обеспечения не
обходимо указывать его название, версию, фирму-произодитель, 
страну происхождения [Пример: ChemStation (ver. B.04.03), Agilent 
Technologies, США].

При приведении в работе первичных данных аналитических 
исследований (спектров, хроматограмм, калибровочных графиков) 
их необходимо приводить в цвете в прослеживаемом формате, с 
четкими разборчивыми подписями осей, пиков, спектральных мак
симумов и т.д.). Названия лекарственных средств следует писать со 
строчной буквы на русском языке с обязательным указанием меж
дународного непатентованного названия, а при его отсутствии — 
группировочного или химического названия.

Числовые данные необходимо указывать цифрами, в десятич
ных дробях использовать запятые. Математические и химические 
формулы писать четко, с указанием на полях букв алфавита (рус
ский, латинский, греческий), а также прописных и строчных букв, 
показателей степени, индексов. К статье может быть приложено не
обходимое количество таблиц и рисунков. Все таблицы и рисунки 
должны иметь номер и название, текст статьи должен содержать 
ссылку на них.

Рукописи статей, в которых при достаточном объеме экспери-
ментальных данных отсутствует статистический анализ, а также не-
корректно использованы или описаны применяемые статистиче-
ские методы, могут быть отклонены редакцией журнала.

Необходимо давать определение всем используемым стати-
стическим терминам, сокращениям и символическим обозначени-
ям. Например, М – выборочное среднее; m – ошибка среднего; σ – 
стандартное квадратичное отклонение; p – достигнутый уровень 
значимости и т.д. Если используется выражение типа М ± m, указать 
объем выборки n. Если используемые статистические критерии 
имеют ограничения по их применению, указать, как проверялись 
эти ограничения и каковы результаты проверок. При использова-
нии параметрических критериев описывается процедура провер-
ки закона распределения (например, нормального) и результаты 
этой проверки.

Точность представления результатов расчетных показателей 
должна соответствовать точности используемых методов измере-
ния. Средние величины не следует приводить точнее, чем на один 
десятичный знак по сравнению с исходными данными. Рекоменду-
ется проводить округление результатов (средних и показателей ва-
риабельности) измерения показателя до одинакового количества 
десятичных знаков, так как их разное количество может быть ин-
терпретировано как различная точность измерений.
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Согласно современным правилам, рекомендуется вместо тер-
мина «достоверность различий» использовать термин «уровень 
статистической значимости различий». В каждом конкретном слу-
чае рекомендуется указывать фактическую величину достигнуто-
го уровня значимости р для используемого статистического кри-
терия. Если показатель может быть рассчитан разными методами, 
и они описаны в работе, то следует указать, какой именно метод 
расчета применен (например, коэффициент корреляции Пирсона, 
Спирмена, бисериальный и т.п.).

Результаты и обсуждение
В разделе в логической последовательности представляются 

результаты исследования в виде текста, таблиц или рисунков (гра-
фики, диаграммы). Следует избегать повторения в тексте данных из 
таблиц или рисунков. В качестве альтернативы таблицам с большим 
числом данных используются графики. На графиках и диаграммах 
рекомендуется указывать доверительный интервал или квадратич-
ное отклонение. На графиках обязательно должны быть подписи и 
разметка осей, указаны единицы измерений.

В разделе следует выделить новые и важные аспекты резуль-
татов проведенного исследования, проанализировать возможные 
механизмы или толкования этих данных, по возможности сопоста-
вить их с данными других исследователей. Не следует повторять 
сведения, уже приводившиеся в разделе «Введение», и подробные 
данные из раздела «Результаты». В обсуждение можно включить 
обоснованные рекомендации и возможное применение получен-
ных результатов в предстоящих исследованиях.

В обзорных статьях рекомендуется описать методы и глуби-
ну поиска статей, критерии включения найденных материалов в 
обзор.

Заключение
В разделе представляются сформулированные в виде выво-

дов результаты решения проблемы, указанной в заголовке и цели 
статьи. Не следует ссылаться на незавершенную работу. Выводы 
работы должны подтверждаться результатами проведенного ста-
тистического анализа, а не носить декларативный характер, обу-
словленный общими принципами.

ДОПОЛНИТЕЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

Конфликт интересов
Указать наличие так называемого конфликта интересов, то 

есть условий и фактов, способных повлиять на результаты исследо-
вания (например, финансирование от заинтересованных лиц и ком-
паний, их участие в обсуждении результатов исследования, написа-
нии рукописи и т.д.).  

При отсутствии таковых использовать следующую форму-
лировку: «Авторы декларируют отсутствие явных и потенциаль-
ных конфликтов интересов, связанных с публикацией настоящей 
статьи».

Источник финансирования
Необходимо указывать источник финансирования, как науч-

ной работы, так и процесса публикации статьи (фонд, коммерческая 
или государственная организация, частное лицо и др.). Указывать 
размер финансирования не требуется. При отсутствии источника 
финансирования использовать следующую формулировку: «Авто-
ры заявляют об отсутствии финансирования».

Соответствие принципам этики
Научно-исследовательские проекты с участием людей должны 

соответствовать этическим стандартам, разработанным в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской ассо-
циации «Этические принципы проведения научных медицинских 
исследований с участием человека» с поправками 2000 г. и «Пра-
вилами клинической практики в Российской Федерации», утверж-
денными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266. Все ли-
ца, участвующие в исследовании, должны дать информированное 
согласие на участие в исследовании. Для публикации результатов 
оригинальной работы необходимо указать, подписывали ли участ-
ники исследования информированное согласие.

Научно-исследовательские проекты, требующие использова-
ния экспериментальных животных, должны выполняться с соблю-
дением принципов гуманности, изложенных в директивах Евро-
пейского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации

В обоих случаях необходимо указать, был ли протокол иссле-
дования одобрен этическим комитетом (с приведением названия 
соответствующей организации, номера протокола и даты заседа-
ния комитета).

Благодарности
Все члены коллектива, не отвечающие критериям авторства, 

должны быть перечислены с их согласия с подзаголовком «Выраже-
ние признательности».

ССЫЛКИ В ТЕКСТЕ СТАТЬИ

В журнале применяется ванкуверский стиль цитирования: 
в списке литературы ссылки нумеруются в порядке упоминания в 
тексте (независимо от языка, на котором дана работа), а не по ал-
фавиту. Библиографические ссылки в тексте статьи обозначаются 
цифрами в квадратных скобках (ГОСТ Р 7.0.5-2008).

Библиографическая информация должна быть современной, 
авторитетной и исчерпывающей. Ссылки должны даваться на пер-
воисточники и не цитировать один обзор, где они были упомя-
нуты. Ссылки должны быть сверены авторами с оригинальными 
документами.

Каждый научный факт должен сопровождаться отдельной 
ссылкой на источник. Если в одном предложении упоминается не-
сколько научных фактов, после каждого из них ставится ссылка (не 
в конце предложения). При множественных ссылках они даются в 
порядке хронологии [5–9]. Необходимо убедиться в том, что все 
ссылки, приведенные в тексте, присутствуют в списке литературы 
(и наоборот).

Не следует ссылаться: на неопубликованные статьи, на дис-
сертации, а также авторефераты диссертаций, правильнее ссылать-
ся на статьи, опубликованные по материалам диссертационных 
исследований.

Следует избегать ссылок на тезисы и статьи из сборников 
трудов и материалов конференций, поскольку их названия по тре-
бованию зарубежных баз данных, должны быть переведены на 
английский язык. Еще не опубликованные, но принятые к печати 
статьи указываются «в печати» или «готовится к выходу», с добавле-
нием письменного разрешения автора и издательства.

Недопустимо самоцитирование, кроме случаев, когда это 
необходимо (в обзоре литературы не более 3–5 ссылок).

Документы (приказы, ГОСТы, медико-санитарные правила, ме-
тодические указания, положения, постановления, санитарно-эпи-
демиологические правила, нормативы, федеральные законы) нуж-
но указывать в скобках в тексте.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Список литературы под заголовком Литература/References 
размещается в конце статьи и включает библиографическое описа-
ние всех работ, которые цитируются в тексте статьи.

Библиографические списки составляются с учетом «Единых 
требований к рукописям, представляемым в биомедицинские жур-
налы» Международного комитета редакторов медицинских журна-
лов (Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical 
Journals). Правильное описание используемых источников в спи-
сках литературы является залогом того, что цитируемая публика-
ция будет учтена при оценке научной деятельности ее авторов и 
организаций, где они работают.

Учитывая требования международных систем цитирования, 
библиографические списки входят в англоязычный блок статьи и, 
соответственно, должны даваться не только на языке оригинала, 
но и в романском алфавите (латинскими буквами). Поэтому авторы 
статей должны представлять англоязычные источники латиницей, а 
русскоязычные – кириллицей и в романском алфавите. Транслите-
рируются фамилии авторов и русскоязычные названия источников 
(выделяется курсивом). Переводятся на английский язык названия 
статей, монографий, сборников статей, конференций с указани-
ем после выходных данных языка источника (in Russ.). Приводит-
ся английское название журнала (название сверяется с официаль-
ным сайтом издания) через тире после транслитерации названия и 
оформляется курсивом.
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Технология подготовки описания с использованием системы 
автоматической транслитерации и переводчика на сайте http://
www.translit.ru
1.	 Войти на сайт translit.ru. В окошке «варианты» выбрать систему 

транслитерации BGN (Board of Geographic Names). Вставить в 
специальное поле ФИО авторов, название издания  на русском 
языке и нажать кнопку «в транслит».

2.	 Копировать транслитерированный текст в готовящийся список.
3.	 Перевести с помощью переводчика Google название книги, статьи 

на английский язык, перенести его в готовящийся список. Пере-
вод, безусловно, требует редактирования, поэтому данную часть 
необходимо готовить человеку, понимающему английский язык.

4.	 Объединить транслитерируемое и переводное описания, оформ-
ляя в соответствии с принятыми правилами.

5.	 В конце описания в круглых скобках указывается (in Russ.).
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