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Практические рекомендации
Practical recommendations

ВВЕДЕНИЕ
В данных методических рекомендациях рассмо-

трен анализ нескольких соединений, относящихся 
к препаратам, вызывающим лекарственную зависи-
мость, методом ЖХ-МС с использованием универсаль-
ной градиентной методики и масс-спектрального 
детектирования с ионизацией распылением в элект- 
рическом поле в режиме положительных ионов (ESI+) 
при высоких и низких значениях рН подвижной фа-
зы.  Обычно предполагается, что зарядовое состояние 
молекул аналита зависит от значения рН подвижной 
фазы. При этом эффективность ионизации в методе  
ЖХ-МС с ионизацией распылением в электрическом 
поле в режиме положительно заряженных ионов бу-
дет значительно ниже при использовании подвижных 
фаз с высоким значением рН вследствие перехода со-
единений в незаряженные формы. Однако многие ис-
следователи в процессе изучения различных видов 
проб (включая белки, пептиды и аминокислоты) обна-
руживали отсутствие эффекта от увеличения рН под-
вижной фазы или даже увеличение чувствительнос- 
ти [1–6]. Использование подвижных фаз с высоким 
значением рН не подавляет ионизацию основных со-
единений при ионизации распылением в электри-
ческом поле в режиме положительных ионов. Поло-
жительно заряженных ионов образуется достаточно 
много, а полученные сигналы аналита при использо-
вании подвижных фаз с высоким рН часто даже луч-
ше, чем в случае кислотных подвижных фаз с низким 
рН. Это важное заключение позволяет распростра-
нить применение универсальных методик элюирова-
ния на анализ полярных основных соединений, в от-
ношении удерживания которых ранее встречались 
затруднения.

Однако, как было показано, многие из тех усло-
вий хроматографического разделения, которые мо-

гут быть использованы при высоких значениях рН, 
оказывают вредное воздействие на стандартные ко-
лонки для ВЭЖХ с сорбентами на основе силикагеля. 
Использование новых колонок Agilent Poroshell HPH 
C18, которые устойчивы к средам с высоким значе- 
нием рН, позволяет регулировать селективность и 
чувствительность за счет контроля значения рН без 
сокращения срока службы колонки при повышенных 
величинах рН. Колонки с поверхностно-пористыми 
частицами находят все более широкое применение 
благодаря высокой эффективности и скорости. Ис-
следователи теперь могут использовать растворы с 
более широким диапазоном значений рН при разра-
ботке хроматографических методик, использующих 
такие колонки [7].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В данной работе использовали систему ВЭЖХ 

Agilent 1290 Infinity с трехквадрупольным масс-спект- 
рометром Agilent 6460, включающую следующие 
компоненты:
 • двухканальный насос Agilent 1290 Infinity, обеспе-

чивающий давление до 1200 бар (G4220A), моди-
фицированный применением уплотнения из поли- 
эфирэфиркетона (PEEK) в клапане байпаса раствори-
теля (роторное уплотнение PEEK FL, кат. № 5068-0171);

 • термостат колоночного отделения Agilent 1290 
Infinity (TCC) (G1316C);

 • высокоэффективный автосамплер Agilent 1290 Infinity 
(G4226A) с роторным уплотнением PEEK (роторное 
уплотнение PEEK FL, кат. № 5068-0170);

 • колонка Agilent Poroshell HPH C18, 3 × 100 мм, 4 мкм 
(кат.№695970-502).
Уплотнения PEEK FL следует использовать с буфер-

ными растворами гидрокарбоната аммония. В серии 
приборов Agilent 1290 обычно используются ротор-
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ные уплотнения из материала Vespel, которые под-
ходят для растворов с диапазоном значений рН от 1 
до 10. Роторные уплотнения PEEK FL выполнены из 
специальной смеси полиэфирэфиркетонов (PEEK), что  
позволяет использовать их в более широком диа-
пазоне значений рН (от 1 до 12,5). Установка УВЭЖХ 
скомпонована на стойке A-line. Для минимизации дис-
персии в системе были использованы капилляры с 
внутренним диаметром 0,075 мм. Обратное давление 
при использовании таких капилляров выше по срав-
нению со стандартными капиллярами с внутренним 
диаметром 0,12 или 0,17 мм. Но это не вызывает за-
труднений, поскольку колонка Poroshell HPH C18 с раз-
мером частиц 4 мкм порождает низкое обратное дав-
ление. В таблице 1 приведен перечень отслеживаемых 
MRM-переходов и ионов.

Таблица 1. MRM-переходы рассматриваемых соединений

Table 1. MRM transitions of the considered compounds
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Стрихнин
Strychnine 335,2 195 184 41 156 53

Алпразолам
Alprazolam 309,1 179 281 25 205 49

Метилендиок-
симетамфетамин 
(MDMA)

M e t h y l e n e d i - 
oxymethampheta-
mine (MDMA)

194,1 97 163 9 105 25

Амфетамин
Amphetamine 136,1 66 119,1 5 91 17

Тразодон
Trazodone 372,2 159 176 25 148 37

Меперидин
Meperidine 248,2 128 220,1 21 174,1 17

Верапамил
Verapamil 455,3 158 165 37 150 45

Метадон
Methadone 310,2 112 265,1 9 105 29

Проадифен
Proadifen 354,2 153 167 29 91,1 45

Диазепам
Diazepam 285,1 169 193 45 154 25

Тетрагидрокан-
набинол (ТГК)

Tetrahydrocan-
nabinol (THC)

315,2 150 193,2 20 123,3 30

Буферные растворы со значением рН 3 были при-
готовлены из растворов формиата аммония и му-
равьиной кислоты с концентрацией 5 мМ. Формиат 
аммония приобрели в компании Sigma-Aldrich, Corp., а 
муравьиную кислоту двойной перегонки – в компании 
GFS. Для приготовления буферного раствора со значе-
нием рН 10,5 использовали гидрокарбонат аммония и 
гидроксид аммония компании Sigma-Aldrich.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнение элюирования выбранных соединений 

при использовании основной и кислотной подвижных 
фаз позволяет сделать вывод о том, что при исполь-
зовании основной подвижной фазы основные соеди-
нения удерживаются дольше. Основные соединения 
полностью протонированы и удерживаются лучше, 
чем заряженные соединения, в условиях обращен-
но-фазовой ВЭЖХ. Вследствие лучшего удерживания 
соединений расширяются возможности подбора раст- 
ворителей, что позволяет увеличить расстояния меж-
ду пиками на хроматограмме (рисунок 1). На рисунке 1 
представлены сведения о градиенте и подвижной фа-
зе. Также в случае использования основной подвиж-
ной фазы некоторые пики аналитов получаются более 
интенсивными, чем с кислотной подвижной фазой. 
Пики, соответствующие тразодону, верапамилу, мета-
дону и проадифену, значительно интенсивнее при ис-
пользовании основной подвижной фазы. Это может 
быть вызвано как влиянием рН среды, так и тем, что 
соединение дольше удерживается и элюируется при 
большем содержании органического компонента в 
подвижной фазе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ранее было продемонстрировано, что колонки 

Agilent Poroshell HPH-C18 подходят для длительного 
использования (более 2000 вводов пробы) при при-
менении подвижных фаз с высокими значениями pH, 
например буферного раствора гидрокарбоната ам-
мония (рН 10). Таким образом, благодаря использо-
ванию колонок с поверхностно-пористыми части-
цами, при разработке хроматографических методик 
исследователи могут применять растворы с более 
широким диапазоном значений рН. Такие колонки 
получают все большее распространение вследствие 
высокой эффективности и скорости. Применение по-
верхностно-пористых частиц совместно с подвиж-
ными фазами с высокими значениями pH является 
целесообразным и обладает существенными преиму-
ществами [8].
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Рисунок 1. Разделение в средах с низкими и высокими значениями pH с использованием колонки Agilent Poroshell HPH C18 с раз-
мером частиц 4 мкм

Figure 1. Separation in low and high pH media using an Agilent Poroshell HPH C18 4 μm column
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Камеры тестирования  
на стабильность PharmaEvent

Надежное хранение –  
безотказное испытание

Материал предоставлен 
компанией ХИММЕД

Камеры тестирования на стабильность Phar-
maEvent от Weiss Pharmatechnik были специально раз-
работаны согласно требованиям испытательных ла-
бораторий в фармацевтической промышленности. 
Системы контроля камер PharmaEvent обеспечивают 
максимальную надежность хранения для определения 
срока годности фармацевтических веществ и соот-
ветствуют нормативным требованиям, включая мо-
ниторинг, калибровку и квалификацию.

Благодаря серии PharmaEvent компания Weiss 
Pharmatechnik разработала системы тестирования 
на стабильность, которые полностью отвечают высо-
ким требованиям к точности, надежности и воспро-
изводимости. Спектр варьируется от лабораторных 
устройств до проходных климатических камер и кон-
тейнеров большого объема.

КАМЕРЫ ДЛЯ ИСПЫТАНИЙ  
НА СТАБИЛЬНОСТЬ

Камеры стабильности PharmaEvent доступны в че-
тырех размерах (280, 600, 1300 и 2000 литров) (рису-
нок 1). Температура регулируется в диапазоне от +2 °C 
до 70  °C и оптимизирована к значениям ICH, относи-
тельная влажность регулируется от 20 % до 90 %. 
Оборудование также оптимизировано для непрерыв-
ной работы при температуре 5 °C без необходимости 
циклов оттаивания.

Необходимая относительная влажность воздуха 
создается с помощью запатентованной системы ув-
лажнения паром (Sterile Steam System), при этом вво-
димая вода стерильно испаряется при 140 °C. Изме-
рение влажности производится с помощью емкого 
датчика влажности.

КАМЕРЫ ФОТОСТАБИЛЬНОСТИ
Камеры фотостабильности PharmaEvent доступ-

ны в размерах 250 и 500 л (рисунок 2). Они отличают-
ся идеальным и однородным распределением света, 

ультрафиолетового излучения, температуры и влаж-
ности с диапазоном температур от 5 °C до 50 °C и отно-
сительной влажностью от 20 % до 90 %, а также интен-
сивностью света макс. 2500 люкс.

Благодаря однородному распределению света 
образцы подвергаются равномерному воздействию 
при тестировании, что существенно снижает про-
цент брака, а следовательно позволяет использо-

Рисунок 1. Камеры стабильности PharmaEvent – соответствуют 
GMP и FDA

Figure 1. PharmaEvent stability chambers – GMP and FDA 
compliant
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вать меньшее количество образцов для проведения 
испытаний. 

Используемые осветительные устройства со-
ответствуют требованиям стандарта ICH Q1B, вари-
ант 2 и позволяют проводить тесты на фотостабиль-
ность менее чем за 100 часов. Эта система может 
быть снабжена соответствующими датчиками све-
та и УФ-излучения для регистрации освещенности и 
УФ-излучения.

ПРОХОДНЫЕ КАМЕРЫ СТАБИЛЬНОСТИ
Проходные камеры стабильности PharmaEvent 

доступны как стандартные решения объемом от 10 
до 100 м³ (рисунок 3). Кроме того, могут быть изготов-
лены практически любые специальные размеры, ко-
торые благодаря модульной конструкции могут быть 
оптимально адаптированы к пространственным усло-
виям на месте установки.

Рабочий диапазон камер: температура – от +20 °C 
до +45 °C, относительная влажность – от 20 % до 80 % 
при температурах в точках росы от 9 °C до 41 °C. Воз-
можны также расширения температурных и климати-
ческих диапазонов.

КЛИМАТИЧЕСКИЙ КОНТЕЙНЕР
Новые передвижные контейнеры для кондици-

онирования воздуха PharmaEvent – простое и удоб-
ное решение, позволяющее в короткие сроки рас-
ширить возможности хранения при испытании на 
стабильность. Контейнеры состоят из полноценной 
камеры для проведения высокоточных испытаний 
температуры и влажности, шлюза, системы цирку-
ляции воздуха и шкафа управления всей электро-

никой. Для ввода в эксплуатацию требуется только 
место для установки и соответствующее электричес- 
кое подключение. Они доступны с объемом испыта-
тельной камеры 18 м³ и 47 м³.

Рисунок 2. Камеры фотостабильности PharmaEvent отличают-
ся идеальным распределением света, ультрафиолетового из-
лучения, температуры и влажности. Они позволяют прово-
дить испытания на фотостабильность менее чем за 100 часов

Figure 2. PharmaEvent photostability cameras are characterized 
by ideal distribution of light, UV radiation, temperature and 
humidity. They enable photostability testing in less than 
100 hours

Рисунок 3. Проходные камеры стабильности (большого объ-
ема) PharmaEvent подходят для испытаний на стабильность в 
соответствии с рекомендациями ICH Q1A

Figure 3. PharmaEvent stability chambers (large volume) are 
suitable for stability testing according to ICH Q1A guidelines

Рисунок 4. Мобильные климатические контейнеры 
PharmaEvent представляют собой полноценные испытатель-
ные камеры для испытаний на стабильность лекарствен-
ных средств и активных ингредиентов в соответствии со 
стандартами

Figure 4. PharmaEvent mobile climatic containers are complete 
test chambers for testing the stability of drugs and active 
ingredients in accordance with standards
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Температура в испытательной камере климат- 
контейнера регулируется в диапазоне от +20 до  
+45 °C при относительной влажности от 20 % до 
80 %. Допуски составляют всего от ±0,5 до 1 К или же 
от ±1 до 3 % относительной влажности.

ВАРИАНТЫ ДОКУМЕНТАЦИИ,  
КВАЛИФИКАЦИИ, КАЛИБРОВКИ

Благодаря широкому спектру вариантов систе-
мы контроля устойчивости серии PharmaEvent могут 
быть адаптированы к индивидуальным требованиям. 
Пакет программного обеспечения S! MPATI Pharma, от-
вечающий требованиям FDA 21 CFR Part 11 и EU GMP 
Annex  11, доступен для полной и защищенной от ка-
ких-либо манипуляций документации испытаний ста-
бильности в соответствии с национальными и меж-
дународными спецификациями. По запросу также 
доступны исчерпывающие квалификационные доку-
менты, включая FAT, DQ, IQ, OQ и PQ в соответствии с 
GAMP 4 или проверочные документы в соответствии 
с GAMP 5. Услуги Weiss Pharmatechnik включают в се-
бя выполнение квалификации или переквалификации, 
а также калибровку испытательных систем на заводе 
или локально у заказчика.

Дополнительную информацию Вы можете найти 
на сайте www.weiss-technik.com.

Рисунок 5. Много места для хранения образцов. Температура 
регулируется потолочным испарителем со встроенным элек-
трообогревателем и холодильным агрегатом с воздушным 
охлаждением

Figure 5. Plenty of storage space for samples. Temperature 
controlled by ceiling-mounted evaporator with built-in electric 
heater and air-cooled chiller

Рисунок 6. Регулирование и управление системами контро-
ля камер стабильности PharmaEvent осуществляется с по-
мощью проверенной системы управления S! MPAC и панели 
управления WEBSeason® Pharma, соответствующей требова-
ниям GMP

Figure 6. PharmaEvent stability chamber control systems are 
regulated and controlled using the proven control system S! MPAC 
and GMP Compliant WEBSeason® Pharma Control Panels
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ХI Практическая конференция «Pharmabrand-2020.  
Стратегии продвижения фармацевтических товаров и брендов»

14 сентября 2020 в конференц-зале отеля Radisson Collection Hotel в Москве состоялась 
ХI Практическая конференция «Pharmabrand-2020. Стратегии продвижения фармацевтических 
товаров и брендов». Мероприятие собрало на одной площадке более 100 делегатов, директоров 
по маркетингу и рекламе, бренд- и продакт-менеджеров российских и международных 
фармкомпаний.

Мероприятия
Events

Партнерами конференции стали: компания муль-
тиканального продвижения фармбрендов Breffi, юри-
дическая компания Lidings, системный интегратор 
Navicon, programmatic платформа MediaSniper, рек- 
ламное агентство «РОССТ», а также разработчик циф-
ровых технологий, компания Way2Win Group. Инфор-
мационную поддержку конференции оказывали бо-
лее 20 фармацевтических ассоциаций и ведущих 
профильных СМИ.

Деловая программа конференции началась с Юри-
дического бизнес‐завтрака «Сессии вопросов и отве-
тов», посвященного правовым аспектам продвиже-
ния фармпрепаратов. Спикеры сессии, представители 
компании Lidings, Борис Малахов (партнер, руково-
дитель практики Интеллектуальной собственности) и 
Розалина Тер‐Аветикян (младший юрист) рассказа-
ли участникам мероприятия о законодательных тон-
костях регулирования продвижения фармпрепаратов, 
а также о том, как легитимно продвигать фармацев-
тические товары посредством вебсайтов, блогов и 
социальных сетей. Так, по словам Бориса Малахова, 
реклама  – это информация, распространенная лю-
бым из способов, и новые digital-каналы не являются  
исключением, а потому фарммаркетологам необхо-
димо внимательнее относиться к требованиям зако-

нодательства, будь то публикация на сайте или пост в 
Инстаграм.

Продолжило деловую программу мероприятия 
Case-study от директора по продажам в компании 
Miele Сергея Кабанова на тему «Ключевые различия 
в продажах FMCG и фармбрендов. 5 идей FMCG рын-
ка, которые будут точно полезны для продвижения 
фармбрендов». В качестве пяти идей, которые исполь-
зуются в FMCG-маркетинге и могут быть взяты на во-
оружение в фарме, спикер выделил: Wow-рекламу, 
наличие адвокатов бренда/блогеров, использование 
социальных сетей, интернет-продажи (с акцентом на 
работе с аудиторией) и маркетплейсы.

И еще одним ярким событием конференции ста-
ла Challenge‐сессия «Путь героя  – 12 шагов на пути к 
успеху вашего бренда». Ведущим сессии стал совладе-
лец группы компаний Breffi, президент бизнес‐клуба 
«Эквиум» Евгений Гордеев, компанию которому со-
ставили приглашенные эксперты: Андрей Алексеев 
(руководитель отдела digital маркетинга «Петровакс»), 
Алексей Деревягин (к.  э.  н., эксперт по эконометри-
ческому моделированию Breffi) и Вячеслав Краснов 
(менеджер по эффективности маркетинга STADA).

Участники сессии разобрали «обычный» фарма-
цевтический бренд как «героя», который получает 
свое развитие в рамках продвижения. Во время его 
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«пути» друг друга сменяют различные подходы к фор-
мированию стратегии продвижения, используются 
инновационные инструменты, и открываются допол-
нительные возможности, которые нам предоставляют 
современные технологии.

Далее в рамках мероприятия состоялась 
Digital-экспертиза, специальная сессия, посвященная 
применению цифровых инструментов для продвиже-
ния фармацевтических товаров и брендов. В роли мо-
дератора выступил Евгений Паперный, возглавля-
ющий направление медицинских информационных 
продуктов в Сбербанке. Сессия началась с аналити-
ческого вступления от Олега Фельдмана, сопред-
седателя направления Healthcare компании Ipsos в 
России, который подробно остановился на основных 
трендах и перспективах е‐комм на ближайшее буду-
щее в свете продолжающегося коронакризиса.

Вторая часть сессии была посвящена обсужде-
нию различных кейсов продвижения фармпрепа-
ратов. В число спикеров вошли: Евгений Доронин 
(генеральный директор MediaSniper), Илья Народиц-
кий (директор по развитию инновационных реше-
ний Navicon) и Глеб Похитонов (руководитель отде-
ла цифрового маркетинга «Гедеон Рихтер»). Так, Илья 
Народицкий выступил со злободневным докладом 
на тему «Маркетолог будет жить плохо, но недолго» и 
рассказал о важности смены парадигмы с «мы должны 
доставить контент» до «мы должны улучшить воспри-
ятие бренда». А Евгений Доронин разобрал кейс из  
собственного опыта в рамках Precision marketing под-
хода в социальных сетях, раскрыв особенности тар-
гетинга и персонализации. Руководитель отдела циф-
рового маркетинга компании «Гедеон Рихтер» Глеб 
Похитонов поделился опытом своей компании по 
разработке большого количества презентаций для 
лекарственных средств (до 25  тысяч слайдов в год), 
рассказав о том, как перенос данного процесса из 
outsource в in-house помог сделать презентационные 
материалы компании интерактивными и при этом не 
слишком затратными.

Следующая сессия под названием «Работа с вра-
чебной аудиторией: на что жалуетесь, доктор?» также 
состояла из двух частей: кейсовой и дискуссионной. 
Модератором обеих стал совладелец группы компа-
ний Breffi Евгений Гордеев. Среди спикеров первой 
части: Антон Бондаренко (управляющий партнер 
Breffi), Елена Быкова (руководитель отдела рекламы 
«Полисорб»), Максим Даабуль (старший менеджер 
по развитию продукта Breffi), Максим Кочержинский 
(руководитель направления омниканального марке-
тинга STADA), Виктор Лебедев (менеджер по омни-
канальному маркетингу STADA) и Татьяна Толстых 
(руководитель направления маркетинга рецептурных 
препаратов «Акрихин»).

Во второй части сессии спикеры поделились ню-
ансами продвижения фармацевтических брендов, вы-

бора контрагента и оценки результата. Так, директор 
по маркетингу «ПрофитМед» Игорь Климанов поде-
лился опытом ускоренной диджитализации в услови-
ях covid и работы с онлайн-консолидаторами и мар-
кетплейсами. А по словам Анны Константиновой, 
старшего менеджера по развитию цифровых техно-
логий компании Pfizer, коронавирус является мощ-
ным катализатором многих бизнес-процессов: «Мно-
гие компании за последние полгода осознали, что 
действовать нужно сейчас, нельзя ждать идеаль-
ного момента». В свою очередь, Евгений Вышков-
ский, директор и основатель проекта Врачи РФ, поде-
лился собственным видением эффективных методов  
взаимодействия с врачебной аудиторией: «Когда мы 
говорим о трендах, мы не гадаем, мы имеем возмож-
ность спрашивать врачей, что именно они хотят. По 
последнему опросу, ситуация следующая: в безуслов-
ных лидерах традиционные каналы получения инфор-
мации  – доклады на конференциях, электронная поч- 
та, справочники лекарств. Выглядит так, будто бы 
будет некоторый «откат» относительно ситуации 
до и во время локдауна».

Следующим блоком деловой программы стал 
авторский модуль от Евгения Гордеева (Breffi) 
и Бориса Альхимовича (совладелец RedDay) для 
бренд‐менеджеров фармацевтических компаний 
на тему «Думай и действуй как предприниматель». 
По мнению спикеров, новая реальность, сформиро-
вавшаяся в течение последних месяцев, требует от 
бренд-менеджеров фармкомпаний быстро прини-
мать решения, находить новые возможности, ставить 
цели и последовательно двигаться к их достиже-
нию. Среди основных «убийц» целей были названы: 
«Ждун»  – я еще успею сделать; Противоречивые це-
ли  – употреблять алкоголь и заниматься спортом; 
«Индульгенция» – я устал и имею право этого не де-
лать; «Цели-слоны»  – такие большие, что не видно 
краев; «Цели, крадущие счастье» – правильные и уби-
вающие; «Чужие цели».

Завершилась деловая программа конференции 
мастер‐классом директора по маркетингу компа-
нии «Отисифарм» Станислава Решетникова на те-
му «Теория архетипов. Архетипические элементы 
личности». Спикер рассказал о том, как одна из са-
мых необычных теорий XX  века может быть приме-
нена современным маркетологом или рекламщиком 
в фарме.

Компания infor-media Russia благодарит всех де-
легатов конференции за активное участие. Будем 
рады новым встречам с вами на наших новых фарм-
мероприятиях, ближайшим из которых станет конфе-
ренция «Что происходит на рынке БАД?» (30  ноября 
2020 г.).

Актуальный календарь фармацевтических конфе-
ренций представлен на сайте infor-media Russia.

Мероприятия
Events
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12-я конференция «Что происходит на фармацевтическом рынке?»

14 сентября 2020 г. в конференц-зале отеля Radisson Collection в Москве состоялась очередная, 
уже 12-я по счету, конференция «Что происходит на фармацевтическом рынке?», ставшая 
первым крупным посткарантинным фарммероприятием в России. Конференция собрала на 
одной площадке свыше 250 экспертов фармацевтического рынка, представителей ведущих 
производителей и дистрибьютеров, отраслевых ассоциаций, профильных министерств и 
ведомств, а также отраслевых и бизнес-СМИ.

Мероприятия
Events

Официальным партнером мероприятия стала 
Группа компаний САПРАН, специализирующаяся на 
внедрении ИТ решений для бизнеса. В роли партне-
ра бизнес-завтрака выступило адвокатское бюро 
Forward Legal. В число партнеров мероприятия во-
шли: аналитическая компания AlphaRM, маркетинго-
вое агентство DSM Group, производитель и поставщик 
технологических решений Sartorius и компания Кур-
сор Маркетинг, осуществляющая мониторинг тендер-
ных закупок лекарственных средств. Стратегическими 
партнерами мероприятия стали: информационно-ло-
гистический оператор Santens, маркетплейс прямых 
контактов PharmaSpace, IT-разработчик PharmaTrace и 
компания Sooplata 2.0, занимающаяся организацией 
программ лояльности.

Открывал деловую программу конференции биз-
нес‐завтрак на тему «Топ‐3 юридических риска для 
фармацевтического рынка». Спикеры бизнес-завтра-
ка, представляющие компанию Forward Legal, Оль-
га Ренова (адвокат, управляющий партнер) и Ольга 
Карпова (адвокат, партнер), рассказали участникам 
мероприятия об особенностях работы с предупреж-
дениями ФАС (закупка, реклама, ценовые прогнозы), 
возможностях обжалования актов Росздравнадзора 
через сайт госуслуг и путях предотвращения непла-
тежей и банкротств аптечных сетей. Ольга Карпо-
ва посоветовала присутствующим тщательнее вести 
экономические расчеты и обоснования деятельности 
компании, ведь именно они, по словам спикера, ста-
нут основным доводом в пользу того, что компания не 
принимала участия в картельном сговоре.

Основная программа мероприятия открылась 
пленарным заседанием, в рамках которого состоял-
ся первый антикризисный штаб фармы «Экстренные 

действия по выживанию и сохранению бизнеса и ос-
новные уроки Covid‐19». Модераторами штаба ста-
ли Николай Демидов (генеральный директор IQVIA) 
и Вадим Кукава (исполнительный директор ассоци-
ации «Инфарма»), а места спикеров заняли Валенти-
на Бучнева (глава бизнес‐подразделения «Евразия», 
«Босналек»), Маттиас Вернике (генеральный дирек-
тор Merck в России и СНГ), Илья Вольнов (дирек-
тор бизнес‐направления ERP, SAPRUN), Дмитрий Гор- 
деев (заместитель генерального директора по фи-
нансам и цепям поставок «Биокад»), Анна Ермо-
лаева (генеральный директор ALPHA RESEARCH  & 
MARKETING), Рустем Муратов (президент «Синтез», 
генеральный директор «Алиум»), Дмитрий Погре-
бинский (генеральный директор ЦВ «Протек»), Ольга 
Широкова (руководитель направления сердечно‐со-
судистых заболеваний и базовых продуктов Sanofi) и 
Сергей Шуляк (генеральный директор DSM Group).

По словам Вадима Кукавы, в марте-апреле рос-
сийский фармрынок испытал на себе настоящий 
шторм, связанный с взрывным ростом, когда населе-
ние под влиянием пандемии резко начало увеличи-
вать запасы лекарственных средств, после чего рынок 
продолжил развиваться в смягченной фазе пандемии. 
Сергей Шуляк одним из основных трендов постпан-
демийного периода назвал вымывание одиночных 
аптек с рынка. «Единственное, что позволяет неболь-
шим сетям выживать и оставаться на рынке, это 
объединение в более крупные союзы»,  – подытожил 
спикер. Валентина Бучнева в свою очередь выразила 
уверенность в том, что только совместная работа всех 
участников цепочки поставок на фармрынке сможет 
принести положительный результат в столь непро-
стое время.
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Завершало пленарно заседание выступление 
Дмитрия Баглея (к. э. н., директор по продукту «Фар-
ма Трэйс», автор книги «Матрица фарммаркировки 
2.0.2.0. Производство и импорт ЛП») на тему «Сервис-
ная логистика и тенденции развития новых сервисов 
в отрасли».

Следующим блоком деловой программы кон-
ференции стала сессия на Актуальную вирусную те-
му: «Covid‐19 как основная угроза реализации на-
циональных проектов в 2020  г.». В роли модератора 
выступил заместитель генерального директора по 
коммерческой деятельности компании «Джи  Ди  Пи» 
Андрей Телятников. В число спикеров сессии вошли: 
Алексей Алехин (директор Департамента развития 
фармацевтической и медицинской промышленности 
Минпромторга России), Александр Быков (директор 
по экономике здравоохранения «Р‐Фарм»), Екатери-
на Задонская (генеральный директор «Курсор Мар-
кетинг»), Владимир Нестеренко (генеральный дирек-
тор «Аптечная сеть 36,6»), Лариса Попович (директор 
Института экономики здравоохранения НИУ  ВШЭ), 
Максим Стецюк (исполнительный директор «Нано-
лек») и Владимир Шипков (исполнительный дирек-
тор Ассоциации международных фармацевтических 
производителей, AIPM).

Далее в рамках деловой программы конферен-
ции состоялась сессия на тему «Новая методики це-
нообразования и ее влияние на рынок», модератором 
которой выступил Иван Глушков, заместитель гене-
рального директора компании «Иммунотехнологии». 
Спикерами сессии стали: Александр Волков (замес- 
титель директора Департамента  – начальник отдела 
регистрации цен на жизненно необходимые и важней-
шие лекарственные препараты Минздрава России), 
Виктор Дмитриев (генеральный директор АРФП), 
Ирина Иванищева (директор по корпоративным свя-
зям и юридическим вопросам «АстраЗенека» Россия и 
Евразия), Филипп Романов (директор департамента 
государственного регулирования обращения лекарст- 
венных средств Минздрава России) и Лилия Титова 
(исполнительный директор СПФО).

Темой следующей сессии стала «Национальная 
подушка безопасности. Производство субстанций в 
России – шаги на пути к импортонезависимости». Мо-
дерировал сессию Александр Семенов, президент 
компании «Активный Компонент», а в число спикеров 
вошли: Алексей Алехин (директор Департамента 
развития фармацевтической и медицинской промыш-
ленности Минпромторга России), Олег Астафуров 
(вице‐президент по работе с государственными ор-
ганами «Фармасинтез»), Захар Голант (председатель 
правления «Союза фармацевтических и биомеди-
цинских кластеров России»), Александр Мажуга (рек-
тор, РХТУ им.  Д.  И.  Менделеева), Инна Семенова (ге-
неральный директор «Активный Компонент»), Вадим 
Тарасов (директор института трансляционной меди-
цины и биотехнологии, заведующий кафедрой Пер-
вого МГМУ им. И. М. Сеченова) и Людмила Щербако-
ва (президент группы компаний Bright way).

По словам Александра Семенова, большин-
ство стран, включая Россию, в первые месяцы панде-

мии столкнулись с дефицитом сырья фармсубстанций 
в связи с тем, что Индия и Китай были закрыты, и те-
перь активно прорабатывают шаги по снятию такого 
рода зависимости. По утверждению Захара Голанта, 
тридцатилетний период глобализации во всех без ис-
ключения сферах сегодня испытывает серьезное дав-
ление: «Сырьевые цепочки будут если не рваться, то 
по крайней мере пересматриваться. В этой связи во-
прос сырьевой независимости для России является 
частью стратегии национальной безопасности».

Нашла свое отражение в деловой программе и 
ставшая весьма актуальной тема дистанционной тор-
говли. Ей была посвящена отдельная дискуссион-
ная сессия «Оnline  & Softline: сепарация или эскала-
ция?», модератором которой стала Евгения Ламина 
(коммерческий директор «Аптечная сеть 36,6»). Ме-
ста спикеров заняли: Даурен Абеуов (начальник от-
дела электронной коммерции ЦВ  «ПРОТЕК», «Зравси-
ти»), Андрей Алексеев (руководитель отдела digital 
маркетинга «Петровакс»), Нелли Игнатьева (исполни-
тельный директор РААС), Игорь Климанов (директор 
по маркетингу «ПрофитМед») и Анатолий Тенцер (ру-
ководитель проекта Apteka.ru).

Игорь Климанов выделил два основных по-
следствия, вызванных пандемией локаута: увеличе-
ние спроса на дистанционные коммуникации с це-
левой аудиторией, а также рост востребованности 
digital-сервисов, которыми могут воспользоваться 
фармкомпании. По словам Анатолия Тенцера, дис-
танционная торговля, несмотря на нынешние обстоя-
тельства, это по-прежнему считанные проценты среди 
других каналов продаж в фарме. «Вопреки ожиданиям, 
за прошедшие полгода рост дистанционной торгов-
ли за пределами городов-милионников крайне мал»,  – 
заключил спикер. В аналогичном ключе высказался и 
Андрей Алексеев назвав Digital стратегически важ-
ным каналом, который необходимо планировать, в ко-
торый нужно вкладывать время и деньги, чтобы в ко-
нечном итоге он принес отдачу.

Завершала деловую программу мероприятия сес-
сия на тему «Очевидная вероятность: поможет ли циф-
ровая трансформация выйти из кризиса и найти точки 
роста?». Модератором сессии стал Андрей Алмазов 
(директор по проектной деятельности Ассоциации 
«Национальная база медицинских знаний»), а места 
спикеров заняли: Мария Литвинова (исполнитель-
ный директор «СоюзФарма»), Александр Мазуров 
(директор по цифровой трансформации компании 
Sanofi), Вадим Тарасов (директор института трансля-
ционной медицины и биотехнологии, заведующий ка-
федрой Первого МГМУ им. И. М. Сеченова) и Максим 
Фролов (заведующий лабораторией фармаэкономи-
ки, цифровой медицины и искусственного интеллекта 
«ВолгГМУ»).

Компания infor-media Russia благодарит всех де-
легатов конференции за активное участие. Будем 
рады новым встречам с вами на наших новых фарм- 
мероприятиях, ближайшим из которых станет кон-
ференция «Что происходит на рынке БАД?» (30  нояб- 
ря 2020  г.). Актуальный календарь фармацевтических 
конференций представлен на сайте infor-media Russia.

Мероприятия
Events
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«Аналитика Экспо 2020»: рекорды посещаемости  
на фоне растущих запросов рынка

С 22 по 25 сентября 2020 года в МВЦ «Крокус Экспо» прошла 18-я Международная выставка 
лабораторного оборудования и химических реактивов «Аналитика Экспо».

Мероприятия
Events

Более 100 российских и зарубежных компаний 
представили свою продукцию профессиональным 
посетителям из фармацевтической, химической, пи-
щевой, нефтегазовой, металлургической и других от-
раслей промышленности. Высокий уровень орга-
низации выставочного пространства, обновлённая 
концепция застройки стендов и оформления кон-
тент-зон, а также объективный запрос рынка на обо-
рудование для проведения лабораторных исследова-
ний способствовали впечатляющему успеху выставки 
«Аналитика Экспо 2020».

В контексте текущей эпидемиологической об-
становки значимость деятельности лабораторий в 
борьбе с коронавирусом постоянно повышается: в 
2020  году, по оценке специалистов, российский ры-
нок лабораторной диагностики находится на подъёме 
и продолжает расти, несмотря на сложную экономи-
ческую ситуацию. Выставка «Аналитика Экспо 2020» 
стала площадкой для демонстрации новинок лабо-
раторного оборудования и материалов, проведения 
прямых переговоров с производителями и поставщи-
ками, принятия решения о закупках. Об актуальности 
выставки свидетельствует заметно возросшая плот-
ность посетителей и их качественный состав, не-
однократно отмеченный участниками. Свои про-
изводственные задачи пришли решить руководители, 
инженеры, технологи, специалисты научно-исследо-
вательских институтов, научных и производственных 
лабораторий. Большинство участников при подго-
товке к выставке отдали предпочтение улучшенным 
и индивидуальным стендам, что сделало экспозицию 
привлекательной для посетителей, способствова-
ло личной коммуникации и облегчало демонстрацию 

оборудования. После длительного периода ограни-
чений оффлайн-формат «Аналитика Экспо» в очеред-
ной раз доказал свои неоспоримые преимущества, в 
том числе для восстановления старых деловых кон-
тактов и приобретения новых связей. Поэтому зако-
номерным является тот факт, что 92,4 % компаний уже 
подписали договоры на участие в выставке 2021  го-
да, причём многие из них решили увеличить площадь 
своих стендов.

Организаторы, в свою очередь, приветствовали 
высокий уровень подготовки экспонентов к выстав-
ке. В завершающий день «Аналитика Экспо», 25 сентя-
бря, состоялось торжественное награждение участ-
ников за эффективную работу на площадке. Наталья 
Медведева, портфельный директор компании Hyve 
Group, в приветственной речи поздравила собрав-
шихся с успешно состоявшейся выставкой, особо от-
метив, что все 4 дня на стендах кипело живое обще-
ние, которого не хватало бизнесу последние полгода. 
Приглашённые эксперты Николай Карасёв, генераль-
ный директор АВК «ЭкспоЭффект»; Виктория Шухат, 
бизнес-тренер, коуч; Евгения Мануковская, руко-
водитель и основатель агрегатора деловых событий 
Expomap, независимо от организаторов и друг от дру-
га выполнили обход экспозиции и выделили победи-
телей в пяти номинациях:

 9 В номинации «Креативный подход к оформлению 
стенда, привлекающий внимание посетителей» по-
бедила компания «Охаус».

 9 В номинации «Эффективная работа персонала на 
стенде» победила компания «Альфа Лаб».

 9 В номинации «Информативные презентации и де-
монстрации оборудования на стенде» победила ком-
пания «Мелитек».
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 9 В номинации «Отлично продуманное расположе-
ние экспонатов на стенде» победила компания 
«Вибротехник».

 9 В номинации «Эффективные визуальные коммуни-
кации» победила компания «Сарториус».
В тот же день, при поддержке департамента по 

взаимодействию с госструктурами Hyve Group, Ната-
лья Медведева и Марина Челак, директор «Анали-
тика Экспо», провели VIP-тур по выставке с делегатам 
из Японии. Позже состоялись переговоры по вопро-
су участия представителей Японии с национальным 
стендом в выставке «Аналитика Экспо 2021». В делега-
ции участвовали представители экономического де-
партамента посольства Японии Ёсида Тору и Хирата 
Юмие.

Деловая программа

В 2020 году деловая программа «Аналитика Экс-
по» проходила в двух открытых конференц-залах. Та-
кое решение позволило участникам и посетителям 
сохранять контакт и оставаться в атмосфере прямого 
общения.

Всего в рамках деловой программы состоялось 
14  мероприятий. Впервые на «Аналитика Экспо 2020» 
были организованы 2 прямые онлайн-трансляции, ко-
торые можно было посмотреть на YouTube-канале вы-
ставки, а также непосредственно на площадке. Такое 
решение позволило увеличить охват аудитории, пре-

доставив возможность большему количеству желаю-
щих прослушать деловую программу с соблюдением 
правил социального дистанцирования. Общее коли-
чество зрителей составило почти 1500 человек.

Одним из ключевых мероприятий деловой прог- 
раммы «Аналитика Экспо 2020» стало пленарное за-
седание «Актуальные вопросы обеспечения единства 
измерений». В заседании, которое состоялось 23 сен-
тября, приняли участие представители госструктур 
и научного сообщества: Елена Саратцева (замести-
тель руководителя «Роскачество»), Сергей Голубев 
(заместитель руководителя «Росстандарт»), Дмитрий 
Гоголев (заместитель руководителя «Росаккредита-
ция»), Антон Пронин (и.  о. генерального директора 
ВНИИ метрологии им. Д. И. Менделеева), Илья Краса-
вин (руководитель Центра мониторинга и прогнози-
рования ВНИИМС). К заседанию с видеообращением 
присоединился Вячеслав Бурмистров, начальник де-
партамента Минпромторга России. Партнёрами ме-
роприятия выступили АНО «Роскачество» и Ассоци-
ация «РОСХИМРЕАКТИВ».

Деловая программа «Аналитика Экспо» про-
шла при экспертной поддержке партнёров выставки: 
ФБУ  «РОСТЕСТ-Москва», Научного Совета по аналити-
ческой химии РАН, Всероссийского НИИ метрологии 
им.  Д. И. Менделеева, ВНИИ метрологической служ-
бы, Ассоциации «РОСХИМРЕАКТИВ», Российского Со-
юза химиков, НТЦ «Химвест» Минпромторга России, 
ААЦ  «Аналитика», ГК «Виалек», ФАУ «Национальный 
институт аккредитации».

Организаторы «Аналитика Экспо», группа компа-
ний Hyve, ответственно подошли к вопросу безопас-
ности и охраны здоровья участников, посетителей и 
персонала. На площадке соблюдались все правила, 
установленные Роспотребнадзором РФ и Всемирной 
ассоциацией выставочной индустрии (UFI).

Спонсором выставки выступила компания «Энер- 
голаб».

В 2021 году 19-я Международная выставка лабора-
торного оборудования и химических реактивов «Ана-
литика Экспо» состоится с 13 по 16 апреля в МВЦ «Кро-
кус Экспо» (м. Мякинино).

Мероприятия
Events
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OPENBIO-2020: новейшие сибирские разработки для борьбы  
с коронавирусом

С 27 по 30 октября в наукограде Кольцово Новосибирской области проходил отраслевой  
комплекс мероприятий в сфере биотехнологии, биофармацевтики и вирусологии 
OpenBio-2020. Традиционно OpenBio делится на научную конференцию и деловой форум. В 
работе конференции приняли участие молодые ученые из 34 регионов России. Было пред-
ставлено более семидесяти докладов в четырех секциях: «Биотехнология», «Вирусология», 
«Биофизика» и «Молекулярная биология». В режиме видеоконференцсвязи работали 30  уче-
ных, которые не смогли приехать из-за неблагоприятной эпидемиологической ситуации.

Деловой форум в заключительный день стал куль-
минацией OpenBio-2020. Основные площадки фору-
ма: экспертная сессия «Технологии жизни»; круглый 
стол «Противодействие мировым вирусным угрозам»; 
круглый стол «Исследовательская инфраструктура 
Megascience: синхротрон для наук о жизни»; эксперт-
ная дискуссия «Карьера в инновациях: с чего начать»; 
круглый стол «Фарммедобращение. Новая эпоха фар-
миндустрии». Всего в событиях OpenBio участвовали 
2,7 тыс. человек, из них почти пятьсот – офлайн. 

В условиях коронавирусной пандемии, охватив-
шей всю планету, главное внимание на деловом фо-
руме со стороны СМИ и экспертов было приковано к 
круглому столу «Противодействие мировым вирус-
ным угрозам». Организаторы OpenBio и модератор 
дискуссии Сергей Нетесов, заведующий лаборато-
рией бионанотехнологии НГУ, член-корреспондент 
РАН, смогли собрать для диалога ведущих специалис- 
тов в области изучения, профилактики, диагности-
ки, лечения коронавирусной инфекции. Со своими 
докладами, помимо признанных экспертов-эпиде-
миологов, таких как Михаил Фаворов, президент 
американской компании DiaPrep System Inc., смог-
ли выступить российские разработчики лекарств и 
тест-систем.

Александр Таранин, заведующий лабораторией 
иммуногенетики Института молекулярной и клеточ-
ной биологии СО РАН, рассказал о процессе получе-
ния и валидации моноклональных антител человека, 
способных нейтрализовать вирус SARS-CoV2. По сло-

вам Таранина, результаты его исследований сравни-
мы с аналогичными исследованиями американской 
компании Regeneron Pharmaceuticals, которая также 
занималась поиском антител, способных снизить ви-
русную нагрузку и сопутствующие симптомы у боль-
ных COVID-19.

«Антитела, которые мы получили, – первые ре-
альные кандидаты в России на роль высокоэффектив-
ного терапевтического средства против COVID-19. 
Следующие шаги – создание клеточного суперпроду-
цента, масштабирование продукции, доклинические 
и клинические испытания. Американские компании Eli 
Lilly and Company и Regeneron Pharmaceuticals затра-
тили 8 месяцев от получения первых моноклональных 
антител до проведения первых клинических испыта-
ний. Сложно сказать, сколько времени этот процесс 
займет у нас. Доклиническими и клиническими испыта-
ниями должны заниматься другие организации и ком-
пании», – рассказал Александр Таранин.

При этом докладчик, отвечая на дополнительный 
вопрос о возможной стоимости российского анало-
га «Регенерона», отметил, что цена на препарат может 
быть гораздо ниже, чем в США, поскольку потребуется 
меньшая дозировки для достижения того же терапев-
тического эффекта.

Михаил Лосев, директор новосибирской компа-
нии «Медико-биологический союз», представил разра-
ботку изотермального ПЦР-теста, который позволяет 
получать готовый результат за считанные минуты.

Мероприятия
Events
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«Если мы говорим о работе в зоне аэропорта, то 
там на один тест можно потратить 10–15 минут. 
Не исключаю, что и это время может быть сокраще-
но», – пояснил Лосев.

По словам Лосева, компания «Медико-биологи-
ческий союз» находится на финишной стадии второго 
этапа разработки – создания переносного прибора, с 
помощью которого можно исследовать взятые образ-
цы на любые вирусные инфекции оперативно в поле-
вых условиях.

Александр Спицын, директор научно-произ-
водственного объединения «Сиббиовет», рассказал 
о препарате для лечения COVID-19 на основе высоко-
полимерной дрожжевой РНК, способной проникать в 
клетку и стимулировать выработку интерферона всех 
типов, первичного и вторичного иммунного ответа.

«Мы провели исследование на клетках, содержа-
щих коронавирус, согласно которой при использова-
нии нашего препарата всего через 4–5 дней клетка 
переставала выделять вирус. Это хорошие резуль-
таты. Наша работа в ветеринарии с прототипом 
этого препарата свидетельствует о том, что он 
максимально безопасен», – рассказал Спицын.

По словам разработчика, препарат будет заре-
гистрирован как медицинский к осени 2021 года. В 
настоящий момент «Сиббиовет» активно взаимо-
действует с московскими профильными института-
ми для проведения доклинических и клинических ис-
пытаний. «Перспективы у нас колоссальные, но на все 
требуется определенное время», – пояснил директор 
НПО.

В свою очередь Сергей Нетесов заметил, что са-
мо по себе лечение рекомбинантными интерферона-
ми может иметь побочные эффекты. 

«Долговременная индукция интерферона способ-
на вызывать дикую депрессию. Важно понимать, что 
у разработки «Сиббиовет» не было комплекса иссле-
дований на двух типах животных и еще лучше на обе-
зьянах. Ее безопасность не доказана», – пояснил мо-
дератор дискуссии в ходе брифинга после круглого 
стола.

Мероприятия
Events
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Резюме
Введение. Одним из интенсивных способов увеличения лечебной эффективности и безопасности лекарственного препарата является 
сочетание нескольких уже известных субстанций или химических соединений, приводящие к появлению эффекта синергии. Данный метод 
создания лекарственного препарата представляет собой одну из важнейших тенденций последнего времени, поскольку синергетический 
эффект позволяет достичь большей фармакологической активности, расширить спектр медицинского применения и уменьшить 
токсическое действие препарата на организм. К таким активным фармацевтическим субстанциям относится бинарная смесь «Димиксан» 
(смесь 4,6-динитро-5,7-дихлорбензофуроксана (4,6-ДНДХБФО) и 5-нитро-4,6-дихлорбензофуроксана (5-НДХБФО), которая проявляет 
потенцированный синергизм в отношении ультрарезистентного микроорганизма – плесневого гриба вида Aspergillius niger. Однако 
механизм синергизма смеси 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО совершенно не изучен. Результаты определения термодинамических характеристик 
и фазовых равновесий в этих системах позволят определить характер взаимодействия между 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО, что, несомненно, 
будет способствовать оптимальной организации производства перспективного лекарственного препарата. 
Цель. Установления характера взаимодействия между 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО в бинарной системе. 
Материалы и методы. Методом дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) изучены фазовые равновесия в системе 5-НДХБФО и 
4,6-ДНДХБФО в широком диапазоне концентраций компонентов. По диаграмме состояния определены термодинамические характеристики 
эвтектики: энтальпия и энтропия плавления смесей 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО при различных соотношениях компонентов.
Результаты и обсуждение. На основе результатов исследования выявлены фазовые реакции с физико-химическим взаимодействием 
5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО в двухкомпонентных системах с образованием эвтектических сплавов типа «твердый раствор». Определены 
удельные значения энтальпий плавления эвтектических составов, по которым рассчитаны энтропии плавления. 
Заключение. Установлен характер взаимодействия между 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО в системе, приводящий к появлению эффекта синергии. 
Полученные результаты имеют важное значение для прогнозирования эвтектических составов 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО в качестве 
фармацевтически активных субстанций, обладающих повышенной биологической активностью.

Ключевые слова: 5-нитро-4,6-дихлорбензофуроксан, 4,6-динитро-5,7-дихлорбензофуроксан, фазовые равновесия, эвтектика, энтальпия 
и энтропия плавления, дифференциальная сканирующая калориметрия.
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Abstract
Introduction. One of the intensive ways to increase the therapeutic efficacy and safety of a drug is a combination of several already known substances 
or chemical compounds, leading to the appearance of a synergistic effect. This method of creating a medicinal product is one of the most important 
trends in recent times, since the synergistic effect allows one to achieve greater pharmacological activity, expand the range of medical applications 
and reduce the toxic effect of the drug on the organism. These pharmaceutical active substances include a binary mixture "Dimixan"(mixture 
4,6-dinitro-5,7-dichlorobenzofuroxan (4,6-DNDHBFO) and 5-nitro-4,6-dichlorobenzofuroxan (5-NDHBFO). They demonstrate potentiated synergism 
to the ultra-resistant mold fungus of the species Aspergillius niger. However, the synergy mechanism of the mixture of 5-NDHBFO and 4,6-DNDHBFO 
is not fully studied. The results of determining the thermodynamic characteristics and phase equilibria in these systems will make it possible to 
determine the nature of the interaction between 5-NDCBPO and 4,6-DNDCBPO, which will undoubtedly contribute to the optimal organization of 
the production of a promising drug.
Aim. Establishing the nature of the interaction between 5-NDHBFO and 4,6-DNDHBFO in the system.
Materials and methods. Using differential scanning calorimetry (DSC), phase equilibria in the 5-NDHBFO and 4,6-DNDHBFO systems were studied 
in a wide range of component concentrations. From the state diagram, the thermodynamic characteristics of the eutectic were determined: the 
enthalpy and entropy of melting of mixtures of 5-NDHBFO – 4,6-DNDHBFO at different ratios of components.
Results and discussion. Based on the results of the study, phase reactions with the physicochemical interaction of 5-NDHBFO and 4,6-DNDHBFO 
in two-component systems with the formation of eutectic alloys of the "solid solution" type are identified. The specific values of the enthalpies of 
melting of alloys of eutectic compositions were determined, from which the entropies of melting were calculated. The results of a study of the density 
of eutectic compositions of 5-NDHBFO – 4,6-DNDHBFO indicate the formation of an interstitial solid solution.
Conclusion. The nature of the interaction between 5-NDHBFO and 4,6-DNDHBFO in the system, leading to the appearance of a synergy effect, 
has been established. The results obtained are important for predicting the eutectic compositions of 5-NDHBFO and 4,6-DNDHBFO as active 
pharmaceutical ingredient with increased biological activity. 

Keywords: 5-nitro-4,6-dichlorobenzofuroxan, 4,6-dinitro-5,7-dichlorobenzofuroxan, phase equilibria, eutectic, melting enthalpy, melting entropy, 
differential scanning calorimetry.
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ВВЕДЕНИЕ
В фармацевтической отрасли и в фармацевтичес- 

кой химии ведется постоянный поиск высокоэффек-
тивных фармакологических субстанций, обладающих 
положительной эффективностью в сочетании с низкой 
токсичностью [1, 2]. Бензофуроксаны, как представи-
тели гетероциклических соединений, являются пер-
спективным классом для поиска новых активных фар-
мацевтических субстанций (АФС). В ряду соединений 
бензофуроксанового ряда большой интерес вызыва-
ют такие соединения, как 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО, 
которые перспективны для создания инновационных 
АФС для ветеринарии и медицины. Путем фармаколо-
гического скрининга было установлено, что указанные 
соединения обладают широким спектром биологи- 
ческого действия: акарицидным, фунгицидным, анти-
бактериальным и др. [3].

Ранее было установлено, что смесь 5-НДХБФО  – 
4,6-ДНДХБФО тормозит рост грибов плесневения 
при заданной суммарной концентрации значительно 
больше, чем каждый из индивидуальных компонен-
тов [4]. Такое физико-биологическое явление назы-

вается синергизмом. Синергизм является чрезвычай-
но важным эффектом в практическом отношении, 
так как дает возможность усиления биологической 
и фармакологической активности при значительно 
низких концентрациях компонентов, следовательно, 
важный аспект синергизма – это уменьшение токси-
ческого действия [5–7]. Бинарная смесь 5-НДХБФО 
и 4,6-ДНДХБФО проявляет синергизм больше адди-
тивного эффекта, т. е. имеет место потенцированный 
эффект. 

Механизм синергизма смеси 5-НДХБФО и 4,6- 
ДНДХБФО совершенно не изучен. Проявляемый си-
нергизм смеси 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО может 
иметь как физическую природу, так и химическую 
природу. Нами предложена гипотеза о возникнове-
нии химической связи между молекулой 5-НДХБФО и 
молекулой 4,6-ДНДХБФО с образованием нового со-
единения. Информацию об образовании нового мо-
лекулярного соединения может дать исследование 
фазовой диаграммы состояния бинарной смеси 5- 
НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО с различным массовым со-
отношением компонентов: 90:10; 80:20; 70:30; 60:40; 
50:50; 40:60; 30:70; 20:80; 10:90.
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В данной статье представлены результаты изуче-
ния диаграммы состояния двухкомпонентной систе-
мы на основе 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО в широком 
диапазоне соотношений. Исследование фазовых рав-
новесий в двухкомпонентных системах, содержащих 
5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО, проводятся впервые. На 
сегодняшний день отсутствуют данные об изучении 
фазовых равновесий и термодинамических характе-
ристик в двухкомпонентных системах 5-НДХБФО  – 
4,6-ДНДХБФО. Результаты определения термодинами-
ческих характеристик и фазовых равновесий в этих 
системах позволят определить характер взаимодейст- 
вия между 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО. Выявленные 
закономерности предполагается использовать для 
прогнозирования эвтектических составов 5-НДХБФО 
и 4,6-ДНДХБФО в качестве активных фармацевтичес- 
ких субстанций, обладающих повышенной биологи-
ческой активностью. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования явилась двухкомпонент-

ная система «5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО» переменно-
го состава. 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО синтезированы 
по ранее описанным методикам [8]. Степень чистоты 
была установлена методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии (жидкостной хроматограф 
фирмы Perkin Elmer со спектрофотометрическим де-
тектором, США). По данным ВЭЖХ содержание основ-
ного вещества в изученных соединениях было не ме-
нее с 99,5 масс.%. 

Смеси готовили из индивидуальных компонен-
тов, которые взвешивали на аналитических весах 
CAS  CAUY-220 (CAS Corporation, Южная Корея) специ-
ального класса точности по ГОСТ 24104-2001 с точнос- 
тью взвешивания ±0,0001 г. Смеси для приведения 
термического анализа готовили путем мокрого сме-
шивания предварительно рассчитанных количеств 
индивидуальных компонентов в фарфоровых ступ-
ках в присутствии легколетучего растворителя – четы-
реххлористого углерода марки «ч.д.а.» (массовая доля 
основного вещества 99,6 %, CAS: 56-23-5, ГОСТ 20288-
74, АО «ЭКОС-1», Россия). После испарения раствори-
теля для эксперимента была взята навеска бинарной 
смеси 0,0035 г с точностью до четвертого знака. 

Фазовые равновесия были исследованы с помо-
щью методов термического анализа (ТА) для смесей 
5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО в диапазоне концентраций 
от 90:10 до 10:90 (%, вес.). Термический анализ являет-
ся наилучшим, универсальным и точным методом для 
установления состояния конденсированных систем 
и исследования. Термический анализ позволяет уста-
новить температурную зависимость сосуществующих 
фаз от состава [9, 10]. 

Фазовые переходы в двухкомпонентных системах 
5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО в диапазоне концентраций 

от 90:10 до 10:90 (%, вес.) были изучены с помощью ме-
тода дифференциальной сканирующей калориметрии 
(ДСК). Измерения проводили в динамической атмос-
фере воздуха (скорость потока 10 мл/мин) в диапазо-
не температур 25 до 150  °С со скоростью нагрева/ох-
лаждения 10 °С/мин, согласно ГФ XIV РФ [11], с помощью 
синхронного микротермоанализатора TGA/DSC  3+ 
(Mettler Toledo, Швейцария). Точную навеску про-
бы, измельченной до однородного состояния в коли- 
честве 0,0035 г, помещали в алюминиевые тиг-
ли 25  мкл, (30085850) (Mettler Toledo, Швейцария) и  
закрывали крышкой с отверстием с помощью меха-
нического микропресса МР 120 (Proxxon Micromot, 
Германия). Термопара прибора была предварительно 
откалибрована по температуре, энтальпии и чувстви-
тельности с помощью стандартных образцов (СО) [бен-
зойная кислота (ГСО 5504-90, Россия) и металл галлий 
с чистотой 99,99 % (ГСО 2312-82, Россия)] [12, 13].

При использовании методов ТГА и ДСК были 
определены следующие параметры для композиций:
 • экзотермические и эндотермические процессы с 

соответствующими температурами начала и конца;
 • значения удельных тепловых эффектов фазовых 

переходов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Фазовая диаграмма бинарной системы 5-НДХБФО 

и 4,6-ДНДХБФО. Согласно литературным данным, диа- 
грамма плавкости бинарных смесей бывает двух ти-
пов: диаграмма с непрерывным рядом твердых раст- 
воров и диаграмма состояния системы с ограничен-
ным рядом твердых растворов и эвтектоидной точкой. 
Для диаграммы первого типа характерно отсутствие 
разрывов непрерывности в составах твердого раст- 
вора, образуется всегда один и тот же твердый раст- 
вор переменного состава одного структурного вида. 
Для второго типа диаграммы в отличие от системы с 
непрерывным рядом твердых растворов существует 
не один, а два твердых раствора различного струк-
турного типа [14, 15]. 

Фазовая диаграмма бинарной системы 5-НДХБФО  
и 4,6-ДНДХБФО, приведенная на рисунке 1, пост- 
роена по экстраполированным значениям температу-
ры плавления, полученные в ходе ДСК-анализа (таб- 
лица 1). 

Температуры плавления анализируемых сме-
сей исследовались как средний результат всех изме-
рений, погрешность которых оценивалась диспер- 
сией средней величины в доверительном интерва-
ле 95%-ой вероятности. Диаграмма состояния пред-
ставляет собой зависимость температуры плавления 
от состава образца. Построение диаграмм состояния 
плавкости сводилась к графическому объединению 
точек, соответствующих температурам фазовых пе-
реходов [6]. 
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Таблица 1. Данные экстраполированных температур  
плавления смесевых композиций 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО  
в широком диапазоне концентраций,  
полученные методом ДСК

Table 1. Data on extrapolated melting temperatures mixed 
compositions of 5-NDHBFO – 4,6-DNDHBFO in a wide 
concentration range obtained by the DSC method

Исследуемые смеси
Test mixtures

Температуры фазовых 
переходов, °С

Phase transition temperatures, °С
Соотношение 

компонентов, %
Component ratio, %
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100 0 136,4 ± 0,2 –
90 10 83,8 ± 0,1 117,1 ± 0,8
80 20 82,8 ± 0,1 114,2 ± 0,2
70 30 84,2 ± 0,5 105,9 ± 0,6
60 40 82,2 ± 0,3 –
50 50 83,9 ± 0,1 –
40 60 84,2 ± 0,6 –
30 70 84,4 ± 0,4 100,5 ± 0,4
20 80 84,1 ± 0,6 102,9 ± 0,6
10 90 84,3 ± 0,8 104,3 ± 0,1
0 100 116,6 ± 0,1 –

Из рисунка видно, что диаграмма состояния би-
нарной смеси 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО представ-
ляет собой систему с ограниченным рядом твердых 
растворов: один на основе структуры 4,6-ДНДХБФО (2) 
и другой – на основе структуры 5-НДХБФО (3).

Между концентрациями бинарной смеси 
30 % 5-НДХБФО – 70 % 4,6-ДНДХБФО и смеси 60 %  
5-НДХБФО  – 40 % 4,6-ДНДХБФО твердые растворы 
между компонентами 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО не 
образуются (разрыв непрерывности).

Из таблицы 1 видно, что при соотношении  
4,6-ДНДХБФО : 5-НДХБФО = 60:40 (%, вес.) смесь имеет 
самую низкую температуру плавления – 82,21 ± 0,3 °С. 
Композиция с самой низкой температурой плавления 
называется эвтектической смесью. Когда бинарная 
смесь имеет область с самой низкой температурой 
плавления (эвтектоидная точка), то это означает об-
разование молекулярного соединения определенно-
го состава. Диаграммы фазового равновесия систем, в 
которых компоненты образуют молекулярные соеди-
нения, относятся к третьему типу [16]. 

Определение энтальпии и энтропии плавле-
ния эвтектических составов. При рассмотрении 
процессов, протекающих в твердофазных системах, на 
термодинамическое равновесие существенное вли-
яние оказывают такие термодинамические функции 
системы как энтальпия плавления и энтропия. 

Энтальпия является важным показателем в систе-
ме. Ее изменение при образовании твердых растворов 
может быть как положительной, так и отрицательной. 
При деформационном искажении кристаллической 
решетки вследствие различий в размерах атомов 
компонентов, участвующих в смешении, наблюда-
ются положительные значения энтальпии, а в случае 
связывания частиц смешиваемых компонентов при 
образовании молекулярных систем и комплексов – 
отрицательные значения энтальпии. То есть энталь-
пия характеризуется определенной затратой энергии 
на деформацию кристаллической структуры при на-
рушении кристаллической структуры ингредиентов  
системы [16]. 

Энтальпии плавления двухкомпонентных систем 
5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО определяли по данным 
дифференциальной сканирующей калориметрии.

Энтропия является важным показателем упо- 
рядочивания в системе. В случае перехода системы 
из менее упорядоченного состояния в более упо- 
рядоченное энтропия системы уменьшается (S < 0) 
[16, 17].

Энтропия плавления системы 5-НДХБФО и  
4,6-ДНДХБФО была вычислена по формуле [17]: 

∆S = ∆H/T
пл, (1)

где ∆H – энтальпия плавления, Дж/г; Тпл – температура 
плавления, К.

В таблице 2 представлены данные по энталь-
пии и энтропии плавления эвтектических составов  
5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО. 

Рисунок 1. Фазовая диаграмма бинарной системы 
5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО

1 – однофазная область расплавленного твердого раство-
ра; 2 – двухфазная область расплавленного твердого раство-
ра и избыточных кристаллов 4,6-ДНДХБФО; 3 – двухфазная 
область расплавленного твердого раствора и избыточных 
кристаллов 5-НДХБФО

Figure 1. Phase diagram of the binary system 5-NDHBFO  –  
4,6-DNDHBFO

1 – single-phase region of molten solid solution; 2 – two-
phase region of molten solid solution and excess crystals of 
4,6-DNDHBFO; 3 – two-phase region of molten solid solution and 
excess 5-NDHBFO crystals

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



30 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

Таблица 2. Энтальпии (∆H), энтропии (∆Sобщ) плавления  
эвтектических составов 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО

Table 2. Enthalpies (∆H), entropies (∆Sgeneral) of melting  
of eutectic compositions 5-NDHBFO – 4,6-DNDHBFO

№
 

Соотношение
компонентов, %

Component ratio, %

∆H, Дж/г
∆H, J/g

∆
S об

щ
, м

Д
ж

/г
 ∙ K

∆
S ge

ne
ra

l, m
J/

g 
∙ K

5-
Н

Д
Х

БФ
О

5-
N

D
H

B
FO
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6-

Д
Н
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БФ
О

4,
6-

D
N

D
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B
FO

1 
пи

к
1 

pe
ak

2 
пи

к
2 

pe
ak

∆
H

об
щ

∆
H

ge
ne

ra
l

1 0 100 –46,63 – –46,63 –0,35

2 10 90 –12,68 –22,35 –35,03 –0,34

3 20 80 –17,94 –13,62 –31,56 –0,34

4 30 70 –27,18 –0,1 –27,28 –0,32

5 40 60 –44,75 – –44,75 –0,54

6 50 50 –43,68 – –43,68 –0,52

7 60 40 –51,38 – –51,38 –0,61

8 70 30 –53,46 –6,53 –59,99 –0,67

9 80 20 –11,52 –22,46 –33,98 –0,36

10 90 10 –12,81 –15,78 –28,59 –0,30

11 100 0 –78,28 – –78,28 –0,67

Как видно из таблицы 2, величины энтальпии 
плавления индивидуальных 5-НДХБФО, 4,6-ДНДХБФО 
и их смесей во всем диапазоне концентраций имеют 
отрицательные величины. Известно, что отрицатель-
ная энтальпия смешения (∆Н < 0) в большей степени 
характерна для твердых растворов [16]. 

Наибольшие значения отрицательных величин 
энтальпии и энтропии приходятся к области между 
концентрациями бинарной смеси 40 % 5-НДХБФО  – 
60 % 4,6-ДНДХБФО и смеси 70 % 5-НДХБФО – 30 %  
4,6-ДНДХБФО, где вероятно, происходит образование 
молекулярного соединения в наибольшей степени. 

Отрицательные значения энтальпии плавле-
ния всех изучаемых систем свидетельствует об об-
разовании при плавлении твердых растворов с меж- 
молекулярными контактами между молекулами  
4,6-ДНДХБФО и 5-НДХБФО.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методами термического анализа впервые экс-

периментально исследованы фазовые равнове-
сия в двухкомпонентных системах 5-НДХБФО –  
4,6-ДНДХБФО в диапазоне концентраций от 90:10 до 
10:90 (%, вес.) и установлено, что диаграмма состояния 
бинарной смеси 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО представ-
ляет собой систему с ограниченным рядом твердых 
растворов: один на основе структуры 4,6-ДНДХБФО  (2) 
и другой на основе структуры 5-НДХБФО (3). Приме-
чательным является то, что ранее смесь 5-НДХБФО  – 
4,6-ДНДХБФО состава 90:10 (%, вес.) показала макси-
мальную синергетическую активность против ультра-
резистентного микроорганизма – грибов плесневе-
ния Aspergillus niger [4].

В смесях с содержанием 5-НДХБФО (от 30 до 
60 %) и 4,6-ДНДХБФО (от 60 до 40 %) твердые раство-
ры между компонентами 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО 
не образуются (разрыв непрерывности). В этой облас- 
ти диаграммы бинарная смесь имеет область с самой 
низкой температурой плавления (эвтектоидная точка). 
Это означает образование молекулярного соединения 
определенного состава, обладающая минимальным 
коэффициентом синергизма в отношении Aspergillus 
niger (в отличие от смеси с избыточным содержанием 
5-НДХБФО в бинарной смеси) [4].

Настоящее исследование активной фармацевти-
ческой субстанции 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО терми-
ческими методами доказало, что явление синергиз-
ма между 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО в отношении 
ультрарезистентных микроорганизмов напрямую 
связано с их межмолекулярным взаимодействием в 
бинарной системе. Установление характера межмо-
лекулярного взаимодействия между данными со-
единениями требует применения и других физи-
ко-химических методов фармацевтического анализа, 
поскольку понимание процессов происходящих меж-
ду фармацевтически активными соединениями по-
зволит создать не только оптимальный состав пер-
спективной АФС, но и разработать технологию 
производства лекарственного препарата для ветери-
нарии и медицины.
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Резюме
Введение. Биологически активные соединения 4,6-динитро-5,7-дихлорбензофуроксан (4,6-ДНДХБФО) и 5-нитро-4,6-дихлорбензофуроксан 
(5-НДХБФО) эффективно подавляют ультрарезистентные микроорганизмы: стафилококк золотистый Staphylococcus aureus, патогенные виды 
грибов – Aspergillius niger, Coniophora cerebella, Candida albicanas и др. Смесевые системы на основе 4,6-ДНДХБФО и 5-НДХБФО проявляют 
высокую потенцированную синергетическую активность в отношении Aspergillius niger. На сегодняшний день отсутствуют полноценные 
исследования по изучению механизма синергизма 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО в твердофазной системе. Результаты исследования ИК-спектров 
твердофазных систем 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО позволят установить характер взаимодействия между компонентами в бинарной смеси, 
приводящий к возникновению данного эффекта.
Цель. Экспериментальное изучение межмолекулярного взаимодействия 5-НДХБФО с 4,6-ДНДХБФО методом ИК-спектроскопии. 
Материалы и методы. Методом ИК-спектроскопии исследовано межмолекулярное взаимодействие 5-НДХБФО с 4,6-ДНДХБФО при их 
различном соотношении в твердофазной системе. 
Результаты и обсуждение. На основе результатов исследования выявлено физико-химическое взаимодействие 5-НДХБФО с 4,6-ДНДХБФО 
в твердофазных системах. Выявлены сдвиги и изменения интенсивностей характеристических частот функциональных групп, участвующих 
в образовании межмолекулярных связей между 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО.
Заключение. Установлен характер взаимодействия между 4,6-ДНДХБФО и 5-НДХБФО в твердофазной системе, приводящий к появлению 
эффекта синергии. Взаимодействие 5-НДХБФО с 4,6-ДНДХБФО в бинарной системе обусловлено образованием межмолекулярной 
водородной связи. Во взаимодействии принимают участие протон молекулы 5-НДХБФО, кислород фуроксановго кольца 4,6-ДНДХБФО, а 
также атом галогена 4,6-ДНДХБФО при эквимолярном соотношении компонентов твердофазной системы.

Ключевые слова: 4,6-динитро-5,7-дихлорбензофуроксан, 5-нитро-4,6-дихлорбензофуроксан, ИК-спектроскопия, межмолекулярная 
водородная связь, бинарные твердофазные системы, синергетический эффект.
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Abstract
Introduction. Biologically active compounds 4,6-dinitro-5,7-dichlorobenzofuroxan (4,6-DNDHBFO) and 5-nitro-4,6-dichlorobenzofuroxan 
(5-NDHBFO) effectively in-hibit ultra-resistant microorganisms: Staphylococcus aureus, pathogenic fungi – Aspergillius niger, Coniophora cerebella, 
Candida albicanas and other microor-ganisms. Mixed systems based on 4,6-DNDHBFO and 5-NDHBFO exhibit high potentiated synergistic activity 
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against Aspergillius niger. Currently, there are no full-fledged studies about the mechanism of synergism of 5-NDHBFO and 4,6-DNDHBFO in a solid-
phase system. The results of the study of solid-phase sys-tems 5-NDHBFO – 4,6-DNDHBFO by IR spectroscopy will make it possible to establish the 
nature of the interaction between the components of the binary mix-ture.
Aim. Experimental study of the intermolecular interaction of 5-NDHBFO with 4,6-DNDHBFO by the IR spectroscopy method.
Materials and methods. The intermolecular interaction of 5-NDHBFO with 4,6-DNDHBFO at different ratios in a solid-phase system was studied 
by the IR spectroscopy method.
Results and discussion. Based on the results of the study, the physico-chemical interaction of 5-NDHBPO with 4,6-DNDHBFO in solid-phase systems 
was revealed. Shifts and changes in the intensities of the characteristic frequencies of functional groups involved in the formation of intermolecular 
bonds between 5-NDHBPO and 4,6-DNDHBPO were revealed. 
Conclusion. The nature of the interaction between 4,6-DNDHBFO and 5-NDHBFO in the solid-phase system was established, leading to the 
appearance of a synergy effect. The interaction of 5-NDHBFO with 4,6-DNDHBFO in a bi-nary system is due to the formation of an intermolecular 
hydrogen bond. The in-teraction involves the proton of the 5-NDHBFO molecule, the oxygen of the fu-roxan ring of 4,6-DNDHBFO, as well as the 
halogen atom of 4,6-DNDHBFO at an equimolar ratio of the components of the solid-phase system.  

Keywords: 4,6-dinitro-5,7-dichlorobenzofuroxan, 5-nitro-4,6-dichlorobenzofuroxan, IR spec-troscopy method, intermolecular hydrogen bond, 
binary solid-phase systems, synergistic effect.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время важным фармакологическим 

аспектом для создания лекарственных препаратов яв-
ляется их высокая биологическая активность, низкая 
токсичность и минимизация побочных действий на 
организм. В связи с этим широкое распространение в 
фармацевтической химии нашло создание эффектив-
ных лечебных средств посредством комбинаций не-
скольких уже известных биологически активных со- 
единений [1–5]. Данное явление основано на эффек-
те синергии ингредиентов в поликомпонентных ле- 
карственных препаратах.

Синергетические эффекты в многокомпонентных 
лекарственных средствах могут быть связаны с опре-
деленным взаимодействием ингредиентов [6]. Иссле-
дование внутри- и межмолекулярных взаимодействий 
компонентов в таких препаратах является актуаль-
ным, поскольку такие взаимодействия определяют 
структурные и физико-химические свойства систем, 
их терапевтический эффект в живом организме. 

Межмолекулярные взаимодействия, подобно хи-
мическим, характеризуются электромагнитной при-
родой. Молекулы различных соединений могут связы-
ваться с помощью следующих типов взаимодействий: 
ван-дер-ваальсовые взаимодействия (дисперсион-
ные, индукционные и ориентационные), специфичес- 
кие водородные связывания и псевдохимические вза-
имодействия (комплексообразование) [7].

В настоящее время основными методами иссле-
дования межмолекулярных взаимодействий являются 
термические методы, рентгенографические методы и 
спектрометрические методы анализа. Наиболее рас-
пространенным и доступным методом для изучения 
межмолекулярных взаимодействий является колеба-
тельная спектроскопия, в частности ИК-спектроско-
пия. Метод позволяет получить полную информацию 
о структурных особенностях молекул. Полосы погло-
щений ИК-спектров очень чувствительны даже к не-
значительным изменениям в структурах анализиру-
емых проб. Кроме того, окружающая молекулу среда 
оказывает прямое действие на движение молекулы 
ближайшего окружения, что вызывает акцессорный 
сдвиг частот за счет межмолекулярных сил динами-
ческого характера [8].

4,6-динитро-5,7-дихлорбензофуроксан (4,6- 
ДНДХБФО), 5-нитро-4,6-дихлорбензофуроксан (5- 
НДХБФО) являются биологически активными соеди-
нениями, входящими в состав ветеринарных препа-
ратов «Нитроксан» и «Димиксан». Данные субстанции 
эффективны при лечении грибковых заболеваний ко-
жи животных, в частности демодекоза, вызванного 
чесоточными клещами вида Psoroptes cuniculi [9, 10]. 
Препараты прошли доклинические испытания, в ре-
зультате которых была установлена безопасность их 
применения [4 класс опасности (LD50 = 3500 мг/кг)] 
[11].
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Известно [12], что индивидуальные 4,6-ДНДХБФО  
и 5-НДХБФО эффективно подавляют ультрарезис- 
тентные микроорганизмы: стафилококк золотис- 
тый Staphylococcus aureus, патогенные виды грибов  – 
Aspergillius niger, Coniophora cerebella, Candida albicanas 
и др. Интересным является то, что относительно 
Aspergillius niger экспериментальные значения фунги-
цидной активности индивидуальных 4,6-ДНДХБФО и 
5-НДХБФО превосходят известные эталоны как мини-
мум на два порядка, а их бинарные смеси – на три по-
рядка (таблица 1). 

На сегодняшний день отсутствуют полноценные 
исследования, посвященные изучению механизма си-
нергизма смеси 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО. Вследст- 
вие того, что молекула 5-НДХБФО представляет собой 
димер (рисунок 1) с межмолекулярной водородной 
связью между атомом водорода одной молекулы и 
N-оксидным кислородом другой молекулы 5-НДХБФО 
[13], и мы предполагаем, что межмолекулярное взаи-
модействие 5-НДХБФО с 4,6-ДНДХБФО происходит в 
результате аналогичного Н-связывания (рисунок 2).

В связи с тем, что физико-химическое взаимо- 
действие молекул способно провоцировать изме-
нения в структуре бинарной системы, это должно 
отразиться и на внутримолекулярных колебаниях 

связей, непосредственно участвующих во взаимо- 
действии.

В данной статье представлены результаты иссле-
дования системы 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО мето-
дом ИК-спектроскопии. Исследования ИК-спектро-
скопии бинарной системы, содержащих 5-НДХБФО и  
4,6-ДНДХБФО, проводятся впервые. Сведения, по-
лученные в результате проведенного исследования,  
позволят определить характер взаимодействия меж-
ду 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО.

Таблица 1. Сравнительные данные по фунгицидной активности комбинированных смесей 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО [12]

Table 1. Comparative data on the fungicidal activity of the combined mixtures 5-NDHBFO – 4,6-DNDHBFO [12]

Тест-объект
Test object

Соотношение компонентов в смеси, %
Mixing ratio, %

Концентрация состава (J50, %), вызывающая 
50 % ингибирование роста мицелия грибов

Composition concentration (J50, %) causing 
50 % inhibition of fungal mycelium growth

Коэффициент 
синергизма

Synergy coefficient
5-НДХБФО
5-NDHBFO

4,6-ДХДНБФО
4,6-DNDHBFO

Индивидуальные 
компоненты

Individual components

Смеси 
Mixes

1 2 3 4 5 6

Aspergillius niger

100 0 0,0013 – –
90 10 0,0002 19,54
80 20 0,0005 6,3
70 30 0,0007 3,86
60 40 0,0007 3,75
50 50 0,00064 3,21
40 60 0,0056 1,42
30 70 0,0012 1,156
20 80 0,0013 0,93
10 90 0,0015 0,90
0 100 0,05 – –

Coniophora cerebella

100 0 0,0126 – –
90 10 0,0017 0,65
80 20 0,0014 0,88
70 30 0,0013 1,07
60 40 0,00056 2,85
50 50 0,0006 3,08
40 60 0,00064 3,41
30 70 0,00058 4,83
20 80 0,00058 6,55
10 90 0,00062 9,35
0 100 0,001 – –

Рисунок 1. Образование димеров молекулы 5-НДХБФО в 
кристалле за счет С—Н…О типа взаимодействия (А) и упаков-
ка молекулы 5-НДХБФО в кристалле (Б)

Figure 1. Formation of dimers of the molecule 5-NDHBFO in the 
crystal due to the C—H ... O type interac-tions (A) and molecular 
packing 5-NDHBFO in crystal (B)
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Целью данной работы является эксперименталь- 
ное изучение межмолекулярного взаимодействия 
5-НДХБФО с 4,6-ДНДХБФО методом ИК-спектроско- 
пии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В качестве объекта исследования рассматри-
вали двухкомпонентную систему «5-НДХБФО –  
4,6-ДНДХБФО» переменного состава. Индивидуаль-
ные соединения 4,6-ДНДХБФО и 5-НДХБФО были син-
тезированы по известным методикам [14]. Степень 
чистоты установлена методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии, по данным которого со-
держание основного вещества в соединениях соста-
вило не менее 99,5 (%, вес.)

Системы готовили из индивидуальных компонен-
тов 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО, которые взвешива-
ли на аналитических весах высокого класса точности 

по ГОСТ 24104-2001 (точность взвешивания ±0,0001 г). 
Смеси для ИК-спектроскопии готовили путем мокро-
го смешивания, предварительно рассчитанных ко-
личеств индивидуальных компонентов в фарфоро-
вых ступках в среде четыреххлористого углерода 
(«ч.д.а.» ГОСТ  20288-74). Масса смесей после испаре-
ния растворителя составила 0,5000 г. Исследования 
ИК-спектров были проведены для смесей 5-НДХБФО –  
4,6-ДНДХБФО состава 90:10, 50:50 и 10:90 (%, вес.) со-
ответственно. ИК-спектры аналитических образцов в 
области 4000–400 см-1 регистрировали на ИК-Фурье 
спектрометре Bruker Vector-22 (Германия) при ком-
натной температуре в виде суспензии в вазелиновом 
масле (CAS 8012-95-1, Panreac). Интерпретацию полу-
ченных ИК-спектров проводили с применением дан-
ных [15, 16]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что характеристическими полоса-

ми 5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО являются полосы пог- 
лощения в области 1600–1640 см-1 (фуроксановый 
цикл), 1300 см-1 (N → О), 1500–1570 см-1 и 1300–1370 см-1  
(Сар—NO2), 600–800 см-1 (Сар—Cl) и 3100 см-1 (Сар—Н) – 
для 5-НДХБФО [15]. 

На рисунке 3–5 представлен совмещенные ИК- 
спектры 4,6-ДНДХБФО, 5-НДХБФО и модельных сис- 
тем 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО состава 90:10, 50:50 и 
10:90 (%, вес.). 

Из данных, представленных на рисунках 3–5, вид-
но, что по форме все ИК-спектры схожи между собой. 
Схожесть полученных спектров смесей 5-НДХБФО  –  
4,6-ДНДХБФО со спектрами индивидуальных ком-
понентов свидетельствует о том, что композиции  

Рисунок 2. Предполагаемая схема взаимодействия  
5-НДХБФО и 4,6-ДНДХБФО 

Figure 2. Proposed interaction scheme 5-NDHBFO and 
4,6-DNDHBFO

Рисунок 3. ИК-спектр 5-НДХБФО, 4,6-ДНДХБФО и их композиции состава 90:10 (%, вес.)

Figure 3. IR spectrum of 5-NDHBFO, 4,6-DNDHBFO and their composition 90:10 (%, wt)

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



36 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО не являются новыми струк-
турами с химическим типом взаимодействия.

Экспериментально полученные частоты ИК-спект- 
ров 5-НДХБФО, 4,6-ДНДХБФО и композиций на их ос-
нове структурированы в таблице 2.

Из данных, представленных на рисунках 3–5 и 
в таблице 2, видно, что ИК-спектры анализируемых 
смесевых композиций содержат характеристические 

группы: валентные колебания групп —Сар—Н, —С=N, 
N → О, —Сар—Cl и —Сар—NO2. 

ИК-спектр системы 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО 
состава 90:10 (%, вес.), представленный на рисунке 3, 
демонстрирует изменения в области колебаний ха-
рактеристических групп —Сар—Н, —С=N, N →  О по 
сравнению со спектрами индивидуальных компо-
нентов. Основные изменения, наблюдаемые в спект- 

Рисунок 4. ИК-спектр 5-НДХБФО, 4,6-ДНДХБФО и их смеси состава 50:50 (%, вес.)

Figure 4. IR spectrum of 5-NDНBFO, 4,6-DNDНBFO and their composition 50:50 (%, wt.)

Рисунок 5. ИК-спектр 5-НДХБФО, 4,6-ДНДХБФО и их композиции состава 10:90 (%, вес.)

Figure 5. IR spectrum of 5-NDНBFO, 4,6-DNDНBFO and their composition 10:90 (%, wt.)
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рах системы 5-НДХБФО – ДНДХБФО состава 90:10 (%, 
вес.), связаны с уменьшением интенсивности и смеще- 
нием пиков по сравнению с ИК-спектром индивидуаль-
ных ингредиентов системы. В спектре анализируемой 
композиции наблюдается низкочастотное смещение 
и уширение пика, характеризующее колебание связи  
—Сар—Н на 4,59 см-1, высокочастотное смещение пи-
ка, характеризующее колебания связи О—N=С на 
15  см-1 и смещение полосы колебания группы N → O 
на 45 см-1. Такое явление может быть связано с тем, 
что N-оксидный кислород молекулы 4,6-ДНДХБФО 
предоставляет свою неподеленную электронную па-
ру Н-акцептору молекулы 5-НДХБФО, в связи с чем  
5-НДХБФО взаимодействует с 4,6-ДНДХБФО по типу 
межмолекулярной водородной связи. 

В ИК-спектре композиции 10 % 5-НДХБФО – 90 % 
4,6-ДНДХБФО (рисунок 4) наблюдается аналогичная 
картина: изменение интенсивностей и низкочастот-
ное смещение пиков, характеризующих колебания 
связей —Сар—Н, О—N=С и N → O.

ИК-спектр смеси 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО соста-
ва 50:50 (%, вес.) (рисунок 5) не показал значительных 
изменений в области колебания связи фуроксаново-
го кольца относительно ИК-спектра компонентов сис- 

темы. Однако наблюдаются изменения в областях ко-
лебания пиков —Сар—Н и —Сар—Cl. Следователь-
но можно предположить, что в системе 5-НДХБФО  – 
4,6-ДНДХБФО состава 50:50 %, возможно, возникает 
межмолекулярная связь между атомом хлора молеку-
лы 4,6-ДНДХБФО и атомом водорода 5-НДХБФО.

О взаимодействии между 5-НДХБФО и 4,6- 
ДНДХБФО и образовании межмолекулярных водо-
родсвязанных систем свидетельствует зависимость 
изменения интенсивностей пиков от состава анализи-
руемых композиций (таблица 3, рисунок 6).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Совокупность спектральных данных позволяет 

предположить, что в исследуемых системах с содер-
жанием 4,6-ДНДХБФО ниже эквимолярного перво-
начально происходит образование молекулярного 
комплекса 4,6-ДНДХБФО с димером 5-НДХБФО, что 
сопровождается разрывом одной водородной свя-
зи между группой Сар—Н бензольного кольца одной 
молекулы 5-НДХБФО и N →  О фуроксанового цикла 
другой молекулы 5-НДХБФО. Происходит превраще-
ние циклического димера 5-НДХБФО в линейный с по-

Таблица 2. Данные характеристических полос поглощения 4,6-ДНДХБФО, 5-НДХБФО и их бинарных смесей  
(снятые в вазелиновом масле)

Table 2. Data of the characteristic absorption bands of 4,6-DNDНBFO, 5-NDНBFO and their binary mixtures (taken in vaseline oil)

Соединения
Molecular entity

Колебания связей, частота, ν, см-1

Fluctuation, wave frequency, ν, cm-1

—Сар—Н —С=N N → О —С—Cl

4,6-ДНДХБФО
4,6-DNDHBFO

– 1634 1343,72 796,37 740,67 673,28

5-НДХБФО
5-NDHBFO

3096,66 1610,52 1338,9 783,56 740,43 673,14

5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО (90:10 %)
5-NDHBFO – 4,6-DNDHBFO (90:10 %)

3091,71 1625,7 1293,66 780,03 738,36 669,91

5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО (10:90 %)
5-NDHBFO – 4,6-DNDHBFO (10:90 %)

3092,31 1623,60 1291,07 781,39 738,51 667,21

5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО (50:50 %)
5-NDHBFO – 4,6-DNDHBFO (50:50 %)

3088,31 1633,31 1343,5 779,32 735,21 669,95

Таблица 3. Интенсивность пиков в ИК- спектрах 4,6-ДНДХБФО, 5-НДХБФО и бинарных смесей на их основе

Table 3. Intensity of peaks in the IR spectra of 4,6-DNDНBFO, 5-NDНBFO and binary mixtures based on them

Область спектра, см-1

Spectrum region, cm-1

Связь
Communication

4,6-ДНДХБФО
4,6-DNDHBFO

5-НДХБФО
5-NDHBFO

Смесь 5-НДХБФО – 4,6-ДНДХБФО состава  
(% вес.)

A mixture of 5-NDCBFO – 4,6-DNDCBFO 
composition (wt. %)

90:10 50:50 10:90

3088–3096 —Сар—Н – 20 7 2 5

1610–1635 —С=N 55 54 25 49 33

1291–1343 N → О 25 19 8 18 10

773–793

—С—Cl

25 30 20 10 20

735–740 9 16 12 3 14

667–673 25 22 15 4 13
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следующим присоединением молекулы 4,6-ДНДХБФО.  
Увеличение содержания 4,6-ДНДХБФО в системе до 
эквимолярного сопровождается уменьшением интен-
сивностей и низкочастотным смещением пиков, ха-
рактеризующие колебания связей Сар—Н и Сар—Сl. 
Это указывает на присутствие в системе комплексов 
c межмолекулярной водородной связью, которая воз-
никает между группами Сар—Н молекулы 5-НДХБФО 
и Сар—Сl молекулы 4,6-ДНДХБФО. Доля данных «комп- 
лексов» будет снижаться в образцах с содержанием 
4,6-ДНДХБФО и 5-НДХБФО выше эквимолярного. 

Таким образом, по результатам настоящего иссле-
дования можно предположить следующие структу-
ры межмолекулярного взаимодействия 5-НДХБФО и 
4,6-ДНДХБФО (рисунок 7). 
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Резюме
Введение. Липиды широко распространенная в природе группа биологически активных веществ, составляющая основную массу 
органических веществ всех живых организмов. Они накапливаются в растениях в семенах, а также в плодах и выполняют ряд жизненноважных 
функций: являются основными компонентами клеточных мембран и энергетическим запасом для организма. 
Цель. Исследование нейтральных липидов плодов овса посевного (Avena sativa L.).
Материалы и методы. Объектами исследования служили плоды (зерна) овса посевного сорта «Ташкент 1», заготовленные в Республике 
Узбекистан.
Результаты и обсуждения. Установлено, что нейтральные липиды зерен овса содержат 13 жирных кислот с преобладанием суммы 
олеиновой, линоленовой и линолевой кислот. Суммарная степень ненасыщенности составило почти 78 %. В ИК спектре МЭЖК наблюдалось 
полосы поглощения, характерные для этих веществ. 
Заключение. По результатам анализа НЛ зерна овса состояли из триацилглицеридов и свободных ЖК, которым сопутствовали углеводороды, 
фитостеролы, тритерпенолы и токоферолы.

Ключевые слова: липиды, овес посевной, стресс, ИК спектр, жирные кислоты.
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Abstract
Introduction. Lipids are a widespread group of biologically active substances in nature, making up the bulk of the organic substances of all living 
organisms. They accumulate in plants in seeds, as well as in fruits and perform a number of vital functions: they are the main components of cell 
membranes and the energy reserve for the body.
Aim. Study of neutral lipids of sown oats (Avena sativa L.).
Materials and methods. The objects of the study were fruits (grains) of oats of the sown variety "Tashkent 1," harvested in the Republic of Uzbekistan
Results and discussions. Neutral lipids of oat grains have been found to contain 13 fatty acids with a predominance of the sum of oleic, linolenic 
and linoleic acids. The total degree of unsaturation was almost 78%. Absorption bands characteristic of these substances were observed in the IR 
spectrum of MEGC.
Conclusion. According to the results of the NL analysis, oat grains consisted of triacylglycerides and free LCDs, which were accompanied by 
hydrocarbons, phytosterols, triterpenoids and tocopherols.

Keywords: lipids, sown oats, stress, IR spectrum, fatty acids.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время отечественная фармация ха-

рактеризуется изысканием и разработкой новых 
источников лекарственных средств растительного 
происхождения, которые содержат различные био-
логически активные вещества, в частности липиды. 
Липиды широко распространенная в природе груп-
па биологически активных веществ, составляющая 
основную массу органических веществ всех живых 
организмов. Они накапливаются в растениях в се-
менах, а также в плодах и выполняют ряд жизненно 
важных функций (являются основными компонен-
тами клеточных мембран и энергетическим запасом 
для организма и т. д). Являющиеся промежуточными 
продуктами обмена липидов ненасыщенные жирные 
кислоты имеют достаточно высокую биологическую 
ценность для организма. В частности, олеиновая кис-
лота принимает участие в регуляции холестерино-
вого обмена, способствует повышению уровня ли-
попротеидов высокой плотности, транспортирует 
холестерин из тканей в печень для утилизации, лино-
левая и альфа-линоленовая кислоты являются неза-
менимыми (эссенциальными) для человека, необхо-
димые для роста, правильного развития головного 
мозга, органа зрения, половых желез, почек и кожи. 
Поэтому основным ориентиром пищевой и биологи-
ческой ценности липидов является их жирнокислот-
ный состав, а особенно содержание незаменимых по-
линенасыщенных жирных кислот. 

К числу лекарственных растений, содержа-
щих липиды можно отнести и овес посевной (Avena 
sativa L.), который широко используется в научной и 
народной медицине. Овес (Avena sativa L.) – хорошо 
известная однолетняя культура в умеренном клима-
те. Он признан здоровой пищей в мире, содержащей 
значительное количество жирорастворимого вита-
мина Е и полиненасыщенных жирных кислот  [1]. Вы-
сокое содержание в зерне липидов, которые в мак-
симальном количестве находятся в эндосперме, 
относит овес посевной к потенциально масличной 
культуре. По сравнению с другими злаками cодер-
жание липидов варьируется от 3 до 11 % от массы 
зерна [2]. 

До настоящего времени не был изучен липидный 
состав плодов овса посевного, культивируемого в 

Узбекистане. В связи с чем целью данной работы яви-
лось исследование нейтральных липидов плодов овса 
посевного (Avena sativa L.) . 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объектами исследования служили плоды (зер-

на) овса посевного (Avena sativa  L.), заготовленные из 
культивируемого сорта «Ташкент 1» в период полно-
го созревания (Самаркандская область, сентябрь- 
октябрь, 2017–2018 гг.). После сбора сырье высушива-
ли на воздухе под навесом при температуре 15–20 °С. 
Образцы сырья определены научным сотрудником 
Д.  З. Бердибаевой Ташкентского ботанического сада 
имени академика Ф.  Н.  Русанова. Нейтральные липи-
ды (НЛ) выделяли из измельченного зерна овса экст- 
ракцией бензином (температура кипения 72–80 °С) на 
магнитной мешалке при температуре 60 °С в течение 
2  часов в трехкратной повторности. Экстракты объе-
диняли, растворитель упаривали на роторном испа-
рителе, выход липидов устанавливали весовым ме-
тодом. Определяли кислотное число НЛ и по этому 
показателю рассчитали содержание в них свободных 
жирных кислот (ЖК) [3]. Из НЛ щелочным гидролизом 
выделяли неомыляемые вещества. Компонентный 
состав НЛ устанавливали методом ТСХ на пластин-
ках с силикагелем и пластинках Silufol. Для разделе- 
ния НЛ использовали системы растворителей гек-
сан : эфир (4:1, 3:2 и 7:3). Состав неомыляемых веществ 
определяли по результатам ТСХ на силикагеле и пла-
стинках Silufol в указанных выше системах растворите-
лей. Для идентификации компонентов использовали 
модельные вещества (фитостеролы, свободные ЖК). 
Часть НЛ гидролизовали спиртовым раствором щело-
чи [4], выделенные ЖК метилировали свежеприготов-
ленным раствором диазометана [5]. Метиловые эфиры 
ЖК (МЭЖК) очищали от примесей препаративной ТСХ 
на силикагеле в системе растворителей гексан  : эфир 
(4:1). Зону МЭЖК на сорбенте проявляли парами J2,  
и десорбировали с силикагеля многократным элюиро-
ванием хлороформом. Хлороформные элюаты объе- 
диняли, хлороформ упаривали на роторном испари-
теле. Очищенные МЭЖК растворяли в гексане и ана-
лизировали методом ГХ на приборе Agilent 6890N с 
пламенно-ионизационным детектором, используя ка-
пиллярную колонку 30 м × 0,32 мм с неподвижной фа-
зой HP-5, газ-носитель – гелий, температура програм-
мирования 150–270 °С.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
Результаты проведенных исследований по выде-

лению нейтральных липидов представлены в табли- 
це 1. 

Результаты исследований НЛ зерна овса посевно-
го показали, что они состоят в основном из триацил-
глицеридов и свободных ЖК, которым сопутствовали 
углеводороды, фитостеролы, тритерпенолы и токо-
феролы. Также установлено, что основными компо-
нентами неомыляемых веществ являются фитосте-
ролы, в качестве минорных липофильных веществ 
идентифицировали углеводороды, тритерпенолы и 
токоферолы. 

Из данных таблицы 2 видно, что НЛ плодов овса 
посевного содержат 13 ЖК с преобладанием суммы 
олеиновой и линоленовой, а также линолевой кислот. 
Суммарная степень ненасыщенности составляет поч-
ти 78 %. В ИК спектре МЭЖК наблюдалось полосы 
поглощения, характерные для этих веществ.

Таблица 1. Характеристика нейтральных липидов  
плодов овса посевного

Table 1. Characterization of neutral lipids of oat grains

№
Показатель

Index
Содержание

Сontent

1

Нейтральные липиды (масличность) 
при фактической влажности, % от массы 
зерна

Neutral lipids (oil content) at actual mois-
ture content, % of grain weight 

3,72

2
Кислотное число НЛ, мг КОН/г
Acid number NL, mg KOH/g

14,11

3

Свободные жирные кислоты, % от мас-
сы НЛ

Free fatty acids, % by weight of neutral 
lipids

7,05

4
Неомыляемые вещества, % от массы НЛ
Unsaponifiables,% by weight of neutral 

lipids
5,1

Таблица 2. Состав жирных кислот нейтральных липидов плодов овса посевного, ГХ, % от массы кислот

Table 2. Content of fatty acids in neutral lipids of oat grains, GC, % of acids weight

№
Жирная кислота

Fatty acid
Систематическое название

Systematic name
Брутто формула

Gross formula
Содержание

Content

Температура 
плавления

Melting 
temperature

1
Лауриновая, 12:0
Lauric12:0

Додекановая кислота
Dodecanoic acid

С11Н23СООН 0,06 43,2

2
Миристиновая, 14:0
Myristic, 14:0

Тетрадекановая кислота
Tetradecanoic acid

С13Н27СООН 0,36 53,9

3
Пальмитиновая, 16:0
Palmitic, 16:0

Гексадекановая кислота
Hexadecanoic acid

С15Н31СООН 18,51 62,8

4
Пальмитолеиновая, 16:1n7
Palmitoleic, 16:1n7

Цис-9-гексадеценовая кислота
Cis-9-hexadecenoic acid

С15Н29СOOH 0,34 +0,5

5
Маргариновая, 17:0
Margarinе, 17:0

Гептадекановая кислота
Heptadecanoic acid

С16Н33СООН 0,21 61,3

6
Стеариновая, 18:0
Stearin, 18:0

Октадекановая кислота
Octadecanoic acid

С₁₇Н₃₅COOH 2,40 69,6

7

Олеиновая, 18:1n9 
Линоленовая, 18:3n3

Olein, 18:1n9
Linolenic, 18:3n3

Цис-9-октадеценовая кислота
цис,цис,цис-9,12,15-октадекатриено-

вая кислота
Cis-9-octadecenoic acid
cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoic acid

С17Н33СOOH
С17Н29COOH

39,80 13–14

8
Линолевая, 18:2n6
Linoleic, 18:2n6

Цис,цис-9,12-октадекадиеновая кис-
лота

Cis,cis-9,12-octadecadienoic acid
С17Н31COOH 36,91 –5

9
Арахиновая, 20:0
Arachinic, 20:0

Эйкозановая кислота
Eicosanoic acid

C₂₀H₃₂O₂ 0,27 –49,5

10
Эйкозеновая, 20:1n11
Eikosen 20:1n11

Цис-11-эйкозеновая кислота
Cis-11-eicosenic acid

С19Н37СOOH 0,89 23–24

11
Бегеновая, 22:0
Begen, 22:0

Докозановая кислота
Docosanoic acid

C₂₂H₄₄O₂ 0,12 74–78

12
Лигноцериновая, 24:0
Lignocerin, 24:0

Тетракозановая кислота
Tetracosan acid

C24H48O2 0,13 84

13
∑насыщенных ЖК

∑saturated FA

22,06

14
∑ненасыщенных ЖК

∑unsaturated FA

77,94
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, можно заключить, что проведен-

ные исследования по комплексной оценке нейтраль-
ных липидов плодов овса посевного, культивируемого 
в Узбекистане показали, что изучаемое сырье являет-
ся богатым источником незаменимых жирных кислот 
(77,94 %), мажорными компонентами из которых яв-
ляются суммы олеиновой и линоленовой, а также ли-
нолевой кислот. 
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Резюме
Введение. Инновационная фармацевтическая субстанция на основе производного 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана обеспечивает 
продолжительную активацию AMPA-рецепторов и выработку нейротрофических факторов, что позволяет использовать его для терапии 
когнитивных нарушений и реабилитации пациентов, перенесших острую гипоксию мозга. Учитывая, что данная субстанция способна 
всасываться через стенки желудочно-кишечного тракта и проходить через гематоэнцефалический барьер, ограничений при разработке 
пероральной лекарственной формы не существует. Кроме того, пероральная лекарственная форма имеет значительные преимущества при 
применении в гериатрической и педиатрической практике. 
Цель. Цель работы заключалась в проведении сравнительного исследования возможности применения желатиновых и гипромеллозных 
капсул для разработки состава и технологии получения лекарственной формы, содержащей фармацевтическую субстанцию на основе 
производного 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана.
Материалы и методы. Изучение теста «Растворение» желатиновых и гипромеллозных капсул проводили на аппарате ERWEKA DT  720 
«Лопастная мешалка» при скорости вращения мешалки 50 об/мин в трех средах: pH 1,2, pH 4,5 и pH 6,8. Содержание субстанции в каждой 
пробе определяли методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с УФ-детектированием.
Результаты и обсуждение. Приведены результаты разработки и испытаний капсул, содержащих оригинальную фармацевтическую 
субстанцию ноотропного действия на основе производного 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана, обладающую низкими фармацевтико-
технологическими характеристиками, практически не растворимую в воде. Значение D/S составило ≥250,00 мл в каждом физиологическом 
диапазоне pH. Результаты определения растворения разработанной лекарственной формы в трех средах при значениях pH 1,2, pH 4,5 и 
pH 6,8 показали положительное влияние использованной технологии на растворимость субстанции.
Заключение. Показано существенное увеличение растворимости практически нерастворимой субстанции производного 
3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана в разработанной лекарственной форме, что является результатом применения обоснованного комплекса 
вспомогательных веществ и технологии влагоактивизированного гранулирования. Согласно полученным результатам за 45 минут в среду 
растворения с рН 4,5 переходит (77,60 ± 2,50) % субстанции. Результаты исследования используются для разработки технологической схемы 
получения лекарственной формы, ее показателей и норм качества.

Ключевые слова: производное 3,7-диазабициклононана, фармацевтическая разработка, тест «Растворение», модулятор AMPA-рецептора, 
желатиновые и гипромеллозные капсулы. 
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Abstract
Introduction. An innovative pharmaceutical substance based on the 3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane derivative provides long-term activation of AMPA 
receptors and the production of neurotrophic factors, which makes it possible to use it for the treatment of cognitive impairments and rehabilitation 
of patients who have undergone acute brain hypoxia. Given that this substance is able to be absorbed through the walls of the gastrointestinal tract 
and pass through the blood-brain barrier, there are no restrictions on the development of an oral dosage form. In addition, the oral dosage form has 
significant advantages when used in geriatric and pediatric practice.
Aim. The aim of the work was to carry out a comparative study of the possibility of using gelatin and hypromellose capsules for the development 
of the composition and technology for obtaining a dosage form containing a pharmaceutical substance based on a 3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane 
derivative.
Materials and methods. The study of the «Dissolution» test of gelatinous and hypromellose capsules was carried out on an ERWEKA DT 720 «Paddle 
stirrer» apparatus at a stirrer rotation speed of 50 rpm in three media: pH 1.2, pH 4.5 and pH 6.8. The content of the substance in each sample was 
determined by high performance liquid chromatography with UV detection.
Results and discussion. The results of the development and testing of capsules containing an original pharmaceutical substance of nootropic action 
based on a derivative of 3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane, which has low pharmaceutical and technological characteristics and is practically insoluble 
in water, are presented. The D/S value was ≥250.00 ml in each physiological pH range. The results of determining the dissolution of the developed 
dosage form in three media at pH values of 1.2, 4.5 and 6.8 showed a positive effect of the technology used on the solubility of the substance.
Conclusion. A significant increase in the solubility of the practically insoluble substance of the 3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane derivative in the 
developed dosage form was shown, which is the result of the use of a well-founded complex of excipients and the technology of moisture-activated 
granulation. According to the results obtained, (77.60 ± 2.50) % of the substance passes into the dissolution medium with a pH of 4.5 in 45 minutes. 
The research results are used to develop a technological scheme for obtaining a finished dosage form, its indicators and quality standards.

Keywords: derivative of the 3,7-diazabicyclononane, pharmaceutical development, dissolution test, AMPA receptor modulator, gelatin and 
hypromellose capsules.
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ВВЕДЕНИЕ
Фармацевтическая субстанция (ФС) на основе 

производного 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана (ТСТ-9) 
обеспечивает продолжительную активацию AMPA-ре-
цепторов и выработку нейротрофических факторов, 
что позволяет использовать его для терапии когни-
тивных нарушений и реабилитации пациентов, пере-
несших острую гипоксию мозга вследствие ишемии, 
или другие повреждения головного мозга, например 
травму [1, 2].

ФС является оригинальной по структуре и способу 
получения. Разработчиками фармацевтической суб-
станции экспериментально были определены и оце-
нены физико-химические и биологические свойства 
ФС ТСТ-9, способные повлиять на технологические 
свойства в условиях промышленного производства, 
в том числе растворимость, размер частиц, сыпу- 
честь, насыпная плотность и др., фармакологическое  
действие [3].

С учетом физико-химических характеристик 
ФС ТСТ-9 в качестве лекарственной формы (ЛФ) были 
выбраны твердые капсулы. Эта лекарственная форма 

маскирует неприятные вкус и запах лекарственных 
и вспомогательных веществ, обеспечивает высокую 
точность дозирования, а главное – ФС при наполне-
нии в капсулы не подвергается агрессивному техно-
логическому воздействию (как при гранулировании и 
прессовании таблетированных ЛФ), что положитель-
но сказывается на стабильности и эффективности ле-
карственного препарата. 

Производители отмечают также экономичность 
производства капсулированных лекарственных пре-
паратов по сравнению с производством таблеток за 
счет снижения количества технологических стадий и 
видов необходимого производственного оборудова-
ния [4]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Фармацевтическая субстанция на основе 

производного 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана с хи-
мическим названием IUPAC 6-[4метокси-3-(1Н-пи-
разол-1-илметил) бензил]-1,11диметил-3,6,9-триазатри- 
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цикло[7.3.1.1] тетрадекан-4,8,12-триона была впер-
вые синтезирована на химическом факультете МГУ 
им. М. В. Ломоносова [1] (рисунок 1).

ФС ТСТ-9 представляет собой белый аморфный 
порошок без запаха. Хорошо растворима в хлорофор-
ме, ацетонитриле, хлористом метилене, ацетоне, ди-
метилсуфоксиде, диметилфорамиде, этиловом и ме-
тиловом спирте. Малорастворима в диэтиловом эфире, 
диоксане. Практически нерастворима в воде очищен-
ной. Определение биофармацевтической раствори-
мости ФС ТСТ-9 проводили методом встряхивания в 
термостатируемой колбе. Испытание проводили в те-
чение 24 ч, при постоянной температуре 37 °С, в трех 
средах при значениях pH 1,2, pH  4,5 и pH 6,8. Значение 
D/S составило ≥250,00 мл в каждом физиологическом 
диапазоне pH. Полученные данные по растворению 
позволяют отнести субстанцию к ΙΙ/ΙV классу по Био-
фармацевтической классификационной системе. Воз-
можно именно низкая растворимость ФС ТСТ-9 слу-
жит фактором, лимитирующим ее всасывание. 

Усредненные результаты определения технологи-
ческих характеристик порошка ФС ТСТ-9, полученные 
в результате измерений 6 образцов, приведены в таб- 
лице 1.

Полученные результаты свидетельствовали о низ-
ких технологических свойствах субстанции (сыпу-
честь, угол откоса, насыпная плотность). Кроме того, 
порошок пылил и электризовался. На основании рас-
считанных величин индексов Карра и Хауснера сы-

пучесть субстанции была оценена как «очень пло-
хая». С учетом малой дозировки субстанции, которая  
обусловливает введение в состав лекарственной фор-
мы наполнителей, порошковую смесь перед наполне-
нием в капсулы необходимо было гранулировать [3]. 

Таблица 1. Технологические характеристики порошка  
и гранулята ФС ТСТ-9

Table 1. Technological characteristics of powder  
and granulate API TST-9

Показатель, ед. изм.
Indicator, units rev

Порошок
Powder 

Гранулят
Granulate

Размеры частиц
Particle size

Менее 100 мкм
Less than 100 μm

От 100 до 315 мкм
100 to 315 μm

Сыпучесть, г/с
Free flow, g/s

1,70 ± 0,20* 5,91 ± 0,04

Насыпная плотность до 
уплотнения, г/мл

Bulk density before com-
paction, g / ml

0,15 ± 0,03 0,44 ± 0,03

Насыпная плотность пос- 
ле уплотнения, г/мл

Bulk density after compac-
tion, g/ml

0,24 ± 0,02 0,51 ± 0,03

Угол естественного отко-
са, град.

Angle of repose, degrees
45,00 ± 3,00 35,00 ± 2,00

Влажность, %
Humidity, %

0,22 ± 0,30 0,22 ± 0,04

Индекс Карра
Carr index

37,40 ± 0,20 13,72 ± 0,02

Индекс Хауснера
Hausner index

1,59 ± 0,20 1,16 ± 0,02

Примечание. *Полученная величина – при диаметре от-
верстия воронки 10 мм.

Note. *The resulting value – with a funnel hole diameter of 
10 mm.

Усредненные результаты измерений технологи-
ческих характеристик 6 образцов гранулята ФС ТСТ-9 
приведены в таблице 1.

Полученные результаты свидетельствовали о хо-
роших технологических свойствах гранулята: сыпу-
честь по сравнению с субстанцией повысилась от 1,70 
до 5,91 г/с, насыпная плотность до уплотнения воз-
росла от 0,15 до 0,44 г/мл, насыпная плотность после 
уплотнения – от 0,24 до 0,51 г/мл. На основании рас-
считанных величин индексов Карра и Хауснера сыпу-
честь субстанции была оценена как «хорошая». 

Для инкапсулирования ФС ТСТ-9 использовали 
капсулы желатиновые и капсулы из ГПМЦ размером 
№ 3 производства CAPSUGEL [6]. Состав на одну капсу-
лу представлен в таблице 2. 

Тест «Растворение» для двух типов капсул про-
водили на аппарате ERWEKA DT 720 «Лопастная ме-
шалка» при скорости вращения мешалки 50 об/мин 
в трех средах: с рН 1,2–0,1 М раствор хлороводород-
ной кислоты (х.ч., ООО «Сигма  Тек», Россия) каталож-
ный №  ООН  1789; с рН 4,5 – ацетатный буфер (х.ч., 
ООО  «Сигма  Тек», Россия) каталожный S7899; с рН  6,8 
фосфатный буфер (Gibco, Thermo Scientific, Герма-

Empirical formula: C
25

H
31

N
5
O

4
. 

Molecular weight: 465.54 g/mol

Рисунок 1. Структурная формула 6-[4-метокси-3-(1H-пира-
зол-1-илметил) бензил]-1,11-диметил-3,6,9-триазатрицик-
ло[7.3.1.1] тетрадекан-4,8,12-трион

Figure 1. Schematic of the molecular structure of 6- [4-methoxy-3- 
(1H - p y r a z o l -1- y l m e t h y l )  b e n z y l ] -1,11- d i m e t h y l - 3 , 6 , 9 -
triazatricyclo[7.3.1.1] tetradecane-4,8, 12-trion
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ния) каталожный № P5244. Поскольку фармацевти-
ческая субстанция не растворима в воде, в среду до-
бавляли 1 % твин-80 (Panreac, Италия, каталожный 
№  P8192), что допускается Государственной фармако-
пеей XIV издания (ГФ XIV). При внесении 1 % твин-80 
достигалась оптимальная доля растворимости ФС, 
и обеспечивалось отсутствие отрицательного вли-
яния на дальнейшем определении качественных и 
количественных характеристики ФС методом ВЭЖХ.  
Объем среды растворения 500 мл (рН  1,2) и 800 мл 
(рН 4,5 и рН 6,8), температура среды растворения 
(37 ± 0,5)  °С. Среды растворения готовили в соот- 
ветствии с ГФ  XIV ОФС.1.3.0003.15 «Буферные раство-
ры» [7].

Таблица 2. Состав лекарственной формы ТСТ-9 на капсулу

Table 2. Composition of the TST-9 dosage form per 1 capsule

Наименование
Name

Спецификация/
производитель

Specification/
manufacturer

Содержание
Content

мг
mg

%

ФС ТСТ-9

API TST-9

Спецификация раз-
работчика

Developer Specifica-
tion

15,00 7,14

Альгинат натрия
Sodium alginate

EPh 
Protanal CR8133® FMC 

BioPolymer, США
130,00 61,91

Прежелатинизирован-
ный кукурузный крахмал 
(ПКК)

Pregelatinized corn 
starch (PCA)

EPh 
LycatabPGS®Roquette, 

Франция (France)
35,00 16,67

Натрия крахмала гли-
колят

Sodium starch glycolate

EPh 
Vivastar P® JRS 

PHARMA GmbH&Co.KG
10,00 4,76

Кремния диоксид кол-
лоидный 

Colloidal silicon dioxide

EPh 
Evonik Resource Effi- 

ciency GmbH
10,00 4,76

Кальция хлорид гекса-
гидрат

Calcium chloride hexa- 
hydrate

ФС.2.2.0024.18

Pharmacopoeial 
monograph 2.2.0024.18

10,00 4,76

Итого
Total

210,00 100,00

Масса наполненной 
капсулы

Weight of the filled 
capsule

300,00–310,00

Поскольку объектом исследования являлась но-
вая оригинальная ФС, для детального изучения про-
филя растворения не ограничивались одной точкой 
отбора проб в 45 минут. Профили растворения долж-
ны состоять не менее чем из трех точек, исключая 
нулевую, поэтому пробы отбирали через 5, 10, 15, 30 
и 45 минут порциями по 10 мл. Такой же объем соот-
ветствующего буферного раствора добавлялся в сре-
ду растворения для сохранения объема. Отбор проб 
осуществляли из зоны сосуда для растворения, нахо-
дящейся между поверхностью среды растворения и 
верхней частью лопасти мешалки и на расстоянии не 
менее 1 см от стенок сосуда для растворения. Полу-

ченные пробы охлаждали при комнатной температу-
ре, фильтровали через бумажный фильтр типа «синяя 
лента», отбрасывая первые 5 мл фильтрата. Определя-
ли содержание субстанции в каждой пробе методом 
ВЭЖХ с УФ-детектированием. Требование по показа-
телю «количественное содержание»: содержание не 
менее 99,85 и не более 102,00 % в пересчете на сухое и 
свободное от органических растворителей вещество. 
Для получения статистически достоверных результа-
тов исследование проводили на 6 образцах желати-
новых и ГПМЦ капсул. Условия хроматографического 
анализа представлены в таблицах 3 и 4.

Таблица 3. Условия хроматографического анализа

Table 3. Chromatographic analysis conditions

Колонка:

Column:

Poroshell 120 EC-C18, 2,1 × 50 мм ID, 
2,7 мкм, Agilent

Poroshell 120 EC-C18, 2.1 × 50 mm ID, 
2.7 μm, Agilent

Элюент А:

Eluent A: 

0,1 % трифторуксусная кислота 
(ТФУ) в ацетонитриле («Panreac» кат. 
№ 221881.1612)

0.1 % trifluoroacetic acid (TFA) in 
acetonitrile («Panreac» № 221881.1612)

Элюент B: 

Eluent B:

0,1 % трифторуксусная кислота в 
воде («Panreac» кат. № 363317.1608)

0.1 % trifluoroacetic acid (TFA) in 
water («Panreac» № 363317.1608)

Объем пробы: 

Sample volume:

20 мкл/промывка иглы 100 % аце-
тонитрилом

20 μl/flushing the needle with 100 % 
acetonitrile

Скорость потока:
Flow rate:

1,0 мл/мин
1.0 ml/min

Время хроматографиро-
вания:

Chromatography time:

12 мин

12 minutes
Температура колонки:
Column temperature:

25 °C

Температура 
автосамплера:
Autosampler temperature:

4 °С

Длина волны детектора:
Detector Wavelength:

233 нм
233 nm

Таблица 4. Режим хроматографического элюирования

Table 4. Chromatographic elution mode

Градиент элюирования
Elution gradient

Время, мин
Time, minutes

Элюент А, %
Eluent A, %

Элюент В, %
Eluent B, %

0 0,0 100,0

1,0 0,0 100,0

7,0 100,0 0,0

9,0 100,0 0,0

9,1 0,0 100,0

12,0 0,0 100,0

Элюент А представлял собой 0,1 % раствор триф-
торуксусной кислоты (ТФУ) в ацетонитриле, затем го-
товили элюент B – 0,1 % раствор ТФУ в воде. Также 
готовили раствор 3–50 % раствор ацетонитрила. При-
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готовление стокового раствора СО: 10 мг ФС ТСТ-9 
помещали в мерную колбу вместимостью 10 мл, при-
бавляли 9 мл раствора 3, перемешивали до полного 
растворения навески, доводили объём раствором 3 до 
метки. Приготовление стандартного раствора: 100 мкл 
стокового раствора СО ФС ТСТ-9 помещали в мерную 
колбу вместимостью 10 мл, доводили объём раство-
ром 3 до метки. Конечная концентрация составляла 
10 мкг/мл. Раствор использовали свежеприготовлен-
ным. Приготовление бланк-раствора: 130  мг альгина-
та натрия, 35 мг прежелатинизированного кукурузно-
го крахмала, 10 мг натрия крахмала гликолята, 10  мг 
кремния диоксида коллоидного и 10 мг кальция хло-
ридагексагидрата помещали в стакан вместимостью 
10 мл, прибавляли 9 мл раствора 3 и перемешивали до 
максимального растворения компонентов. Получен-
ный раствор доводили раствором 3 до метки. Анали-
тическую пробу в объеме 100 мкл помещали в микро-
пробирку вместимостью 0,5 мл, центрифугировали на 
лабораторной центрифуге фирмы Eppendorf 16873g, 
ротор FA-45-18-11 в течение 2 мин при 14 000  об/мин 
для осаждения нерастворимых компонентов. Супер-
натант использовали для анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для получения достоверных результатов теста 

растворение (ТР) ФС ТСТ-9 из ГПМЦ капсул в раствор 
с рН 1,2 (0,1 М раствор хлороводородной кислоты, 
1 % твин-80) был построен калибровочный график, 
представленный на рисунке 2. Усредненные резуль-
таты высвобождения, полученные на основании изу-
чения 6 образцов, приведены в таблице 5 и на рисун-
ках 3 и 4.

Результаты определения ТР показывают сущест- 
венное улучшение растворимости нераствори-
мой субстанции, полученной в результате использо-
ванной технологии гранулирования: за 45  минут  
в среду растворения рН 1,2 переходит в среднем 
64,75 ± 3,00 % ФС ТСТ-9. Однако полученный результат 
оказался не удовлетворительным. Отсутствие раство-
рения в первые 5 минут обусловлено тем, что распа-

Таблица 5. Высвобождение ФС ТСТ-9 из ГПМЦ капсул в среду с рН 1,2

Table 5. Drug release of API TST-9 from HPMC capsules into a medium with pH 1.2

Образец
Sample

Высвобождение, %
Drug release, %

5 мин
5 minutes

10 мин
10 minutes

15 мин
15 minutes

20 мин
20 minutes

30 мин
30 minutes

45 мин
45 minutes

1 1,05 ± 1,00 35,90 ± 1,80 50,15 ± 2,50 61,87 ± 2,90 63,36 ± 2,90 64,75 ± 3,00

2 1,56 ± 1,00 37,85 ± 1,90 52,43 ± 2,60 63,57 ± 3,10 65,78 ± 3,20 66,12 ± 3,30

3 2,31 ± 2,00 38,01 ± 1,90 54,12 ± 2,70 65,71 ± 3,20 69,41 ± 3,40 72,34 ± 3,60

4 1,98 ± 2,00 35,61 ± 1,70 52,97 ± 2,60 58,39 ± 2,90 60,12 ± 3,00 61,18 ± 3,00

5 1,75 ± 2,00 34,87 ± 1,70 49,65 ± 2,50 60,72 ± 3,00 60,98 ± 3,00 62,17 ± 2,80

6 1,65 ± 1,00 36,20 ± 1,80 50,81 ± 2,50 61,98 ± 3,00 62,13 ± 2,90 62,34 ± 2,90

Рисунок 2. Калибровочный график ФС ТСТ-9 в среде хлорово-
дородной кислоты с рН 1,2 с 1 % содержанием твина-80

Figure 2. Calibration graph of AIP TST-9 in hydrochloric acid 
medium with pH 1.2 with 1 % Tween-80 content

Рисунок 3. Хроматограмма проведения ТР ГПМЦ капсул в сре-
де хлороводородной кислоты с рН 1,2. Ось абсцисс – величина 
сигнала, mAU, ось ординат – время выхода, мин

Figure 3. Chromatogram of the dissolution test HPMC capsules in 
hydrochloric acid medium with pH 1.2. The abscissa is the signal 
value, mAU, the ordinate is the exit time, min
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даемость ГПМЦ капсул в среде с рН 1,2 в среднем 
составило 300 ± 30  с, а в средах с более высоким зна-
чением рН превышало эту величину. Распадаемость 
желатиновых капсул в указанных средах составила 
от 1 до 3 минут. Поэтому в дальнейшем эксперимен-
те капсулы из гипромеллозы не были использованы, 
а исследования проводились только на капсулах из 
желатина.

Результаты проведения теста растворения жела-
тиновых капсул в среде с рН 1,2 приведены в таблице 
6 и на рисунках 5 и 6.

Данные таблицы 6 и рисунка 6 демонстрируют 
улучшение кинетики растворения из желатиновых 
капсул по сравнению с ГПМЦ капсулами из-за быст- 
рого перехода субстанции в среду растворения на 
начальном этапе. Полученные результаты выше ре-
зультатов растворения субстанции, но не обеспе-
чивают фармакопейных стандартов растворения (в 
соответствии с ОФС.1.4.2.0014.15 «Растворение для 
твердых дозированных лекарственных форм») в сре-
ду с рН 1,2.

Рисунок 4. Усредненный профиль растворения ЛФ (ГПМЦ 
капсулы) ТСТ-9 15 мг в среде хлороводородной кислоты с 
рН 1,2 с 1 % содержанием твина-80

Figure 4. Average dissolution profile of the dosage form (HPMC 
capsules) TST-9 15 mg in hydrochloric acid medium with pH  1.2 
with 1 % Tween-80 content

Рисунок 5. Хроматограмма проведения ТР желатиновых 
капсул в среде хлороводородной кислоты с рН 1,2. Ось абс-
цисс – величина сигнала, mAU, ось ординат – время выхода, 
мин

Figure 5. Chromatogram of the dissolution test of gelatin capsules 
in hydrochloric acid medium with pH 1.2. The abscissa is the signal 
value, mAU, the ordinate is the exit time, min

Рисунок 6. Усредненный профиль растворения ЛФ (желатино-
вые капсулы) ТСТ-9 15 мг в среде хлороводородной кислоты с 
рН 1,2 с 1 % содержанием твина-80

Figure 6. Average dissolution profile of the dosage form (gelatin 
capsules) TST-9 15 mg in hydrochloric acid medium with pH 1.2 
with 1 % Tween-80 content

Таблица 6. Высвобождение ФС ТСТ-9 из желатиновых капсул в среду с рН 1,2

Table 6. Drug release of API TST-9 from gelatin capsules into a medium with pH 1.2

Образец
Sample

Высвобождение, %
Drug release, %

5 мин
5 minutes

10 мин
10 minutes

15 мин
15 minutes

20 мин
20 minutes

30 мин
30 minutes

45 мин
45 minutes

1 25,50 ± 1,80 44,60 ± 2,20 49,60 ± 1,90 55,60 ± 1,50 60,50 ± 2,10 62,50 ± 1,90

2 23,20 ± 1,60 45,80 ± 2,40 50,50 ± 1,80 57,10 ± 1,70 59,20 ± 1,90 60,20 ± 1,80

3 25,80 ± 1,50 44,70 ± 2,30 52,10 ± 1,70 57,90 ± 1,60 59,80 ± 1,80 63,80 ± 2,00

4 20,30 ± 1,70 42,90 ± 2,50 50,50 ± 1,80 55,10 ± 1,90 58,30 ± 1,70 59,30 ± 1,40

5 23,00 ± 1,20 47,20 ± 2,60 54,90 ± 1,70 59,20 ± 1,60 60,00 ± 2,00 63,00 ± 1,40

6 24,20 ± 1,40 49,50 ± 2,60 52,20 ± 1,70 58,60 ± 1,80 61,20 ± 1,90 62,20 ± 1,60
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Результаты изучения кинетики растворения же-
латиновых капсул в среде с pH 4,5 представлены в 
таблице 7 и на рисунках 8 и 9. Для получения досто-
верных результатов ТР ФС ТСТ-9 была построена ка-
либровочная кривая, представленная на рисунке 7.

В среднем высвобождение ФС из желатиновых 
капсул в среде с рН 4,5 происходит интенсивнее, чем 
в среде с рН 1,2 и заметно быстрее по сравнению с 
капсулами из ГПМЦ. Замедление растворения после 
15 минуты возможно связано с достижением предела 
растворимости ФСТСТ-9.

Результаты проведения теста «Растворение» в 
среде с pH 6,8 представлены в таблице 8 и в рисун-
ках 11, 12. Для получения достоверных результатов 
ТР ФС ТСТ-9 была построена калибровочная кривая, 
представленная на рисунке 10.

В среде с рН 6,8 также, как и в среде с рН 4,5, про-
исходит интенсивное высвобождение субстанции в 
первые 5 минут. К 45 минуте в среде растворения 
обнаружено 79,30 ± 2,20 % ФС ТСТ-9, что демонстри-
рует существенное улучшение растворимости суб-
станции в разработанной ЛФ.

Рисунок 7. Калибровочный график ФС ТСТ-9 в среде ацетатно-
го буферного раствора рН 4,5

Figure 7. Calibration graph of API TST-9 in an acetate buffer 
solution pH 4.5

Рисунок 8. Хроматограмма проведения ТР желатиновых 
капсул в среде ацетатного буферного раствора рН 4,5. Ось 
абсцисс – величина сигнала, mAU, ось ординат – время выхо-
да, мин

Figure 8. Chromatogram of the dissolution test of gelatin capsules 
in an acetate buffer solution pH 4.5. The abscissa is the signal 
value, mAU, the ordinate is the exit time, min

Рисунок 9. Усредненный профиль растворения ЛФ (желати-
новые капсулы) ТСТ-9 15 мг в среде ацетатного буферного 
раствора рН 4,5 с 1 % содержанием твина-80

Figure 9. Average dissolution profile of dosage form (gelatin 
capsules) TST-9 15 mg in an acetate buffer solution pH 4.5 with 
1 % Tween-80 content

Таблица 7. Высвобождение ФС ТСТ-9 из желатиновых капсул в среду с рН 4,5

Table 7. Drug release of API TST-9 from HPMC capsules into a medium with pH 4.5

Образец
Sample

Высвобождение, %
Drug release, %

5 мин
5 minutes

10 мин
10 minutes

15 мин
15 minutes

20 мин
20 minutes

30 мин
30 minutes

45 мин
45 minutes

1 37,80 ± 2,10 64,50 ± 3,10 72,60 ± 3,20 73,70 ± 3,50 75,60 ± 3,90 77,60 ± 3,50

2 35,40 ± 1,70 66,20 ± 3,30 69,80 ± 3,40 70,40 ± 3,50 73,50 ± 3,60 79,10 ± 3,70

3 28,90 ± 1,40 61,80 ± 3,00 65,70 ± 3,20 69,30 ± 3,40 71,10 ± 3,50 73,90 ± 3,60

4 40,10 ± 2,00 67,30 ± 3,30 75,90 ± 3,70 76,30 ± 3,80 77,50 ± 3,80 78,10 ± 3,90

5 38,70 ± 1,90 65,00 ± 3,20 71,20 ± 3,50 73,40 ± 3,60 74,90 ± 3,70 77,20 ± 3,60

6 41,50 ± 2,00 69,20 ± 3,40 73,50 ± 3,60 73,90 ± 3,60 74,20 ± 3,70 78,60 ± 3,60
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Как правило, между скоростью растворения ФС в 
биологических жидкостях и ее биологической доступ-
ностью имеется прямая зависимость. Для практически 
нерастворимых в воде ФС скорость абсорбции опре-

деляется скоростью их растворения. Таким образом, 
повышение растворимости субстанции, возможно, бу-
дет способствовать повышению ее биодоступности.

Таким образом, в результате научно-обоснован-
ного выбора состава ЛФ и ее технологии гранулиро-
вания отмечено не только увеличение значений фар-
макопейных показателей капсулируемой массы – угла 
естественного откоса, сыпучести, насыпной плотности 
и ее технологических характеристик – индексов Кар-
ра и Хауснера, влияющих на технологический процесс, 
но также существенно повышен профиль растворения 
субстанции. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты определения фармацев-

тико-технологических характеристик ФС ТСТ-9 по-
казали, что она является практически не раство-
римой субстанцией с низкими технологическими 
характеристиками.

Существенное улучшение растворимости ФС в 
разработанной ЛФ (твердые желатиновые капсулы) и 

Таблица 8. Высвобождение ФС ТСТ-9 из желатиновых капсул в среду с рН 6,8

Table 8.  Release of API TST-9 from gelatin capsules into a medium with pH 6.8

Образец
Sample

Высвобождение, %
Drug release, %

5 мин
5 minutes

10 мин
10 minutes

15 мин
15 minutes

20 мин
20 minutes

30 мин
30 minutes

45 мин
45 minutes

1 35,50 ± 1,70 44,20 ± 2,00 54,40 ± 2,80 58,70 ± 2,90 60,10 ± 2,10 79,30 ± 2,20

2 31,90 ± 1,60 39,70 ± 1,90 52,90 ± 2,60 56,90 ± 2,80 60,70 ± 2,00 78,10 ± 2,20

3 29,40 ± 1,40 38,90 ± 1,90 52,40 ± 2,60 59,10 ± 2,90 61,40 ± 2,00 79,20 ± 2,20

4 30,60 ± 1,40 42,50 ± 2,10 56,10 ± 2,80 61,30 ± 3,00 64,80 ± 2,20 77,70 ± 2,30

5 37,40 ± 1,80 47,80 ± 2,30 55,90 ± 2,80 60,10 ± 3,00 64,10 ± 2,20 79,20 ± 2,30

6 34,80 ± 1,70 45,10 ± 2,20 53,80 ± 2,70 58,60 ± 2,90 62,80 ± 2,10 78,90 ± 2,30

Рисунок 10. Калибровочный график ФС ТСТ-9 в среде фосфат-
ного буферного раствора рН 6,8

Figure 10. Calibration graph of API TST-9 in the phosphate buffer 
solution pH 6.8

Рисунок 11. Хроматограмма проведения ТР желатиновых 
капсул в среде фосфатного буферного раствора рН 6,8. Ось 
абсцисс –величина сигнала, mAU, ось ординат – время выхо-
да, мин

Figure 11. Chromatogram of of the dissolution test of gelatin 
capsules in a phosphate buffer solution pH 6.8. The abscissa is the 
signal value, mAU, the ordinate is the exit time, min

Рисунок 12. Усредненный профиль растворения ЛФ (жела-
тиновые капсулы) ТСТ-9 15 мг в среде фосфатного буферного 
раствора рН 6,8 с 1 % содержанием Твина-80

Figure 12. Average dissolution profile of dosage form (gelatin 
capsules) TST-9 15 mg in a phosphate buffer solution pH 6.8 with 
1 % Tween-80
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хорошие технологические характеристики гранули-
рованной субстанции показали перспективность про-
веденных исследований, которые могут служить ос-
новой для детальной разработки технологической 
схемы получения ЛФ ТСТ-9, её показателей и норм 
качества.
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Резюме
Введение. Виброкавитационные гомогенизаторы находят все большее применение в различных отраслях промышленности, в том числе и 
в фармацевтической – для приготовления кремов, гелей для придания им однородного состава, а в последнее время и для экстрагирования 
ценных веществ из материалов растительного происхождения. Как было показано нами ранее, сравнение экстрагирования диосцина из 
семян пажитника сенного, проведенного в аппаратах различных конструкций, при одинаковых условиях организации процесса показало, 
что наиболее эффективным способом оказался способ экстрагирования в виброкавитационном поле. Очевидно, это связано с тем, что 
кавитация снижает диффузионное сопротивление процесса и таким образом повышает интенсивность процесса переноса массы вещества 
из твердой фазы в раствор. Однако процесс экстрагирования в аппаратах такого типа является сложным и сопровождается измельчением 
семян, что приводит к изменению дисперсного состава твердой фазы. В более ранних работах на примере извлечения диосцина из семян 
пажитника сенного показано, что повышение частоты вращения ротора увеличивает выход БАВ. Однако тонкое измельчение сырья часто 
приводит к образованию слоя осадка, загрязняющего раствор балластными веществами и затрудняющего его очистку, а также снижает выход 
БАВ, поэтому изучение этого процесса является необходимым для регулирования дисперсного состава, чтобы обеспечить наибольшую 
эффективность экстрагирования в аппаратах такого типа. 
Цель. Провести теоретический и экспериментальный анализ процесса измельчения частиц семян пажитника сенного в виброкавитационном 
гомогенизаторе, сопровождающимся экстрагированием БАВ, а также получить зависимости, позволяющие оценить вклад измельчения при 
формировании дисперсного состава шрота в данном аппарате и определить средний размер частиц в результате дробления.
Материалы и методы. Первым этапом исследования стал теоретический анализ процесса измельчения, так как он является 
частным случаем большого класса процессов, в которых дисперсный состав твердой фазы непостоянен. Поэтому в данной работе для 
математического описания измельчения частиц использована модель, учитывающая кинетические особенности рассматриваемого 
процесса. Экспериментальное изучение извлечения ценных компонентов из растительного сырья проводилось на лабораторной установке 
с виброкавитационным гомогенизатором периодического действия. В качестве сырья были использованы семена пажитника сенного, 
приобретенных в фирме ООО «Стоинг» г. Москва (Россия). Товароведческий анализ показал соответствие сырья требованиям ГФ XIV издания. 
Исходный водный раствор этанола (объемной концентрацией 60 %) с семенами пажитника сенного загружался в стакан 6, в объеме 0,2 литра, 
затем ротор аппарата приводился во вращение и выводился на заданную частоту вращения. Опыты проводились виброкавитационный 
гомогенизаторе, который представляет лабораторный образец аппарата, изготовленного в СПбГТИ(ТУ), состоящий из статора и ротора, 
вращающегося при частоте вращения – 1000, 3000 и 5000 об/мин (16,7; 50 и 83,3) 1/с. При каждом значении частоты вращения ротора 
время процесса варьировалось в диапазоне от 0 до 50 минут, причем процесс вели в течение 60, 120, 180, 240 и 300 секунд. Исследования 
проведенные в течение 5 минут и более показали, что дисперсный состав шрота практически не изменяется во времени, но существенно 
зависит от частоты вращения ротора. Таким образом, после 5 минут наступает некая стабилизация дисперсного состава и дальнейшее 
пребывание материала в аппарате не приводит к заметному изменению дисперсного состава. После каждого опыта шрот отбирали, 
высушивали и проводили ситовой анализ дисперсного состава. 
Результаты и обсуждение. По результатам, полученным при обработке экспериментальных данных по уравнению, были рассчитаны 
значения средней вероятности измельчения частиц и, как оказалось, она практически не зависит от времени, а зависит только от частоты 
вращения ротора. Была получена зависимость изменения средней вероятности измельчения частиц при различной частоте вращения 
ротора. Анализ этих результатов показал, что величина средней вероятности измельчения частиц в кавитационном гомогенизаторе 
увеличивается с повышением частоты вращения ротора, что вполне ожидаемо, так как возрастает частота контактов частиц с рабочими 
органами аппарата. Кроме того, полученная зависимость для средней вероятности измельчения частиц имеет линейный характер. 
Данное выражение достаточно точно описывает значения изменения во времени относительной массы частиц в рабочем диапазоне 
n = 16,7 – 83,3 1/с. С учетом этих значений экспериментальные и расчетные результаты имеют хорошее совпадение.
Заключение. Предложенный подход и полученные результаты могут быть использованы для оценки дисперсного состава частиц, 
получаемых и в других конструкциях аппаратов подобного действия.

Ключевые слова: гомогенизатор, ротор, статор, виброкавитация, измельчение, средняя масса, частицы, частота вращения, пажитник сенной. 
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Abstract
Introduction. Vibration cavitation homogenizers are increasingly used in various industries, including the pharmaceutical industry – for the 
preparation of creams, gels to give them a homogeneous composition, and more recently for the extraction of valuable substances from plant 
materials. As we have shown earlier, a comparison of the extraction of dioscin from fenugreek seeds, carried out in devices of various designs, 
under the same conditions for organizing the process showed that the most effective method was the extraction method in a vibro-cavitation field. 
Obviously, this is due to the fact that cavitation reduces the diffusion resistance of the process and, thus, increases the intensity of the process of 
transferring the mass of a substance from the solid phase to the solution. However, the extraction process in apparatus of this type is complex and 
is accompanied by crushing of seeds, which leads to a change in the dispersed composition of the solid phase.
Aim. Conduct a theoretical and experimental analysis of the process of grinding hay fenugreek seeds particles in a vibrocavitation homogenizer, 
accompanied by the extraction of biologically active substances, as well as obtaining dependences that allow evaluating the contribution of grinding 
to the formation of the dispersed composition of the meal in this apparatus and determining the average particle size as a result of crushing. In earlier 
works, using the example of the extraction of dioscin from fenugreek seeds, it was shown that an increase in the rotor speed increases the yield of 
biologically active substances. However, fine grinding of raw materials often leads to the formation of a sediment layer that pollutes the solution with 
ballast substances and complicates its purification, and also reduces the yield of biologically active substances, therefore, the study of this process 
is necessary to control the dispersed composition in order to ensure the highest extraction efficiency in devices of this type.
Materials and methods. The first stage of the study was the theoretical analysis of the grinding process, since it is a special case of a large class of 
processes in which the dispersed composition of the solid phase is not constant. Therefore, in this work, for the mathematical description of particle 
grinding, a model is used that takes into account the kinetic features of the process under consideration. An experimental study of the extraction 
of valuable components from plant raw materials was carried out in a laboratory setup with a vibro-cavitation homogenizer of periodic action. As 
a raw material, we used fenugreek seeds purchased from LLC «Stoing», Moscow (Russia), which we used for research. Commodity analysis showed 
the compliance of raw materials with the requirements of the GF XIV edition. The initial, aqueous solution of ethanol (volume concentration 60 %) 
with fenugreek seeds was loaded into glass 6, in a volume of 0.2 liters, then the rotor of the apparatus was brought into rotation and brought to a 
given rotation frequency. The experiments were carried out at a rotation frequency of 1000, 3000 and 5000 rpm (16.7; 50 and 83.3) 1/s. At each value 
of the rotor speed, the process time varied in the range from 0 to 50 minutes, and the process was carried out for 60, 120, 180, 240 and 300 seconds. 
Studies carried out for 5 minutes or more showed that the dispersed composition of the meal practically does not change over time, but significantly 
depends on the rotor speed. Thus, after 5 minutes, a certain stabilization of the dispersed composition occurs and further residence of the material 
in the apparatus does not lead to a noticeable change in the dispersed composition. After each experiment, the meal was taken, dried, and sieve 
analysis of the dispersed composition was carried out.
Results and discussion. Based on the results obtained by processing the experimental data according to the equation, the values of the average 
probability of particle crushing were calculated and, as it turned out, it practically does not depend on time, but depends only on the rotor speed. The 
dependence of the change in the average probability of particle grinding at different rotor speed was obtained. The analysis of these results showed 
that the value of the average probability of particle grinding in the cavitation homogenizer increases with an increase in the rotor speed, which is quite 
expected, since the frequency of contacts of particles with the working organs of the apparatus increases. In addition, the obtained dependence for 
the average probability of particle crushing is linear. This Expression quite accurately describes the values of the change in time of the relative mass 
of particles in the working range n = 16.7 – 83.3 1/s. Taking these values into account, the experimental and calculated results are in good agreement.
Conclusions. The proposed approach and the results obtained can be used to assess the dispersed composition of particles obtained in other 
designs of devices of similar action.

Keywords: homogenizer, rotor, stator, vibrocavitation, crushing, average weight, particles, rotation frequency, fenugreek.
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ОБОЗНАЧЕНИЯ
t – время, с; m – масса частицы, кг; F(x, t) – плот-

ность функции распределения частиц по x в единице 
объема аппарата, 1/кг; n – частота вращения ротора, 
1/c; N – число частиц в аппарате; N0 – число исходных 
частиц, загружаемых в аппарат; g(m, n; m – s, s) –  
плотность вероятности дробления частицы мас- 
сой m на два осколка m – s и s за единицу времени в 

единице объема аппарата, 1/(кг ∙ с); θ(m, t, n) – вероят-
ность дробления частицы массой m на два осколка 
m – s и s за единицу времени в единице объема аппа-
рата, 1/с; m0   – средняя масса начальной части- 
цы, кг.

ИНДЕКСЫ
0 – начальный. 

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



55РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

ВВЕДЕНИЕ
Виброкавитационные гомогенизаторы находят 

все большее применение в различных отраслях про-
мышленности, в том числе и в фармацевтической  – 
для приготовления кремов, гелей для придания им 
однородного состава, а в последнее время и для 
экстрагирования ценных веществ из материалов рас-
тительного происхождения. Как было показано на-
ми ранее [1], сравнение экстрагирования диосцина 
из семян пажитника сенного, проведенного в аппара-
тах различных конструкций, при одинаковых условиях 
организации процесса показало, что наиболее эффек-
тивным способом оказался способ экстрагирования 
в виброкавитационном поле. Очевидно, это связано 
с тем, что кавитация снижает диффузионное сопро-
тивление процесса и таким образом повышает интен-
сивность процесса переноса массы вещества из твер-
дой фазы в раствор. Однако процесс экстрагирования 
в аппаратах такого типа является сложным и сопро- 
вождается измельчением семян, что приводит к изме-
нению дисперсного состава твердой фазы. 

Как показали предварительные эксперименты, 
проведенные в виброкавитационном гомогенизато-
ре [2], в начале процесса интенсивность измельчения 
частиц наиболее высока при различной частоте вра-
щения ротора, а с течением времени замедляется и 
дисперсный состав стабилизируется, причем при бо-
лее высокой частоте вращения быстрее [3]. Таким об-
разом, с течением времени наступает некоторая ста-
билизация дисперсного состава твердой фазы при 
постоянстве основных параметров процесса. Из-
мельчение увеличивает поверхность массообмена, 
что существенно интенсифицирует процесс экстраги-
рования. В работе [3] было показано на примере из-
влечения диосцина из семян пажитника сенного, что 
повышение частоты вращения ротора увеличивает 
выход БАВ. Однако тонкое измельчение сырья часто 
приводит к образованию слоя осадка, загрязняющего 
раствор балластными веществами и затрудняющего 
его очистку, а также снижает выход БАВ, поэтому изу-
чение этого процесса является необходимым для ре-
гулирования дисперсного состава, чтобы обеспечить 
наибольшую эффективность экстрагирования в аппа-
ратах такого типа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Теоретический анализ

В виброкавитационном гомогенизаторе измель-
чение происходит в результате попадания частиц в 
зазор между ротором и статором. Учитывая, что ве-
личина этого зазора мала, то частицы, попадающие 
в него, подвергаются механическому воздействию  
быстро вращающегося ротора и срезаются кромка-
ми его отверстий. Таким образом, измельчение час- 
тиц в таком аппарате происходит прежде всего за 

счет среза частиц в зазоре между ротором и ста-
тором. Очевидно, частица под срезывающим воз- 
действием ротора разрушается на две, в общем слу-
чае, неравные части и сам процесс попадания ча-
стиц в зазор и срез носят случайный характер. 
Существующие модели измельчения частиц, сопро-
вождающего технологические процессы, исходят из 
стохастических представлений об этом явлении, что 
позволяет использовать вероятностную теорию мар-
ковских процессов  [4–9]. Общим недостатком таких 
моделей можно считать формальный учет кинетики 
измельчения, который оставляет без внимания физи-
ческий механизм этого явления. Между тем измель-
чение является частным случаем большого класса 
процессов, в которых дисперсный состав твердой 
фазы непостоянен. В данной работе для математи-
ческого описания измельчения частиц использова-
на модель, учитывающая кинетические особенности 
рассматриваемого процесса.

Пусть γ(m, n) – вероятность попадания частицы 
объемом (массой) m в отверстие ротора за едини-
цу времени в объеме аппарата при некоторой часто-
те вращения ротора n, а εд – вероятность измельчения 
частицы массой m на два неравных осколка – (m – s) и 
s при попадании в зазор между ротором и статором 
аппарата. Тогда раcсуждая аналогично [10, 11] можно 
записать вероятность измельчения частицы, массой 
(объемом) m в форме:

g(m, n; m –s, s) = γ(m, n)εд(m; m – s, s). (1)

При этом все ранее полученные уравнения в рабо-
те [4] остаются в силе.

Так как в кавитационном гомогенизаторе проис-
ходит интенсивное перемешивание материала, то мо-
жем его рассматривать как аппарат периодического 
действия идеального смешения. В этом случае урав-
нение, описывающее кинетику измельчения частиц, 
примет вид:

∂
∂

+ −( ) = −( ) (∫ ∫
∞

F m t
t

F m t g t m n m s s ds g t s n s m F s t
m

m

( , )
( , ) , , ; , , , ; ,

1
2

0

))ds.  

(2)

Здесь первое слагаемое в левой части характе-
ризует изменение функции распределения частиц по 
массе во времени, второе слагаемое характеризует 
изменение функции распределения, связанное с из-
мельчением частиц, причем множитель ½ свиде-
тельствует о принятом допущении, что в результате 
элементарного акта взаимодействия частицы с мас-
сой m, попавшей в зазор между ротором и статором 
аппарата, образуются две частицы c меньшей массой 
m – s и s. Правая часть характеризует изменение функ-
ции распределения частиц по массе, связанное с из-
мельчением крупных частиц, с образованием частиц 
массой m. При этом g(t, s, n; s – m) представляет со-

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



56 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

бой ядро интегрального преобразования, физический 
смысл которого в том, что оно характеризует кинети-
ку измельчения частиц. 

Обозначив, 

1
2

0

m

g t m n m s s ds m t n∫ −( ) =, , ; , ( , , ),θ  

уравнение (2) можно записать в виде:

∂
∂

+ = −
∞

∫
F
t

m t n F g t s n s m F s t ds
m

θ( , , ) ( , , ; ) ( , ) .  (3)

Учитывая, что F m t N t m t( , ) ( ) ( , )= ϕ , где  N(0) =  N0 – 
число исходных частиц в аппарате в начальный мо-

мент, а  
0

1
∞

∫ =ϕ( , ) .m t dm

Из этого уравнения следует

∂
∂

− =
N
t

m t n Nθ ( , , ) ,0  (4)

где θ θ ϕ( , , ) ( , , ) ( , ) ,m t n m t n m t dm=
∞

∫
0

 т.  е. 〈θ〉(m, t, n) 

представляет собой некую среднюю вероятность 
дробления частиц массой m.

С учетом симметрии 

g t m n m s s g t m n s m s( , , ; , ) ( , , ; , ).− = −  

Если левую и правую части уравнения (1) умно-
жить на mdm и проинтегрировать в пределах от 0 до 
∞, то получим, что

d
dt

mN( ) ,= 0

откуда следует формула:

mN t m N( ) ,= 0 0  (5)

выражающая закон сохранения массы вещества. 
Из выражений (4) и (5) следует, что

d
dt

m t n
ξ

θ ξ+ 〈 〉 =( , , ) ,0   (6)

где ξ = =
N
N

m
m

0

0

при t = 0 ξ = 1, ξ(t, n) ≤ 1.

Интегрирование уравнения (6) в соответствующих 
пределах дает выражение:

ξ = e–(θ)τ. (7)

Выражение (7) позволяет экспериментальным пу-
тем по изменению среднего объема (массы) частицы 
определить величину средней вероятности измельче-
ния частиц 〈θ〉(m, t, n) при t > 0.

При переходе от средней массы частицы к ее 
среднему размеру (диаметру) для оценки дисперсно-
го состава частиц удобно пользоваться формулой: 

d d= 0
3 ξ .  (8) 

 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
Экспериментальные исследования процесса из-

мельчения с целью определения функции 〈θ〉(m, t, n) 
проводили в виброкавитационном гомогенизаторе, 
схема которого представлена на рисунке 1.

Основными рабочими органами аппарата явля-
ются ротор 4 и статор 3. Зазор между ротором и ста-
тором составляет всего 0,25 мм. Ротор 3 гранулятора 
приводится в движение асинхронным электродви-
гателем, а частота вращения ротора регулирова-
лась с помощью преобразователя частоты. Исход-
ный водный раствор этанола с семенами пажитника 
сенного загружался в стакан 6, в объеме 0,2 литра, 
затем ротор аппарата приводился во вращение и 
выводился на заданную частоту вращения. Опыты 
проводились при частоте вращения – 1000, 3000 и  
5000 об/мин (16,7; 50 и 83,3) 1/с. При каждом значе-
нии частоты вращения ротора время процесса ва-
рьировалось в диапазоне от 0 до 5 минут, причем 
процесс вели в течение 60, 120, 180, 240 и 300 секунд. 

Рисунок 1. Схема виброкавитационного гомогенизатора:

1 – крышка; 2 – втулка; 3 – статор; 4 – ротор; 5 – нижняя втулка; 
6 – стакан; 7 – заглушка

Figure 1. Scheme of a vibro-cavitation homogenizer:

1 – cover; 2 – sleeve; 3 – stator; 4 – rotor; 5 – lower sleeve; 6 – glass; 
7 – plug
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Исследования проведенные в течение 5 минут и бо-
лее показали, что дисперсный состав шрота практи-
чески не изменяется во времени, но существенно за-
висит от частоты вращения ротора. Таким образом, 
после 5  минут наступает некая стабилизация дис-
персного состава и дальнейшее пребывание матери-
ала в аппарате не приводит к заметному изменению 
дисперсного состава. После каждого опыта шрот от-
бирали, высушивали и проводили ситовой анализ 
дисперсного состава. 

В качестве материала использовали семена па-
житника сенного, из которых экстрагировали ди-
осцин. Кинетику измельчения изучали по измене-
нию дисперсного состава частиц в периодическом 
процессе. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характерные кривые изменения во времени отно-

сительной массы частиц – ξ(t, n) в периодическом про-
цессе измельчения при различных значениях частоты 
вращения ротора представлены на рисунке 2.

Сравнительный анализ кривых изменения отно-
сительной массы частиц во времени показал, что наи-
более интенсивное измельчение протекает на первых 
60–120 секундах, при этом относительная масса час- 
тиц уменьшается в два и более раз, затем процесс за-
медляется и в последующее время изменение массы 
становится незначительным. 

По результатам, полученным при обработке экс-
периментальных данных по уравнению (6), были рас-
считаны значения средней вероятности и, как ока-
залось, 〈θ〉(t,  n) практически не зависит от времени, 
а зависит только от частоты вращения ротора, т. е.  
〈θ〉(t, n)  〈θ〉(n). Была получена зависимость изменения 
〈θ〉(n) при различной частоте вращения ротора n. Та-
кая зависимость представлена на рисунке 3. 

Анализ этих результатов показал, что величина 
средней вероятности измельчения частиц в кавитаци-
онном гомогенизаторе увеличивается с повышением 
частоты вращения ротора, что вполне ожидаемо, так 
как возрастает частота контактов частиц с рабочими 
органами аппарата.

Кроме того, полученная зависимость для сред-
ней вероятности измельчения частиц имеет линей-
ный характер, и хорошо аппроксимируется выраже-
нием вида:

〈θ〉(n) = 0,0001n + 0,0106, (9)

здесь n
c

−
1

 и тогда получаем выражение для опреде-

ления ξ(t, n):

ξ(t, n) = exp – (0,0001n + 0,0106)t. (10)

Выражение (10) достаточно точно описывает зна-
чения ξ в рабочем диапазоне n = 16,7 – 83,3 1/с. 

С учетом этих значений экспериментальные ре-
зультаты по определению ξ(t, n) и расчетные по выра-
жению (10) имеют хорошее совпадение (рисунок 4).

Рисунок 2. Зависимость относительной массы частиц от вре-
мени при различной частоте вращения ротора: 

 – n = 16,7 1/с; ∆ – n = 50 1/с;  – n = 83,3 1/с

Figure 2. Dependence of the relative mass of particles on time at 
different rotor speed: 

 – n = 16.7 1/s; ∆ – n = 50 1/s;  – n = 83.3 1/s

Рисунок 3. Зависимость 〈θ〉(n) от частоты вращения ротора

Figure 3. Dependence of 〈θ〉(n) on the rotor speed

Рисунок 4. Сравнение расчетных и экспериментальных значе-
ний относительной массы частиц от времени при частоте вра-
щения ротора n = 50 1/с. Линия – расчет, точки ∆ – эксперимент

Figure 4. Comparison of the calculated and experimental values 
of the relative mass of particles from time to time at a rotor speed 
n = 50 1/s. Line – calculation, points ∆ – experiment
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, зная n и t, с помощью выражения 

(10) можно расчетным путем определить ξ(t, n) и, сле-
довательно, среднюю массу частиц, полученных в ре-
зультате измельчения при взаимодействии частиц с 
вращающимся ротором, и оценить степень измельче-
ния материала в аппаратах такого типа. 

Кроме того, предложенный подход и полученные 
результаты могут быть использованы для оценки дис-
персного состава частиц, получаемых и в других 
конструкциях аппаратов подобного действия.
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Abstract
Introduction. This article provides a tentative justification of use of soft contact lenses as a carrier of ophthalmological solutions to eye tissues. 
Aim. The aim of the research is to develop the composition of the ophthalmic transport system for the treatment of glaucoma. Also, the proposed 
manufacturing algorithms were proposed for drug loading ophthalmological solutions.
Materials and methods. Preparation of sodium hyaluronate solution was carried out based on the methodology described in EP 7.0 [01/2011:1472] 
(Sodium hyaluronate).
Results and discussion. The conducted investigation with the purpose to justify a concentration of sodium hyaluronate helped to determine its 
concentration that gives the viscosity level as close to the upper limit stated in Russian Pharmacopoeia as possible. Buffer solution was chosen with 
criteria to use as less components in ophthalmological solution as possible. Also, it was found out that the more components are added to the 
viscous solution, the more viscosity level is decreased. Thus, initial viscosity of solution containing sodium hyaluronate was 149.59 mm2/s, and after 
addition of active pharmaceutical substance it dropped down to 88.49 mm2/s and 81.36 mm2/s for model solution number 1 and 2, respectively. 
After addition of citric acid and disodium hydrophosphate, the viscosity of model solution was found to be 78.11 mm2/s and 75.28 mm2/s for model 
solution number 1 and 2, respectively.
Conclusion. As a result of the studies, two alternative model compositions of an ophthalmic solution for the saturation of soft contact lenses for the 
treatment of glaucoma were proposed. The choice of active pharmaceutical substances, and excipients has been justified. Technological procedure of 
preparation of model solution was described and explained, where the most attention was paid on dissolving of sodium hyaluronate in purified water.
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Резюме
Введение. В статье представлены данные по предварительному обоснованию применения мягких контактных линз в качестве носителя 
офтальмологических растворов и их доставки к тканям глаза. 
Цель. Цель исследования – разработка состава офтальмологической транспортной системы для лечения глаукомы. Также предложены 
алгоритмы изготовления лекарственных препаратов для загрузки офтальмологических растворов.
Материалы и методы. Приготовление раствора гиалуроната натрия. проводили по методике, описанной в Европейской Фармакопее 7.0 
[01/2011: 1472] (гиалуронат натрия).
Результаты и обсуждение. Проведенное исследование с целью обоснования концентрации гиалуроната натрия позволило определить 
его концентрацию, дающую уровень вязкости максимально приближенный к верхнему пределу, установленному в Российской фармакопее. 
Буферный раствор был выбран с учетом критериев использования как можно меньшего количества компонентов в офтальмологическом 
растворе. Также установлено, что чем больше компонентов добавляется в вязкий раствор, тем больше снижается уровень вязкости. 
Таким образом, начальная вязкость раствора, содержащего гиалуронат натрия, составила 149,59 мм2/с, а после добавления активного 
фармацевтического вещества она снизилась до 88,49 мм2/с и 81,36 мм2/с для модельного раствора № 1 и 2 соответственно. После добавления 
лимонной кислоты и динатриевого гидрофосфата вязкость модельного раствора составила 78,11 мм2/с и 75,28 мм2/с для модельного раствора 
№ 1 и 2 соответственно.
Заключение. В результате проведенных исследований были предложены две альтернативные модельные композиции офтальмологического 
раствора для насыщения мягких контактных линз для лечения глаукомы. Обоснован выбор активных фармацевтических субстанций и 
вспомогательных веществ. Описана и объяснена технологическая процедура приготовления модельного раствора, где наибольшее 
внимание уделялось растворению гиалуроната натрия в очищенной воде.

Ключевые слова: мягкие контактные линзы, мукоадгезивные полимеры, доставка лекарственных средств, фармацевтическая технология. 
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Вклад авторов. Е. Т. Жилякова и Д. К. Наплеков разработали подход к изучению свойств мягких контактных линз как носителей 
лекарственных веществ. Согласование предложенной стратегии эксперимента было осуществлено Е. Т. Жиляковой, О. О. Новиковым, 
Н. Б. Деминой и Р.  А. Абрамович. Измерение вязкости раствора натрия гиалуроната было осуществлено Д. К. Наплековым. Подбор активных 
и вспомогательных компонентов раствора для насыщения мягких контактных линз был выполнен А. В. Бондаревым и Д. К. Наплековым. 
Количественная оценка процессов насыщения и высвобождения мягких контактных линз гравиметрическим и УФ-спектрофотометрическим 
методами была проведена Д. К. Наплековым, А. Ю. Малютиной и А. В. Бондаревым. Обработку и обзор полученных результатов осуществляли 
О. О. Новиков, А. Ю. Малютина и Е. Т. Жилякова. Заключение о результатах эксперимента было согласовано с Е. Т. Жиляковой, О. О. Новиковым, 
Н. Б. Деминой и Р. А. Абрамович. Все авторы в одинаковой степени участвовали в написании и согласовании текста статьи.
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для лекарственной нагрузки мягких контактных линз. Разработка и регистрация лекарственных средств. 2020;9(4):15–20. https://doi.
org/10.33380/2305-2066-2020-9-4-59-64

INTRODUCTION
Since the first mention of soft contact lenses (SCL) in 

the context of prolonged delivery of active pharmaceuti-
cal substances (API) to the eye tissues, a number of me- 
thods have been developed to date that allow saturating 
the lens with pharmacologically active agents. Among 
the very first and simplest methods for saturating SCL, 
one can distinguish such as soaking SCL in an ophthalmic 
solution immediately or several hours before use, instil- 
ling eye drops (ED) on the surface of contact lenses al-
ready worn on the eyes [1]. Currently known methods 
of achieving a prolonged effect utilizing SCL, have not 
proved their significant advantage over the use of ED. 
This is primarily due to the fact that SCL are different in 
structure, the features of which determine the volume of 
a contact lens reservoir capable of absorbing drug mo- 
lecules [2]. However, along with the drawbacks of mo- 
dern methods of saturating contact lenses, there is also 
an advantage – the ability for the patient to independent-
ly prepare their SCL for the drug delivery process. In this 
regard, the method of soaking contact lenses in an oph-

thalmic solution does not lose its relevance, and the 
search for new approaches to its improvement is a pro- 
mising direction in the development of ophthalmic thera-
peutic systems [3].

It is presumably possible to explain the low efficiency 
of SCL drug loading by soaking, root cause of which is a 
low viscosity of the ophthalmic solution, which probably 
leads to excessively fast leaching of the drug substance 
from the lens surface into the external environment. At 
earlier stages of this research work, it was found that pro-
longed saturation of SCL with an ophthalmic solution 
leads to irreversible binding of drug molecules to the sur-
face of the carrier. The solution to this problem can be an 
increase in the viscosity of the ophthalmic solution for 
saturation by introducing mucoadhesive substances into 
the composition, which, by increasing the viscosity, can 
also increase the residence time of drugs on the surface of 
the SCL [4]. Currently, a wide range of mucoadhesive sub-
stances is known, which by their nature are hydrophilic 
polymers and are used in the manufacture of prepara-
tions of the «artificial tear» group. Such substances in-
clude synthetic derivatives of cellulose: methyl cellulose, 
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hydroxypropyl methyl cellulose, sodium salt of carbo- 
xymethyl cellulose, hydroxypropyl cellulose, etc. In addi-
tion, other hydrophilic polymers are known that are used 
as ophthalmic dosage form prolongers, among which 
carbomer, polyvinyl alcohol, sodium hyaluronate [5].

For the development of ophthalmic therapeutic sys-
tems based on SCL, it is desirable that, in addition to mu-
coadhesive properties, the hydrophilic polymer also has 
pronounced lubricating properties. According to litera-
ture data, such requirements are met by sodium hyaluro-
nate [6].

Thus, by introducing mucoadhesive substances into 
the composition of the ophthalmic solution to saturate 
the SCL, the saturation of the lenses is expected not pri-
marily as a result of intermolecular interaction of the po- 
lymer surface and the drug, but as a result of adhesion 
(adhesion) of a viscous ophthalmic solution with the lens 
surface [7]. Upon completion of the saturation process, by 
the time of use, the patient will receive contact lenses uni-
formly coated with a thin drug layer [8].

In addition to simple methods of using SCL as a 
means of drug delivery, there is an extensive group of 
high-tech methods for introducing drug molecules di-
rectly into SCL itself, usually at the stage of polymeriza-
tion of its material: introducing colloidal particles (lipo- 
somes, nano/microemulsions, nanosuspensions) [9]; the 
inclusion of ligands in hydrogels; inclusion of the drug 
itself (molecular imprinting) in the polymer’s SCL struc-
ture  [10]. A common drawback of modern methods of 
introducing into the lens of the drug is the lack of the 
ability for the patient to independently perform this ope- 
ration. Among other negative aspects of high-tech me- 
thods for saturating SCL, labor intensity, time consu- 
ming and, as a result, the high cost of the final product 
are separately singled out [11].

Speaking about the development of the composition 
and technology of the ophthalmic therapeutic system, it 
is the ophthalmic solution that is meant to saturate SCL as 
the most critical component of the system. It is assumed 
that the patient fills the SCL container with the drug solu-
tion and places the SCL there for a certain period. For 
some time, due to the high viscosity, the solution of ac-
tive substances binds to the surface of the SCL, which is 
then removed from the container and placed on the af-
fected eye for wear during the day. Thus, the release of a 
viscous solution from the surface of the SCL and its distri-
bution over the surface of the eye is initiated, from which 
the start of the absorption process and the emergence of 
a therapeutic effect are expected.

The purpose of this fragment of a large-scale study 
was to develop the composition of an ophthalmic solu-
tion for saturation of SCL.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of sodium hyaluronate solution. The 

preparation of solutions was carried out based on the 
methodology described in EP 7.0 [01/2011:1472] (Sodium 
hyaluronate). Accurate samples of the substance were 

weighed on an electronic balance with an accuracy of 
0.001 g in accordance with the planned concentration of 
the solution, 25 mL of water for injection was measured 
in each heat-resistant chemical beaker. Chemical glasses 
with water for injection were placed on the heating plat-
form of a heated magnetic stirrer and the heating func-
tion was turned on. When the temperature of the wa-
ter for injection reached 50  °C, the heating function 
was turned off and stirring was turned on at low speed. 
Weighed portions of hyaluronic acid, corresponding to a 
certain concentration of the solution, were gradually 
introduced in small portions into a beaker. After the hya-
luronic acid was added, stirring was continued for 30 min. 
Next, the beakers with solutions were removed from the 
heating element of the magnetic stirrer, their contents 
were transferred to volumetric flasks, rinsing the bottom 
of the beaker with water for injection to avoid loss of 
hyaluronic acid concentration, after which the solution 
volume was adjusted to 100 mL with water for injection. 
The solution was considered correctly prepared if gel par-
ticles were not visually detected in the transmitted light 
in the solution [12, 13].

The calculation of the osmolarity of the studied solu-
tions was carried out according to the formula 1.

C
m n

Mosm
i i

i
=

⋅ ⋅∑ 100
,  

where Cosm – osmolarity of solution, mOsm/L; mi  – sub-
stance content in solution, g/L; ni – total number of ions 
formed from a single molecule of a solute as a result of 
dissociation; Mi – molar mass of the substance, g/mol.

RESULTS AND DISCUSSION
A study was conducted of model solutions of so- 

dium hyaluronate of various concentrations in order to 
select the optimal viscosity of the solution to saturate 
SCL as part of an ophthalmic therapeutic system.

In General Pharmacopoeia Monograph 1.4.1.0003.15 
«Ophthalmic dosage forms» the recommended viscosity 
for eye drops is from 5 to 15 mm2/s. However, if it is neces-
sary to ensure higher mucoadhesiveness of the ophthal-
mic solution, a viscosity of up to 150 mm2/s is justified. 
The higher the value of the viscosity of the solution for 
drug loading, the greater the specific work required for its 
separation with the surface of the SCL. And this is impor-
tant to ensure the prolonged action of the drug.

Based on the data presented above, it is rational to 
choose a hydrophilic polymer to increase the viscosity 
of an ophthalmic sodium hyaluronate solution. In addi-
tion, it is one of the most popular substances used in the 
manufacture of artificial tear preparations [14–16]. There-
fore, the ophthalmological therapeutic system acquires 
an additional positive property to wetting the surface of 
the eye and, accordingly, reducing the likelihood of de-
veloping adverse events associated with wearing SCL. In 
this regard, model solutions of sodium hyaluronate were 
prepared in concentrations from 0.05 % to 1.00 % in incre-
ments of 0.05 %.
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Figure 1 shows the dynamics of changes in the vis-
cosity of the solution with increasing concentration of 
sodium hyaluronate.

As can be seen from the data presented in figure 1, 
with an increase in the concentration of sodium hyalu-
ronate, an increase in the viscosity of its solution was al-
so observed. In order to meet the requirements of gene- 
ral pharmacopeia monograph ОФС.1.4.1.0003.15 and at 
the same time ensure the maximum possible degree of 
binding of the ophthalmic solution to the surface of the 
SCL, a 0.5 % sodium hyaluronate solution with a viscosity 
value of 149.59 mm2/s was chosen.

The following drug combinations in recommen- 
ded doses were proposed as active substances in an oph-
thalmic solution for saturating SCL: brimonidine tartrate + 
pyridoxine hydrochloride and betacolol hydrochloride  + 
pyridoxine hydrochloride. The use of both compositions 
suggests a decrease in intraocular pressure and a simulta-
neous regeneration of eye tissues.

The physicochemical properties of model solutions 
containing the active components were measured, in-
cluding with the aim of choosing the amount of buffer. 
The results are presented in table 1.

As follows from the data presented in table 1, the 
viscosity of model solutions with active components is 
less than in placebo solutions of sodium hyaluronate. 
It amounted to 88.49 mm2/s and 81.36 mm2/s for mo- 
del solution 1 and 2, respectively. Based on the obtained 
pH data, both model solutions are acidic mixtures with 
close pH values. In this regard, it was rational to introduce 
a buffer solution into the composition in order to main-
tain a pH level that is comfortable for the eye tissues. Con-
sidering the purpose and availability of the components, 
a phosphate buffer having the following composition 
was selected for the composition of the ophthalmic solu-
tion being developed: 82.4 mL of disodium hydrophos-

phate solution (71.5 g/L) and 17.6 mL of citric acid solu-
tion (21 g/L). It was experimentally found that in order to 
achieve acceptable human eye pH values of model solu-
tions with a volume of 100 ml, 0.0085 g of citric acid and 
0.0290 g of disodium hydrogen phosphate are required.

Table 1. Compositions and physicochemical parameters  
of model solutions

Таблица 1. Составы и физико-химические параметры  
модельных растворов

Composition of model solution

Physicochemical 
parameters

Viscosity, 
мм2/с

pH

Model solution 1

88.49 4.17
Brimonidine tartrate 0.006 g
Pyridoxine hydrochloride 0.009 g
Sodium hyaluronate 0.015 g
Water purified for injetions up to 3 mL

Model solution 2

81.36 4.82
Betaxolol hydrochloride 0.017 g
Pyridoxine hydrochloride 0.009 g
Sodium hyaluronate 0.015 g
Water purified for injetions up to 3 mL

In its turn, the theoretical osmolarity of the develo- 
ped compounds was calculated, taking into account the 
requirements of the general pharmacopoeia monograph 
ОФС.1.2.1.0003.15 «Osmolarity», where solutions meeting 
the osmolarity range of 239–376 mOsm/L are considered 
isotonic.

The results of calculating the theoretical osmolarity of 
the proposed solutions are presented in table 2.

From table 2 it follows that all formulations meet 
the recommended requirements for osmolarity, and 
the osmolarity of model solutions 1 and 2 varies slight-
ly, is 304.03 and 366.42 mOsm/L, respectively. The grea- 

Figure 1. The dynamics of the viscosity of solutions with increasing concentration of sodium hyaluronate

Рисунок 1. Динамика вязкости растворов с увеличением концентрации гиалуроната натрия
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test influence on the osmolarity of the proposed mo- 
del solutions is exerted by one of the components of the 
phosphate buffer, disodium hydrophosphate, whose os-
molarity is 272.46 mOsm/L.

Based on the theoretically calculated osmolarity va- 
lues for all the proposed model solutions, the introduc-
tion of an additional amount of sodium chloride for the 
purpose of isotonization was not required.

Table 2. Theoretical osmolarity values of model solutions

Таблица 2. Теоретические значения осмолярности  
модельных растворов

No Component

Model solution

№ 1 № 2

Osmolarity, mOsm/L

1 Brimonidine tartrate 12.17 –

2 Betaxolol hydrochloride – 32.57

3 Pyridoxine hydrochloride 29.17 29.17

4 Citric acid 29.56 29.56

5 Disodium hydrophosphate 272.46 272.46

6 Sodium hyaluronate 0.67 0.67

7
Summarized osmolarity, 
mOsm/L

344.03 364.42

Table 3 presents the results of a study of the physico-
chemical properties of the proposed solutions.

Table 3. Physico-chemical properties of model solutions

Таблица 3. Физико-химические свойства  
модельных растворов

Parameter
Model solution

№ 1 № 2
Transparency and turbidity Transparent Transparent
Color Colorless liquid Colorless liquid
pH 7.34 7.47
Viscosity, mm2/s 78.11 75.28
Theoretical osmolarity, 
mOsm/L

344.03 364.42

From the data given in table 3, it follows that both 
model solutions according to physicochemical para- 
meters meet the requirements of General Pharmaco-
poeia Article 1.4.1.0003.15 «Ophthalmic dosage forms». 
Thus, the compositions of the proposed model ophthal-
mic solutions are presented with the results of calcula-
tions of API and excipients in table 4.

In laboratory conditions, model solutions were pre-
pared as follows.

Phosphate buffer solution: 50 mL of water for injec-
tion was measured into a 100 ml beaker and the mix-
ture was heated. Upon reaching a temperature of 30  °C 
with constant stirring, the components of the borate buf- 
fer were added in the following sequence: citric acid  – 
0.284  g, disodium hydrophosphate  – 0.967 g. The next 
component was added after complete dissolution of the 
previous one.

Simultaneously, in another 100 mL beaker, a 30  mL 
sodium hyaluronate solution was prepared according to 
the procedure described above.

Table 4. The proposed compositions of the ophthalmic solutions  
for drug loading of SCL

Таблица 4. Предлагаемые композиции  
офтальмологических растворов для лекарственной нагрузки  
мягких контактных линз

Composition per 100 mL
Model solution 1

Brimonidine tartrate 0.2 g
Pyridoxine hydrochloride 0.3 g
Citric acid 0.284 g

Disodium hydrophosphate 0.967 g

Sodium hyaluronate 0.5 g

Water purified for injetions up to 100 mL
Model solution 2

Betaxolol hydrochloride 0.56 g
Pyridoxine hydrochloride 0.3 g
Citric acid 0.284 g
Disodium hydrophosphate 0.967 g
Sodium hyaluronate 0.5 g
Water purified for injetions up to 100 mL

In 50 mL of a solution of phosphate buffer with 
constant stirring, the amounts of APIs presented in table 
4 were added. The mixture was stirred until complete dis-
solution of the active substances, after which stirring was 
continued for 30 minutes. 

To 30 mL of sodium hyaluronate solution was ad- 
ded 50 mL of a solution containing phosphate buffer, bri-
monidine tartrate and pyridoxine hydrochloride, after 
which stirring was carried out for another 10 minutes. 
The resulting solution from the beaker was transferred 
to a 100 mL volumetric flask, the volume was adjusted to 
the mark with water for injection, rinsing the bottom and 
walls of the beaker with the aim of transferring the full 
volume of the components included in the solution. The 
transparency of the solution, the absence of visible gel 
particles, pH, and viscosity were controlled.

CONCLUSTIONS
As a result of the studies, two alternative model com-

positions of an ophthalmic solution for the saturation of 
SCL for the treatment of glaucoma were proposed. These 
developments are planned for further use in the process 
of creating an ophthalmic transport system. The choice 
of active pharmaceutical substances, and excipients has 
been justified. Technological procedure of preparation 
of model solution was described and explained, where 
the most attention was paid on dissolving of sodium 
hyaluronate in purified water. The conducted investiga-
tion with the purpose to justify a concentration of so- 
dium hyaluronate helped to determine its concentration 
that gives the viscosity level as close to the upper limit 
stated in Russian Pharmacopoeia as possible. Buffer solu-
tion was chosen with criteria to use as less components in 
ophthalmological solution as possible. Also, it was found 
out that the more components are added to the viscous 
solution, the more viscosity level is decreased. Thus, ini-
tial viscosity of solution containing sodium hyaluronate 
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was 149.59  mm2/s, and after addition of active pharma-
ceutical substance it dropped down to 88.49 mm2/s and 
81.36 mm2/s for model solution number 1 and 2, respec-
tively. After addition of citric acid and disodium hydro-
phosphate, the viscosity of model solution was found to 
be 78.11 mm2/s and 75.28 mm2/s for model solution num-
ber 1 and 2, respectively. All studies were conducted in 
accordance with the regulations of State Pharmacopoeia 
of The Russian Federation, XIV edition.

The results were obtained under state grant 
No. 12.6429.2017/BCh «Complex research of plant-origin ob-
jects in the process of creating targeted dosage forms for 
proctology».
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Резюме
Введение. В 2018 году в России меланома вышла на одну из лидирующих позиций по числу больных с впервые установленным диагнозом 
злокачественного новообразования. Данная форма рака кожи обладает высокой степенью злокачественности и стремительным 
прогрессированием, что приводит к самым тяжелым последствиям. Применение методов ядерной медицины необходимо на стадиях уточнения 
диагноза, поиска удаленных метастазов и контроля хода лечения. Работа посвящена одному из этапов разработки радиофармацевтического 
лекарственного препарата (РФЛП) для диагностики злокачественной меланомы и её метастазов на основе синтетического аналога 
α-меланоцитстимулирующего гормона (САГ) и радионуклида Тс-99m.
Цель. Выбор оптимальных условий получения комплексного соединения САГ ∙ 99mTc и изучение в экспериментах in vitro возможности 
использования его в качестве диагностического средства.
Материалы и методы. Проведена экспериментальная работа по оптимизации условий получения комплексного соединения САГ ∙ 99mTc. 
Изучены связывание и интернализация этого соединения клетками меланомы линии В16-F0.
Результаты и обсуждение. Получены результаты мечения САГ радионуклидом 99mТс в широком диапазоне условий, как прямым методом, так и 
с использованием промежуточного комплекса. Целевое соединение быстро связывается с клетками меланомы В16-F0. Степень интернализации 
более 85 %. 
Заключение. По результатам химических опытов и данных экспериментов in vitro найдены оптимальные условия получения комплексного 
соединения САГ ∙ 99mTc с радиохимическим выходом более 90 %. Подтверждены специфичность и рецепторный механизм связывания 
изученного соединения с клетками меланомы.

Ключевые слова: злокачественная меланома, меланоцитстимулирующий гормон, Tc-99m, оптимизация, В16-F0. 
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Abstract
Introduction. Skin cancers came first in Russia in numbers of oncological diseases. Melanoma, making up only a small part of these cases, leads to 
the most serious consequences. The nuclear medicine methods application is necessary at the stages of clarifying the diagnosis, searching for remote 
metastases and the treatment monitoring. The work is devoted to one of the stages of the radiopharmaceutical development for the diagnostics 
of malignant melanoma and its metastases based on the synthetic analog of α-melanocyte stimulating hormone (SAH) and radionuclide Tc-99m.
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Aim. The selection of optimal conditions for the preparation of the SAH ∙ 99mTc complex and the study of the using possibility it as a diagnostic tool 
in in vitro experiments.
Materials and methods. Experimental work was carried out to optimize the conditions for obtaining the complex compound SAH ∙ 99mTc. The binding 
and internalization of this compound by B16-F0 melanoma cells has been studied.
Results and discussion. The results of labeling SAH with a 99mTc radionuclide under a wide range of conditions were obtained both by the direct 
method and using the intermediate complex. The target compound rapidly binds to B16-F0 melanoma cells. The degree of internalization is more 
than 85 %.
Conclusion. Based on the results of chemical experiments and data from in vitro experiments, optimal conditions for obtaining a complex compound 
SAH ∙ 99mTc with a radiochemical yield of more than 90 % were found. The mechanism of binding of this compound to malignant melanoma cells 
has been established.

Keywords: malignant melanoma, melanocyte-stimulating hormone, technetium-99m, optimization.
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ВВЕДЕНИЕ 
В 2018 году в России меланома вышла на одну из 

лидирующих позиций по числу больных с впервые 
установленным диагнозом злокачественного ново- 
образования [1]. И хотя меланома составляет лишь 
примерно 1/8 случаев рака кожи, именно она при-
водит к самым тяжелым последствиям [2]. При этом 
смертность от меланомы растет на фоне снижения 
стандартизованного показателя [3]. Конечно, ранняя 
диагностика меланомы возможна и без применения 
высокотехнологичных методов, к которым относит-
ся и ядерная медицина. Однако на стадии уточнения 
диагноза, поиска отдаленных метастазов и контроля 
лечения методы ядерной медицины крайне необхо-
димы. Применение основного радиофармпрепарата 
ПЭТ-диагностики – 2-[18F]фтордезоксиглюкозы – бы-
ло достаточно успешным в некоторых случаях, одна-
ко способность этого препарата накапливаться не 
только в опухолевых очагах, но и в очагах воспале-
ния очень часто значительно затрудняет диагностику. 
Другой подход к визуализации злокачественной мела-
номы – использование в качестве вектора пептидов, 
аффинных к той или другой структуре опухоли. Зло-
качественное перерождение меланоцитов связано с 
продукцией факторов роста и экспрессией рецепто-
ров, которые не вырабатываются нормальными ме-
ланоцитами. Этот список включает в себя фактор рос- 
та фибробластов, трансформирующие факторы рос- 
та альфа и бета, тромбоцитарный фактор роста, ин-
терлейкины, гормон роста, гранулоцитарно-макро-
фагальный колониестимулирующий фактор, фактор 
роста стволовых клеток и некоторые другие. Любой 

из них может служить мишенью, но чаще всего в ка- 
честве мишени служат меланкортиновый рецептор 
1 типа, меланин и опухоль-ассоциированные интегри-
ны. Большинство работ посвящено использованию 
α-меланоцитстимулирующего гормона (α-МСГ), свя-
зывающегося в наномолярных концентрациях с ре-
цептором MC1R, гиперэкспрессируемым на поверх-
ности клеток подавляющего большинства меланом 
человека, при этом экспрессия MC1R в клетках мела-
номы является не только особенностью, связанной с 
происхождением данного типа опухолей, но напря-
мую связана с активацией деления клеток и способ-
ностью к метастазированию [4, 5].

Цель настоящего исследования – разработ-
ка состава радиофармацевтического лекарственного 
препарата (РФЛП) для диагностики злокачественной 
меланомы на основе синтетического аналога α-МСГ 
(САГ) и радионуклида 99mТс и экспериментальное изу-
чение in vitro эффективности его применения. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты и реактивы

Натрия тартрат (ГОСТ 5845-79), динатрий фосфат 
(ГОСТ 4172-76), тринатрий фосфат (ГОСТ 201-76), пептид 
X-Lys1(Bz-SCH2CO-Gly-Gly-Gly)-c(Asp-His-DPhe-Arg- 
Trp-Lys7–NH2) (Синтез пептидов, Москва), олово дихло-
рид ≥99,99 % (Sigma-Aldrich, США), натрия хлорид 
(х.ч., ГОСТ 4233-77), ацетонитрил для хроматографии, 
сорт  1, (ГОСТ 3652-69), аргон (ГОСТ 10157-79, высш. 
сорт), пластины для тонкослойной хроматографии 
ITLC-SG (Sigma-Aldrich, США).
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Оборудование 

Генератор технеция-99m ГТ-2М или ГТ-4K (Россия), 
доз-калибратор ATOMLAB-500 (Biodex Medical Systems, 
Inc., США), сканер радиохроматограмм MiniGita 
(Elysia-raytest GmbH, Германия), весы аналитические 
Discovery Ohaus, рН-метр Sartorius PP-20, автоматичес- 
кий гамма-счетчик Wizard 2480-0010 (PerkinElmer LAS/
Wallac, США), инкубатор СО2 MCO-15АС (Sanyo, Япония), 
бокс микробиологической безопасности БМБ-II-Лами-
нар-С (ЗАО «Ламинарные системы»). 

Для исследований использовался раствор натрия 
пертехнетата, 99mТс, получаемый из генераторов со-
гласно инструкции производителя. Раствор радио-
нуклида использовали без дополнительной очистки.

Для операции мечения в пробирки типа Эппен-
дорф, содержащие раствор пептида, добавляли соот-
ветствующий буферный раствор, насыщенный арго-
ном, раствор дихлорида олова и 100–1000 мкл элюата 
генератора Tc-99m. Пробирки инкубировали с пере-
мешиванием при температуре 25 или 95 °С в течение 
15, 30, 60 и 120 мин.

Анализ препарата методом БТСХ проводился на 
пластинках типа ITLC-SG. На каждую из пластинок 
длиной 50 мм на расстоянии 10 мм от края наносили 
аликвоту САГ ∙ 99mTc и хроматографировали восходя-
щим методом до достижения фронтом растворителя 
линии на расстоянии 5 мм от другого края. В качест- 
ве элюента использовали смесь ацетонитрил/вода 
2:1  (об.) или 20 % раствор NaCl в воде. Затем опре-
деляли распределение активности с помощью скане-
ра радиохроматограмм или радиометрической уста-
новки. В последнем случае полоску разрезали на 2 
равные части. Содержание радиоактивных веществ в 
стартовой части каждой из хроматограммы рассчиты-
вали по формуле:

старт
старт

старт фронт
, % 100,

A
A

A A
= ⋅

+

где Астарт – активность стартовой части хрома-
тограммы; Афронт – активность другой половины 
хроматограммы. 

Полученные результаты относительной активнос- 
ти стартовых частей хроматограмм использовали 
для расчета радиохимической чистоты препарата по 
формуле: 

РХЧ = ANaCl – Аацет,

где ANaCl – активность стартовой части хроматограммы 
при использовании в качестве элюента 20 % раство-
ра NaCl в воде, в %; Аацет – активность стартовой части 
хроматограммы при использовании в качестве элюен-
та смеси ацетонитрил – вода (2:1), в %; РХЧ – радиохи-
мическая чистота препарата, в %. 

Эксперименты in vitro проведены на культуре опу-
холевых клеток-биомишеней, положительных к мела-
ноцитстимулирующему гормону (мышиная меланома 
B16-F0, α-МСГ+). В качестве сравнительной тест-систе-
мы были использованы фибробласты кожи челове-

ка PCS-201-012 (α-МСГ-). Образцы культур клеток по-
лучены из Американской коллекции типовых культур 
(ATCC) в виде замороженных стоков. 

Клетки культивировали в среде следующего сос- 
тава: среда RPMI-1640 и среда Eagle MEM (из полно-
компонентной смеси фирмы Gibco) в соотношении 3:1 
c добавлением эмбриональной телячьей сыворотки – 
5 %, L-глутамина – 200  мМ и гентамицина 10  ед/мл в 
СО2-инкубаторе при 37 °С в увлажненной атмосфере, 
содержащей 5 % СО2.

Для анализа динамики связывания клетками об-
разцов препарата в суспензию 1 ∙ 106 клеток (в трипле- 
тах на каждую временную точку) вносили 100  мкл 
исследуемого раствора с объемной активностью 
3,7  МБк/мл. Клетки инкубировали при 37  °С в СО2- 
инкубаторе в течение 15, 30 и 60 минут. Затем радио-
активный раствор удаляли с помощью последователь-
но трижды повторяемых процедур: осаждения цент- 
рифугированием и промывания раствором Хэнкса. 
Отдельно готовили эталон, представляющий собой 
1  мл среды, содержащий 100 мкл САГ ∙ 99mTc с объем-
ной активностью 3,7 МБк/мл. Радиоактивность каж- 
дой пробы и эталона измеряли на автоматическом 
гамма-счетчике. Уровень общего накопления (связы-
вания) оценивали по формуле: 

N
A
A

i

e
= ⋅100,

 

где Аi – счет пробы клеток, имп/мин; Ае – счет этало-
на, имп/мин.

Для оценки степени интернализации в 1  мл  
суспензии, содержащей 1 ∙ 106 клеток, вносили 
50  мкл исследуемого САГ ∙ 99mTc (объемная активность  
3,7  МБк/мл). Пробирки с клетками помещали в инку-
батор и инкубировали при 37  °С в СО2-инкубаторе в 
течение 15, 30 и 60 минут. Для разделения фракций  
САГ ∙ 99mTc, связанных с поверхностными мембранами 
и цитоплазматическими структурами клеток, исполь-
зовали глициновый буферный раствор (50 мM глици-
новый буферный раствор pH 2,8, 0,1 M NaCl). Интер-
нализацию определяли как отношение поглощенной 
структурами клеток активности к общей активности, 
связанной с клетками по формуле:

к

к м
И 100,

А
А А

= ⋅
+  

где Ам – счет от смыва с мембран, имп/мин; Ак – счет от 
суспензии клеток, имп/мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве векторной молекулы для достав-

ки радионуклида в данной работе был использо-
ван пептидный аналог α-меланоцитстимулирующего 
гормона. α-МСГ представляет собой пептид, состо-
ящий из 13 аминокислот (Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-
Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH2). Его аминокислот-
ная последовательность одинакова у многих видов 
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млекопитающих – человека, мыши, крупного рога-
того скота и т.  д. α-МСГ может связываться с четырь-
мя типами меланокортиновых рецепторов человека 
(MCR), кроме MC2R, однако обладает наиболее высо-
ким сродством и наиболее специфичен к MC1R. Для 
улучшения параметров биокинетики лекарственно-
го средства используется не сам α-МСГ, а его пептид-
ный аналог, содержащий ключевую аминокислотную 
последовательность (выделена тёмным в формуле вы-
ше), отвечающую за связывание с рецепторами MC1R. 
В качестве объекта исследования использовали син-
тетический пептид (САГ) X-Lys1(Bz-SCH2CO-Gly-Gly- 
Gly)-c(Asp-His-DPhe-Arg-Trp-Lys7-NH2). Выбор такой 
структуры обусловлен рядом факторов. Для увеличе-
ния протеолитической стабильности потенциально-
го радиофармпрепарата в физиологических условиях 
карбоксильная группа С-концевого лизина была за-
менена амидной группой. Для введения хелатообра-
зующей группы к N-концевой части пептида был 
присоединен дополнительный остаток лизина, α-ами- 
ногруппа которого свободна или ацилирована для 
увеличения устойчивости пептида к действию ами-
нопептидаз. Для увеличения устойчивости пептида к 
действию эндопептидаз введен остаток D-фенилала-
нина. Кроме того, адресный пептид получен в цикли-
ческой форме: между β-карбоксильной группой аспа- 
рагиновой кислоты и ε-аминогруппой С-концевого ли-
зина замкнута амидная связь, поскольку известно, что 
циклизация – это наиболее эффективный способ по-
лучения протеолитически устойчивых пептидов [6, 7]. 
В качестве хелатообразующей группы для введения 
радиоизотопа 99mTc было решено использовать мер-
каптоацетилтриглицин (MAG3), который ковалентно 
связан с ε-аминогруппой N-концевого остатка лизи-
на. Эта группа образует устойчивые комплексы с тех-
нецием и хорошо подходит для синтеза пептидов как 
твердофазным, так и классическим методами [8]. Бы-
ли синтезированы 3 варианта пептида, отличающи- 
еся заместителем у концевого лизина (Х = Н, ОАс или 
Вос). Свободный амин оказался нестабильным соеди-
нением, даже при хранении –18  °С вскоре проявля-
ется изменение окраски образца, что говорит о его 
деградации. Трет-бутильное производное стабильно 
при хранении, но очень плохо растворимо в воде. По-
этому дальнейшие работы проводились с ацильным 
производным, сочетающим хорошие стабильность и 
растворимость.

Первой стадией работы по мечению пептидного 
фрагмента была разработка метода анализа радиохи-
мической чистоты (РХЧ, доля радионуклида, находя-
щегося в необходимой химической форме [9]) препа-
рата с достаточной точностью простым и доступным 
способом. Исходя из этого, был выбран метод планар-
ной хроматографии, как наиболее наглядный и в то 
же время точный и простой. Было найдено, что для 
обнаружения возможных компонентов реакционной 
смеси лучше всего использовать метод быстрой тон-
кослойной хроматографии (БТСХ, ITLC) на пластинках 
ITLC-SG. Этот метод нашел широкое применение в 
последнее время прежде всего для анализа РФЛП на 
основе пептидов. Мы нашли, что при использовании в 

качестве элюента 10 % или 20 % раствора NaCl пертех-
нетат-ион и комплекс 99mТс с промежуточным лиган-
дом движутся с фронтом растворителя. При использо-
вании в качестве элюента смеси ацетонитрил – вода в 
соотношении 2:1 по объему на старте остаются только 
восстановленные гидролизованные формы технеция 
(ГВТ), а все остальные меченые соединения движут-
ся с фронтом растворителя. При использовании этих  
систем хроматографирование проходит быстро и за-
нимает не более 5 минут. Таким образом, по результа-
там хроматографирования в указанных условиях, РХЧ 
препарата можно вычислить как разницу активности 
на стартовой части хроматограммы при использова-
нии в качестве элюента 20 % раствора NaCl в воде (це-
левой комплекс плюс ГВТ), и активности стартовой 
части хроматограммы при использовании в качестве 
элюента смеси ацетонитрил – вода (2:1) (ГВТ).

При изучении возможности мечения САГ в ка- 
честве восстановителя использовали дихлорид оло-
ва (2+), который обычно входит в состав клинически 
используемых РФЛП. В качестве реакционной сре-
ды для прямого мечения исследовались фосфатный, 
цитратный, бикарбонатный и боратный буферные 
растворы в широком диапазоне рН (от 2,4 до 11,8). 
Буферные растворы выбирались с точки зрения ми-
нимального потенциального вреда пациенту. Ме-
чение проводили при 25 и 95  °С, что соответствует 
обычным для клинических учреждений условиям по-
лучения РФЛП на основе Тс-99m при комнатной тем-
пературе и в кипящей водяной бане соответственно. 
Только мечение в фосфатном буфере привело к успе-
ху (РХЧ > 93 %), но при рН реакционной смеси более 
11. Такое значение рН не является оптимальным для 
инъекционного препарата. Увеличение температуры 
реакционной среды приводит к заметному падению 
РХЧ, что, скорее всего, связано с деструкцией пепти-
да в таких условиях.

Другой возможный путь мечения пептидов, через 
промежуточный комплекс 99mТс, был исследован с ис-
пользованием тартрата и глюконата натрия. При ис-
пользовании тартрата успешное (РХЧ > 90 %) мечение 
можно осуществить в щелочной среде (рН > 10). При 
этом реакцию при комнатной температуре необходи-
мо проводить не менее 1  ч, а при нагревании (95  °С) 
достаточно 20–30 мин. При использовании глюконата 
натрия в качестве дополнительного комплексона при 
проведении реакции при комнатной температуре во 
всем исследуемом диапазоне параметров реакции не 
удается достигнуть величины РХЧ выше 76 %. Однако 
повышение температуры реакции до 95 °С приводит к 
заметному росту РХЧ. Оптимальным является прове-
дении реакции в течение 30 мин при рН реакционной 
смеси около 8.

С целью выбора оптимального состава препара-
та проведены эксперименты по изучению динами-
ки накопления РФЛП в клетках меланомы В16 in vitro. 
Основным критерием выбора оптимального состава  
САГ ∙ 99mTc являлась степень его связывания с клетка-
ми меланомы линии В16-F0. Были исследованы 3 об-
разца радиофармпрепаратов следующего состава 
(на 1 мл) (таблица 1).
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Таблица 1. Состав исследуемых образцов САГ ∙ 99mTc

Table 1. SAH ∙ 99mTc sample composition 

Содержание
Substance

№ 1 № 2 № 3

Пептид, мг
Peptide, mg

0,0385 0,0625 0,0625

SnCl2, мг
SnCl2, mg

0,023 0,037 0,040

Промежуточный ли-
ганд

Intermediate ligand

Натрия 
глюконат
Sodium 

gluconate

Натрия 
тартрат
Sodium 
tartrate

–

Количество лиган- 
да, мг

Quality of ligand, mg
7,7 7,7

Буферный агента, мг
Buffering agent, mg

6,5 (Na2HPO4) 8,2 (Na3PO4) 8,9 (Na3PO4)

РХЧ, %
Radiochemical puri- 

ty, %
94,8 98,6 90,2

рН 8,6 9,8 11,2

Результаты in vitro экспериментов представлены 
на рисунке 1.

По результатам предварительных экспери-
ментов in vitro был сделан выбор в пользу состава  
САГ ∙ 99mTc, соответствующего образцу № 1, который 
был использован в дальнейшем для более тщатель-
ного изучения биологического поведения. Было изу-

чено общее накопление и интернализация препарата 
САГ ∙ 99mTc положительными и отрицательными куль-
турами клеток, целью которых были подтверждение 
специфичности исследуемого соединения. Результа-
ты экспериментов по определению представлены в 
таблице 2.

Таблица 2. Динамика общего накопления и интернализации  
с использованием тест-системы сравнения

Table 2. The total accumulation and internalization using  
the test comparison system

Линия клеток
Cells line

B16-F0 (α-МСГ+) PCS-201-012 
(α-МСГ-)

Время инкубирования 15 минут
Incubation time 15 min

Общее накопление, %
Total cell accumulation, % 4,12 ± 1,29 0,78 ± 0,15

Интернализация, %
Internalization, % 79,7 ± 2,16 69,35 ± 6,2

Время инкубирования 30 минут
Incubation time 30 min

Общее накопление, %
Total cell accumulation, % 5,18 ± 0,44 0,9 ± 0,08

Интернализация, %
Internalization, % 85,89 ± 10,43 71,58 ± 5,9

Время инкубирования 60 минут
Incubation time 60 min

Общее накопление, %
Total cell accumulation, % 6,5 ± 0,76 0,88 ± 0,17

Интернализация, %
Internalization, % 94,02 ± 3,13 81,94 ± 7,95

Время инкубирования 90 минут
Incubation time 90 min

Общее накопление, %
Total cell accumulation, % 7,17 ± 0,56 1,1 ± 0,08

Интернализация, %
Internalization, % 94,72 ± 1,26 67,36 ± 11,68

Время инкубирования 120 минут
Incubation time 120 min

Общее накопление, %
Total cell accumulation, % 7,19 ± 0,63 1,27 ± 0,1

Интернализация, %
Internalization, % 95,35 ± 0,52 73,31 ± 16,01

Как показали исследования, препарат интенсив-
но поглощался опухолевыми клетками. Уровень обще-
го накопления САГ ∙ 99mTc в культуре клеток пигменти-
рованной мышиной меланомы линии B16-F0 составил 
от 4 до 7 % и был достоверно выше, чем накопление 
в клетках фибробластов кожи человека PCS-201-012 
на всем протяжении эксперимента, что доказывает 
специфичность диагностического радиофармацевти-
ческого препарата на основе синтетического аналога 
природного α-меланоцитстимулирующего гормона, 
меченного технецием-99m.

Поскольку клетки меланомы PCS-201-012 не об-
ладают рецепторами к α-МСГ, механизмы накопления 
и интернализации изучаемого соединения САГ ∙ 99mTc 
не специфичны и, вероятнее всего, реализуются пу-
тем пассивной диффузии через липиды мембраны. 
При этом в каждый конкретный момент времени до-
ля САГ ∙ 99mTc, задержанного в липидном слое мемб- 

Рисунок 1. Связывание САГ ∙ 99mTc с клетками меланомы В16-F0

Figure 1. The SAH ∙ 99mTc binding to В16-F0 melanoma cells
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раны и связанного с внутриклеточными структура-
ми, может колебаться случайным образом. Поэтому 
при стабильном общем накоплении (1,1 ± 0,08 через 
90 минут и 1,27 ± 0,1 через 120 минут) интернализован-
ная фракция, т.  е. доля САГ ∙ 99mTc проникшего внутрь 
клетки, изменяется случайным образом, что еще 
раз подтверждает рецепторный механизм действия  
САГ ∙ 99mTc и неспецифичность накопления исследу-
емого препарата клетками, не обладающими соот- 
ветствующими рецепторами.

Для подтверждения рецепторного механизма свя-
зывания препарата САГ с биологической мишенью из-
учали его накопление в присутствии агента, блокиру-
ющего целевые рецепторы к α-МСГ. В качестве такого 
блокирующего агента использовали раствор синтети-
ческого аналога природного альфа-меланоцитстиму-
лирующего гормона Asp-His-DPhe-Arg-Trp-Lys7-NH2 в 
дозе 150 мкл на пробу с концентрацией 1 мкМ/мл. Так-
же было проведено исследование накопления раст- 
вора сравнения, представляющего собой раствор 
99mTc-пертехнетата натрия.

Результаты изучения динамики накопления ради-
офармацевтического препарата в присутствии бло-
кирующего агента представлены в таблице 3. Как 
видно из полученных данных, в присутствии блоки-
рующего раствора накопление САГ ∙ 99mTc было досто-
верно в 6,1–7,3 раза ниже, чем в его отсутствии. Эти 
результаты подтверждают рецепторный механизм 
связывания САГ ∙ 99mTc, а практически полное отсутст- 
вие накопления раствора сравнения говорит о высо-
кой специфичности САГ ∙ 99mTc к его биологической 
мишени. 

Таблица 3. Динамика накопления САГ ∙ 99mTc  
клетками меланомы В16-F0 (% от внесенной активности)

Table 3. The dynamics of SAH ∙ 99mTc accumulation  
by melanoma cells В16-F0 (% of introduced activity) 

Условия 
эксперимента

Experiment 
Conditions

Время инкубирования, мин
Incubation time, min

30 60 90

САГ ∙ 99mTc
SAH ∙ 99mTc 5,15 ± 0,40 6,00 ± 0,82 6,55 ± 0,90

САГ ∙ 99mTc + блоки-
рующий агент

SAH ∙ 99mTc + bloking 
agent

0,87 ± 0,18 0,82 ± 0,13 1,03 ± 0,12

Раствор сравнения 
Comparison 
solution

0,29 ± 0,09 0,43 ± 0,08 0,79 ± 0,04

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
1. Найден оптимальный состав, позволяющий полу- 

чать радиофармацевтический лекарственный пре- 
парат на основе синтетического аналога α-МСГ 
(САГ) и радионуклида Тс-99m с выходом более 90 %.

2. Общее накопление исследуемого РФЛП в клетках 
меланомы линии В16-F0 происходит по рецептор-
ному механизму.

3. Исследуемый препарат быстро и в значительной 
степени проникает во внутренние структуры кле-
ток меланомы.
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Резюме
Введение. В работе рассмотрены пути оптимизации технологии получения настойки из пустырника травы при одновременном снижении 
содержания спирта этилового в готовом продукте. Изучены качественные и количественные показатели настойки в зависимости от 
использованного метода экстрагирования и концентрации экстрагента. 
Цель. Изучить возможность снижения содержания спирта этилового в лекарственном препарате «Пустырника настойка». 
Материалы и методы. Проведено сравнение количественных и качественных показателей образцов настоек, изготовленных методами 
перколяции, мацерации, дробной мацерации, модифицированной дробной мацерации. Проведено сравнение показаний к применению 
настойки и настоя из пустырника травы. Количественные показатели для сравнения образцов использовались: «Сухой остаток», «Содержание 
спирта этилового», «Микробиологическая чистота», «Количественное определение», «Качественные реакции» – наличие в образцах 
фенольных соединений, флавоноидов (качественные реакции, метод ВЭЖХ), иридоидов (метод ТСХ). 
Результаты и обсуждение. Разработанный метод модифицированной дробной мацерации заключается в экстрагировании растительного 
сырья сначала более концентрированным экстрагентом (в нашем случае спиртом этиловым 80 %, 60 %, 40 %), затем последующее 
экстрагирование растительного сырья водой очищенной. Проведено сравнение наличия различных классов биологически активных веществ 
в настойках полученных разными технологическими методами и в настоях.
Заключение. Установлено, что наиболее рациональным является получение настойки методом модифицированной дробной мацерации 
с содержанием спирта этилового в готовом продукте не менее 35 %. Результаты данных исследований могут быть использованы в 
фармацевтической промышленности для получения лекарственных препаратов экстрактивными методами, а также для исследований 
оптимизации технологии получения экстрактивных препаратов из лекарственного растительного сырья.

Ключевые слова: пустырника настойка, перколяция, мацерация, дробная мацерация, модифицированная дробная мацерация, экстрагент, 
флавоноиды, иридоиды. 
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Abstract
Introduction. This article considers the ways to optimize the motherwort tincture formulation while reducing the content of ethyl alcohol in the 
finished product. Qualitative and quantitative tincture test items depending on extraction method used and extractant concentration have been 
studied.
Aim. To study the possibility of reducing the content of ethyl alcohol in motherwort tincture.
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Materials and methods. Comparison of quantitative and qualitative test items of tincture samples prepared by percolation, maceration, fractional 
maceration, modified fractional maceration is carried out. Quantitative comparative test items: dry residue, ethyl alcohol content, microbiological 
purity, quantitation, qualitative reactions – the presence of phenolic compounds, flavonoids in the samples (qualitative reactions, HPLC), iridoids 
(TLC) was used.
Results and discussion. The developed method of modified fractional maceration consists in extracting herb materials with a more concentrated 
extractant (in the study, 80 %, 60 %, 40 % ethyl alcohol), then the subsequent extraction of herb materials with purified water. Comparison of the 
presence of different classes of biologically active substances in tinctures obtained by different technological methods and in infusions is carried out.
Conclusion. It has been established that the most rational method is to obtain a tincture by modified fractional maceration method with ethyl alcohol 
content NLT 35 % in the finished product. The obtained results can be used in pharmaceutical industry for drug production by extractive methods, 
as well as for studies on technology optimization for obtaining extractive drugs from medicinal herb materials.

Keywords: motherwort tincture, percolation, maceration, fractional maceration, modified fractional maceration, extractant, flavonoids, iridoids.
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ВВЕДЕНИЕ
На современном рынке лекарственных препара-

тов и по сей день остается актуальным наряду с раз-
витием химического синтеза биологически активных 
веществ (БАВ) и успехами биотехнологии, получе-
ние лекарственных препаратов из растительного сы-
рья. Галеновые препараты, основную группу которых  
составляют настойки, с давних времен используют-
ся в лечебной практике, как препараты с мягким те-
рапевтическим действием, не токсичные, практичес- 
ки не имеющие побочных действий. Терапевтический 
эффект объясняется многокомпонентностью состава, 
одновременным присутствием различных классов  
соединений БАВ. Присутствие различных классов БАВ 
в настойках зачастую способствует увеличению ле-
чебного эффекта, ускорению и усилению его наступ- 
ления, снижению возможных побочных действий [1].

Присутствие спирта этилового в настойке пу-
стырника является ограничением приёма данного 
препарата пациентами с заболеваниями печени и 
алкогольной зависимостью, беременными женщина-
ми и детьми.

Фармакологическая активность препаратов  
пустырника травы

Фармакологическое действие как для настоя, так 
и для настойки это выраженное седативное, умерен-
ное кардиотоническое действие (замедляет ритм и 
увеличивает силу сердечных сокращений), облада-
ет умеренными гипотензивными свойствами. Пока-
зания к применению настоек и настоев из пустыр- 
ника травы: повышенная нервная возбудимость, на-
рушение сна, неврастения, нейроциркуляторная 
дистония [2]. 

При сравнении признанного фармакологическо-
го действия и показаний к применению настоек и на-
стоев из пустырника травы можно сделать однознач-
ный вывод: при смене экстрагента (раствор этилового 
спирта и вода) фармакологическое действие и показа-
ния к применению вытяжек из растительного сырья 
остается идентичным. Следовательно, снижение кон-
центрации этилового спирта при производстве на-
стоек не приведет к значимому изменению фармако-
логического действия.

Цель данной работы заключена в определе-
нии возможности снижения концентрации спирта 
этилового в лекарственном препарате «Пустырника 
настойка».

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Для изготовления опытных образцов использо-

вали измельченную траву пустырника, соответствую-
щую требованиям ГФ РФ, ФС.2.5.0034.15 «Пустырника 
трава» [3].

Основными БАВ растения являются флавоноиды:  
О-гликозиды кверцетина (рутин, изокверцитрин, квер-
цитрин, гиперозид), в траве присутствуют произво-
дные апигенина (генкванин, квинквелозид), иридо-
идные глюкозиды (леонурид, аюгол, галиридозид, 
ацетилгарпагид, обусловливающие седативный эф-
фект и горький вкус препаратов) [4–6]. Иридоидные 
гликозиды это гидрофильные соединения и могут 
экстрагироваться как водой, так и спиртом этиловым 
70 %, поэтому экстрагентом для извлечения так же 
может быть использован 40 % этиловый спирт [7–9].

Полученные образцы настоек изготовлены мето-
дами перколяции, мацерации, дробной мацерации и 
модифицированной дробной мацерации, экстрагент  – 
спирт этиловый 70 %, 40 % и 20 %. Ряд образцов был 
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получен методом модифицированной дробной маце-
рации: первичное экстрагирование растительного сы-
рья проводили спиртом этиловым 80 % и 60 % затем 
водой очищенной, полученные экстракты объединяли 
и проводили осветление, и осаждение балластных ве-
ществ в настойке.

Испытания настоек проводили по показателям: 
«Подлинность, ТСХ» по ЛС-000538-060810 «Пустыр-
ника настойка» [10], «Подлинность», «Сухой остаток», 
«Содержание спирта» (метод дистилляции), «Коли-
чественное определение» по ГФ РФ, ФС.3.4.0007.18 
«Пустырника травы настойка» [3], «Микробиологичес- 
кая чистота» по ОФС.1.2.4.0002.18 «Микробиологичес- 
кая чистота», категория 3Б [3]. 

Подлинность

Метод ТСХ: 0,5 мл испытуемой настойки поме- 
щают в делительную воронку, прибавляют 5 мл во-
ды и 6  мл смеси хлороформ – спирт 96 % (5:1), взбал-
тывают в течение 5 мин. Хлороформный слой фильт- 
руют с 2  г натрия сульфата безводного. Операцию 
извлечения проводят дважды. Полученный фильтрат 
выпаривают на ротационном испарителе при темпе-
ратуре 50 °С досуха. Полученный остаток растворяют 
в 1,0 мл этилового спирта 96 % (испытуемый раствор). 

На линию старта хроматографической пластинки 
наносят 50 мкл испытуемого раствора полосой дли-
ной 20 мм. Используется хроматографическая плас- 
тинка «Сорбфил» ПТСХ-АФ-А-УФ размером 10 × 15  см. 
Пробу на пластинке высушивают, помещают в хрома-
тографическую камеру со смесью: хлороформ  – ме-
танол  – вода (80:2:0,1). Хроматографируют восходя-
щим методом на расстояние 10 см от линии старта. 
Пластинку сушат на воздухе, опрыскивают реакти-
вом Шталя (1,0 г п-диметиламинобензальдегида раст- 
воряют в смеси из 50 мл уксусной кислоты, 5 мл фос-
форной кислоты концентрированной и 100 мл во-
ды) и нагревают в сушильном шкафу при температуре 
100 °С в течение 10 мин. Хроматограмма испытуемого 
раствора должна содержать две зоны сиреневого цве-
та с Rf около 0,2 и 0,9 (иридоиды).

Метод ВЭЖХ

Условия хроматографирования: хроматограф 
Simadzu LC-20 АD/Т LРGЕ КIТ (Simadzu, Япония), ос-
нащенный детектором SPD-20АV, двумя насосами  
LC-20AD, термостатом СТО-20АС, автодозатором  
SIL-20АС. Колонка ZORBAX SB-С18 4,6 × 250 мм 5-Mikron, 
наполнитель октадецилсиликагель, температура ко-
лонки 25  °С, скорости потока 1,0 мл/мин, объем вво-
димой пробы 20 мкл, подвижная фаза – ацетонитрил 
для хроматографии, детектирование при 280 нм [11]. 

Стандартный раствор: раствор А – 25 мг (точная 
навеска) стандартного образца рутина (регистрацион-
ный номер Chemical Abstracts Service (CAS): 1З2З9, се-
рия 40355330, годен до 01.2020) помещают в мерную 
колбу вместимостью 25 мл, добавляют 5,0 мл метано-
ла, доводят объем раствора ацетонитрилом до мет-

ки, перемешивают. 1,0 мл раствора А в мерной колбе 
вместимостью 50 мл доводят ацетонитрилом до мет-
ки, перемешивают.

Приготовление испытуемого раствора: 5  мл об-
разца настойки растворяют в ацетонитриле в мер-
ной колбе вместимостью 50 мл, доводят объем раст- 
вора до метки, перемешивают.

Последовательно хроматографируют стандарт-
ный и испытуемый растворы. Время удерживания ру-
тина около 2,5 мин. 

Сумма флавоноидов в пересчете на рутин

Сумму флавоноидов в пересчете на рутин во всех 
образцах определяли по методике из ФС.3.4.0007.18 
«Пустырника травы настойка» [3]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При установлении подлинности хроматограммы 

испытуемых растворов всех опытных образцов на-
стоек (образцы, полученные методом мацерации, 
перколяции, методом дробной мацерации, методом 
модифицированной дробной мацерации с содержа-
нием спирта не менее 15 %, методом модифициро-
ванной дробной мацерации с содержанием спирта 
не менее 35 %, методом модифицированной дроб-
ной мацерации с содержанием спирта не менее 64 %) 
и настоя в видимой области содержали две зоны си-
реневого цвета с Rf около 0,2 и 0,9 (иридоиды). Полу-
ченные результаты испытаний образцов по показа-
телю «Подлинность» методом ТСХ представлены на 
рисунке 1.

Образцы настоек пустырника, полученные мето-
дом мацерации и перколяции при экстрагировании 
этиловым спиртом 20 %, имеют небольшие слабоокра-
шенные зоны сиреневого цвета с Rf около 0,2 и 0,9.

В образцах настоек соответствующих требова-
ниям по показателям «Подлинность», «Сухой оста-
ток», «Количественное определение», «Микробиоло-
гическая чистота» ФС.3.4.0007.18 «Пустырника травы 
настойка» [3] и ЛС-000538-060810 [10] (70  ПП, 40  ПП, 
70 МП, 40 МП, 70 ДМП, 40 ДМП, 65 МДМП, 35 МДМП) 
методом ВЭЖХ проводили исследования по качест- 
венному содержанию суммы флавоноидов. Получен-
ные хроматограммы представлены на рисунках 2–10. 
На рисунке 11 для сравнения представлена хроматог- 
рамма образца настойки 15 МДМП.

На хроматограммах настоек (рисунки 3–11) с раз-
ным содержанием спирта этилового и настоек, полу-
ченных разными технологическими методами, при-
сутствуют флавоноиды по химическому строению 
родственные рутину. По времени удерживания пики 
совпадают со временем удерживания рутина раство-
ра сравнения (рисунок 2). В диапазоне 1,0–3,0 минут 
на всех представленных хроматограммах присутст- 
вуют не идентифицированные пики разной интен-
сивности веществ характерных для настойки, так как 
данные пики отсутствует на хроматограмме раствора 
сравнения.
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Рисунок 1. Схема ТСХ-хроматограммы образцов пустырника настойки (ПП – настойки, полученные методом перколяции; МП – 
настойки, полученные методом мацерации; ДМП – настойки, полученные методом дробной мацерации; МДМП – настойки, полу-
ченные методом модифицированной дробной мацерации с содержанием спирта в готовом продукте не менее 64 %, 35 %, 15 %)

Figure 1. TLC chromatograms of motherwort tincture samples (РР  – tinctures obtained by percolation; MР – tinctures obtained by 
maceration; DMP – tinctures obtained by fractional maceration; MDMP – tinctures obtained by modified fractional maceration with not 
less than 64 %, 35 %, 15 % alcohol content in the finished product)

Рисунок 2. Хроматограмма стандартного образца рутина

Figure 2. Rutin standard sample chromatogram

Рисунок 3. Хроматограмма образца пустырника настойки 
70 ПП

Figure 3. 70 РР motherwort tincture sample chromatogram

Рисунок 4. Хроматограмма образца пустырника настойки 
40 ПП

Figure 4. 40 PP motherwort tincture sample chromatogram 

Рисунок 5. Хроматограмма образца пустырника настойки 
70 МП

Figure 5. 70 MP motherwort tincture sample chromatogram
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В диапазоне от 1 до 4 минут на хроматограммах 
настоек присутствуют пики, относящиеся к вещест- 
вам, экстрагируемым из растительного сырья. 

Средние значения полученных результатов испы-
таний из пяти образцов настоек полученных разны-
ми методами представлены в таблице 1. Содержание 
суммы флавоноидов в пересчете на рутин в исследу-

емых настойках составило от 0,014 до 0,031 %. Нор-
мирование этого показателя в соответствии с ГФ РФ, 
ФС.3.4.0007.18 «Пустырника травы настойка» [3] и  
ЛС-000538-060810 [10] составляет не менее 0,02 %.

Содержание экстрактивных веществ (сухой оста-
ток) в исследуемых образцах настоек составило 
от 1,14 % (у образца 05/40 МП) до 1,96 % (у образца 

Рисунок 6. Хроматограмма образца пустырника настойки 
40 МП

Figure 6. 40 МP motherwort tincture sample chromatogram

Рисунок 7. Хроматограмма образца пустырника настойки 
70 ДМП

Figure 7. 70 DMP motherwort tincture sample chromatogram

Рисунок 8. Хроматограмма образца пустырника настойки 
40 ДМП

Figure 8. 40 DMP motherwort tincture sample chromatogram

Рисунок 9. Хроматограмма образца пустырника настойки 
65 МДМП

Figure 9. 65 MDMP motherwort tincture sample chromatogram

Рисунок 10. Хроматограмма образца Пустырника травы на-
стойки 35 МДМП

Figure 10. 35 MDMP motherwort tincture sample chromatogram

Рисунок 11. Хроматограмма образца Пустырника травы на-
стойки 15 МДМП

Figure 11. 15 MДМП motherwort tincture sample chromatogram
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03/15 МДМП). Нормирование этого показателя в соот-
ветствии с ФС.3.4.0007.18 «Пустырника травы настой-
ка» [3] и ЛС-000538-060810 [10] составляет не менее 
1,4 %.

Использование методов мацерации перколяции, 
дробной мацерации при снижении содержания спир-
та этилового в экстрагенте при изготовлении настой-
ки с содержанием спирта не менее 35 % позволяет по-
лучать препараты отвечающие требованиям ГФ РФ, 
ФС.3.4.0007.18 и ЛС-000538-060810 кроме показателя 
«Микробиологическая чистота», который имеет поро-
говые значения по содержанию анаэробных бактерий 
в 1 мл. 

Методы мацерации, перколяции и дробной маце-
рации для изготовления настойки с концентрацией  
спирта этилового не менее 15 % не подходят, так как 
по показателю «Микробиологическая чистота» по 

ГФ РФ, ОФС.1.2.4.0002.18 [3] не соответствует требова-
ниям категории 3Б. 

Метод модифицированной дробной мацерации 
для изготовления настойки с концентрацией спир-
та этилового не менее 35 % и 15 % дает хорошие 
результаты по показателю «Микробиологическая 
чистота», так как первичное экстрагирование расти-
тельного сырья проводили спиртом этиловым 60 % 
затем водой очищенной. Спирт этиловый является 
хорошим дезинфицирующим средством в концент- 
рации от 90 % до 40 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Все образцы настоек, полученные методами ма-

церации, перколяции, дробной мацерации, моди-
фицированной дробной мацерации с содержанием 

Таблица 1. Показатели качества Пустырника настойки

Table 1. Quality test items of motherwort tincture

Номер образца
Sample number

Содержание 
сухого остатка (не 

менее 1,4 %)
Dry residue 

content (not less 
than 1.4 %)

Содержание 
спирта, %

Alcohol content, %

Подлинность 
(иридоиды – ТСХ, 

флавоноиды – ВЭЖХ)
Authenticity (iridoids – 
TLC, flavonoids – HPLC)

Содержание суммы 
флавоноидов  

(не менее 0,02 %)
Total flavonoid 

content  
(not less than 0.02 %)

Микробиологическая 
чистота (категория 3Б)
Microbiological purity 

(category 3B)

01–05/70 ПП1

01–05/70 PP1 1,48 ± 0,030 68 ± 0,785
Подтверждено

Confirmed
0,028 ± 0,003

Соответствует
 Respond

01–05/40 ПП
01–05/40 PP

1,776 ± 0,026 37,8 ± 0,497
Подтверждено

Confirmed
0,027 ± 0,003

Соответствует
 Respond*

01–05/20 ПП
01–05/20 PP

1,654 ± 0,033 17,6 ± 0,993
Подтверждено

Confirmed
0,020 ± 0,001

Не соответствует
Not correspond

01–05/70 МП2

01–05/70 MP2 1,516 ± 0,115 65,8 ± 0,497
Подтверждено

Confirmed
0,026 ± 0,004

Соответствует
 Respond

01–05/40 МП
01–05/40 MP

1,44 ± 0,192 36,4 ± 0,608
Подтверждено

Confirmed
0,02 ± 0,004

Соответствует
 Respond*

01–05/20 МП
01–05/20 MP

1,692 ± 0,039 16,6 ± 0,608
Подтверждено

Confirmed
0,022 ± 0,002

Не соответствует
Not correspond

01–05/70 ДМП3

01–05/70 DMP3 1,558 ± 0,042 67,6 ± 0,608
Подтверждено

Confirmed
0,025 ± 0,006

Соответствует
 Respond

01–05/40 ДМП
01–05/40 DMP

1,56 ± 0,018 36,4 ± 0,608
Подтверждено

Confirmed
0,022 ± 0,001

Соответствует
 Respond*

01–05/20 ДМП
01–05/20 DMP

1,65 ± 0,008 16,2 ± 0,497
Подтверждено

Confirmed
0,022 ± 0,001

Не соответствует
Not correspond

06–10/64 МДМП4

06–10/64 MDMP4 1,606 ± 0,061 65,8 ± 0,929
Подтверждено

Confirmed
0,022 ± 0,001

Соответствует
 Respond

06–10/35 МДМП
06–10/35 MDMP

1,82 ± 0,076 35,2 ± 0,497
Подтверждено

Confirmed
0,026 ± 0,001

Соответствует
 Respond

01–05/15 МДМП
01–05/15 MDMP

2,012 ± 0,099 21,6 ± 1,266
Подтверждено

Confirmed
0,012 ± 0,004

Соответствует
 Respond

Примечание. 1 – Образцы пустырника настойки, изготовленные методом перколяции (ПП).
2 – Образцы пустырника настойки, изготовленные методом мацерации (МП).
3 – Образцы пустырника настойки, изготовленные методом дробной мацерации (ДМП), промышленная серия.
4 – Образцы пустырника настойки, изготовленные методом модифицированной дробной мацерации (МДМП).
* – Показатель «Микробиологическая чистота» соответствует категории 3Б, но имеет пороговые значения. 

Note. 1 – Samples of motherwort tincture, made by the method of percolation (PP).
2 – Samples of motherwort tincture made by maceration (MP).
3 – Samples of motherwort tincture made by fractional maceration (DMP), industrial series.
4 – Samples of motherwort tincture, made by modified fractional maceration (MDMP).
* – The indicator «Microbiological purity» corresponds to category 3B, but has threshold values.
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спирта этилового в готовом продукте не менее 35 %, 
содержат больше экстрактивных веществ, чем настой-
ки с содержанием спирта не менее 64 %.

Образцы настоек, полученные методом модифи-
цированной дробной мацерации, при содержании 
спирта этилового не менее 35 % (ΔА = 0,0262 %) со-
держат количественно сумму флавоноидов сравни-
мую с настойками, полученными при экстрагировании 
этиловым спиртом 70 % (ΔА = 0,0264 %). 

Экстрагирование этиловым спиртом с кон-
центрацией 80 % и 60 % (образцы 06–10/64  МДМП,  
06–10/35  МДМП) методом модифицированной дроб-
ной мацерации с получением в готовом продукте со-
держание спирта этилового не менее 64 % и 35 % 
дает результаты по количественным и качественным 
показателям соответствующие требованиям ГФ  РФ, 
ФС.3.4.0007.18 и ЛС-000538-060810.

Согласно полученным данным, можно предпо-
ложить, что метод модифицированной дробной ма-
церации с содержанием этилового спирта в готовой 
настойке не менее 35 % для получения пустырника 
настойки является перспективным. 

Снижение содержания этилового спирта в ле-
карственном препарате «Пустырника настойка» не 
менее 35 % возможно при использовании метода мо-
дифицированной дробной мацерации и позволяет 
получать настойку с содержанием сухого остатка  – 
(1,820 ± 0,076) %, содержанием суммы флавоноидов  – 
(0,026 ± 0,001) % и отвечающей требованиям по по-
казателям «Подлинность» и «Микробиологическая 
чистота». Использование методов мацерации, перко-
ляции и дробной мацерации при получении настой-
ки с содержанием этилового спирта в готовом препа-
рате не менее 35 % возможно после дополнительных 
исследований по снижению микробиологической 
нагрузки. 
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Резюме
Введение. 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацил, как вещество предназначенное для лечения ВИЧ-1 инфекции, представляет научный 
интерес, но его низкая биодоступность при пероральном способе введения приводит к ограничению использования. Поэтому была поставлена 
задача увеличения его растворимости путем получения твердой дисперсии и впоследствии создание твёрдой лекарственной формы на ее 
основе.
Цель. Разработка состава и технологии таблеток на основе 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила с необходимыми технологическими 
свойствами, обеспечивающих максимально полное высвобождение действующего вещества in vitro.
Материалы и методы. Фармацевтическая субстанция 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила представляет собой кристаллический 
порошок. Относится к ФС с низкой растворимостью. В качестве матрицы для создания твердой дисперсии использовали лактозу, Kollidon® 17 
PF, Kollidon® 30, Kollidon® VA64, Kollidon® 90F и ПЭГ-6000. Твердые дисперсии получали двумя методами – совместного плавления и испарения 
растворителя. Технологические свойства субстанции, таблетмасс и показатели качества таблеток определяли по методикам, описанным в 
ГФ XIV.
Результаты и обсуждение. В статье приведены результаты разработки состава и технологии лекарственного препарата в форме таблеток 
на основе субстанции 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацил. Для улучшения биофармацевтических свойств 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацила применен технологический прием создания твердой дисперсии.
Заключение. Изучение профилей высвобождения показало, что создание твердой дисперсии с повидоном Kollidon 17PF позволило улучшить 
полноту и интенсивность высвобождения субстанции из таблеток в среду растворения.

Ключевые слова: 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацил, терапия ВИЧ-инфекции, твердые дисперсии, фармацевтическая разработка, 
таблетки, растворение.
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Abstract
Introduction. 1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyluracil is a substance of scientific interest intended for the treatment of HIV-infection. However, 
its low bioavailability is a major limitation in successful drug delivery by oral route. Therefore, the objective of the present work was to enhance 
itssolubility by using solid dispersion technique followed by the development of a solid dosage form.
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Aim. Development of the composition and technology of tablets based on 1- [2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyluracil with the appropriate 
technological properties providing the most complete release of the active pharmaceutical ingredient (API) in vitro.
Materials and methods. The pharmaceutical substance 1-[2-(2-benzoylphenoxy) ethyl]-6-methyluracil is a crystalline powder with poor solubility. 
Solid dispersions were prepared using Lactose, Kollidon® 17PF, Kollidon® 30, Kollidon® VA64, Kollidon 90F, and PEG-6000 as a carrier mostly in 1:4 ratio 
by two methods – co-melting and solvent evaporation. The technological properties of substance, tablet masses and tablet quality were determined 
according to the methods described in the State Pharmacopoeia of the Russian Federation (14th edition).
Results and discussion. Article shows the results of development of the composition and technology of a medicine in the form of tablets based on 
the substance 1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyluracil. Solid dispersion technique was used to improve the biopharmaceutical properties of 
1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyluracil.
Conclusion. In vitro dissolution studies showed enhanced dissolution rate of the drug-loaded solid dispersion with Kollidon 17PF as a carrier as 
compared to pure drug.

Keywords: 1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyluracil, HIV therapy, solid dispersions, pharmaceutical development, tablets, dissolution.
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ВВЕДЕНИЕ
Пандемия ВИЧ-инфекции является самой актуаль-

ной и до сих пор не решенной проблемой мирово-
го здравоохранения. По данным федерального науч-
но-методического центра по профилактике и борьбе 
со СПИДом, по состоянию на июнь 2020 года в Рос-
сийской Федерации было зарегистрировано более 
1,4 миллиона ВИЧ-1 инфицированных. Всего за время 
наблюдения в России от СПИД и оппортунистических 
инфекций погибло более 370 тысяч человек [1]. Не-
смотря на то, что, по данным Роспотребнадзора, дос- 
тигнут ряд позитивных изменений в эпидемиологи-
ческой ситуации по ВИЧ-инфекции, и удалось снизить 
темпы прироста новых случаев ВИЧ-инфекции, тем не 
менее количество новых случаев выявления остается 
достаточно большим [2, 3].

Применяемые в настоящее время лекарственные 
препараты (ЛП) направлены на подавление одной из 
ключевых стадий развития инфекции – первичного 
контакта вируса с клеткой, проникновения, синтеза 
ДНК-провируса, его переноса в ядро и интеграцию в 
геном клетки-хозяина, синтеза и созревания новых ви-
рионов. Высокая изменчивость ВИЧ-1 приводит к об-
разованию множества мутантных форм вируса, часть 
из которых лекарственно-устойчивые. В связи с этим 
поиск средств, эффективно подавляющих мутантные 
формы ВИЧ-1, остается актуальным [4].

В настоящее время в комплексной терапии 
ВИЧ-инфекции и вызываемого ею СПИДа широко при-
меняются ненуклеозидные ингибиторы обратной 
транскриптазы (ННИОТ): невирапин, эфавиренз, этра-
вирин, рилпивирин, доравирин. Несмотря на высо-
кую активность и селективность действия указанных 
средств, основным их недостатком является быстрое 

возникновение резистентных штаммов ВИЧ-1, что 
снижает эффективность дальнейшего лечения этими 
ЛП [5].

В результате многолетних исследований, прове-
денных на кафедре фармацевтической и токсиколо-
гической химии ФГБОУ ВО ВолгГМУ Минздрава России 
под руководством профессора А. А. Озерова в сотруд-
ничестве с учеными ИМБ РАН, вирусологами США и 
Западной Европы был открыт новый класс высоко- 
активных ненуклеозидных ингибиторов вирусной ре-
продукции [6, 7]. 

Соединение 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-ме- 
тилурацил (рисунок 1) показало высокую способность 
подавлять репродукцию ВИЧ-1 in vitro. Соединение 
также подавляло репродукцию мутантных штаммов 
ВИЧ-1 и имело профиль резистентности, близкий к та-
ковому эфавиренза [6, 8].

Более 60 % новых фармацевтических субстан-
ций (ФС), в настоящее время находящихся в про-
цессе разработки, считаются малорастворимыми и 

Рисунок 1. Структурная формула 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацила

Figure 1. Structure of 1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyl- 
uracil
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практически нерастворимыми в воде и органических 
растворителях [9]. Субстанция 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацил относится к практически нераст- 
воримым ФС. Таким образом, выбор ингредиентов для 
рецептуры, которые повысили бы степень растворе-
ния ФС для достижения лечебного эффекта, является 
важной задачей.

При разработке ЛП особое внимание уделяет-
ся исследованиям ключевых биофармацевтических 
свойств, влияющих на абсорбцию твердых лекарст- 
венных форм, таким как высвобождение ФС из ле-
карственной формы в раствор (растворимость и ки-
нетика растворения), а также проницаемость. Именно 
они легли в основу биофармацевтической квалифика-
ционной системы (БКС), предложенной профессором 
Amidon с соавт. в 1995 г. и принятой FDA в 2001 г. в ка-
честве рекомендаций по разработке теста «Растворе-
ние» [10].

Для повышения биодоступности ФС применяются 
различные технологические приемы повышения как 
растворимости, так и скорости растворения: измель-
чение или микронизация, полиморфизм и сольвата-
ция, получение твердых дисперсий (ТД), солюбилиза-
ция и т. д. [10, 11].

Получение ТД рассматривается как один из наибо-
лее эффективных способов уменьшения размера час- 
тиц ФС до коллоидного и молекулярного уровня. Под 
воздействием среды растворимый матрикс полиме-
ра растворяется, и коллоидные частицы или молеку-
лы ФС сразу же высвобождаются в среду растворения, 
вызывая быструю солюбилизацию ФС [12].

ТД получают с использованием кристаллических 
вспомогательных веществ (ВВ) (например, лактозы), 
полимеров [поливинилпирролидонов (ПВП), полиэти-
ленгликолей (ПЭГ), полиметакрилатов] либо поверх-
ностно-активных носителей [12, 13].

Для приготовления ТД разработаны такие мето-
ды, как метод совместного измельчения, метод плав-
ления, метод испарения растворителя (метод раство-
рения) и метод совместного осаждения, однако чаще 
всего используются – метод плавления и метод раст- 
ворения [14, 15].

В качестве носителей для создания ТД методом 
плавления используются: ПЭГ, полаксомеры и др. В ка-
честве ВВ для создания ТД методом испарения раст- 
ворителя в основном используют сахара и ПВП [16]. 
Одним из крупнейших производителей ПВП является 
немецкая фирма BASF, выпускающая различные марки 
ПВП (Kollidon®). Структура Kollidon® способствует обра-
зованию комплексных соединений с целым рядом ФС, 
что позволяет ПВП быть эффективным инструментом 
улучшения биодоступности [15, 17].

Целью настоящей работы стала разработка сос- 
тава и технологии таблеток на основе 1-[2-(2-бен-
зоилфенокси)этил]-6-метилурацила с необходимы-
ми технологическими свойствами, обеспечивающих 
максимально полное высвобождение действующего 
вещества in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали:

 • ФС – 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацил, 
синтезированную в ФГБОУ ВО ВолгГМУ Минздра-
ва России, серия 001, дата изготовления: 05.07.2017, 
срок годности 3 года.

 • вспомогательные вещества: микрокристалличес- 
кая целлюлоза (МКЦ) (Comprecel, тип М102D+, 
Mintai Chemical Co Ltd., Тайвань); лактоза (Tablet-
tose  100, Meggle, Германия); кросповидон (Kolli-
don  CL, BASF, Германия); натрия крахмал гликолят 
(Primojel, DFE Pharma, Германия); кроскармел-
лоза натрия (Crest Cellulose, Индия); стеарат маг-
ния (NutriMag  ST-v, Galmags, Германия); аэросил 
(aerosil  200 pharma, Evonik, Германия); повидоны 
(Kollidon 17 PF, Kollidon 30, Kollidon 90F, BASF, Герма-
ния); коповидон (Kollidon VA64, BASF, Германия); 
ПЭГ-6000 (Clariant, Германия).
Выбранные марки повидонов и коповидон имеют  

различные молекулярные массы и широко приме-
няются в технологии готовых лекарственных форм 
(ГЛФ) для улучшения растворимости малораствори-
мых ФС [18, 19].

На момент проведения исследований ФС и вспо-
могательные вещества имели не истёкшие сроки 
годности.
 • оборудование для получения лекарственной 

формы:
 – лабораторные аналитические весы AUW-220D 

(Shimadzu, Япония);
 – ручной гидравлический пресс ПГПр (Россия);
 – настольный лабораторный пресс Korsch тип EKO 

(ERWEKA Gmbh, Германия);
 – роторный испаритель IKA® RV 10 basic (IKA, 

Германия);
 – лиофильная сушилка ЛС-1000 (ООО «Проинтех», 

Россия).
Тест «Растворение» проводили на аппарате 

ERWEKA DT 600 (ERWEKA Gmbh, Германия), тип аппа-
рата ΙΙ, при 50 оборотах в минуту. Объем среды раст- 
ворения 500 мл. Отбор проб проводили через 5, 
15, 30, 45, 60 минут, отбирали пробы по 3 мл. Про-
бы фильтровали через фильтр-насадки с диаметром 
пор 0,45  мкм и анализировали методом ВЭЖХ на 
хроматографе высокого давления LC-20 Prominence 
(Shimadzu, Япония) с диодно-матричным детектором 
и колонкой Luna C18(2) 4,6×150 мм (Phenomenex, США).

В работе использовали реактивы квалификации 
«ч.д.а.» и «для ВЭЖХ».

Растворимость ФС определяли по методике, опи-
санной в ГФ XIV (ОФС.1.2.1.0005.15 «Растворимость»).

Форму и размер частиц определяли по методи-
ке, описанной в ГФ XIV (ОФС.1.2.1.0009.15 «Оптическая 
микроскопия»).

Для определения технологических характеристик 
полученных масс для таблетирования и ГЛФ исполь-
зовали следующие методики: 

 9 Внешний вид таблеток определяли визуально. 
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 9 Степень сыпучести, угол естественного откоса и 
насыпную плотность порошков оценивали по ме-
тодике, описанной в ГФ XIV (ОФС.1.4.2.0016.15 «Сте-
пень сыпучести порошков»). Результаты представ-
лены в таблицах 1, 5. 

 9 Прочность на истирание таблеток определялась 
при помощи тестера истираемости, PTF 20E (PHARMA  
TEST, Германия), прибор 1, по методике, описанной 
в ГФ XIV (ОФС 1.4.2.0004.15 «Истираемость табле-
ток»). Результаты представлены в таблице 4.

 9 Распадаемость таблеток определяли при по-
мощи тестера распадаемости твердых дозиро-
ванных форм по методике, описанной в ГФ XIV 
(ОФС.1.4.2.0013.15 «Распадаемость таблеток и 
капсул»). Результаты представлены в таблицах 2, 4.

 9 Прочность таблеток определяли с помощью тес- 
тера твердости таблеток TH-1 (Hsiang Tai Machinery 
Industry Co., Тайвань), по методике, описанной в 
ГФ  XIV (ОФС.1.4.2.0011.15 «Прочность таблеток на 
раздавливание»). Результаты представлены в таб- 
лицах 2, 4.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Физико-химические  
и технологические свойства 

1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацил 
представляет собой кристаллический порошок свет-
ло-коричневого цвета ФС практически нерастворима 
в воде, 0,1 М соляной кислоте, фосфатном буферном 
растворе с pH 6,8, гексане, ацетоне, ацетонитриле; 
очень мало растворима в метаноле; мало растворима 
в хлороформе; умеренно растворима в ДМСО. Имеет 
однородный фракционный состав, частицы очень мел-
кие, форма частиц палочки, размеры частиц от 1 до 
10 мкм. 

Для порошков в виде палочек характерна высо-
кая прессуемость, что объясняется наличием мно-
жества контактов между частицами, сложностью их 
внешней поверхности и легкостью взаимодействия 
при прессовании. Такие ФС, как правило, трудно под-
даются переработке, трудно смешиваются с другими 
ВВ. Для субстанций, содержащих большое количество 
мелких фракций, характерно отсутствие сыпучести, 
что связано с резким увеличением сил внутреннего 
трения  [20]. Однако у частиц 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацила наблюдается гладкая поверх-
ность кристаллов. Из литературы известно, что по-
рошки, имеющие гладкую поверхность кристаллов, 
не обладают прессуемостью, поскольку частицы при 
прессовании легко скользят относительно друг друга, 
не образуя прочных прессовок. Кроме того, этим суб-
станциям присуща сыпучесть [20].

Для исследуемой ФС были изучены основные тех-
нологические свойства (таблица 1), такие как сыпу-
честь, угол естественного откоса, насыпная плотность, 
прессуемость, а также рассчитаны индексы Хауснера и 
Кара.

Таблица 1. Основные технологические характеристики ФС

Table 1. The main technological characteristics  
of pharmaceutical substance

Показатель
Parameters

Результаты
Results

Сыпучесть, г/с; диаметр отверстия воронки 
10 мм (M ± σ), n = 5

Flowability, g/s; funnel hole diameter 10 mm 
(M ± σ), n = 5

14,0 ± 0,5

Угол естественного откоса, ° (M ± σ), n = 5
Angle of repose, ° (M ± σ), n = 5

30,0 ± 1,0

Насыпная плотность до уплотнения, г/мл 
(M ± σ), n = 5

Bulk density before sealing, g/ml (M ± σ), n = 5
0,67 ± 0,05

Насыпная плотность после уплотнения, г/мл 
(M ± σ), n = 5

Bulk density after sealing, g/ml (M ± σ), n = 5
0,74 ± 0,05

Значение индекса Хауснера (Н)
Hausner index (H)

1,10

Значение индекса Кара (J), %
Carr index (J), %

9,46

Установили, что ФС обладает очень плохой сжи-
маемостью (значения индекса Кара лежат в интервале 
до 10) и очень хорошей сыпучестью (значения индек-
са Хауснера – в интервале 1,00–1,11, а угол естествен-
ного откоса составляет 30°) [21]. Отсутствие прессуе-
мости субстанции было подтверждено при получении 
модельных таблеток на ручном гидравлическом прес-
се ПГПр.

Оценка субстанции в тесте «Растворение»

В связи с низкой растворимостью ФС в воде и 
водных растворах проводили исследования в раз-
ных средах растворения с добавлением веществ, спо-
собствующих растворению субстанции. Для ФС, ко-
торым присуща низкая растворимость, возможно 
использование сред с ПАВ. Недопустимо использо-
вать среды с концентрацией ПАВ более 2–3 % [22].

Для оценки субстанции в тесте «Растворение»  
выбрали среды растворения с достаточно большой  
концентрацией ПАВ, но не превышающей максималь- 
но допустимое нормирование: вода дистиллирован-
ная с добавлением 2 % твин-20; вода дистиллирован-
ная с добавлением 2 % твин-80; вода дистиллиро-
ванная с добавлением 1 % додецилсульфат натрия 
(рисунок 2).

Внесение в среду ПАВ улучшило переход 
1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила в сре-
ду растворения. Использование в качестве среды 
растворения воды дистиллированной с добавлением 
с 2 % твина-20 позволяло к 45 минутам эксперимента 
достичь наибольшего (порядка 20 %) растворения суб-
станции, вследствие чего данная среда растворения 
была использована в последующих экспериментах.

Технология получения ТД

Учитывая, что ФС практически нерастворима в во-
де и органических растворителях, повышение ее 
растворимости является важным вопросом, посколь-
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ку биодоступность и эффективность в значительной 
степени зависит от этой характеристики. Для улучше-
ния растворимости проводили процесс иммобили-
зации ФС во ВВ.

С целью создания ТД использовали следующие 
ВВ: лактоза, Kollidon® 17PF, Kollidon® 30, Kollidon® VA64, 
Kollidon® 90F, ПЭГ-6000. Структура и свойства выбран-
ных ВВ обеспечивают образование комплексных со- 
единений с целым рядом ФС, что позволяет оптими-
зировать их биофармацевтические свойства [12].

Технология получения ТД с ПЭГ-6000

Композиции с ПЭГ-6000 готовили в различных со-
отношениях ФС : полимер (от 1:1 до 1:20) c примене-
нием метода совместного плавления. 

Технология получения ТД с ПВП

Композиции с ПВП различных марок готовили в 
соотношении ФС : полимер 1:4. Технология получе-
ния ТД заключалась в предварительном растворении 
ФС в органическом растворителе (95 % спирте этило-
вом) при нагревании и последующем его внесении в 
раствор ПВП в воде с последующим перемешиванием 
до получения прозрачного раствора. После этого ор-
ганический растворитель отгоняли на роторно-пле-
ночном испарителе (РПИ), а суспензию лиофильно 
высушивали.

Технология получения ТД с лактозой

Композицию с лактозой готовили в соотношении 
1:4. Технология получения ТД заключалась в предва-
рительном растворении ФС в органическом раствори-
теле (95 % спирте этиловом) при нагревании, смеши-
вании раствора с водой, отгоне части органического 
растворителя на РПИ. После этого добавляли раствор 
лактозы в воде и отгоняли оставшуюся часть орга-
нического растворителя, суспензию лиофильно вы-
сушивали. При использовании полимеров ПЭГ-6000, 

Kollidon 30 и Kollidon 90F, создание ТД 1-[2-(2-бензоил-
фенокси)этил]-6-метилурацила в выбранных соотно-
шениях оказалось невозможным. Совместное плав-
ление 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила 
с ПЭГ-6000 не привело к положительным результатам: 
растворимость ФС оставалась прежней. Создание ТД 
на основе повидонов Kollidon 30 и Kollidon 90F позво-
лило повысить растворимость ФС, но их дальнейшее 
использование не представлялось возможным в связи 
с невозможностью измельчения полученных продут-
ков. Таким образом, для проведения дальнейших ис-
следований использовали Kollidon 17PF, Kollidon VA64 
и лактозу.

Создание ТД с Kollidon 17PF, KollidonVA64 и лак-
тозой позволило улучшить высвобождение ФС в 
среду растворения. Из указанных ТД к 45 минуте 
эксперимента растворялось порядка 85–95 % ФС 
(рисунок 3).

Технология получения таблеток

Для получения ядра таблетки нами был выбран 
метод прямого прессования. Прямое прессование 
является современной, экономичной достаточно гиб-
кой технологией, которая совершенствуется в связи 
с ростом фармацевтического рынка ВВ и появлением 
нового современного оборудования.

На основе полученных ТД, без добавления других 
ВВ, были сделаны модельные таблетки. Для таблеток 
были изучены показатели качества: прочность на раз-
давливание и распадаемость (таблица 2).

Создание ТД на основе 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацила также не привело к улучшению 
прессуемости массы, полученные таблетки плохо вы-
талкивались из матрицы и не соответствовали требо-
ваниям ГФ XIV по прочности.

Наилучшие результаты по распадаемости показа-
ли ТД с лактозой и Kollidon 17PF. Для создания на их 
основе таблеток с удовлетворительными технологи-

Рисунок 2. Профили высвобождения 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацила в различные среды растворения

Figure 2. Dissolution profiles of 1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-
methyluracil in various dissolution media

Рисунок 3. Профили высвобождения1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацила из ТД с Kollidon 17PF (1:4), Kollidon VA64 
(1:4) и лактозой (1:4)

Figure 3. Dissolution profiles of 1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-
6-methyluracil from solid dispersion with Kollidon 17PF (1:4), 
Kollidon VA64 (1:4) and lactose (1:4)
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ческими свойствами требовалось внесение в состав 
таблетмассы других ВВ.

Учитывая, что создание ТД влечет за собой уве-
личение массы таблеток, а также с учетом содержа-
ния в таблетке ФС в количестве 50 мг, разрабатывали 
состав таблеток с минимально возможным содержа-
нием ВВ. 

Таблица 2. Основные показатели качества таблеток  
на основе ТД

Table 2. The main quality indicators of tablets based  
on solid dispersion

Состав ТД
SD composition

Показатели
Parameters

Прочность, Н 
(M ± σ), n = 10

Crushing strength 
of tablets, N 

(M ± σ), n = 10

Распадаемость, мин 
(M ± σ), n = 6

Disintegration, min 
(M ± σ), n = 6

Норма (ГФ XIV) 
Quality standard (State pharmacopoeia 

of Russian Federation XIV edition)

Не менее 30 Н
Not less than 30 N

Не более 15 мин
No more than 15 min

ТД с Kollidon 17PF
SD containing 
Kollidon 17PF

19 ± 1 9,2 ± 0,2

ТД с Kollidon VA64
SD containing 
Kollidon VA64

27 ± 1 17,5 ± 0,3

ТД c лактозой
SD containing 
lactose

12 ± 1 4,5 ± 0,2

Для создания таблеток большой массы наиболее 
предпочтительной формой является капсулообраз-
ная форма «облонги». Для их создания использова-
ли пресс-инструменты для получения таблеток в виде 
облонгов 5 × 15 мм. Применение пресс-инструментов 
меньшего и большего размера либо не позволяло 
получить таблетки удовлетворительного качества, 
либо влекло за собой увеличение массы таблетки. В 
результате подбора наиболее подходящего пресс- 
инструмента также была выявлена оптимальная мас-
са таблетки – 400 мг.

Разработанные составы представлены в таблице 
3. В качестве разрыхлителей использовали: кроспо-
видон, кроскармеллозу натрия, натрия крахмал гли- 
колят в количестве, рекомендуемом производителя-
ми ВВ: до 10 % кросповидона, кроскармеллозы натрия 
от 4 до 7 %, натрия крахмал гликолята от 2 до 4 %.

Учитывая значительное влияние ФС на прессу- 
емость, а также то, что таблетка на основе ТД плохо 
выталкивается из матрицы, в состав таблеток вноси-
ли наполнители и скользящие вещества. В качестве 
веществ, способствующих скольжению, использова-
ли: магния стеарат в количестве 0,5 % и аэросил – 1 %. 
В качестве наполнителей использовали МКЦ, а также 
смесь МКЦ с лактозой в соотношении 1:2.

Для таблеток, получаемых методом прямого прес-
сования, требуемые количества ингредиентов были 
взвешены и перемешаны до образования однород-
ного порошка. Затем смеси были спрессованы с при-
менением соответствующего оборудования – таблет-
пресса Korsch (ERWEKA).

Таблица 3. Разработанные составы смесей  
для таблетирования

Table 3. The compositions of the mixtures for tableting
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1 250 – 144 – – – – 4 2

2 250 – 124 – 20 – – 4 2

3 250 – 104 – 40 – – 4 2

4 250 – 128 – – 16 – 4 2

5 250 – 116 – – 28 – 4 2

6 250 – 136 – – – 8 4 2

7 250 – 128 – – – 16 4 2

8 – 250 144 – – – – 4 2

9 – 250 124 – 20 – – 4 2

10 – 250 104 – 40 – – 4 2

11 – 250 128 – – 16 – 4 2

12 – 250 116 – – 28 – 4 2

13 – 250 136 – – – 8 4 2

14 – 250 128 – – – 16 4 2

15 – 250 48 96 – – – 4 2

16 – 250 41 83 20 – – 4 2

17 – 250 34 70 40 – – 4 2

18 – 250 43 85 – 16 – 4 2

19 – 250 38 78 – 28 – 4 2

20 – 250 45 91 – – 8 4 2

21 – 250 43 85 – – 16 4 2

Оценка таблеток

Оценку качества полученных таблеток проводили 
по следующим показателям: истираемость, распада- 
емость и прочность на раздавливание (таблица 4).

Из таблицы видно, что без внесения разрыхлите-
лей время распадаемости превышало 15 минут, что 
не соответствует требованиям ГФ XIV (составы 1, 8, 15). 
Таблетки на основе ТД с лактозой (составы 1–7) лучше 
распадались по сравнению с таблетками на основе ТД  
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с повидоном. Таблетки на основе ТД с лактозой не со-
ответствовали требованиям ГФ по прочности. Добав-
ление смеси наполнителей в состав ТД с повидоном 
(составы 15–21) позволило улучшить технологические 
свойства таблеток. 

Таблица 4. Основные показатели качества таблеток  
на основе 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила

Table 4. The main quality indicators of tablets based  
on 1- [2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-methyluracil

Со
ст

ав
Co

m
po

si
ti

on

Показатели
Parameters

Истираемость, % 
(M ± σ), n = 10

Abrasion of 
tablets, %

(M ± σ), n = 10

Прочность на 
раздавливание, Н 

(M ± σ), n = 10
Crushing strength 

of tablets, N 
(M ± σ), n = 10

Распадаемость, 
мин (M ± σ), 

n = 6
Disintegration, 

min (M ± σ), n = 6

Норма (ГФ XIV) 
Quality standard (State pharmacopoeia  

of Russian Federation XIV edition)

Не менее 97 %
Not less than 

97 %

Не менее 30 Н
Not less than 30 N

Не более 15 мин
No more than  

15 min

1 98,4 ± 0,2 35 ± 1 16,1 ± 0,5

2 96,0 ± 0,5 25 ± 1 9,2 ± 0,5

3 97,5 ± 0,5 27 ± 1 2,0 ± 0,1

4 97,1 ± 0,3 28 ± 1 12,2 ± 0,5

5 96,4 ± 0,2 26 ± 1 5,5 ± 0,2

6 95,5 ± 0,2 22 ± 1 10,0 ± 0,5

7 96,1 ± 0,1 20 ± 1 3,1 ± 0,1

8 99,7 ± 0,2 90 ± 2 25,7 ± 0,5

9 99,8 ± 0,5 78 ± 2 17,3 ± 0,5

10 99,5 ± 0,4 59 ± 2 10,1 ± 0,5

11 99,7 ± 0,4 72 ± 3 19,0 ± 0,5

12 99,6 ± 0,2 55 ± 3 11,6 ± 0,4

13 99,5 ± 0,1 64 ± 3 18,5 ± 0,5

14 99,5 ± 0,4 51 ± 1 9,1 ± 0,3

15 99,8 ± 0,4 73 ± 3 22,0 ± 0,5

16 99,7 ± 0,3 65 ± 2 12,2 ± 0,5

17 99,7 ± 0,2 58 ± 2 6,2 ± 0,2

18 99,8 ± 0,2 71 ± 3 17,3 ± 0,5

19 99,6 ± 0,1 50 ± 2 10,2 ± 0,3

20 99,7 ± 0,4 60 ± 1 15,0 ± 0,5

21 99,6 ± 0,4 55 ± 1 8,3 ± 0,3

Наилучшие результаты показал состав с разрых-
лителем кросповидоном в количестве 10 % (состав 
17). Были изучены основные технологические свойст- 
ва таблетмассы наиболее оптимального состава 17 
(таблица 5), такие как сыпучесть, угол естественного 
откоса, насыпная плотность, прессуемость.

Полученные данные подтверждают правильность 
выбора оптимального состава: таблетмасса обладают 
средней сжимаемостью и хорошей сыпучестью.

Таблица 5. Основные технологические характеристики  
таблетмассы выбранного оптимального состава

Table 5. The main technological characteristics of tablet masses

Показатель
Parameters

Результаты
Results

Сыпучесть, г/с; диаметр отверстия воронки 
10 мм (M ± σ), n = 5

Flowability, g/s; funnel hole diameter 10 mm 
(M ± σ), n = 5

9,1 ± 0,5

Угол естественного откоса, ° (M ± σ), n = 5
Angle of repose, ° (M ± σ), n = 5

33,0 ± 2,0

Значение индекса Хауснера (Н)
Hausner index (H)

1,21

Значение индекса Кара (J), %
Carr index (J), %

18,1

Оценка таблеток в тесте «Растворение»

На рисунке 4 приведены результаты по изучению 
высвобождения 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метил- 
урацила из таблеток, содержащих в составе ТД с по-
видоном. Кроме того, проверяли влияние повидона 
на улучшение растворимости ФС. Для этого готовили 
физическую смесь, содержащую ФС и ВВ, аналогично 
составу 17, и далее получали таблетки на таблетпрес-
се Korsch (ERWEKA Gmbh, Германия).

Полученные в тесте «Растворение» результаты 
(рисунок 4) показали, что создание таблеток на ос-
нове физической смеси также, как и в случае ТД, при-
водит к улучшению растворимости 1-[2-(2-бензоил-
фенокси)этил]-6-метилурацила за счет добавления 
в рецептуру солюбилизатора ПВП. Однако примене-
ние в таблетмассе физической смеси позволило выс-
вободить только 53 % ФС к 45 минуте. Вместе с тем 
создание ТД с повидоном (Kollidon 17PF) позволи-
ло в полной мере улучшить полноту и интенсивность 
высвобождения субстанции в среду растворения. Так, 
в сравнении с ФС, высвобождение ФС из таблеток с ТД 
увеличилось в 4,3 раза.

Рисунок 4. Профили высвобождения 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацила из таблеток состава №  17, таблеток из 
физической смеси и ФС

Figure 4. Dissolution profiles of 1-[2-(2-benzoylphenoxy)ethyl]-6-
methyluracil from tablets composition № 17, tablets from physical 
mixture and pharmaceutical substance
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Использование метода твердых дисперсий позво-

лило оптимизировать биофармацевтические свойст- 
ва 1-[2-(2-бензоилфенокси)этил]-6-метилурацила пу-
тем повышения его растворимости, а также позволи-
ло разработать на его основе ЛФ.

Разработка и внедрение в медицинскую практи-
ку высокоэффективного и экономически рентабель-
ного оригинального отечественного лекарственного 
препарата, содержащего ненуклеозидный ингиби-
тор обратной транскриптазы 1-[2-(2-бензоилфенокси)
этил]-6-метилурацил, является не только социально 
значимой, но и экономически целесообразной зада-
чей национального масштаба.
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Резюме
Введение. Одной из современных лекарственных форм с оптимальными биофармацевтическими свойствами для лечения и профилактики 
заболеваний полости рта является стоматологический гель. Перспективным действующим веществом с антибактериальным и 
противовоспалительным действием, способным образовывать устойчивые дисперсные системы с гелеобразующими компонентами, 
является изохинолиновый алкалоид берберин. Примечательно, что несмотря на выраженную противомикробную активность алкалоида 
берберина, в настоящее время на фармацевтическом рынке в обращении нет ни одной стоматологической лекарственной формы с данным 
компонентом, в связи с чем исследования в данном направлении представляют большой интерес.
Цель. Выбор оптимальной технологии получения стоматологического геля с берберином для лечения заболеваний полости рта.
Материалы и методы. Берберина бисульфат (ЗАО «Вифитех», Оболенск, Московская область, РФ), полоксамеры P407 и P338 (EP, USP/N; 
BASF, Германия), пропиленгликоль (USP; BASF, Германия), натрия хлорид (Sigma-Aldrich, Германия, кат. № S9888), муцин типа II из желудка 
свиньи (Sigma-Aldrich, Германия, кат. № M2378). При разработке состава и технологии получения гелей использовали магнитную мешалку 
с функцией регулирования температурного режима (C-MAG HS 7 фирмы IKA, Германия). Гели готовили «горячим методом» и «холодным 
методом».
Результаты и обсуждение. Изготовление геля «горячим методом» обеспечило получение однородной лекарственной формы. Полученная 
величина pH укладывается в диапазон оптимальных значений. Измерение удельной силы отрыва модельного образца геля показало 
выраженные мукоадгезивные свойства, что указывает на отсутствие необходимости корректировки данного параметра путём введения 
дополнительных компонентов в рецептуру. Метод спектроскопии применим для анализа геля с берберином. Установлено, что для разработки 
процедуры определения подлинности требуется значительное разведение стандартного образца субстанции.
Заключение. Изготовление образца лекарственной формы «горячим методом» является оптимальным, что, вероятно, связано с эффектом 
солюбилизации и лучшим распределением действующего вещества в основе.

Ключевые слова: берберин, полоксамеры, термореверсивные гели.
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Abstract
Introduction. Dental gel is one of the modern dosage forms with optimal biopharmaceutical properties for the treatment and prevention of oral 
diseases An isoquinoline alkaloid berberine is the promising active substance with antibacterial and anti-inflammatory effect, capable of forming 
stable dispersed systems with gel-forming components. It is noteworthy that, despite the pronounced antimicrobial activity of the alkaloid berberine, 
there is currently no dental dosage form with this component on the pharmaceutical market, and therefore research in this direction is of great 
interest.
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Aim. Selection of the optimal technology for obtaining dental gel with berberine for the treatment of oral diseases.
Materials and methods. Berberine bisulfate (manufactured by CJSC «Vifitech», Obolensk, Moscow region, RF), poloxamers P407 and P338 (EP, 
USP/N; BASF, Germany), propylene glycol (USP; BASF, Germany), sodium chloride (Sigma-Aldrich, Germany, Cat. No. S9888), mucin type II from a pig 
stomach (Sigma-Aldrich, Germany, Cat. No. M2378). In the development of the composition and technology for the preparation of gels, a magnetic 
stirrer with a temperature control function (C-MAG HS 7 from IKA, Germany) was used. Gels were prepared by the «hot method» and «cold method».
Results and discussion. The production of the gel by the «hot method» provided a uniform dosage form. The obtained pH value is within the 
range of optimal diapason. Measurement of the specific peel force of the model gel sample showed pronounced mucoadhesive properties, which 
indicates that there is no need to adjust this parameter by introducing additional components into the formulation. The spectroscopic method is 
applicable for the analysis of berberine gel. It has been found that a significant dilution of the reference substance sample is required to develop an 
identification procedure.
Conclusion. The production of a sample of the dosage form by the «hot method» is optimal, which is probably due to the effect of solubilization 
and better distribution of the active substance in the base.

Keywords: berberine, poloxamers, thermoreversible gels.
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ВВЕДЕНИЕ
Дистрофические и воспалительные процессы тка-

ней пародонта являются часто встречающимися па-
тологическими процессами в стоматологической 
практике, возникающие зачастую в результате жизне-
деятельности бактериальной и грибковой микрофло-
ры [1]. Заболевания пародонта представляют собой 
группу хронических воспалительных заболеваний, 
включая гингивит и периодонтит. К причинам разви-
тия заболеваний пародонта относят плохую гигиену 
полости рта, курение табака, прием лекарств, возраст, 
наследственность, реже диабет, гипертония, астма, 
заболевания печени [2]. Пародонтоз является одним 
из самых распространенных воспалительных заболе-
ваний у взрослых. По данным Центра по контролю и 
профилактике заболеваний США, пародонтоз счита-
ется всемирно распространённым заболеванием, вы-
зывающим инвалидность, нарушения речи и сниже-
ние качества жизни [3].

Решение проблемы лечения заболеваний паро-
донта следует искать в подборе оптимальной схемы 
лечения [4], включающей в себя как необходимые хи-
рургические манипуляции, так и вспомогательную 
фармакотерапию. Среди современных лекарствен-
ных форм с оптимальными биофармацевтическими 
свойствами одной из перспективных является стома-
тологический гель, в связи с чем представляет инте-
рес для его дальнейшего изучения [5]. 

Одним из перспективных действующих веществ 
с антибактериальным и противовоспалительным эф-
фектом, способным образовывать устойчивые дис-
персные системы с гелеобразующими компонента-

ми является изохинолиновый алкалоид берберин [6]. 
Примечательно, что несмотря на выраженную про-
тивомикробную активность алкалоида берберина, в 
настоящее время на фармацевтическом рынке в об-
ращении нет ни одной стоматологической лекарст- 
венной формы с данным компонентом, в связи с чем 
исследования в данном направлении представляют 
большой интерес. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве субстанции использовали берберина 

бисульфат (ЗАО «Вифитех», Оболенск, Московская 
область, РФ).

В ходе исследования были использованы со-
временные вспомогательные вещества: полокса-
меры P407 и P338 (EP, USP/N; BASF, Германия), про-
пиленгликоль (USP; BASF, Германия), натрия хлорид 
(Sigma-Aldrich, Германия, кат. № S9888), муцин ти-
па II из желудка свиньи (Sigma-Aldrich, Германия, кат. 
№ M2378). 

При разработке состава и технологии полу-
чения гелей использовали магнитную мешалку с 
функцией регулирования температурного режима 
(C-MAG HS 7 фирмы IKA, Германия). 

Гели готовили следующими способами:
1. Изготовление геля «горячим методом». 
Навеску субстанции берберина бисульфата мас-

сой 0,03 г смешивали в стеклянном химическом ста-
кане с 5 мл (5,2 г) пропиленгликоля, отмеренного с 
помощью мерного цилиндра. Во второй химический 
стакан отмеряли 25 мл воды очищенной, помещали 
на магнитную мешалку и нагревали воду до 70 °С, под-
держивая постоянную температуру. В воду постепен-
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но при перемешивании добавляли навеску хлорида 
натрия массой 0,2 г до полного растворения. К полу-
ченному раствору постепенно, избегая комкования, 
добавляли сухую смесь навесок полоксамеров P407 и 
P338 в количестве 4,4 г и 4,0 г соответственно до об-
разования однородной густой гелеобразной массы. К 
полученной массе постепенно добавляли смесь бер-
берина и пропиленгликоля из первого химического 
стакана. Полученный гель перемешивали в течение 
30 минут при температуре 70 °С, затем постепенно ох-
лаждали до комнатной температуры.

2. Изготовление геля «холодным методом».
Мерным цилиндром отмеряли 25 мл воды очи-

щенной, растворяли навеску натрия хлорида массой 
0,2  г и переливали раствор в химический стакан. По-
лученный раствор охлаждали до 5 °С в холодильни-
ке. В отдельном сухом химическом стакане смешива-
ли между собой навески полоксамеров P407 и P338 
массой 4,4  г и 4,0 г соответственно, и постепенно до-
бавляли их к охлаждённому раствору натрия хлори-
да при перемешивании. Полученную смесь помеща-
ли в холодное (5  °С) защищённое от света место на 
8  часов. За указанный период времени наблюдалось 
полное растворение компонентов смеси. Через 8 ча-
сов после охлаждения полученный вязкий текучий 
раствор доводили до комнатной температуры (15–
25  °С) до получения однородной структуры геля. На-
веску берберина бисульфата массой 0,03 г растворя-
ли в 5 мл (5,2 г) пропиленгликоля и вводили в гель при 
перемешивании.

Оценка качества геля проводилась по следующим 
методикам:
1. Измерение pH (ГФ РФ XIV, ОФС 1.2.1.0004.15;  

иономер Eutech pH 700, Thermo Scientific, Ни-
дерланды). Измерение pH проводилось для во-
дных разведений гелей (2,0 г образца растворяли в 
50 мл воды очищенной) в двух повторностях. 

2. Микроскопия (ГФ РФ XIV, ОФС 1.2.1.0003.15). 
Образцы гелей были поочерёдно изучены под 
световым микроскопом при четырёхкратном 
увеличении. 

3. Оценка мукоадгезивных свойств. Испытание 
проводилось путём измерения величины удель-
ной силы отрыва (F’) с применением рычажного ме-
ханизма, представленного модифицированными 
плечевыми весами. С одной стороны весов на алю-
миниевой проволоке фиксировалась алюминие-
вая пластина размером 75 × 25 мм (S = 18,75  см2), 
накрытая слоем спанбонда с равномерно распре-
делённым образцом геля. Толщина слоя геля со-
ставляла приблизительно 0,2  см. Пластину опус- 
кали на стеклянный предметный столик, также  
накрытый слоем спанбонда с равномерно рас-
пределённым 20 % водным раствором муцина  
(масс/об), и соединяли пластины друг с другом. На 
противоположную сторону весов помещали по-
лую стеклянную ёмкость и постепенно наполня-
ли её песком до тех пор, пока пластина с образцом 
геля не отрывалась от предметного столика. В мо-
мент отрыва фиксировалась масса стеклянной 
ёмкости с песком. 

Удельную силу отрыва рассчитывали по формуле:

F’ = (m × g)/S, 

где m – масса стеклянной ёмкости с песком, кг; g – 
ускорение свободного падения, 9,8 Н/кг (м/c2); S – пло-
щадь алюминиевой пластины, 18,75 см2. 
4. Сопоставление максимумов поглощения ана-

литических образцов. Анализ проводили спек-
трофотометрическим методом (УФ-спектрофото-
метр серии UV-1800, Shimadzu, Япония).
Навески вспомогательных веществ, модельного 

образца геля и субстанции берберина бисульфата пе-
реносили во флаконы из стекла объёмом 50 мл каж-
дый, добавляли воду очищенную, укупоривали рези-
новыми пробками, помещали на орбитальный шейкер 
и перемешивали в течение 40 минут при скорости 
70 об/мин до растворения содержимого. Полученные 
растворы отбирали мерной пипеткой и поочерёдно 
наполняли кювету для образцов до метки. В качестве 
холостого раствора использовалась вода очищен-
ная. Спектрофотометрический анализ проводился в 
спектральном диапазоне 190–800 нм в двух повтор-
ностях для каждого аналитического образца. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
При разработке составов стоматологических ге-

лей надлежащего качества одним из требований, 
предъявляемых к лекарственной форме, является вы-
раженное свойство мукоадгезии [7]. Безусловно, со-
ответствие геля перечисленным физико-химическим 
свойствам определяется составом используемой ос-
новы коллоидной системы. В качестве одних из пер-
спективных гелеобразующих веществ были выбра-
ны полоксамеры. Уникальным свойством гелей на 
основе полоксамеров является их термореверсив-
ность (обратимое гелеобразование), проявляющееся 
в определённых диапазонах температур, и связанное 
с дезагрегацией мицелл [8]. Явление обратимого геле-
образования представляет возможность получения 
гелей так называемыми «горячим» и «холодным» мето-
дами, что, в свою очередь, открывает новые возмож-
ности для изучения совместимости основ гелей с ак-
тивными фармацевтическими субстанциями.

На основании вышеизложенного, образцы ге-
ля готовили «горячим» и «холодным» методами. Сос- 
тав геля на упаковку: берберина бисульфат – 0,03 г; 
пропиленгликоль – 5,0 мл; натрия хлорид – 0,2 г; по-
локсамер P407 – 4,4 г; полоксамер P338 – 4,0 г; вода 
очищенная – 25,0 мл. Подбор компонентов геля и их 
количеств проводился эмпирически, основываясь на 
свойствах индивидуальных веществ.

Органолептически было определено, что гель, 
полученный «горячим» методом, умеренно липкий, 
не растекается и однороден, предположительно, за 
счёт введения в состав комбинации двух полокса-
меров с разной молекулярной массой и добавления 
пропиленгликоля в качестве сорастворителя. По-
локсамеры – поверхностно-активные вещества, в 
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связи с чем целесообразно включение в изучаемую 
рецептуру натрия хлорида, уменьшающего поверх-
ностное натяжение растворов и предотвращающего 
обильное пенообразование в ходе технологического 
процесса. 

При микроскопическом исследовании образцов в 
структуре геля, приготовленного «горячим методом», 
не наблюдались включения кристаллов берберина 
бисульфата по сравнению с гелем, полученным «хо-
лодным методом», что послужило критерием выбо-
ра образца для изучения мукоадгезивных свойств и 
дальнейшего исследования (рисунок 1). 

Одним из важных критериев выбора лекарствен-
ных препаратов, применяемых при заболеваниях по-
лости рта, следует рассматривать водородный по-
казатель. По данным клинических исследований, 
оптимальное значение pH в полости рта у здорового 
человека находится в диапазоне 6,5–6,8 [9].

Значение pH водного извлечения геля, приготов-
ленного «горячим методом», составило 6,67 ± 0,10.

В ходе эксперимента по оценке мукоадгезии бы-
ло установлено, что масса наполненной стеклянной  
ёмкости с песком составила 1490 граммов. Таким об-
разом, F’ = (1,49 × 9,8)/18,75 = 0,78 Н/см2. 

В настоящее время мукоадгезия стоматологичес- 
ких гелей не нормируется ни одной фармакопеей в 
мире. Однако полученные значения массы груза и ве-
личины силы отрыва пластины от поверхности позво-
ляют субъективно оценить мукоадгезивные свойства 
модельного образца как выраженные.

При изучении совместимости берберина бисуль-
фата с полоксамерами и оценке возможности приме-
нения спектральных методов для установления под-
линности и количественного анализа субстанции в 
лекарственной форме были подготовлены аналити-
ческие образцы: водные растворы берберина бисуль-
фата, полоксамеров, натрия хлорида, готового геля, 
а также пропиленгликоль без разведения водой очи-
щенной (таблица 1).

В результате исследования установлено, что для 
аналитических образцов 1, 2, 5 и 6 не обнаруживают-
ся характерные полосы поглощения. Для образцов 3 
и 4 были получены схожие спектры, причём для об-
разца 4 потребовалось дополнительное разведение в 
250 раз для получения спектра с корректным распре-
делением полос поглощения. В указанных областях 
спектра наблюдалось совпадение положений макси-
мумов для образцов, содержащих берберин (рисунок 
2). Таким образом, вспомогательные вещества в соста-
ве геля не вносят вклад в спектры поглощения пред-
ставленного изохинолинового алкалоида. Использо-
вание метода спектроскопии в УФ и видимой областях 
возможно для определения подлинности и коли- 
чественного анализа действующего вещества в ле-
карственной форме. Значения максимумов поглоще-
ний представлены в таблице 2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведённых исследований было 

установлено, что при изготовлении гелей на основе 
полоксамеров P407 и P338 совместно с действующим 
веществом берберина бисульфатом предпочтитель-
ным является «горячий метод» получения по сравне-
нию с «холодным методом», поскольку в коллоидной 
системе наблюдается более равномерное распреде-
ление действующего вещества, что, вероятно, связа-

Таблица 1. Состав и параметры аналитических образцов, подготовленных для спектрофотометрического анализа

Table 1. Composition and parameters of analytical samples, prepared for spectrophotometric analysis

№ Название растворённого компонента 
Name of dissolved component

Масса навески компонента 
для получения 

аналитического образца, 
граммы 

Weighted amount  
of component for obtaining 
an analytical sample, grams

Объём воды очищенной 
для получения 

аналитического  
образца, мл 

Volume of purified water 
to obtain an analytical 

sample, ml

Массо-объёмная 
доля растворённого 

компонента, % 
Weight/volume percent 

of dissolved  
component, %

1 Полоксамер P338 0,1202 35 ~0,34

2 Полоксамер P407 0,1204 35 ~0,34

3 Гель, полученный «горячим методом» 0,1515 35 ~0,43

4 Берберина бисульфат (без разведения) 0,1200 40 0,3

5 Пропиленгликоль (без разведения) 5,2114 Не применимо Не применимо

6 Натрия хлорид 0,3511 35 ~1,0

Рисунок 1. Микроскопия модельных образцов геля на основе 
полоксамеров

А – полученного «горячим методом»; Б – полученного «холод-
ным методом»

Figure 1. Microscopy of model gel samples based on poloxamers

A – obtained by «hot method»; B – obtained by the «cold method»
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но с проявлением эффекта солюбилизации. Изучение 
аналитических образцов методом спектроскопии  
позволило определить и соотнести характерные по-
лосы поглощения и длины волн для активной фар-
мацевтической субстанции в чистом виде и в соста-
ве геля, что указывает на пригодность метода для его 
дальнейшего применения в нормировании лекарст- 
венной формы по показателям «подлинность» и «ко-
личественное определение».

Таблица 2. Значения характерных максимумов  
поглощения для аналитических образцов,  
содержащих берберина бисульфат

Table 2. Values of characteristic absorption maxima  
for analytical samples containing berberine bisulfate

Значение длины волны, нм 
Wavelength, nm

Область спектра 
Region of spectrun

420 ± 1
Видимая 

Visible

345 ± 1
УФ 
UV

263 ± 1
УФ 
UV

227 ± 1
УФ 
UV
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Рисунок 2. Спектры поглощения аналитических образцов

А – содержащего навеску берберина бисульфата; Б – содержа-
щего навеску геля, полученного «горячим методом»

Figure 2. Absorption spectra of analytical samples

A – containing a sample of berberine bisulfate; B – containing a 
sample of the gel obtained by the «hot method»
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Резюме
Введение. Количественное определение действующего вещества является необходимой и едва ли не самой значимой частью контроля 
качества лекарственного средства. Выполнение высоких требований, предъявляемых к аналитическим методикам количественного 
определения, гарантирует валидация используемых методик. Представленная работа посвящена разработке и валидации методики 
количественного определения действующего вещества методом спектрофотометрии в лекарственной форме отечественного 
противоопухолевого и антиангиогенного лекарственного средства «Димерный макроциклический танин (ДМТ) лиофилизат для 
приготовления раствора для инъекций 100 мг». 
Цель. Разработка и валидация методики количественного определения основного вещества для стандартизации препарата «ДМТ 
лиофилизат для приготовления раствора для инъекций 100 мг». 
Материалы и методы. В работе использованы «ДМТ лиофилизат для приготовления раствора для инъекций 100 мг» и ДМТ, активная 
фармацевтическая субстанция. Метод исследования: спектрофотометрия. 
Результаты и обсуждение. Разработана методика количественного определения действующего вещества в лиофилизированной 
лекарственной форме ДМТ методом прямой УФ-спектрофотометрии. Определены валидационные характеристики разработанной методики. 
Заключение. Результаты валидации показали, что методика количественного определения ДМТ в лекарственной форме обеспечена 
приемлемой правильностью, прецизионностью и линейностью. Полученные результаты соответствуют принятым критериям, что позволяет 
использовать разработанную методику для оценки качества лекарственного средства. 

Ключевые слова: димерный макроциклический таннин (ДМТ), стандартизация, количественный анализ, валидация. 
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Abstract
Introduction. Quantitative assessment of the active substance is necessary and perhaps the most significant part of the drug quality control. 
Validation of the analytical methods of quantitative assessment ensures their compliance with high requirements. The present study describes the 
development and validation of a spectrophotometry method for the quantitative evaluation of the active substance in the drug form of the national 
antitumor and antiangiogenic drug «Dimeric macrocyclic tannin (DMT) lyophilizate for solution for injection, 100 mg». 
Aim. The development and validation of the assay method for the standardization of «DMT lyophilizate for solution for injection, 100 mg». 
Materials and metods. The study used «DMT lyophilizate for solution for injection, 100 mg» and the active substance DMT. 
Method – spectrophotometry.
Results and discussion. The methodof the quantitative assessment of the active substance in the DMT lyophilized drug by direct UV 
spectrophotometry was developed and the validation characteristics of the method were defined as a result of the study. 
Conclusion. The validation results showed that the assay method of DMT in the drug form has the appropriate accuracy, precision and linearity. 
The obtained results correspond to the approved criteria that allow the use of the developed methodology for evaluating the quality of the drug. 
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение представителей класса гидролизуемых 

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

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

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

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

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Препараты и реактивы. ДМТ, фармацевтическая 

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

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

Методика (метод спектрофотометрии)

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

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

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

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

X
A a C
A

=
⋅ ⋅
⋅

1 0

0 100
,  

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

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Макроциклические таннины кипрея узколистно-

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Таблица 1. Определение параметров линейной зависимости 

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

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

90 % 0,0182 0,672

Свободный член линейной 
зависимости а = –0,005

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

100 % 0,0203 0,761

Коэффициент корреляции 
r = 0,99915

Correlation coefficient 
r = 0,99915

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

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

Таблица 2. Результаты оценки правильности методики 

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

№ п/п
№ p/p

Содержание ДМТ  
в анализируемой пробе 

ЛФ, мг 
DMT content in the analyzed 

Lf sample, mg

Найдено
Found

мг
mg

%

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

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

–
   = 1,82 %) не превышает 2 %; 

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

Рисунок 4. Графическое изображение регрессионной прямой 

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

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

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

Таблица 4. Результаты оценки сходимости методики 

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

№ п/п
№ p/p

Найдено во флаконе, мг
Found in vial, mg

Серия 1
Series 1

Серия 2
Series 2

1 100,17 107,31

2 101,79 107,56

3 103,30 108,94

4 101,92 106,68

5 102,67 109,69

6 102,93 107,94

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

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

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

Таблица 6. Результаты оценки  
промежуточной прецизионности 

Table 6. The results of evaluating the intermediate precision

Серия ЛФ
Dosage 

Form Series

№ п/п
№ p/p

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

Исследователь 1
Explorer 1

Исследователь 2
Explorer 2

Серия 1
Series 1

1 100,17 103,30

2 101,79 104,81

3 103,30 101,29

4 101,92 102,67

5 102,67 101,67

6 102,93 100,54

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

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований разра-

ботана спектрофотометрическая методика количест- 
венного определения действующего вещества для 

Таблица 3. Метрологические характеристики среднего результата анализа 

Table 3. Metrological characteristics of the average analysis result

№ m f Х
–
  , % S2 S Sх– Sr, % P, %

t(p, f) табл.
t(p, f) tab.

t(p, f) выч.
t(p, f) calc.

Δx ε–  , %

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

Таблица 5. Метрологические характеристики среднего результата анализа

Table 5. Metrological characteristics of the average analysis result

 № серии
No. Series 

m f
Х
–
  , мг 

Х
–
  , mg

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

t(p, f) выч.
t(p, f) calc.

Δx ε–  , %

Серия 1
Series 1

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

 Серия 2
Series 2

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

Table 7. Metrological characteristics of the average result

Исследователь
Researcher

m f
Х
–
  , мг 

Х
–
  , mg

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

t(p, f) выч.
t(p, f) calc.

Δx ε–  , %

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

 2 6 5 102,38 2,38264 1,54358 0,63016 0,62 95 2,57 2,19 1,62 1,58
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Резюме
Введение. Перспективными источниками получения лекарственных препаратов противовоспалительного действия, представляющими 
интерес для практической медицины, являются субстанции растительного происхождения. Эвкалимин, выделенный из листьев или побегов 
эвкалипта прутовидного (Eucalyptus viminalis Labil) семейства миртовые (Myrtaceae). Субстанция представляет собой очищенную сумму 
терпеноидных фенолоальдегидов флороглюцинового ряда (эуглобалей) и тритерпеноидов.
Цель. Создание карандашей лекарственных с эвкалимином для профилактики и лечения воспалительных заболеваний кожи. 
Материалы и методы. Объект исследования эвкалимин. Проведено изучение формы и размера частиц экалимина и его распределе-
ние в различных дисперсионных средах: цетиловый спирт, стеариловый спирт, воск эмульсионный, масло касторовое, масло персиковое, 
вазелин медицинский. 
Результаты и обсуждение. В статье представлены результаты экспериментальных исследований обоснования выбора вспомогательных 
веществ для карандашей лекарственных и их стандартизация. 
Заключение. Разработан состав и технология карандашей лекарственных с эвкалимином для наружного применения, установлены 
показатели качества.

Ключевые слова: эвкалимин, карандаши лекарственные, технология получения, спектрофотометрический анализ, тонкослойная 
хроматография. 
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Abstract
Introduction. Promising sources of preparation of antiinflammatory drugs of interest for practical medicine are substances of plant origin. One of 
them is eucalimine, isolated from leaves or shoots of eucalyptus prutoid (Eucalyptus viminalis Labil) of the myrtle family (Myrtaceae), is a purified sum 
of terpenoid phenoloaldehydes of the floroglucine series (euglobals) and triterpenoids.
Aim. The purpose of the present work is to create drug pencils with eucalimine for the prevention and treatment of inflammatory skin diseases.
Materials and methods. The object of research is eucalymin. The study of the shape and size of ekalimine particles and its distribution in various 
dispersion media: cetyl alcohol, stearyl alcohol, emulsion wax, castor oil, peach oil, medical petroleum jelly was carried out.
Results and discussion. The paper presents the results of experimental studies justifying the selection of adjuvants for medical pencils and their 
standardization.
Conclusion. The composition and technology of medicinal pencils with eucalimine for external use has been developed, quality indicators have 
been established.

Keywords: eucalimine, drug sticks, production technology, spectrophotometric analysis, thin layer chromatography.

Conflict of interest: no conflict of interest.

Contribution of the authors. The authors of Kristina Yu. Aleshnikova, Marina A. Javakhyan developed the composition of drug pencils, 
substantiated the choice of auxiliary substances, analyzed and systematized the obtained data. Аuthors Kristina Yu. Aleshnikova, VyacheslavN. Dul, 
Marina A. Javakhyan standardized drug pencils, determination of active substances. Аuthors Vyacheslav N. Dul, Marina A. Javakhyan, Olga A. Semkina 

© Алешникова К. Ю., Дул В. Н., Джавахян М. А., Семкина О. А., 2020
© Aleshnikova K. Yu., Dul V. N., Dzhavakhyan M. A., Semkina O. A., 2020

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2020-9-4-99-106&domain=pdf&date_stamp=2020-11-24


100 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

provided consulting assistance in conducting the experiment. All Authors participated in the discussion of the results, writing and design of the 
article and theoretical calculations.

For citation: Aleshnikova K. Yu., Dul V. N., Dzhavakhyan M. A., Semkina O. A. Development and standardization of crayons with 
eucalimine. Razrabotka i registratsiya lekarstvennykh sredstv  = Drug development & registration. 2020;9(4):15–20. (In Russ.). https://doi.
org/10.33380/2305-2066-2020-9-4-99-106

ВВЕДЕНИЕ
Профилактика и лечение воспалительных забо-

леваний кожи в настоящее время представляет се-
рьезную медико-социальную проблему. Накоплен-
ный клинический опыт и экспериментальные данные  
неопровержимо доказывают, что местное медика-
ментозное лечение ран должно строиться в соот-
ветствии с процессами, которые протекают в раневом 
участке кожи, способствуя их естественному течению. 
Однако применяемые в практической медицине ле-
карственные средства зачастую вызывают побочные 
реакции [1–8]. Так, например, кортикостероиды, йоди-
ды, гидантоины, анаболические стероиды вызывают 
акнеформную сыпь; аминопенициллины (ампициллин, 
амоксициллин и бакампициллин), цефалоспорины, 
тетрациклины вызывают острый генерализованный 
экзантематозный пустулез; пеницилламин и другие 
тиолсодержащие препараты вызывают пузырчатые 
высыпания и др. [9]. 

В последние годы за рубежом получили широкое 
распространение карандаши лекарственные, которые 
часто применяются в качестве носителей антисепти-
ческих, сульфаниламидных препаратов, гормонов, 
антибиотиков, местных анестетиков и других лекар-
ственных веществ. Вместе с этим активно обсужда- 
ется проблема антибиотикорезистентности, а так-
же рост аллергических реакций вследствие примене-
ния синтетических лекарственных средств. Особое 
внимание уделяется разработке инновационных ле-
карственных форм, содержащих в качестве активно-
го компонента субстанции растительного происхож-
дения, в том числе карандашей лекарственных [10–13]. 
Например, разработка антимикробного препарата 
на основе шалфея лекарственного. Авторами иссле-
дований [14, 15] сделан вывод о том, что использова-
ние растительных экстрактов с антибактериальным 
эффектом, таким как экстракт шалфея, может снизить 
риск побочных эффектов, особенно при длительном 
использовании, не уступая в эффективности синтети-
ческим препаратам. 

Таким образом, поиск источников получения без-
опасных лекарственных средств и разработка на их 
основе лекарственных препаратов для лечения вос-
палительных заболеваний кожи с учетом течения па-
тологического процесса, его продолжительности и ло-
кализации очага поражения, отвечает требованиям 
медицинской практики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования: эвкалимин (ФС 42-3605-98), 

обладающая антимикробной активностью, обуслов-
ленной наличием очищенной суммы терпеноидных 
фенолоальдегидов флороглюцинового ряда (эуглоба-
лей) и тритерпеноидов (С23Н30О5 или С28Н38О5).

Государственный стандартный образец (ГСО)  
ВИЛАР эвкалимина ФС 42-3606-98.

Вспомогательные вещества (ВВ): цетиловый 
спирт Lanett SX ЕР (гексадеканол-1, цетеарет-25)  
ТУ 6-09-3813-86, стеариловый спирт (стеарат НБ 5)  
ТУ 6-09-3940-75, Ph. Eur., воск эмульсионный  
ТУ 9154-003-0033813-99, масло касторовое медицинс- 
кое (ГОСТ 18102-95), персиковое (ОФС.1.5.2.0002.15 
«Масла жирные растительные»), вазелин медицинский 
(ФС.2.2.0003.15).

Реактивы и расходные материалы: пласти-
на марки «Sorbfil» ПТСХ-П-А размером 10 × 15 см, 
спирт этиловый 95 % (ФС.2.1.0036.15), хлороформ 
(ГОСТ 20015-88).

Приготовление смеси хлороформ : спирт этило-
вый (7:3): 70 мл хлороформа смешивают с 30 мл спирта 
этилового 95 % концентрации в колбе вместимостью 
100 мл. 

Приготовление 1 % раствора кислоты хлористо-
водородной: в мерную колбу вместимостью 1 л поме-
щают 500 мл воды очищенной, прибавляют 24,5  мл 
кислоты хлористоводородной концентрированной, 
перемешивают, доводят объем раствора водой очи-
щенной до метки, перемешивают.

Приготовление подкисленного спирта этилового 
95 % концентрации: 1 мл 1 % раствора кислоты хло-
ристоводородной растворяют в 100 мл спирта 95 % 
концентрации. 

Приготовление 1 % спиртового раствора железа 
окисного хлорид: 1 г железа окисного хлорида раство-
ряют в 100 мл спирта этилового 95 % концентрации.

Приборы и оборудование: pH-метр 121 для опреде-
ления водородного показателя, весы аналитические 
ВЛА-200-М, магнитная мешалка Biosan Intelli-Stirrer 
MSH-300i, прибор для определения точки плавле-
ния и температуры кипения Büchi В-540, спектрофо-
тометр Cary 100 Scan и Hewlett-Packard 8452А для ко-
личественного анализа карандашей лекарственных с 
эвкалимином, тестер определения прочности суппо-
зиториев ERWEKA SBT 2, универсальная лаборатор-
ная установка IKA «MagicLab», тестер для определения 
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точки плавления суппозиториев ERWEKA SSP, тестер 
для определения времени полной деформации суп-
позиториев ERWEKA PM 30, прибор для определения 
распадаемости суппозиториев «Качающаяся корзинка 
545 Р-АК-1».

Приготовление раствора ГСО Эвкалимина 

Около 0,01 г (точная навеска) ГСО эвкалими-
на ФС  42-3605-98, предварительно высушенного 
при температуре от 57 до 63  °С в течение 4 ч, поме-
щают в мерную колбу вместимостью 50 мл, прибав-
ляют 40  мл подкисленного спирта этилового 95 % 
концентрации и перемешивают. Объем раствора до-
водят подкисленным спиртом этиловым 95 % кон-
центрации до метки, перемешивают (раствор А). 5 мл 
раствора А переносят в мерную колбу вместимостью 
25 мл, доводят объем раствора подкисленным спир-
том этиловым 95 % концентрации до метки и переме-
шивают (раствор Б). Срок годности раствора А – 6 сут 
при температуре от 5 до 10 °С. Раствор Б используют 
свежеприготовленным.

Методы исследований: органолептический, изу-
чение растворимости эвкалимина, определение кро-
ющей способности, определение намазываемости  
основ карандашей лекарственных (метод Jonescus S), 
определение твердости пластических масс основ ка-
рандашей лекарственных, определение массы со-
держимого упаковки, определение времени пол-
ной деформации для карандашей лекарственных 
на липофильной основе (ОФС.1.4.2.0010.15), опреде-
ление размера и формы частиц [оптическая микро-
скопия (ОФС.1.2.1.0009.15)], спектрофотометричес- 
кий (ОФС.1.2.1.1.0003.15), потенциометрический 
(ОФС.1.2.1.19.0002.15), ТСХ (ОФС.1.2.1.2.0003.15). 

Идентификацию и количественное определе-
ние эвкалимина проводили согласно методике, опи-
санной в ФС 42-3605-98 «Эвкалимин» и ФС 42-3607-98 
«Растворы с Эвкалимином спиртовые 1 % и 0,25 %» 
адаптированной для проведения анализа карандашей 
лекарственных. 

Методика подтверждения подлинности эвкали-
мина методом ТСХ: на линию старта наносят 20 мкл 
(20 мкг) испытуемого раствора, приготовленного с ис-
пользованием навески карандаша лекарственного, 
содержащего эвкалимин и 20 мкл (20 мкг) раствора 
ГСО эвкалимина. Пластинку с нанесенными пробами 
высушивают в токе тёплого воздуха, помещают в ка-
меру, насыщенную системой растворителей хлоро-
форм: спирт этиловый (7:3) и хроматографируют в те-
чение 1 ч. Когда фронт растворителей достигает 11 см, 
пластинку вынимают из камеры, сушат при комнатной 
температуре в течение 30 мин в вытяжном шкафу. За-
тем обрабатывают 1 % спиртовым раствором железа 
окисного хлорида, прогревают в сушильном шкафу в 
течение 5 мин. На хроматограмме испытуемого образ-
ца должно наблюдаться коричневое пятно на уровне 
пятна ГСО эвкалимина, Rf = 0,55 ± 0,02.

Методика количественного определения эвкали-
мина в лекарственной форме – карандаши: в кони-
ческую колбу помещают около 5,0 г карандаша (точ-
ная навеска), прибавляют 50 мл подкисленного спирта 
этилового 95 %, нагревают на водяной бане с обрат-
ным холодильником в течение 30 мин. Колбу с содер-
жимым охлаждают до комнатной температуры, раст- 
вор переносят в мерную колбу вместимостью 100 мл, 
доводят до метки подкисленным 95 % спиртом эти-
ловым (раствор А). 25 мл раствора А помещают в су-
хой химический стакан, добавляют 4 мл насыщенного 
раствора калия хлорида. Содержимое стакана пере-
мешивают с помощью магнитной мешалки в течение 
5–7  мин, затем декантируют в мерную колбу вмести-
мостью 50 мл, доводят до метки подкисленным спир-
том этиловым 95 %. Полученный раствор фильтруют 
через бумажный фильтр (раствор Б). 1 мл раствора  Б 
помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, дово-
дят до метки подкисленным спиртом этиловым 95 % 
(раствор В).

Измеряют оптическую плотность раствора B на 
спектрофотометре при длине волны 278 ± 2 нм в 
кювете с толщиной слоя 10 мм. Параллельно изме-
ряют оптическую плотность раствора ГСО эвкали-
мина. Раствором сравнения служит раствор плацебо 
карандаша. 

Содержание эвкалимина в карандаше вычисляют 
в процентах (х) по формуле.

X
A a

A a
A a

A a
=

⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅
⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅

=
⋅ ⋅ ⋅

⋅
1 0

0 1

1 0

0 1

1 100 50 25 100
50 25 25 1

100 4
,

где A1 – оптическая плотность исследуемого раство-
ра; A0 – оптическая плотность раствора ГСО эвкали-
мина; а0 – навеска ГСО эвкалимина, г; а1 – навеска 
препарата, г.

Содержание эвкалимина в карандаше должно 
быть от 0,48 до 0,52 %.

Показатели качества карандашей лекарственных в 
процессе хранения определены в соответствии с тре-
бованиями ОФС.1.1.0010.15 «Хранение лекарственных 
средств», ОФС.1.1.0009.15 «Сроки годности лекарствен-
ных средств».

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
С целью обоснования состава лекарственной фор-

мы с эвкалимином разработаны и изучены 20 экс-
периментальных образцов плацебо карандашей ле-
карственных. По результатам предварительного 
изучения показателей качества основ для каранда-
шей, таких как внешний вид, значение рН, кроющая 
способность, твердость, намазывающая способность 
обоснован состав №  11, обладающий оптимальны-
ми показателями качества: кроющая способность 
(Х = 44,44 %), (рН = 8,9), относительное число твер-
дости (НВ = 73,125) и диаметр основы после действия 
груза массой 29,5 ± 0,3) [16].

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



102 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

Одним из факторов, обеспечивающих показатели 
качества лекарственных форм и их терапевтический 
эффект, является технология их получения. Способ 
введения оказывает значительное влияние на распре-
деление частиц активной субстанции в дисперсион-
ной среде. 

В связи с этим проведено изучение формы и раз-
мера частиц экалимина и его распределение в раз-
личных дисперсионных средах (рисунки 1–3).

Результаты микроскопического анализа показа-
ли, что эвкалимин полностью растворяется в систе-
ме растворителей масло персиковое : масло касторо-
вое в соотношении 1:2 и в спирте этиловом 95 % при 
t 50 °С; в спирте этиловом 95 % при t 20 °С наблюда-
ются отдельные частицы размером от 20 до 60  мкм. 
Согласно ГОСТ Р 51999-2002 спирт этиловый относит-
ся к 3 классу, подклассу 3.2 токсических веществ (знак 
опасности – по чертежу 3, классификационный шифр 
3212), номер ООН 1170 и обладает дегидратационны-
ми свойствами, что ограничивает возможность его ис-
пользования. Эвкалимин растворим в ДМСО, однако 
использование его в качестве растворителя является 
нежелательным, так как данный растворитель экстра-
гирует липопротеиды из поверхностных слоёв кожи 
и вызывает структурные изменения в роговом слое 
за счет увеличения скорости всасывания ЛП и вероят-
ность проникновения инфекции [17, 18]. 

Растворение эвкалимина в системе растворите-
лей масло персиковое  : масло касторовое в соотно-
шении 1:2 обеспечивает равномерное распределение 
субстанции в лекарственной форме (рисунки 3 и 4). 

Высокое содержание в касторовом и персико-
вом маслах глицеридов непредельных кислот спо-
собствует увеличению биодоступности и атравма-
тичному нанесению карандашей лекарственных на 
кожные покровы [19, 20]. Учитывая вышеизложенное 
в качестве растворителя эвкалимина выбрано масло 
персиковое с последующей солюбилизацией маслом 
касторовым.

В результате проведенного исследования разра-
ботан и обоснован следующий состав карандашей ле-
карственных с эвкалимином. Содержание активной 
субстанции и вспомогательных веществ представле-
ны в таблице 1 из расчета на 100,0 г. 

Таблица 1. Состав карандашей лекарственных с эвкалимином

Table 1. Composition of drug pencils with eucalimine

Наименование 
субстанции

Name of substance

Нормативный документ
Normative document

Количество, г
Quantity, g

Эвкалимин
Eucalymin

ФС 42-3605-98
FS 42-3605-98

0,5

Цетиловый спирт 
Lanett SX ЕР

Cetyl alcohol Lanett 
SX ЕР

ТУ 6-09-3813-86
TU 6-09-3813-86

10,5

Стеариловый спирт
Stearyl alcohol

ТУ 6-09-3940-75
TU 6-09-3940-75

10,5

Воск эмульсионный
Emulsion wax

ТУ 9154-003-0033813-99
TU 9154-003-0033813-99

30,8

Масло персиковое
Peach oil

ОФС.1.5.2.0002.15
OFS.1.5.2.0002.15

23,8

Масло касторовое
Castor oil

ГОСТ 18102-95
GOST 18102-95

14,0

Вазелин
Vaseline

ФС.2.2.0003.15
FS.2.2.0003.15

9,9

Для определения структуры карандаша лекарст- 
венного с эвкалимином проведено микроскопичес- 
кое изучение (рисунок 4). 

Рисунок 1. Микрофотография частиц эвкалимина объектив 
х1,5 (увеличение в 1500 раз)

Figure 1. Microphotography of eucalimine particles lens x1.5 
(magnification 1500 times)

Рисунок 2. Микрофотография частиц эвкалимин в спирте эти-
ловом 95 % (20 °С) объектив х10 (увеличение в 10 раз)

Figure 2. Micrograph of eucalimine particles in alcohol 95 % ethyl 
(20 °C) lens х10 (10 times magnification)

Рисунок 3. Микрофотография частиц эвкалимина в системе 
растворителей масло персиковое : масло касторовое в соот-
ношении 1:2 объектив х10 (увеличение в 10 раз)

Figure 3. Micrograph of eucalimine particles in the solvent 
system peach oil  : castor oil in a ratio of 1:2 lens х10 (10 times 
magnification)
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Микрофотография лекарственного карандаша с 
эвкалимином на продольном срезе демонстрирует от-
сутствие частиц, воздушного стержня или воронко-
образного углубления (рисунок 4).

Наиболее сложным и критическим этапом явля-
ется трансфер технологий. Разработка рациональ-
ной технологической схемы производства проведе-
на с учетом физико-химических свойств субстанции и 
вспомогательных веществ, входящих в состав каран-
дашей лекарственных (рисунок 5). 

Результаты определения средней массы содер-
жимого упаковки карандашей лекарственных, со-
держащих эвкалимин, составили 4,89 ± 0,2, т.  е. 
масса содержимого каждой отдельной упаковки со-
ставляет не менее 90 % от указанной в нормативном 
документе. 

Рисунок 4. Микрофотография карандаша лекарственного с 
эвкалимином объектив х4 (увеличение в 4 раза) 

Figure 4. Micrograph of drug pencil with eucalimine lens х4 
(magnification 4 times)

                                                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                  

 

                                          

                                                                                                                                  

  

 

 

                                                                                                                                        

                                                                                                                                         

 

ВР 1.1 Санитарная подготовка 
производственных помещений

ВР 1.  Санитарная
подготовка производства
 Км   

ВР 1.2. Санитарнаяподготовка      
оборудования

ВР 1.3. Санитарная подготовка
технологической одежды

ВР 1.4. Подготовка воздуха

ВР 1.5. Получение воды              
очищенной Км

ВР 2.1. Взвешивание и /или 
отмеривание ЛВ и ВВ

ВР 2. Подготовка сырья
Кт  Км  Кх

Потери

ВР 2.2. Растворение эвкалимина 
в системе растворителей

ТП. 3.1. Сплавление 
компонентов основы  

ТП 3. Приготовление основы Потери

ТП.  3.2. Перемешивание 
компонентов основы

ТП. 4.2. Формирование 
карандашей лекарственных 

ТП 4 . Получение карандашей 
лекарственных  Кх  Кт

ТП.  4.1. Введение раствора 
эвкалимина в основу 

Потери

УМО 5.2. Маркировка  

УМО  5.1. Упаковка ПотериУМО 5. Упаковка и маркировка

Готовый продукт

Рисунок 5. Технологическая схема получения карандашей лекарственных с эвкалимином
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Изучено время полной деформации карандашей 
лекарственных с использованием методики, описан-
ной в НД при испытании суппозиториев на липофиль-
ной основе (прибор 1, t – 37 °С). 

Учитывая назначение разрабатываемой ле-
карственной формы необходимо создание усло-
вий, обеспечивающих длительное время деформа-
ции, которое для исследуемого образца составило 
39 ± 2  минуты, по истечении которого игла стержня 
достигла дна стеклянной трубки, соответствующее ну-
левому положению маркировочного кольца.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Результаты подтверждения подлинности эвкали-

мина методом ТСХ представлены на рисунке 6.

Результаты анализа, представленные на рисун-
ке 6, считаются достоверными, так как основная зо-
на адсорбции испытуемого раствора карандаша ле-
карственного с эвкалимином по положению, размеру, 
цвету и степени свечения соответствует основной зо-
не адсорбции на хроматограмме раствору сравнения, 
в качестве которого служил раствор ГСО эвкалимина, 
Rf = 0,55 ± 0,02 [21].

Для количественного анализа эвкалимина в ка-
рандашах лекарственных предложена адаптирован-
ная методика определения суммы фенолоальдегидов 
флороглюцинового ряда (эуглобалей) методом пря-
мой спектрофотометрии (рисунок 7).

Спектр поглощения спиртового извлечения из ка-
рандаша лекарственного с эвкалимином имеет мак-
симум поглощения при длине волны 278 ± 2 нм, кото-
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water Km

BP 2.1. Weighing and/or 
metering of drugs and explosives

BP 2.2. Dissolving eucalymina 
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components
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ВР 1. Sanitary preparation 
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BP 2. Preparation 
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TP 3. Preparation of the base Losses

TP 4. Obtaining medicinal 
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Finished product

Figure 5. Process diagram of preparation of drug pencils with eucalimin

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



105РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

рый соответствует максимуму поглощения раствора 
ГСО эвкалимина. Содержание эвкалимина в каранда-
шах лекарственных составило 0,51 %, что соответст- 
вует требованиям НД [0,48; 0,52].

Долгосрочные испытания стабильности каранда-
шей лекарственных проведены в соответствии с тре-
бованиями ГФ по основным показателям качества: 
внешний вид, однородность, подлинность, количест- 
венное содержание эвкалимина, масса содержимо-
го упаковки. В результате проведенных исследований 
установлены условия хранения карандашей лекарст- 
венных в течение 2 лет 3 месяцев при температуре 15–
20 °С и относительной влажности 45 %.

Таким образом, методом микроскопии проведе-
но определение распределения частиц эвкалимина 
в различных дисперсионных средах и показана це-
лесообразность введения субстанции в каранда-
ши лекарственные в системе растворителей масло 
персиковое  : масло касторовое в соотношении (1:2). 
На основании результатов изучения растворимости  
эвкалимина, кроющей способности, намазываемос- 
ти, твердости пластических масс, времени полной де-
формации для карандашей лекарственных на липо-
фильной основе, обоснован состав и технология их 
получения. Установлено содержание эвкалимина в ка-
рандашах лекарственных 0,48–0,52 %. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые разработан лекарственный препарат в 

виде карандашей лекарственных для наружного при-
менения на основе оригинальной отечественной суб-
станции – эвкалимин для лечения и профилактики 
заболеваний кожи. Проведена стандартизация ле-
карственной формы по основным показателям ка- 
чества, регламентированным действующими норма-
тивными документами.
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вор ГСО эвкалимина

Figure 6. Chromatogram of eucalimine solution
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Рисунок 7. УФ-спектр поглощения извлечений из карандашей 
лекарственных эвкалимина, ГСО эвкалимина и placebo ле-
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Figure 7. UV absorption spectrum of extracts from sticks of 
medicinal evkalimine, SSM evkalimin and placebo drug form 
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Резюме
Введение. Современные фармакогностические исследования направлены на поиск растительных биологически активных индивидуальных 
соединений (далее – РБАИС), выделяемых из растительных экстрактов.
Цель. Валидация методики ВЭЖХ-УФ количественного определения сапогенина диосгенина в растительных экстрактах из семян пажитника 
сенного.
Материалы и методы. Объектом изучения являлось сырьё – семена пажитника сенного, производимых в качестве лекарственного 
растительного сырья, ООО «Шалфей» (г. Иркутск). Валидация методики была проведена по параметрам: специфичность, линейность, 
правильность, прецизионность в соответствии с требованиями ГФ XIV. Для анализа использовалась одна серия лекарственного растительного 
сырья: номер серии – 010117, дата выпуска – 15 февраля 2017 г.
Результаты и обсуждение. Определены валидационные характеристики и экспериментально подтверждено их соответствие необходимым 
критериям приемлемости. 
Заключение. Установлено, что разработанная методика идентификации и количественного определения диосгенина в экстрактах семян 
пажитника сенного методом ВЭЖХ-УФ является правильной, прецизионной, специфичной и линейной в аналитической области.

Ключевые слова: семена пажитника сенного, диосгенин, ВЭЖХ-УФ, валидация.
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Abstract
Introduction. Modern pharmacognostic research is aimed at searching for plant biologically active individual compounds (hereinafter referred to 
as RBAIS) isolated from plant extracts.
Aim. Validation of HPLC-UV quantitative determination of sapogenin diosgenin in plant extracts from fenugreek seeds.
Materials and methods. The object of study was raw materials-fenugreek seeds produced as medicinal plant raw materials by LLC «Sage» (Irkutsk). 
Validation of the method was carried out according to the parameters: specificity, linearity, correctness, precision in accordance with the requirements 
of SP XIV. One series of medicinal plant raw materials was used for the analysis, such as serial number – 010117, release date – 15 february 2017.
Results and discussion. Validation characteristics were determined and their compliance with the necessary acceptance criteria was experimentally 
confirmed. 
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Conclusion. It is established that the developed method of identification and quantitative determination of diosgenin in fenugreek seed extracts 
by HPLC-UV is correct, precise, specific and linear in the analytical field.

Keywords: fenugreek seeds, diosgenin, HPLC-UV, validation.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время российский фармацевтичес- 

кий рынок нуждается в эффективных лекарствен-
ных препаратах растительного происхождения. Ди-
осцин и его агликон диосгенин являются основны-
ми хемосистематическими маркерами лекарственных 
растений диоскореи ниппонской (Dioscorea nipponica 
Mikino) и якорцев стелющихся (Tribulus terrestris L.). Сте- 
роидный сапогенин диосгенин используется в хими-
ко-фармацевтической промышленности как исход-
ный продукт для синтеза стероидных гормонов, для 
получения препарата «Полиспонин» (в составе сухо-
го экстракта диоскореи ниппонской) и входит в состав 
сухих экстрактов диоскореи ниппонской и якорцев 
стелющихся, а также в составе комплексных смесей 
для пауэрлифтеров «Трибулус». 

Стероидный сапогенин диосгенин был идентифи-
цирован в сырье видов: диоскореи (ямс), якорцев, 
юкк, спаржи, и является довольно-таки распростра-
нённым стероидным сапогенином в определённых 
видах растений, обнаружен в составе тканей некото-
рых представителей семейства бобовые. 

Нами из сырья семян пажитника сенного (Trigonella 
foenum-graecum L.) был выделен и идентифицирован 
стероидный сапогенин диосгенин. 

Цель работы – валидация аналитической мето-
дики идентификации и количественного определе-
ния стероидного сапогенина диосгенина в раститель-
ных экстрактах из семян пажитника сенного методом 
ВЭЖХ-УФ. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом изучения являлось сырьё – семена 

пажитника сенного, производимых в качестве ле-
карственного растительного сырья, ООО «Шалфей» 
(г.  Иркутск). Для анализа использовалась одна серия 
лекарственного растительного сырья: номер серии  – 
010117, дата выпуска – 15 февраля 2017 г.

Основные реактивы

Ацетонитрил, ч.д.а., HPLC Gradient 99,9 % (Biochem 
Chemopharma, Франция).

Кислота хлористоводородная, х.ч. 37,3 % 
(ГОСТ 3118-77, АО «Ленреактив», Россия).

Спирт изопропиловый, х.ч. 99,9 % (ЗАО «ЭКОС-1», 
Россия).

Диосгенин, порошок-субстанция с чистотой не ме-
нее 98,5 % навеска 100 мг, серия 011118 (ООО «Фитопа-
нацея», Россия).

Вспомогательное оборудование

Весы аналитические электронные «Acculab  
ALC-210d4» (Sartorius Group, США) с диаметром весо-
вой чаши 80 мм и максимальной нагрузкой 210 г.

Ванна ультразвуковая ВУ-09-«Я-ВП»-03 (ООО «Фер-
ропласт Медикал», Россия) с объёмом рабочей ёмкос- 
ти 2,7 л и резонансной частотой 40 кГц.

Шейкер лабораторный «Laboratory shaker type 
358S» (Elpan, Польша).

Центрифуга лабораторная ОПн-8 (ОАО ТНК 
«Дастан», Россия) со скоростью 8000 об/мин.

Мельница лабораторная ЛМ-202 (ООО «ПЛАУН-си-
стема», Россия).

Дозатор Proline Plus Sartorius Biohit с варьируемым 
объёмом от 10 мкл до 100 мкл (Sartorius Corporate, 
Финляндия).

Дозатор Proline Plus Sartorius Biohit с варьиру- 
емым объёмом от 0,1 мкл до 3 мкл (Sartorius Corporate, 
Финляндия).

Дозатор Ленпипет с постоянным объёмом дози-
рования 1000 мкл (Thermo Fisher Scientific, США).

Методика и параметры 
хроматографирования

Параметры хроматографирования: градиент-
ный высокоэффективный жидкостный хроматограф 
«Стайер» (АО «Аквилон», Россия) с двумя прецизион-
ными насосами высокого давления серии I и серии  II 
(для градиентных систем), динамического смесите-
ля «MS 16», контроллера термостата колонки «TS10» 
и дегазатора элюента «DG 18». Детектор спектрофо-
тометрический «UVV-104.1М» с рабочим диапазоном 
длин волн от 190 до 600 нм. Рабочая длина волны де-
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тектора – 205 нм. Инжектор ручного типа «Rheodyne» 
с объёмом петли 20 мкл. Обращённо-фазовая колон-
ка «Luna, 250 × 4,6 мм, 3 мкм», заполненная сорбен-
том на основе гидрофобизированного силикагеля C18 
(Phenomenex, США). Подвижная фаза состояла из од-
ного растворителя – ацетонитрил, ч.д.а. 99,9 %, HPLC 
Gradient 99,9 % (Biochem Chemopharma, Франция). 
Скорость подачи подвижной фазы в изократическом 
режиме – 0,4 мл/мин. Температура колонки – 60 °С. 

Объём вводимой пробы – 20 мкл. Петлю дозато-
ра объёмом 20 мкл промывали 3-кратным объёмом 
пробы. 

Обработка хроматограмм. Обработку полу-
ченных хроматограмм производили в ручном режи-
ме с использованием автоматизированной систе-
мы «Мультихром» версии 3.4.02022, разработанной  
ООО «Амперсенд» (Россия).

Количественное определение диосгенина в лекарст- 
венном растительном сырье с использованием гра-
дуировочных растворов в «ручном» режиме подсчёта 
концентрации. 

Точную навеску растительного государствен-
ного стандартного образца (РГСО) диосгенина (по-
рошок-субстанция с чистотой не менее 98,5 %) мас-
сой 20  мг растворяли в 20 мл комбинированного 
растворителя состава: 16 мл 99,9 % ацетонитри-
ла, ч.д.а. (Biochem Chemopharma, Франция), 2 мл во-
ды деионизированной, 2 мл 99,9 % изопропанола, 
х.ч. (АО  «ЭКОС-1», Россия) (8:1:1 по объёму). Это стан-
дартный раствор РГСО диосгенина с концентрацией 
1000 мкг/мл (1 мг/мл).

Приготовленный стандартный раствор РГСО ди-
осгенина использовался для получения серии ра-
бочих (градуировочных) растворов РГСО диосге-
нина в диапазоне концентраций от 62,5 мкг/мл до  
1000 мкг/мл, а именно: 62,5 мкг/мл (0,625 мл раство-
ра РГСО до 10 мл тем же комбинированным раство-
рителем 8:1:1), 125 мкг/мл (1,25 мл раствора РГСО до 
10 мл тем же комбинированным растворителем 8:1:1), 
250 мкг/мл (2,5 мл раствора РГСО до 10 мл тем же ком-
бинированным растворителем 8:1:1), 500 мкг/мл (5  мл 
раствора РГСО до 10 мл тем же комбинированным 
растворителем 8:1:1), 1000 мкг/мл (стандартный раст- 
вор РГСО с концентрацией 1 мг/мл). 

Методики пробоподготовки  
растительного сырья

По литературным данным наиболее широко ис-
пользуемым растворителем для экстракции из рас-
тительного сырья стероидных сапонинов и сапо-
генинов является метанол или его комбинации с 
другими органическими растворителями [1]. Однако 
метанол ядовит и не все химические лаборатории име-
ют лицензию на использование метилового спирта в  
своей деятельности. В ходе дальнейших изысканий оп-
тимального органического растворителя для экстрак-

ции стероидных сапогенинов из растительного ма-
териала [2] показали набольшую приемлемость для 
данной цели 50 % водный раствор изопропанола в 
комбинации с озвучиванием в течение 10 минут. Од-
нако подэтап кислотного гидролиза, содержащегося 
в экстрактах гликозида диосцина, не был указан. Кис-
лотный гидролиз необходим для разрыва О-гликозид-
ной связи между гликоном и агликоном (диосгенином) 
с целью увеличения выхода диосгенина в процессе 
экстракции. 

Экстракция стероидного сапогенина диосгенина 
для целей ВЭЖХ-УФ проводилась по методике в моди-
фикации [3–4].

Этап пробоподготовки №  1. Отбирали по 0,5  г 
измельчённых семян и последовательно добавляли 
в колбы для экстракции 8,5 мл 50 % водного раство-
ра изопропанола, х.ч., перемешивая на лабораторном 
шейкере «Laboratory shaker type 358S» (Elpan, Поль-
ша) после каждого добавления в течение одного часа. 
Изопропанольный экстракт был подвержен гидролизу 
5 % раствором кислоты хлористоводородной, ч.д.а. в 
50 % водном растворе изопропаноле, ч.д.а. (10 мл 5 % 
раствора кислоты хлористоводородной, х.ч. и 10  мл 
99,9 % изопропанола, х.ч.) в течение 4 часов на песча-
ной бане при температуре 70 °С при мощности 150 Вт. 
Суммарный объём экстракта до начала термическо-
го гидролиза составлял 28,5 мл. По мере испарения 
изопропанола и уменьшения объёма экстракта в про-
цессе кислотного гидролиза на протяжении 4  часов 
в колбу добавляли смесь 10 мл 5 % раствора кислоты 
хлористоводородной и 10 мл 99,9 % изопропанола. 
После проведения термического кислотного гидро-
лиза надосадочную жидкость (изопропанольный экст- 
ракт) декантировали в фарфоровые чашки для упа-
ривания остаточной жидкой фазы на песчаной бане 
до получения сухого остатка, не допуская подгора-
ния последнего. Массу сухих остатков взвешивали на 
аналитических весах «Acculab ALC-210d4» с точностью 
до четвёртого знака после запятой. В дальнейшем 
от каждой массы сухих остатков отбирали по 100 мг 
(точная навеска) сухого экстракта, помещали в виалы 
объёмом 10 мл.

Этап проподготовки № 2. В каждую виалу добав-
ляли по 10 мл 50 % водного раствора изопропанола. 
В дальнейшем проводили экстракцию в виалах в ван-
не ультразвуковой ВУ-09-«Я-ВП»-03 (ООО «Ферропласт 
Медикал», Россия) при комнатной температуре с оз-
вучиванием в течение 15 минут. Отбирали по 5 мл из 
каждой виалы надосадочной жидкости и фильтрова-
ли через фильтр с размерами пор 0,45 мкм. Отбрасы-
вали первые 4 мл экстракта, и отбирали по 1 мл полу-
ченного фильтрата в пробирку микроцентрифужную 
«эппендорф» с крышкой для центрифугирования объ-
ёмом 1,5 мл. Далее центрифугировали на центрифуге  
«ОПн-8» (Россия) в течение 20 минут при 8000 об/мин 
и отбирали 1000 мкл надосадочной жидкости в виалу 
для ВЭЖХ-УФ анализа.

Методы анализа лекарственных средств
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Методика определения времени  
удерживания диосгенина  
в заданных хроматографических условиях  
с использованием раствора РГСО диосгенина  
с концентрацией 250 мкг/мл

Для определения времени удерживания диосге-
нина в данной хроматографической системе ВЭЖХ-УФ 
производили инжекцию раствора РГСО диосгенина с 
концентрацией 250 мкг/мл в колонку. Объём инжек-
ции составлял 60 мкл (3-кратное значение от объёма 
петли инжектора в 20 мкл). Фиксировали время появ-
ления наиболее выраженного пика в диапазоне вре-
мён от 0 до 30 минуты. 

Рабочая длина волны была установлена на 205 нм 
для количественного анализа РГСО диосгенина при 
стабильности базовой линии, отсутствии пиковых по-
мех и максимальной степени поглощения диосге-
нином при заданной длине волны. Был выбран изо-
кратический режим элюирования для разделения 
диосгенина в образцах растительных экстрактов [со-
гласно паспорту анализа фитохимического стандар-
та диосгенина компании «Chromadex» (США), лот 
№ 00004916-351].

Методика проведения холостого опыта  
с использованием пробы подвижной фазы  
в изократическом режиме

Холостой опыт был проведён с использованием 
пробы подвижной фазы. Подвижная фаза состояла из 
одного компонента: ацетонитрил 99,9 %, ч.д.а. (фаза А).

В данных условиях методом ВЭЖХ-УФ РГСО не бы-
ло обнаружено. Следовательно, случайные и система-
тические ошибки исключались при последующих ка-
чественном и количественном анализах растительных 
экстрактов. 

Методика проведения холостого опыта  
с использованием пробы  
комбинированного растворителя

Холостой опыт был проведён инъекцией в хро-
матографическую колонку пробы комбинированно-
го растворителя: 99,9 % ацетонитрил – вода деиони- 
зированная – 99,9 % изопропанол в соотношении 
8:1:1 с использованием изокрактического режима 
элюирования. 

В данных условиях методом ВЭЖХ-УФ РГСО не 
было обнаружено. Следовательно, случайные и сис- 
тематические ошибки исключались при последу- 
ющих качественном и количественном анализах рас-
тительных экстрактов. 

Методика количественного определения

Количественное определение диосгенина в рас-
тительных экстрактах и в лекарственном расти-
тельном сырье с использованием внешнего стан-
дарта (ESM-метод) в «ручном» режиме подсчёта 
концентрации.

Расчёт количественного содержания диосгени-
на в растительных экстрактах осуществлялся ме-
тодом внешнего стандарта с использованием ра-
бочего раствора растительного государственного 
стандартного образца (далее – РГСО) с концентрацией  
250 мкг/мл и производился по формулам:

иссл. станд. аликв.
экстр.

станд. 1станд. 2 станд.
,

100 %

S a V P
C

S V V

⋅ ⋅ ⋅
=

⋅ ⋅ ⋅
(1)

где 100 % – множитель для сокращения процентов; 
aстанд. – навеска стандарта растительного вещества 
для приготовления раствора РГСО (точная навеска), 
20  мг; Cэкстр. – концентрация анализируемого вещест- 
ва в растительном экстракте, мг/мл; P – содержание 
чистого вещества в стандарте, не менее 98,5 %; Sиссл. – 
площадь пика диосгенина в растительном экстракте, 
mAU ∙ с; Sстанд. – площадь пика рабочего раствора РГСО 
диосгенина, mAU ∙ с; V1 станд. – объём растворителя для 
приготовления стандартного раствора РГСО, 20  мл; 
V2 станд.  – объём растворителя для приготовления ра-
бочего раствора РГСО, до 10 мл; Vаликв. – объём аликво-
ты, пошедший на растворение, для приготовления 
рабочего раствора РГСО, например, с концентрацией  
250 мкг/мл, 2,5 мл.

Расчёт содержания диосгенина в сухом сырье:

экстр. сух.
иссл.

сух.1

100 %
,

(100 % %)

C V a
C

a a W

⋅ ⋅ ⋅
=

⋅ ⋅ −
(2)

где 100 % – сокращение процентов по показателю 
«влажность сырья»; a – навеска исходного раститель-
ного сырья, 500 мг; aсух. – масса сухого остатка сырья 
после кислотного гидролиза и упаривания (точное 
взвешивание), мг; aсух. 1 – навеска от сухого остатка сы-
рья после кислотного гидролиза и упаривания, взятая 
для последующего 2-го этапа пробоподготовки (точ-
ная навеска), мг; Cэкстр. – концентрация анализируемого 
вещества в растительном экстракте, мг/мл; V – объём 
раствора в виале, 10 мл; Сиссл. – содержание диосгени-
на в сухом сырье – семенах пажитника сенного, мг/г.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Метрологические характеристики по расчё-

ту показателя абсолютной влажности сырья – се-
мян пажитника сенного: средняя арифметическая 
(Mean) = 0,1069 или 10,69 % (95 % ДИ: 0,1041–0,1097). 
Стандартное отклонение (Std. dev.) = 0,0026606. Содер-
жание влаги для сырья – семян пажитника сенного по 
Eur. Ph. Vol. 7.0 должно быть не более 12,00 %.

Для оценки усреднённого содержания в семе-
нах пажитника сенного (серия – 010117, дата выпуск – 
15.02.2017 г.) диосгенина с учётом влажности сырья 
использовали методы описательной статистики. Сред-
нее содержание диосгенина (после кислотного гидро-
лиза диосцина) в семенах пажитника сенного с учё-
том влажности сырья составляет (M ± σ) 5,3 ± 0,05 мг/г 
(95 % ДИ: 5,1–5,4 мг/г; n = 6).

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



111РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

Валидация аналитической методики 

Правильность методики

Правильность аналитической методики выражает 
близость между принятым истинным значением и по-
лученным значением. Правильность выражается вели-
чиной открываемости. 

Открываемость – соотношение между получен-
ным средним и истинным значениями с учётом соот-
ветствующих доверительных интервалов. Показате-
лем правильности метода обычно является значение 
систематической погрешности. Правильность оцени-
вается на основании не менее 9 результатов опреде-
лений минимум на 3 уровнях концентраций в пре-
деле аналитической области (3 повторности для 3 
концентраций). Готовят 3 модельные смеси для каж- 
дой из 3 концентраций: 80 %, 100 % и 120 %.

Оценка проводилась путём расчёта процента 
определения известной концентрации, стандартного 
отклонения и коэффициента вариации, доверитель-
ного интервала для меры положения – среднего зна-
чения (таблица 1). 

За аргумент было взято значение содержания 
диосгенина в сухом исходном сырье для уровня кон-
центрации 100 % в 100 мг – 5,3 мг/г диосгенина.

Описательная статистика правильности методики 
анализа отражена в таблице 2. 

Как видно из таблицы 2, коэффициент вариации 
составляет менее 2,00 %. Среднее значение состав-
ляет 5,38 мг/г и находится внутри регламентирован-

ного диапазона 99–101 %. Доверительный интервал 
среднего значения включает 100%-е значение. 

Таблица 2. Результаты статистической обработки  
экспериментальных данных, полученных при изучении  
правильности методики ВЭЖХ УФ стероидного сапогенина  
диосгенина по методу внешнего стандарта – в сравнении  
с площадью пика раствора РГСО диосгенина с концентрацией 
250 мкг/мл (р = 95 %)

Table 2. Results of statistical processing of experimental data,  
obtained when studying the correctness of the HPLC-UV  
steroid sapogenin diosgenin by the external standard  
method-in comparison with the peak area of the solution  
of standard diosgenin with a concentration of 250 mcg/ml  
(p = 95 %)

Статистический показатель
Statistical indicator

Результат
Result

Среднее значение (Сиссл.), мг/г
Average value (Сiss.), мg/g

5,38

Стандартное отклонение
Standard deviation

0,0971825

Относительное стандартное отклонение (коэф-
фициент вариации), %

Relative standard deviation (coefficient of varia- 
tion), %

1,81

Нижняя граница 95 % доверительного интервала
Lower bound of 95 % confidence interval

5,303

Верхняя граница 95 % доверительного интер- 
вала

The upper limit of the 95 % confidence interval
5,452

Прецизионность методики. Выражает близость 
результатов между сериями измерений, проведённы-
ми из множества проб, взятых из одной и той же од-

Таблица 1. Параметры установления правильности методики ВЭЖХ-УФ стероидного сапогенина диосгенина  
по методу внешнего стандарта – в сравнении с площадью пика раствора РГСО диосгенина с концентрацией 250 мкг/мл

Table 1. Parameters for determining the correctness of the HPLC-UV method of steroid sapogenin diosgenin  
by the external standard method-in comparison with the peak area of the standard diosgenin solution  
with a concentration of 250 mcg/ml
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80
276 80 665,37 0,06838 5,3 100,00
284 80 665,46 0,06839 5,4 101,89
283 81 674,95 0,06936 5,4 101,89

100
276 100 833,47 0,08566 5,3 100,00
272 101 830,45 0,08534 5,2 98,11
279 102 840,00 0,08633 5,4 101,89

120
286 120 1001,15 0,10289 5,5 103,77
288 119 992,65 0,10201 5,5 103,77
283 121 1010,25 0,10382 5,4 101,89
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нородной пробы. Прецизионность устанавливается 
на трех уровнях: повторяемость, промежуточная  
(внутрилабораторная) прецизионность и воспроиз-
водимость (межлабораторная прецизионность). 

1-й уровень – повторяемость методики. По-
вторяемость методики оценивали по результатам, по-
лученным в одинаковых регламентированных усло- 
виях в одной лаборатории (один и тот же исполнитель, 
одно и то же оборудование, один и тот же набор реак-
тивов) в течение короткого промежутка времени.

Результаты 6 параллельных испытаний по сырью 
пажитника сенного представлены в таблице 3.

Таблица 3. Результаты оценки повторяемости методики  
количественного определения стероидного сапогенина  
диосгенина в семенах пажитника сенного

Table 3. Results of evaluation of repeatability of the method  
of quantitative determination of steroid sapogenin diosgenin  
in fenugreek seeds
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5,27 0,1211 2,30 5,14 – 5,39

5,1
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5,4
5,2

Относительное стандартное отклонение (коэффи-
циент вариации) отдельных результатов составляет 
2,30 %.

2-й уровень – промежуточная (внутрилабора-
торная) прецизионность. Характеризует влияние 
вариаций внутри лаборатории на результаты испыта-
ний отдельных идентичных образцов, отобранных в 
одной и той же серии. Анализ проводили два испол-
нителя в разные дни на одном и том же оборудовании 
с применением одних и тех же реактивов. Результаты 
внутрилабораторной прецизионности представлены 
в таблице 4.

Специфичность методики

Способность аналитической методики однознач-
но оценивать определяемое вещество независимо 
от других веществ, присутствующих в испытуемом 
образце.

В результате исследования на хроматограмме 
растительных экстрактов семян пажитника сенного 
наблюдался пик диосгенина с временем удержива-
ния 15,2 минут времени выхода. Это же время выхо-
да наблюдалось при хроматографировании растворов  

РГСО диосгенина в диапазоне концентраций от 62,5 
до 1000  мкг/мл, что и обеспечивает специфичность 
данной методики в присутствии подвижной фазы А – 
ацетонитрила (х.ч.) и компонентов комбинированно-
го растворителя – ацетонитрила (х.ч.) и изопропанола 
(х.ч.).

Таблица 4. Результаты промежуточной  
(внутрилабораторной) прецизионности методики  
количественного определения стероидного сапогенина  
диосгенина в семенах пажитника сенного

Table 4. Results of intermediate (intra-laboratory) precision  
of the method quantitative determination  
of the steroid sapogenin diosgenin in the seeds of fenugreek
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№ 1

20.01.2020 5,3

5,23 0,10328 1,97

20.01.2020 5,2
21.01.2020 5,4
21.01.2020 5,1
21.01.2020 5,2
21.01.2020 5,2

№ 2

22.01.2020 5,5

5,23 0,15055 2,88

22.01.2020 5,1
22.01.2020 5,2
24.01.2020 5,2
24.01.2020 5,1
24.01.2020 5,3

Для идентификации диосгенина по времени выхо-
да в указанных хроматографических условиях и опре-
деления площади пика диосгенина с целью расчёта 
концентрации диосгенина «ручным» способом в рас-
тительном экстракте методом внешнего стандарта с 
использованием раствора РГСО диосгенина с кон-
центрацией 250 мкг/мл производили инжекцию дан-
ного раствора в инжектор. 

На рисунке 1 представлена хроматограм-
ма раствора РГСО диосгенина с концентрацией  
250 мкг/мл. При этом время выхода диосгенина в 
указанных хроматографических условиях – 15,2 ми-
нут времени выхода. В отчёте площадь пика рабо-
чего раствора РГСО диосгенина с концентрацией 
250 мкг/мл составила 2396,14 mAU ∙ с.

В результате анализа 1-го образца растительно-
го экстракта семян пажитника сенного в указанных 
хроматографических условиях была получена хрома-
тограмма, представленная на рисунке 2.

На рисунке 2 представлена хроматограмма рас-
тительного экстракта семян пажитника сенного. При 
этом время выхода диосгенина в указанных хромато-
графических условиях – 15,2 минут времени выхода. 

Методы анализа лекарственных средств
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В отчёте программы «Мультихром» версии 3.4.02022, 
разработанной ООО «Амперсенд» (Россия), площадь 
пика диосгенина составила 833,47 mAU ∙ с.

Линейность методики

Наличие прямо пропорциональной зависимости 
аналитического сигнала от концентрации определя-
емого вещества в образце в пределах диапазона 
применения (аналитической области) методики.

Для установления линейной зависимости между 
концентрацией вещества (диосгенина) в раститель-
ном экстракте и площадью хроматографического пи-
ка проводили статистическую обработку выборки, по-
лученной в результате количественных анализов на 5 
уровнях концентрации. Для определения линейности 

в соответствии с методом наименьших квадратов про-
водили хроматографирование в аналогичных усло- 
виях 5 растворов РГСО с концентрациями в диапазоне 
от 62,5 мкг/мл до 1000 мкг/мл.

Н. А. Эпштейн [5] рекомендует в рамках валида- 
ции методики количественного определения по по-
казателю «линейность» использовать не менее 5 гра- 
дуировочных растворов (не менее 5 точек) с коэффи-
циентом корреляции К. Пирсона (r2) не менее 0,995. 

По результатам хроматографического анализа 
строили график градуировочной зависимости отно-
шения площадей пиков растворов РГСО диосгенина к 
их концентрациям. Исходные данные представлены в 
таблице 5.

Таблица 5. Переменные градуировочных растворов  
диосгенина в диапазоне концентраций 62,5–1000 мкг/мл

Table 5. Variables of diosgenin calibration solutions  
in the range concentrations of 62.5–1000 micrograms/ml

№ раствора
№ solution’s

Концентрация 
раствора, мкг/мл
The concentration  

of the solution, µg/ml

Площадь пика 
раствора, mAU ∙ с

Solution peak area, 
mAU ∙ с

1 62,5 340,28
2 125 1091,12
3 250 2396,14
4 500 6543,26
5 1000 14165,43

График линейной зависимости строили при по-
мощи программы Microsoft Excel 2016 (Microsoft Inc., 
США) (рисунок 3).

Результаты статистической обработки экспери-
ментальных данных, полученных при линейной зави-
симости Y = b × X + a, представлены в таблице 6.

Статистические параметры рассчитывались при 
помощи программы «Stata MP 15.0» (Stata Inc., США).

Рисунок 1. Хроматограмма стандартного раствора РГСО ди-
осгенина в указанных хроматографических условиях с кон-
центрацией 250 мкг/мл. 

Пик 1 – пик диосгенина

Figure 1. Chromatogram of a standard solution of standard 
diosgenin under the specified chromatographic conditions with a 
concentration of 250 micrograms/ml.

Peak 1 – diosgenin peak

Рисунок 2. Хроматограмма растительного экстракта семян па-
житника сенного в указанных хроматографических условиях. 

Пик 1 – пик диосгенина

Figure 2. Chromatogram of plant extract of fenugreek seeds 
under the specified  chromatographic conditions. 

Peak 1 – diosgenin peak

Рисунок 3. График линейной зависимости концентрации от 
площадей пика стандартных образцов диосгенина в диапазо-
не концентраций от 62,5 до 1000 мкг/мл

Figure 3. Graph of linear dependence of the concentration on the 
peak areas of standard diosgenin samples in the concentration 
range from 62,5 to 1000 mcg/ml
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Таблица 6. Результаты линейного регрессионного анализа  
стандартных растворов диосгенина в диапазоне  
концентраций от 62,5 до 1000 мкг/мл  в программе  
«Stata MP 15.0»

Table 6. Results of linear regression analysis of standard 
diosgenin solutions in the concentration range  
from 62,5 to 1000 mcg/ml in the program «Stata MP 15.0»

Статистический параметр
Statistical parameter

Результат
Result

Уравнение линейной регрессии
Linear Regression Equation

Y = 14,944X – 883,4

Угловной коэффициент линей-
ной регрессии, b

Slope of linear regression, b

14,944 (95 % ДИ = 13,587–
16,29977)

14.944 (95 % CI = 13.587–
16.29977)

Свобойдный член линейной 
регрессии, a

Free term of linear regression, a

–883,4 (95 % ДИ = –1583,382–
(–183,411))

–883.4 (95 % CI = –1583.382– 
(–183.411))

Среднее значение массы навес- 
ки, г

Average weight of the sample, g
0,0001

Среднее значение критерия 
Стьюдента

tтабл. (P = 95 %, f = n – 1 = 5 – 1 = 4)
Average value of Student’s test
tтабл. (P = 95 %, f = n – 1 = 5 – 1 = 4)

–4,02

Коэффициет детерминации 
(R-squared) или коэффциент кор-
реляции

Coefficient of determination 
(R-squared) or correlation coefficient

0,9976

Коэффициент детермнации 
скорректированный (Adj R-squa- 
red) или коэффициент корреляции 
скорректированый

Adj R-squared or Correlation 
Coefficient

0,9968

Ошибка стандартного отклоне-
ния 

Standard deviation error
324,89

Исходя из построенного графика рисунка 3 ко-
эффициент корреляции (r2) составляет 0,9976, а урав-
нение кривой имеет вид Y = 14,944X – 883,4. Следо-
вательно, по полученным данным можно судить о 
линейности данной методики в диапазоне концентра-
ций 62,5–1000 мкг/мл. 

Аналитическая область методики (диапазон 
применения). В пределах диапазона применения 
методика должна обеспечивать требуемую линей-
ность, правильность и прецизионность. В рамках дан-
ного диапазона концентраций от 80 до 120 % была до-
казана линейность, правильность и прецизионность 
методики. 

Приведённая методика прошла валидацию и 
соответствует требованиям ОФС.1.1.0012.15 «Вали-
дация аналитических методик» Государственной 
фармакопеи РФ XIV издания по показателям «пра-
вильность», «прецизионность», «специфичность» и 
«линейность».
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Резюме
Введение. Для стандартизации показателей качества в течение предполагаемого срока хранения, разработанного лекарственного 
препарата налтрексона гидрохлорида в форме назального спрея, содержащего высокую концентрацию полоксамера, а также бензалкония 
хлорид в качестве консерванта, проведено исследование по микробиологическим показателям. Изучена возможность применения метода 
мембранной фильтрации при испытании опытных образцов, рекомендованного ГФ XIV. 
Цель. Изучение и подбор условий проведения испытаний по показателю «микробиологическая чистота» образцов назального спрея, 
содержащего налтрексона гидрохлорид.
Материалы и методы. В качестве объекта исследования использовали образцы назального спрея налтрексона гидрохлорида. При анализе 
микробиологической чистоты применяли метод мембранной фильтрации, рекомендованный в ГФ XIV.
Результаты и обсуждение. В рамках проведенного исследования установлено, что образцы препарата отвечают требованиям по 
микробиологическому показателю для препаратов категории 2. Проверка пригодности метода для образцов лекарственной формы 
показала, что антимикробное действие препарата полностью снимается промыванием фильтра, что доказано посевом индикаторных тест-
микроорганизмов, количественный и качественный характер роста, которых не отличался от контроля без препарата.
Заключение. В результате проведенных исследований подобраны и обоснованы оптимальные условия проведения испытаний по 
показателю «Микробиологическая чистота» для назального спрея, содержащего налтрексона гидрохлорид.

Ключевые слова: назальный спрей, налтрексон, микробиологическая чистота, мембранная фильтрация.
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Abstract
Introduction. In order to standardize the quality indicators during the expected shelf life of the developed drug naltrexone hydrochloride in the 
form of a nasal spray containing a high concentration of poloxamer and benzalkonium chloride as a preservative, a microbiological study was carried 
out. The possibility of using the membrane filtration method for testing prototypes recommended by the State Pharmacopoeia XIV.
Aim. Study and selection of test conditions for the  «microbiological purity»  indicator of nasal spray samples containing naltrexone hydrochloride.
Materials and methods. As an object of research, a naltrexone hydrochloride nasal spray was used. 
When analyzing the microbiological purity, the membrane filtration method recommended in the State Pharmacopoeia XIV.
Results and discussion. As part of the study, it was found that the samples of the drug meet the requirements for a microbiological indicator for 
drugs of category 2. Testing the suitability of the method for samples of the dosage form showed that the antimicrobial effect of the drug was 
completely removed by washing the filter, which was proved by inoculation of indicator test microorganisms, the quantitative and qualitative nature 
of growth, which did not differ from the control without the drug.
Conclusion. As a result of the studies carried out, the optimal test conditions for the  «Microbiological purity»  indicator for the nasal spray containing 
naltrexone hydrochloride were selected and substantiated.
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из основных этапов разработки новых пре-

паратов является контроль по микробиологическим 
показателям, необходимых при изучении стабиль-
ности, в процессе хранения или выпуске партии в ус-
ловиях производства. Кроме того, состав действую-
щих и вспомогательных веществ должен обеспечивать 
как стандарты качества, так и гарантировать возмож-
ность применения стандартных методов испытания, в 
том числе по микробиологической чистоте. 

Разработанный назальный спрей налтрексона 
гидрохлорид в качестве вспомогательных компонен-
тов содержит высокую концентрацию полоксамера и 
консервант бензалкония хлорида [1–3]. 

В соответствии с ГФ XIV [4], назальный спрей отно-
сится к категории 2 и должен соответствовать следую-
щим показателям:

 9 Общее число аэробных бактерий не более 102 КОЕ 
в 1 г (мл).

 9 Общее число дрожжевых и плесневых грибов не бо-
лее 101 в 1 г (мл).

 9 Отсутствие энтеробактерий, устойчивых к желчи, 
в 1 г (мл).

 9 Отсутствие Pseudomonas aeruginosa в 1 г (мл).
 9 Отсутствие Staphylococcus aureus в 1 г (мл).

В XIV Фармакопее описаны два основных мето-
да контроля микробиологической чистоты для не-
стерильных лекарственных средств: метод прямого 

посева и метод мембранной фильтрации. Опытный об-
разец – спрей назальный, содержащий в качестве кон-
серванта бензалкония хлорид, проявляет активность 
в отношении широкого спектра микроорганизмов [5]. 
Для препаратов с антимикробным действием и хоро-
шо растворимых в воде наиболее предпочтителен 
метод мембранной фильтрации, так как для данного 
метода не требуется нейтрализации антисептика ме-
тодом разведения или применение инактиваторов [6]. 
Однако для каждой нового лекарственного препара-
та необходимо экспериментально установить пригод-
ность метода. 

Целью исследования является изучение усло-
вий проведения испытания по показателю «микро-
биологическая чистота» образцов назального спрея, 
содержащего в качестве действующего вещества 
налтрексона гидрохлорид.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования

Для анализа использовали назальный спрей налт- 
рексона, состав которого представлен в таблице 1.

Исследуемый препарат представляет собой раст- 
вор с термозависимыми свойствами и при повышении 
температуры от 20 до 35 °С происходит увеличение 
динамической вязкости от 25 до 60 мПа ∙ с [1].

Фильтрацию осуществляли через мембран-
ные фильтры с диаметром пор 0,45 мкм и диамет- 

Таблица 1. Состав назального спрея

Table 1. The composition of the nasal spray

Компоненты
Components

Производитель
Manufacturer

Концентрация, %
Concentration, %

Налтрексона гидрохлорид
Naltrexone hydrochloride

Aspenn Oss B.V., Нидерланды, серия L00037915
Aspenn Oss B.V., Netherlands, series L00037915

2,5

Полоксамер Kolliphor® Р 407
Poloxamer Kolliphor® Р 407

Geismar США, № GNA 18721 D, NF-USP/Ph. Eur.
Geismar USA, № GNA 18721 D, NF-USP/Ph. Eur.

14,0

Лимонная кислота безводная, х.ч.
Anhydrous citric acid, chemically pure

Химмед, Россия, ГОСТ 3652-69
Himmed, Russia, GOST 3652-69

0,01

Натрия хлорид, х.ч.
Sodium chloride, chemically pure

Ленреактив, Россия, ГОСТ 4233-77
Lenreaktiv, Russia, GOST 4233-77

0,2

Бензалкония хлорид
Benzalkonium chloride

Unilab chemicals and pharmaceuticals Pvt. Ltd., Индия, USP
Unilab chemicals and pharmaceuticals Pvt. Ltd., Индия, USP

0,006

Вода очищенная (ФС.2.2.0020.15)
Purified water (Ph. monograph.2.2.0020.15)

до 100
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ром диска 47 мм (Millipore, США) на установке, состо-
ящей из колбы Бунзена, фильтродержателя со стака-
ном, вакуум-нагнетательного насоса при комнатной 
температуре. 

В работе использованы штаммы тест-микроор-
ганизмов, которые были получены из Всероссийс- 
кой коллекции промышленных микроорганиз-
мов (ВКПМ): Bacillus cereus ATCC 10702, Staphylococcus 
aureus ATCC  6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, 
Escherichia coli ATCC 25922, Аspergillus brasiliensis (A. niger) 
АТСС 9642 (ВКМ F1119), Candida albicans АТСС 10231. 

Для анализа применяли следующие питатель-
ные среды и растворы: триптон-соевый агар су-
хой (ФБУН  ГНЦ  ПМБ, Россия); цетримидный агар 
(ФБУН  ГНЦ  ПМБ, Россия); пептон сухой ферментатив-
ный (ГОСТ 13805-76); агар Эндо (ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия); 
Бульон Мосселя (ФБУН ГНЦ  ПМБ, Россия); Sabouraud 
4 % Glucose Agar (Sigma-Aldrich, Индия, Lot BCCB7065); 
соево-казеиновая среда жидкая (ФБУН ГНЦ ПМБ, Рос-
сия); полисорбат-80 (твин-80) (OLEON, Бельгия).

В работе использовали промывные жидкости № 1 
и №2, приготовленные в соответствии с ГФ XIV [4].

Подготовка тест-микроорганизмов

Бактериальные тест-штаммы сохраняли при тем- 
пературе –75 °С в триптиказо-соевом бульоне, содер- 
жащем 15 % глицерина. Для активации бактериаль-
ные тест-микроорганизмы высевали на триптон- 
соевую агаризованную среду. Инкубацию проводи-
ли в течение ночи (около 18 часов) при температуре  
(32,5 ± 2,5  °С). Грибные тест-штаммы активирова-
ли на Сабуро агаре при температуре (22,5 ± 2,5  °С). 
C. albicans в течение 48 часов, A. brasiliensis в течение 
5–7  суток до образования спорулирующего воздуш-
ного мицелия. 

Для анализа антимикробного действия лекарст- 
венной формы бактериальные тест-культуры и 
A.  brasiliensis разводили в фосфатно-солевом буфер-
ном растворе с натрием хлорида и пептоном (рН  7,0) 
до титра 102 КОЕ/мл. Филаментозный тест-микро-
организм A.  brasiliensis после 5 суток инкубации (до 
формирования плотного воздушного мицелия и спо-
рообразования) смывали с агара Сабуро фосфатным 
буфером, содержащим 0,05 % твина-80, определяли 
количество конидий и спор в 1 мл раствора с исполь-
зованием камеры Горяева.

Далее суспензии всех тест-штаммов разводили 
1:10 до титра около 10 колониеобразующих единиц 
(КОЕ) в 1 мл.

Подготовка образцов для испытания  
на наличие антимикробного действия

Для определения антимикробного действия 10 мл 
спрея назального вносили в 100 мл разбавителя (жид-
кость №  2), тщательно перемешивали (разведение 
1:10). Полученный раствор последовательно разводи-
ли 1:20, 1:50, 1:100 и 1:500, переносили по 1 мл в чашки 
Петри и заливали агаризованной средой инокулиро-

ванной тест-микроорганизмами. Анализ осуществля-
ли в отношении тест-культур B. cereus ATCC 10702 и 
S.  aureus ATCC 6538, к которым препарат проявляет 
максимальную активность.

Методика определения  
минимальной подавляющей концентрации

Чувствительность тест-микроорганизмов к об-
разцу спрея изучали микрометодом двукратных се-
рийных разведений в бульоне. Анализ осуществля-
ли в 96-луночных планшетах для иммунологических 
исследований.

Для постановки эксперимента в первые лунки 
планшета вносили препарат в питательной среде в ко-
личестве 50 мкл для бактериальных культур и 100 мкл, 
для грибных культур. Диапазон изучаемых концентра-
ций бензалкония хлорида в препарате составлял от 30 
до 0,23 мг/мл. Для контроля роста в 3 ячейки вносили 
50 мкл инокулята без препарата («контроль роста»). 

Подготовленные планшеты инкубировали в режи-
ме (32,5 ± 2,5) °С для бактериальных культур и Candida, 
(22,5  ± 2,5 °С) для А. brasiliensis.

Методика определения  
микробиологической чистоты  
для назального спрея налтрексона 
гидрохлорида

Образцы исследуемого препарата в количест- 
ве 10  мл растворяли в 100 мл жидкости №  1 [4]. Да-
лее 10  мл полученного раствора переноси в стакан 
с фильтродержателем, содержащего 50 мл жидкос- 
ти над мембраной. Включали насос и осуществля-
ли фильтрацию, оставляя около 10 мл перед каждым 
промыванием фильтра. Промывную жидкость вно-
сили порциями по 50 мл. Общий объем промывной 
жидкости составил 300 мл. Процедуру повторяли на 
новом фильтре в соответствии с задачей исследова-
ния. Промытые фильтры снимали с фильтродержа-
теля стерильным пинцетом и накладывали на соот- 
ветствующие агаризованные среды для анализа на-
личия аэробных микроорганизмов и грибов, а также 
погружали в накопительный соево-казеиновый бу-
льон для анализа отдельных видов микроорганизмов. 
Соево-казеиновый бульон инкубировали 24–48  ча-
сов, по истечении времени пересевали на селектив-
ные среды.

Проверка пригодности метода  
мембранной фильтрации

Фильтрацию осуществляли в соответствии с мето-
дикой определения микробиологической чистоты, 
добавляя в последнюю порцию промывной жидкости 
по 10 мл взвеси тест-микроорганизмов (каждого на 
отдельный фильтр) в титре около 10 КОЕ/мл.

Фильтры помещали на соответствующие пита-
тельные среды: на триптон-соевый агар – B. cereus 
ATCC  10702; на агар Сабуро – А. brasiliensis ВКМ F1119; 
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в соево-казеиновый бульон – Staphylococcus aureus 
ATCC 6538; E. coli ATCC 25922 и P. aeruginosa ATCC 9027.

Посевы инкубировали при температуре 
(32,5 ± 2,5) °С для бактериальных культур, (22,5 ± 2,5 °С) 
для А. brasiliensis в течение 1–5 суток.

По окончании времени инкубации из флаконов с 
инокулированными тест-микроорганизмами мембра-
нами производили высев для морфологического ана-
лиза выросших тест-микроорганизмов Staphylococcus 
aureus ATCC 6538 на маннитно-солевой агар, E.  coli 
ATCC 25922 в бульон Мосселя, через 24 часа инкуба-
ции на агар Эндо, P. aeruginosa ATCC 9027 на цетри-
мидный агар, A. brasiliensis ВКМ F 1119 на агар Сабуро. 

Чашки с агаризованной питательной средой Сабу-
ро инкубировали при температуре (22,5 ± 2,5) °С в те-
чение 24–72 часов, чашки с бактериальными культу-
рами при (32,5 ± 2,5) °С в течение ночи.

По окончании инкубации проводили визуальную 
оценку роста. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Риски микробной контаминации в процессе про-

изводства, хранения или применения лекарствен-
ного средства могут значительно изменить качество 
препарата, срок годности и как следствие его безопас-
ность. Добавление консервантов в состав лекарствен-
ного препарата позволяет минимизировать эти риски. 

Известно, что эффективность бензалкония хлори-
да зависит от концентраций модификаторов вязкос- 
ти [7]. Учитывая, что в состав исследуемого препара-
та входит полоксамер 407, который при повышении 
температуры от 20 до 35 °С приводит к значительно-
му увеличению динамической вязкости, необходимо 
изучить антимикробное действие состава и возмож-
ность его устранения для дальнейшего подбора усло-
вий оценки микробиологической чистоты препарата.

Содержание бензалкония хлорида в лекарст- 
венной форме составляет 60 мкг/мл. Значения ми-
нимальной подавляющей концентрации этого кон-
серванта в отношении тест-микроорганизмов со-
ответствуют (мкг/мл): A. brasiliensis ВКМ F-1119  – 16,0; 
C.  albicans ATCC  10231  – 8,0; E. coli ATCC 25922 – 4,0; 
P.  aeruginosa ATCC 9027 – ≥30,0; B. cereus ATCC 10702  – 
1,0; S. aureus ATCC 6538 – 0,5.

При анализе по показателю «Микробиологичес- 
кая чистота» необходимо нейтрализовать антимик- 
робное действие вспомогательных компонентов. При 
исследовании снятия антимикробной активности 
применяли метод разведения с использованием раз-
бавителя жидкость №  2, содержащий в качестве не-
специфического инактиватора твин-80 (3 %), рекомен-
дованный ГФ XIV [4]. 

Как показывают результаты эксперимента, при 
росте в агаризованной среде, тест-культуры проявля-
ют чувствительность, даже с учетом разбавления пре-
парата с использованием инактивирующего агента. 

Рост тест-микроорганизма B. cereus ATCC 10702 не 
достигал контроля в разведении 1:200. После 48 часов 
инкубации в этом разведении количество жизнеспо-

собных клеток в среднем составило 6,5 КОЕ, в то вре-
мя как в контроле без препарата этот показатель со-
ставил 11,5 КОЕ (рисунок 1). 

При установленных нормах допустимого содержа-
ния аэробных микроорганизмов (не более 100), метод 
прямого посева с использованием в качестве инакти-
ватора раствора 3 % твина-80 не приемлем для дан-
ного анализа. Кроме того, с учетом минимальной по-
давляющей концентрации в отношении грибных 
культур, для исследования их наличия необходимо 
разведение не менее 1:10 при допустимом содержа-
нии в лекарственной форме не более 10 КОЕ/мл, что 
также затрудняет получение достоверных результа-
тов. Так как препарат проявляет высокую активность 
к грамположительным микроорганизмам, а также в 
меньшей степени, но активен в отношении грамотри-
цательных и грибных культур, для анализа микробио-
логической чистоты препарата исследовали возмож-
ность применения метода мембранной фильтрации 
(рисунки 2 и 3). Учитывая, что все компоненты, входя-
щие в экспериментальный образец хорошо раство-
римы в воде, для испытания не требуется применять 
инактивирующих агентов. Результаты исследования 
возможности применения мембранной фильтрации 
показали, что промывка жидкостью №  1 в объеме 
300 мл обеспечивает удаление препарата с мембраны 
и тем самым снимает антимикробное действие кон-
серванта. Рост B. cereus и А. brasiliensis не отличался от 
контрольных вариантов, не содержащих препарат, 
количество колониеобразующих единиц соответство-
вало расчетному значению в посевной суспензии. 

Для определения наличия отдельных видов бак-
терий: семейства Enterobacteriaceae, P. aeruginosa и 
S.  aureus, испытание включает использование среды 
для предварительной инкубации, а также селектив-
ных и дифференциально-диагностических питатель-
ных сред. 

Рисунок 1. Проверка антимикробного действия в отношении 
B. cereus ATCC 10702: 

А – контроль; Б – разведение 1:20; В – разведение 1:50; Г – раз-
ведение 1:100; Д – разведение 1:200

Figure 1. Checking the antimicrobial action against B.  cereus 
ATCC 10702: 

A – control; B – dilution 1:20; C – dilution 1:50; D – dilution 1:100; 
E – dilution 1:200
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В соответствии с этим проводили исследова-
ние на возможность выявления E.  coli, P. aeruginosa 
и S.  aureus в 1 грамме. Каждую культуру микроорга-
низма наносили на мембрану с последней порцией 
промывной жидкости после фильтрации препарата в 
разбавителе, мембрану погружали в соево-казеино-
вый питательный бульон. По истечении времени ин-
кубации пересевали на соответствующие элективные 
среды.

В ходе исследования пригодности мембранной 
фильтрации для анализа присутствие в лекарственной 
форме отдельных видов микроорганизмов показало, 

что для устранения антимикробного действия консер-
ванта для промывки мембраны с образцом достаточ-
но 300 мл жидкости № 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования показали, что пре-

парат спрей назальный проявляет антимикробную 
активностью в отношении Bacillus cereus ATCC 10702 
в разведении 1:200 (МПК 1 мкг/мл) и Staphylococcus 
aureus ATCC 6538 в разведении 1: 200 (МПК 0,5 мкг/мл).

Методом мембранной фильтрации осуществлен 
анализ опытных образцов спрея назального по по-
казателю «Микробиологическая чистота». В рамках 
проведенного исследования установлено, что образ-
цы препарата отвечают требованиям по микробио-
логическому показателю для препаратов категории 
2 в соответствии с ГФ XIV [4]. Проверка пригодности 
метода мембранной фильтрации для опытных образ-
цов лекарственной формы показала, что антимикроб-
ное действие полностью снимается при промывании 
300 мл жидкости № 1.
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Рисунок 2. Проверка пригодности мембранной фильтрации 
для контроля по показателю «Микробиологическая чистота» 
спрея назального. 

А – мембрана с препаратом после промывки инокулирована 
тест-культурой B. cereus ATCC 10702 – 7 КОЕ; Б – контрольная 
мембрана после фильтрации промывной жидкости без препа-
рата, инокулирована в том же титре – 7 КОЕ; В – контрольная 
мембрана после фильтрации промывной жидкости без препа-
рата, инокулирована в том же титре – 9 КОЕ

Figure 2. Checking the suitability of membrane filtration to 
control the «Microbiological purity» of the nasal spray. 

A – the membrane with the preparation after washing was 
inoculated with a test culture of B. cereus ATCC 10702 – 7 CFU; 
B  – control membrane after filtration of washing liquid without 
preparation, inoculated in the same titer – 7 CFU; C – control 
membrane after filtration of washing liquid without preparation, 
inoculated in the same titer – 9 CFU

Рисунок 3. Проверка пригодности мембранной фильтрации. 

А – контрольная мембрана после промывной жидкости без 
препарата инокулирована тест-культурой A. brasiliensis 
ВКМ F 1119 (6 КОЕ); Б – мембрана после промывки препарата с 
последней порцией внесена тест-культура (7 КОЕ)

Figure 3. Checking the suitability of membrane filtration. 

A – the control membrane after washing liquid without the 
preparation was inoculated with the A. brasiliensis VKM F 1119 test 
culture (6 CFU); B – the membrane after washing the preparation, 
the test culture (7 CFU) was added with the last portion
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Резюме
Введение. Бензалконий хлорид широко используют в качестве консерванта в лекарственных средствах. Для количественного определения 
бензалкония хлорида часто используют хроматографические методики, описанные в Европейской и Американских фармакопеях. В них 
используют нитрильный сорбент. Однако в целях унификации методик и упрощения технологии контроля качества в процессе производства 
целесообразно адаптировать методики для определения основного компонента. 
Цель. Разработать методику количественного определения бензалкония хлорида в назальном спрее, содержащем термочувствительный 
полимер полоксамер 407 и провести ее валидацию.
Материалы и методы. В качестве объекта исследования использовали назальный спрей налтрексона гидрохлорида. Использовали 
жидкостный хроматограф Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, США) с диодно-матричным детектором.
Результаты и обсуждение. В работе изучена возможность применения раннее разработанной методики количественного определения 
налтрексона гидрохлорида для количественного определения бензалкония хлорида в составе назального спрея. На основании полученных 
результатов внесены изменения в методику количественного определения бензалкония хлорида.
Заключение. В результате проведенных исследований подобраны наиболее приемлемые условия пробоподготовки назального спрея 
для количественного определения консерванта. Разработанная методика предусматривает условия хроматографирования ранее 
применяемые для определения налтрексона гидрохлорида, что позволяет максимально эффективно использовать оборудование в процессе 
анализа готового лекарственного средства. Проведена валидация методики и доказаны ее специфичность, линейность, правильность и 
прецизионность.

Ключевые слова: назальный спрей, налтрексон, бензалкония хлорид, высокоэффективная жидкостная хроматография, валидация, градиентный 
режим.
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Abstract
Introduction. Benzalkonium chloride is widely used as a conservation agent in medicines. For quantitative determination, the methods described 
in the European and American Pharmacopoeias by chromatography using columns with nitrile sorbent are often used. However, in order to unify 
the methods and simplify the quality control technology in the production process, it is advisable to adapt the existing methods for new goals and 
objectives.
Aim. To develop a method for the quantitative determination of benzalkonium chloride in a nasal spray containing a thermosensitive polymer 
Poloxamer 407 and validate it.
Materials and methods. As an object of research, a naltrexone hydrochloride nasal spray was used. The quantitative determination of naltrexone 
in the test sample was developed using a Dionex UltiMate 3000 high-performance liquid chromatograph (Thermo Fisher Scientific, USA) equipped 
with a diode-matrix detector.
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Results and discussion. The paper explored the possibility of using an earlier developed method for the quantitative determination of naltrexone 
hydrochloride for the quantitative determination of benzalkonium chloride in the composition of a nasal spray. Based on the results obtained, changes 
were made to the quantitative determination method, and the sample preparation of the samples under study was adapted.
Conclusion. As a result of the studies carried out, the most acceptable conditions for the preparation of the nasal spray for the quantitative 
determination of the preservative were selected. The developed technique provides for the chromatographic conditions previously used for the 
determination of naltrexone hydrochloride, which makes it possible to use the equipment as efficiently as possible in the analysis of the finished 
drug. The method has been validated and its specificity, linearity, correctness and precision have been proven.

Keywords: nasal spray, naltrexone, high-performance liquid chromatography, validation, gradient mode.
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ВВЕДЕНИЕ
Бензалкония хлорид представляет собой смесь 

хлоридов алкилбензилдиметиламмония, алкильная 
группа которых имеет разные длины алкильных це-
пей и широко применяется в качестве консерванта 
в лекарственных средствах. Его частое применение  
обусловлено значительным спектром антимикробной 
активности, а также хорошей растворимостью в воде.

Бензалконий хлорид в препаратах наиболее часто 
определяют методом обращено-фазовой жидкостной 
хроматографии в изократическом режиме [1–4]. В ви-
ду наличия высокомолекулярного соединения в сос- 
таве назального спрея «Налтрексон, спрей назаль-
ный» нами был разработан метод количественного 
определения налтрексона гидрохлорида в градиент-
ном режиме [5]. 

Цель работы заключалась в проверке пригод-
ности ранее разработанной методики количественно-
го определения налтрексона гидрохлорида в назаль-
ном спрее для анализа бензалкония хлорида в составе 
лекарственной формы. Разработке, при необходимос- 
ти, и валидации скорректированной методики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования

Назальный спрей налтрексона гидрохлорида, 
имеющий следующий состав: налтрексона гидрох-
лорид (2,5  г); полоксамер (14,0 г); лимонная кисло-
та (0,01  г); натрия хлорид (0,2 г); бензалкония хлорид 
(0,006 г); вода очищенная до 100,0 г. 

Оборудование

Высокоэффективный жидкостный хроматограф 
Dionex  UltiMate  3000 (Thermo  Fisher Scientific, США) 
оснащенный диодно-матричным детектором, с ис-
пользованием колонки Kinetex XB C18 (250 × 4,6 мм с 
диаметр частиц 5 µm, размер пор 100 Å) (Phenomenex, 
США).

Установка для фильтрования Millipore (Merck, 
США).

Используемые реактивы

Бензалкония хлорид (Unilab chemicals and 
pharmaceuticals Pvt. Ltd., India, USP); 1-пентилсульфо-
нат натрия (Panreac, кат. 245-208-4); ортофосфорная 
кислота (Fluka, кат. 79606); ацетонитрил (Panreac, HPLC-
gradient grade, кат. 200-835-2).

Метод ВЭЖХ

Приготовление подвижной фазы А: в мерную кол-
бу вместимостью 500 мл помещали 435 мг натрия 
1-пентилсульфоната, 300 мл воды для хроматографии,  
растворяли соль, затем добавляли 5 мл кислоты ор-
тофосфорной концентрированной и доводили водой 
для хроматографии до метки.

В качестве фазы В использовали ацетонитрил для 
хроматографии.

Приготовление растворителя образцов (A : B = 
= 86 : 14 %) об./об. смешивали фазы А и В в заданном со-
отношении: 86 мл фазы А и 14 мл фазы В. 

Приготовление раствора СО бензалкония хлорида: 
в мерную колбу вместимостью 25 мл помещали 75,0 мг 
(точная навеска) СО бензалкония хлорида, растворя-
ли растворителем, доводили до метки и перемешива-
ли. 1  мл полученного раствора помещали в мерную 
колбу вместимостью 50 мл, доводили объем раствора 
растворителем до метки и перемешивали.

Приготовление раствора назального спрея налт- 
рексона гидрохлорида [5]: в мерную колбу вместимос- 
тью 50 мл помещали 0,5 мл назального спрея, объем 
раствора доводили до метки растворителем и пере-
мешивали. Затем полученный раствор объемом 10 мл 
фильтровали через мембранный фильтр из поливи-
нилиденфторида с размером пор 0,45 мкм.

Приготовление раствора назального спрея для 
анализа бензалкония хлорида по разработанной ме-
тодике: в мерную колбу вместимостью 50 мл поме-
щали 5,0 мл назального спрея, объем раствора до-
водили до метки растворителем и перемешивали. 
Полученный раствор объемом 10 мл фильтровали 
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через мембранный фильтр из поливинилиденфтори-
да с размером пор 0,45 мкм. 

Приготовление раствора плацебо: в мерную кол-
бу вместимостью 100 мл помещали 2,5 г налтрексо-
на гидрохлорида, 14,0 г полоксамера Kolliphor® Р 407, 
0,01 г лимонной кислоты безводной, 0,2 г натрия хло-
рида, приливали 70 мл холодной воды очищенной и 
оставляли при постоянном перемешивании при тем-
пературе 4–7 °С на 5–6 часов. Затем доводили до мет-
ки водой очищенной и перемешивали.

Приготовление раствора плацебо для анализа: в 
мерную колбу вместимостью 50 мл помещали 5,0  мл 
раствора плацебо, доводили до метки растворите-
лем, перемешивали и фильтровали полученный раст- 
вор через мембранный фильтр из поливинилиден- 
фторида с размером пор 0,45 мкм.

Анализ бензалкония хлорида проводили на ко-
лонке Phenomenex Kinetex XB C18  250 × 4,6 мм с диа-
метром частиц 5 мкм и размером пор 100 Å. Скорость 
потока подвижной фазы 1 мл/мин. Рабочая длина во-
ны 208 нм, температура колонки 25  °С. Испытуемый 
образец вводили объемом 10,0 мкл. Осуществляли 
элюирование в градиентном режиме по следующей 
схеме: 0 мин – 14 % B; 7 мин – 14 % В; 13 мин – 60 % В; 
20 мин – 90 % В; 21 мин – 14 % В; 26 мин – 14 % В.

В хроматограф, выведенный на рабочий режим, 
последовательно вводили не менее 5 раз раствор 
бензалкония хлорида для анализа. На хроматограм-
мах идентифицировали пики бензалкония хлорида 
и определяли их суммарную площадь. Бензалкония 
хлорид, в данных условиях, хроматографируется в ви-
де двух пиков гомологичных соединений с длинной 
углеводородной цепи 12 и 14 атомов углерода, име-
ющих время удерживания около 18,7 и 20,7 мин соот-
ветственно. Оценка пригодности хроматографической 
системы приводится для пиков раствора СО бензал-
кония хлорида.

Хроматографическая система считается пригод-
ной, если выполняются следующие условия:
 • эффективность для пиков бензалкония хлорида на 

хроматограммах раствора стандартного образца 
должна составлять не менее 5000 теоретических 
тарелок;

 • относительное среднеквадратичное отклонение 
площадей пиков бензалкония хлорида на хрома-
тограммах раствора стандартного образца должна 
составлять не более 5 %;

 • фактор асимметрии для пиков бензалкония хло-
рида на хроматограммах раствора стандартного 
образца должен не превышать 1,5.

Расчет

Содержание бензалкония хлорида в жидкой ле-
карственной форме (Сисп, мг/мл жидкой лекарственной 
формы) определяли по формуле:

CO CO исп
исп

CO исп

50
,

1250 100
a V S P

C
S V

⋅ ⋅ ⋅ ⋅
=

⋅ ⋅ ⋅
CO CO исп

исп
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,

1250 100
a V S P

C
S V

⋅ ⋅ ⋅ ⋅
=

⋅ ⋅ ⋅

где Sисп, SСО – усредненные площади пика (по 5 хро-
матограммам) бензалкония хлорида на хроматог- 
раммах раствора назального спрея для анализа и 
раствора бензалкония хлорида для анализа соот-
ветственно; aСО – навеска рабочего стандартного об-
разца бензалкония хлорида, использованная при 
приготовлении раствора бензалкония хлорида для 
анализа, мг; VСО  – аликвота раствора стандартного 
образца бензалкония хлорида, взятая для второго 
разбавления, мл; Vисп – аликвота раствора препарата, 
мл; P  – содержание основного вещества в стандарт-
ном образце, %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
C целью оптимизации методик количественно-

го определения налтрексона гидрохлорида и бензал-
кония хлорида в условиях производства была изуче-
на возможность применения разработанной ранее 
методики определения налтрексона гидрохлорида 
для количественного определения бензалкония хло-
рида в той же лекарственной форме. Для этого хро-
матографировали раствор бензалкония хлорида с 
концентрацией 0,01 мг/мл. В данных условиях бензал-
коний хлорид выходил в виде двух пиков гомологич-
ных соединений длинной углеводородной цепи 12 и 
14 атомов углерода со временами удерживания 18,7 и 
20,7 мин соответственно (рисунок 1).

При анализе образца спрея, подготовленного в со-
ответствии с методикой [5], не удалось идентифициро-
вать пики бензалкония хлорида, поэтому был установ-
лен его предел количественного обнаружения (ПКО). 

Для оценки ПКО в условиях проведения анализа 
применили метод расчета по величине стандартного 
отклонения аналитического сигнала и угловому коэф-
фициенту калибровочного графика в соответствии с 
формулой (1):

Рисунок 1. Хроматограмма раствора бензалкония хлорида

Figure 1. Chromatogram of a solution of benzalkonium chloride
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ПКО 10 ,
S
b

= ⋅ (1)

где S – стандартное отклонение аналитического 
сигнала; b – тангенс угла наклона калибровочного 
графика.

Так как ПКО составил 0,00195 мг/мл, то при прове-
дении пробоподготовки согласно методике [5] невоз-
можно определить количественное содержание бен-
залкония хлорида. Из этих результатов следует, что 
совместное определение бензалкония хлорида и 
налтрексона гидрохлорида невозможно. Также невоз-
можно в условиях данной пробоподготовки провести 
отдельно количественное определение бензалкония 
хлорида. Следовательно, необходимо изменить про-
цедуру пробоподготовки с учетом ПКО. Разведение 
необходимо осуществить таким образом, чтобы кон-
центрация бензалкония хлорида попадала в диапазон 
концентраций выше ПКО и при этом минимизировать 
действие полимерного компонента на колонку. В со-
ответствии с этим максимальное разведение при зна-
чениях ПКО 0,00195 мг/мл и исходной концентрации 
бензалкония хлорида 0,06 мг/мл не должно превы-
шать 30,7 раз. С другой стороны, для предотвращения 
выхода из строя рабочих узлов хроматографа за счёт 
термореверсивных свойств исследуемого образца не-
обходимо снизить концентрацию полимера. Для того 
чтобы нивелировать негативное влияние полимера и 
обеспечить высокую эффективность при анализе ис-
следуемых образцов было предложено использовать 
десятикратное разбавление.

Исходя из вышеизложенного, был модифициро-
ван процесс пробоподготовки: в мерную колбу вмес- 
тимостью 50 мл помещали 5,0 мл назального спрея, 
объем раствора доводили до метки растворителем и 
перемешивали. Затем полученный раствор объемом 
10  мл фильтровали через мембранный фильтр из по-
ливинилиденфторида с размером пор 0,45 мкм.

С целью подтверждения пригодности методики 
для количественного определения бензалкония хло-
рида была проведена валидация в соответствии с тре-
бованиями ГФ XIV [6] по следующим характеристикам: 
специфичность, линейность, правильность и преци-
зионность (повторяемость и внутрилабораторная 
сходимость).

Специфичность подтверждали на основе сравне-
ния результатов хроматографирования растворите-
ля (рисунок 2), раствора назального спрея, не содер-
жащего бензалкония хлорида («плацебо») (рисунок 3), 
раствора СО бензалкония хлорида (рисунок 4), раст- 
вора назального спрея для анализа (рисунок 5).

На представленных выше хроматограммах раст- 
ворителя и «плацебо» (рисунки 2–3) нет пиков, пре-
пятствующих определению бензалкония хлорида. Пи-
ки, соответствующие бензалконию хлориду на хро-
матограмме раствора назального спрея для анализа 
(рисунок 5), имеют такое же время удерживания, как 

пики на хроматограмме раствора СО бензалкония 
хлорида (рисунок 4).

Исходя из номинального содержания бензал-
кония хлорида в назальном спрее составляющей  
0,006 мг/мл, аналитическая область методики находит-
ся в диапазоне 0,0048–0,0072 мг/мл. Линейность мето-
дики была проверена при анализе пяти концентраций, 
находящихся в аналитической области (0,0048; 0,0054; 
0,006; 0,0066; 0,0072 мг/мл) (таблица 1, рисунок 6).

Рисунок 2. Хроматограмма растворителя

Figure 2. Chromatogram of solvent

Рисунок 3. Хроматограмма «плацебо»

Figure 3. Chromatogram of placebo

Рисунок 4. Хроматограмма раствора СО бензалкония хлорида

Figure 4. Chromatogram of RS Bennzalconium chloride solution
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Таблица 1. Валидация методики  
количественного определения бензалкония хлорида  
в назальном спрее по параметру линейность

Table 1. Validation of the method  
for the quantitative determination of benzalkonium chloride  
by nasal spray according to the linearity parameter.

Уровень 
концентрации, %

Concentration level, %

Расчетное 
содержание 

бензалкония 
хлорида, мг/мл

Estimated content 
of benzalkonium 
chloride, mg/ml

Сумма 
площадей 

пиков, mAU ∙ с
Sum of peak 

areas, mAU ∙ s

80 0,0048 212,36
80 0,0048 212,28
90 0,0054 230,78
90 0,0054 230,29

100 0,0060 259,66
100 0,0060 259,52
110 0,0066 284,47
110 0,0066 285,53
120 0,0072 301,48
120 0,0072 301,27

Статистические харак-
теристики

Statistical characteristics

Результаты
Results

Критерии 
приемлемости

Eligibility criteria
Уравнение регресси-

онной прямой
Regression line equa-

tion

y = 38762x + 25,193 y = bx + a

Коэффициент корреля-
ции R

Correlation coefficient R
0,9959 ≥0,99

Визуальная линейность графика на рисунке 6 и 

величина коэффициента корреляции R = =0 9918,  
= 0,9959 удовлетворяют требованиям критерия ли-
нейности. Линейность методики установлена.

Оценку методики по параметру правильность 
осуществляли следующим образом. Проводили коли-
чественное определение бензалкония хлорида в на-
зальном спрее. Методом добавок готовили 9 раство-
ров охватывающих диапазон концентраций 80–120 % 
(с шагом 20 %, по три раствора на каждый уровень 
концентрации) от количественного определения 
бензалкония хлорида в назальном спрее. Оценку 

проводили сравнением определенного содержания с 
известным содержанием вещества (фактор отклика). 
По результатам анализа определяли фактор отклика 
(Q), %:

Q
C
C

= ⋅2

1
100,

 

где С1 – известное содержание бензалкония хлорида в 
анализируемом образце, %; С2 – определенное содер-
жание бензалкония хлорида в анализируемом образ-
це, %.

Из полученных девяти значений фактора откли-
ка рассчитывали: среднее значение, относительное 
стандартное отклонение и доверительный интервал. 
Были предъявлены следующие критерии приемле- 
мости: среднее значение должно находиться в диа-
пазоне 95–105 %; относительное стандартное откло-
нение ≤3,0 %; доверительный интервал должен вклю-
чать 100 % значение.

Исходя из таблицы 2 можно сделать вывод, что 
требования критерия правильности выполнены.

Для оценки прецизионности методики по пара-
метру повторяемость (сходимость) было проанали-
зировано шесть образцов назального спрея налт- 
рексона одним сотрудником лаборатории в течении 
1 дня на одном приборе (таблица 3). Для подтвержде-
ния внутрилабораторной прецизионности было про- 
анализировано по 6 образцов одной серии назально-
го спрея налтрексона двумя сотрудниками лаборато-
рии в разные дни на разном оборудовании (таблица 4).

Относительное стандартное отклонение не долж-
но превышать 3,0 %. Требования критерия прецизи-
онность по параметру повторяемость (сходимость) 
выполнены. 

Относительное стандартное отклонение по ре-
зультатам измерений в течение двух дней должно  
составлять не более 3,0 %. Критерий Фишера соста-
вил 1,01 %, что не превышает требуемый диапазон не 
более 5,05 %. Требования критерия прецизионность 
по параметру внутрилабораторная прецизионность 
выполнены.

Рисунок 5. Хроматограмма раствора назального спрея

Figure 5. Chromatogram of nasal spray solution Рисунок 6. Зависимость суммарной площади пиков бензалко-
ния хлорида от его концентрации

Figure 6. Graphical display of the Linearity paramete
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Таблица 3. Валидация методики  
количественного определения бензалкония хлорида  
в назальном спрее по параметру повторяемость (сходимость)

Table 3. Validation of the method for the quantitative 
determination of naltrexone benzalkonium chloride nasal spray 
by the repeatability parameter (convergence)

Номер пробы
Sample number

Площадь пика 
бензалкония 

хлорида, mAU ∙ с
Peak area of 

benzalkonium 
chloride, mAU ∙ s

Содержание 
бензалкония хлорида  

в жидкой лекарственной 
форме, мг/мл

Benzalkonium chloride 
content in liquid dosage 

form, mg/ml
1 260,12 0,00606
2 259,13 0,00604
3 258,65 0,00602
4 258,16 0,00601
5 257,16 0,00598
6 258,13 0,00601

Статистические характеристики
Statistical characteristics Результаты

Среднее содержание, мг/мл
Average content, mg/ml 0,00602

Стандартное отклонение, мг/мл
Standard deviation, mg/ml 0,000026

Относительное стандартное откло-
нение, %

Relative standard deviation, %
0,043

Доверительный интервал 
(P = 95 %), мг
Confidence interval (P = 95 %), mg

±0,000027

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования позволили подобрать  

процедуру пробоподготовки и разработать методи-
ку количественного определения бензалкония хло-
рида в составе назального спрея налтрексона гид- 
рохлорида, содержащего 14,0 % полоксамера 407. Раз-
работанная методика определения бензалкония хло-
рида унифицирована с методикой количественного 
определения налтрексона гидрохлорида в составе 
одного лекарственного препарата. Это позволяет оп-
тимизировать процесс определения количественно-
го содержания компонентов в составе лекарственно- 
го средства в условиях производства. Проведена ва-
лидация методики и подтверждена ее специфичность, 
линейность, правильность и прецизионность.
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Таблица 2. Валидация методики количественного определения бензалкония хлорида  
в назальном спрее по параметру правильность

Table 2. Validation of the method for the quantitative determination of benzalkonium chloride  
in a nasal spray by the parameter accuracy
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80
0,0030 0,0018 0,0048 210,47 212,36 0,00478 99,58
0,0030 0,0018 0,0048 211,63 212,28 0,00481 100,21
0,0030 0,0018 0,0048 212,02 212,42 0,00482 100,42

100
0,0030 0,0030 0,0060 261,64 259,66 0,00610 101,67
0,0030 0,0030 0,0060 253,88 259,52 0,00590 98,33
0,0030 0,0030 0,0060 264,35 260,11 0,00617 102,83

120
0,0030 0,042 0,0072 307,38 301,48 0,00728 101,11
0,0030 0,042 0,0072 309,31 301,27 0,00733 101,81
0,0030 0,042 0,0072 301,17 302,16 0,00712 98,89

Статистические характеристики
Statistical characteristics

Результаты, %
Results, %

Критерии приемлемости
Eligibility criteria

Среднее значение
Mean 100,54 95–105

Относительное стандартное отклонение
Relative standard deviation 1,45 ≤3,0

Верхняя граница доверительного интервала
(P = 95 %)
The upper limit of the confidence interval (P = 95 %)

102,83
Должен включать 100 % 

значение
Must include 100 % valueНижняя граница доверительного интервала 

(P = 95 %)
Lower limit of the confidence interval (P = 95 %)

98,33

Методы анализа лекарственных средств
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Таблица 4. Валидация методики количественного определения бензалкония хлорида в назальном спрее  
по параметру внутрилабораторная прецизионность 

Table 4. Validation of the method for the quantitative determination of benzalkonium chloride in a nasal spray  
in terms of intermediate precision

Номер 
пробы
Sample 
number

Сотрудник 1
Employee 1

Сотрудник 2
Employee 2

Площадь пика беназкония 
хлорида, mAU ∙ с

Peak area of benazconium 
chloride, mAU ∙ s

Содержание бензалкония 
хлорида в единице жидкой 
лекарственной формы, мг

Benzalkonium chloride 
content per unit of liquid 

dosage form, mg

Площадь пика 
бензалкония хлорида, 

mAU ∙ с
Peak area of 

benzalkonium chloride, 
mAU ∙ s

Содержание бензалкония 
хлорида в единице жидкой 
лекарственной формы, мг

Benzalkonium chloride 
content per unit of liquid 

dosage form, mg

1 260,12 0,00606 259,81 0,00605

2 259,13 0,00604 257,48 0,00599

3 258,65 0,00602 258,13 0,00601

4 258,16 0,00601 259,14 0,00604

5 257,16 0,00598 257,11 0,00598

6 258,13 0,00601 258,18 0,00601

Статистические характеристики
Statistical characteristics

Среднее содержание, мг
Average content, mg

0,00602 0,00601

Стандартное отклонение, мг
Standard deviation, mg

0,0000260 0,0000261

Относительное стандартное отклонение, %
Relative standard deviation, %

0,0432 0,0434

Доверительный интервал (P = 95 %), мг
Confidence interval (P = 95 %), mg

±0,0000273 ±0,0000274

F(5 %; 5; 5) = 5,05 1,01
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Резюме
Введение. В настоящее время на территории Российской Федерации злокачественными опухолями заболевают более 600  тысяч 
человек в год. Несмотря на большой выбор противоопухолевых препаратов и разнообразие механизмов их действия, эффективность 
существующих препаратов продолжает оставаться недостаточной. Основными недостатками большинства противоопухолевых препаратов 
являются возникновение толерантности к ним опухолевых клеток, ограниченный спектр действия и высокая токсичность. В связи с этим 
создание эффективных оригинальных отечественных противоопухолевых препаратов по-прежнему сохраняет свою актуальность. Среди 
многочисленных природных и синтетических гетероциклических соединений, проявляющих противоопухолевую активность все больший 
интерес вызывают производные индоло[2,3-а]карбазола, способные к инициации различных путей гибели опухолевых клеток. Основными 
мишенями для их действия являются топоизомеразы и протеинкиназы, играющие важную роль в процессах репликации, транскрипции, 
репарации или рекомбинации дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК). Помимо противоопухолевой активности данная группа соединений 
проявляет антибактериальную, антипротозойную и иммуномодулирующую активность, что делает их весьма перспективным классом 
кандидатов на создание новых лекарственных препаратов.
Текст. Целью данного обзора является обсуждение инструментальных методов качественного и количественного анализа производных 
индоло[2,3-а]карбазола, применяемых в ведущих фармакопеях мира. Данные методы могут быть использованы как при фармакокинетических 
исследованиях, так и при стандартизации этих соединений, в виде фармацевтических субстанций или в составе лекарственных форм.
Заключение. Для дальнейшего внедрения новой группы противоопухолевых лекарственных средств на основе производных индоло[2,3-а]
карбазола в медицинскую практику необходимо глубокое и тщательное исследование их физико-химических свойств. Обоснование и 
разработка методик анализа позволяют разработать методы, применимые для фармакокинетического анализа, так и нормативные документы 
по контролю качества и стандартизации производных индоло[2,3-а]карбазола как фармацевтических субстанций. Изучение специальной 
литературы, в которой описаны методы анализа производных индоло[2,3-а]карбазола, свидетельствует о том, что для определения 
подлинности и количественного анализа данных соединений наиболее часто используются спектрометрические (инфракрасная и 
ультрафиолетовая спектрометрия) и хроматографические (тонкослойная хроматография и высокоэффективная жидкостная хроматография) 
методы.

Ключевые слова: индоло[2,3-а]карбазол, фармакокинетика, анализ, стандартизация, фармацевтические субстанции, спектрофотометрия, 
хроматография.
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Abstract
Introduction. Currently, more than 600 thousand people a year are affected by malignant tumors on the territory of the Russian Federation. Despite 
the large selection of antitumor drugs and the variety of mechanisms of their action, the effectiveness of existing drugs continues to be insufficient. 
The main disadvantages of most antitumor drugs are the emergence of tolerance to them of tumor cells, a limited range of action and high toxicity. In 
this regard, the creation of effective original domestic antitumor drugs still remains relevant. Among the numerous natural and synthetic heterocyclic 
compounds that exhibit antitumor activity, indolo[2,3-a]carbazole derivatives that can initiate various pathways of tumor cell death are of increasing 
interest. The main targets for their action are topoisomerases and protein kinases, which play an important role in the processes of replication, 
transcription, repair or recombination of deoxyribonucleic acid (DNA). Due to this, in addition to antitumor activity, this group of compounds shows 
antibacterial, аntiprotozoal and immunomodulatory activity, which makes them a very promising class of candidates for the creation of new drugs.
Text. The purpose of this review is to discuss instrumental methods for qualitative and quantitative analysis of indolo[2,3-a]carbazole derivatives used 
in the world's leading pharmacopoeias. These methods can be used both in pharmacokinetic studies, and in the standardization of these compounds, 
in the form of pharmaceutical substances, or as part of drug forms.
Conclusion. To further introduce a new group of antitumor drugs based on indole[2,3-a]carbazole derivatives into medical practice, a deep and 
thorough study of their physical and chemical properties is necessary. Justification and development of analysis methods allow us to develop 
methods applicable to pharmacokinetic studies, as well as to create regulatory documents for quality control and standardization of indolo[2,3-a]
carbazole derivatives as pharmaceutical substances. A study of the literature that describes methods for analyzing indolo[2,3-a]carbazole derivatives 
indicates that spectrometric (infrared and ultraviolet spectrometry) and chromatographic (thin-layer chromatography and high-performance liquid 
chromatography) methods are most often used to determine the authenticity and quantitative analysis of these compounds.
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ВВЕДЕНИЕ
В связи с ростом числа заболеваний злокачествен-

ными опухолями среди населения Российской Феде-
рации разработка новых противоопухолевых пре-
паратов остается одной из важных задач развития 
здравоохранения. 

Среди многочисленных гетероциклических со-
единений, проявляющих противоопухолевую актив-
ность, все больший интерес вызывают производные 
индоло[2,3-а]карбазола.

Первый представитель индоло[2,3-а]карбазолов 
с противоопухолевой активностью – стауроспорин, 
(рисунок 1) – был выделен из культуры Streptomyces 
staurosporeus еще в 1977 году. В том же году установле-
но его строение [1]. 

Позднее из Nocardia aerocolonigenes был выде-
лен второй противоопухолевый антибиотик из этой 
группы – ребеккамицин (рисунок 2), отличающийся от 
стауроспорина наличием в структуре атомов хлора, 
связанных с 1 и 11 атомами углерода, имидной связью 
в положении 6 и N-гликозидной связью с атомом азота 
в положении 12 [2]. 

В последующем из различных микроорганизмов 
был выделен ряд производных стауроспорина и ре-
беккамицина, также проявивших противоопухолевую 
активность [3, 4]. 

Основными мишенями для действия производных 
индоло[2,3-а]карбазола являются топоизомеразы и 
протеинкиназы, играющие важную роль в процессах 
репликации, транскрипции, репарации или рекомби-

нации ДНК, что делает их весьма перспективным клас-
сом новых противоопухолевых препаратов [5–10]. 

Большим препятствием для разработки лекарст- 
венных форм производных индолокарбазола, ак-
тивных в доклинических исследованиях in vitro, яв-
ляется их ограниченная растворимость, например 
ребеккамицин имеет растворимость воде менее  
10-5 г/мл [11].

Рисунок 1. Стауроспорин

Figure 1. Staurosporin
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Поэтому продолжается активный поиск производ- 
ных индоло[2,3-а]карбазола, обладающих бóльшей 
биологической активностью и бóльшей гидрофиль-
ностью, который проводится как путем модификации 
структуры соединений методами химического синте-
за, так и путем создания лекарственных форм на ос-
нове уже имеющихся соединений с применением со-
любилизаторов или липосомальных лекарственных 
форм [12–14]. 

Целью данного обзора является обсуждение  
инструментальных методов качественного и количест- 
венного анализа, которые могут быть использованы 
как для фармакокинетических исследований, так и для 
контроля качества и стандартизации как фармацевти-
ческих субстанций, так и лекарственных препаратов 
на их основе. 

СПЕКТРАЛЬНЫЕ МЕТОДЫ АНАЛИЗА

Анализ производных индоло[2,3-а]карбазола  
методом инфракрасной спектроскопии

Инфракрасная (ИК-) спектроскопия широко ис-
пользуется при качественной характеристике выде-
ленных из природных источников или синтетических 
производных индоло[2,3-а]карбазола. Например, ка-
чественный анализ многочисленных аналогов ребек-
камицина методом ИК-спектроскопии в дисках броми-
да калия показал, что они имеют характерные полосы 
поглощения в диапазоне от 3450 до 740  см-1. Так, со-
единение AT2433-A1, выделенное из Actinomadura 
melliaura (рисунок 3), имеет полосы поглощения с пи-
ками при 3425 и 3362  см-1. Данные пики свидетельст- 
вуют о большом количестве гидроксильных групп в 
углеводном фрагменте AT2433-A1, а пики при 768 и 
759 см-1 указывают на наличие органически связанно-
го хлора в ароматическом кольце [15]. 

Другое производное стауроспорина (рисунок 4), 
полученное из культуры Streptomyces longisporoflavus, 
характеризуется пиками при 1680 и 1590 см-1, указы-
вающими на амидную группу, и пиком при 740  см-1, 
свидетельствующим об ароматической природе со- 
единения [16].

ИК-спектры ряда фторсодержащих производных 
ребеккамицина (рисунки 5 a-c) имеют полосы, харак-
терные для фторооганических соединений в диапа-
зоне от 1384–1054 см-1. Примерами таких соединений 
являются фториндолокарбазолы B и C (рисунки 6 b, c) 
с пиками при 1745 см-1 и 1752 см-1 соответственно, ко-
торые указывают на наличие малемидной группы в их 
структуре. Пики при 764 см-1 и 762 см-1 соответствен-
но, подтверждают ароматическую природу данных 
соединений [17].

Ряд отечественных синтетических производных 
индоло[2,3-а]карбазола, проявивших противоопухо-
левую активность, с общей формулой, изображенной 
на рисунке 6 и лабораторным шифром ЛХС, имеют в 
ИК-спектре характерные для малемидной группы по-
лосы при 1750, 1730 и 1745 см-1 [18].

Анализ производных индоло[2,3-а]карбазола  
методом ультрафиолетовой 
спектрофотометрии

Наличие в структуре всех производных индо-
ло[2,3-а]карбазола большого количества сопряжен-
ных π-связей позволяет успешно применять метод 
ультрафиолетовой (УФ-) спектрофотометрии как для 
идентификации этих соединений, так и для их ко-

Рисунок 2. Ребеккамицин 

Figure 2. Rebeccamycin 

Рисунок 3. AT2433-A1 

Figure 3. AT2433-A1
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личественного анализа в лекарственных средствах. 
Большинство из указанных ниже производных име-
ют характерные максимумы поглощения в диапазоне 
длин волн от 200 до 500 нм. Так, например, УФ-спектр 

раствора фториндолокарбазола A в метаноле (рису-
нок 6 a) имеет максимумы поглощения при 228, 256, 
280, 316 и 398 нм с максимальной экстинкцией около 
1050 при волне 316 ± 2 нм [17]. 

Отечественное производное индоло[2,3-а]карба-
зола ЛХС-1208 имеет максимумы поглощения при 287, 
320 и 420 нм в диметилфомамиде. Максимальная экс- 
тинкция наблюдается при длине волны 320 ± 2 нм и 
составляет 1054 ± 30 (рисунок 7) [19]. 

Описанное выше соединение с лабораторным 
шифром AT2433-A1, демонстрирует максимумы погло-
щения при 283, 316 и 395 нм с максимальной экстинк-
цией 45562 при 316 нм [15].

Хроматографические методы анализа

Наиболее распространенными фармакопейны-
ми методами хроматографического анализа, которые 
применяются при идентификации вновь полученных 

Рисунок 4. Производное стауроспорина, выделенное из куль-
туры Streptomyces longisporoflavus 

Figure 4. Staurosporin derivative isolated from Streptomyces 
longisporoflavus

Рисунок 5. Фториндолокарбазолы A, B и C 

а – Фториндолкарбазол А: (R1-H, R2-F, R3=H, R4-Me); b – Фто-
риндолкарбазол B: (R1-H, R2-F, R3-H, R4-H); c – Фториндолкар-
базол С: (R1-H, R2-H, R3-F, R4-H) 

Figure 5. Fluorindolocarbazoles A, B and C

a – Fluorindolcarbazole A: (R1-H, R2-F, R3-H, R4-Me); b  – 
Fluorindolcarbazole B: (R1-H, R2-F, R3-H, R4-H); c – Fluorindolcar-
bazole C: (R1-H, R2-H, R3-F, R4-H)

Рисунок 6. Производные индоло[2,3-а]карбазола – предшест- 
венники серии препаратов ЛХС 

a – (R-рибоза); b – (R-галактоза); c – (R-лактоза) 

Figure 6. Indolo[2,3-a]carbazole derivatives are precursors of the 
“LHS” drug series

a – (R-ribose); b – (R-galactose); c – (R-lactose)

Рисунок 7. Электронный спектр поглощения ЛХС-1208 
(0,0006 % раствор в диметилформамиде) 

Figure 7. Electronic absorption spectrum of LHS-1208 (0.0006 % 
solution in dimethylformamide) 
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соединений, являются методы высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) и тонкослойной 
хроматографии (ТСХ). 

Анализ производных индоло[2,3-а]карбазола  
методом ВЭЖХ 

Многочисленные работы по синтезу, выделению 
из природных источников производных индоло[2,3-а]
карбазола включают методы ВЭЖХ с использованием  
разнообразных стационарных фаз, систем элюен-
тов и детекторов. Большинство из описанных мето-
дик успешно применяются в фармакокинетических 
исследованиях при изучении содержания производ- 
ных индоло[2,3-а]карбазола в биологических жид-
костях в неизмененном виде. При дальнейшем усо-
вершенствовании этих методик для фармацевтичес- 
кого анализа может быть возможно их приме-
нение для стандартизации производных индо-
ло[2,3-а]карбазола как лекарственных средств. В 
качестве примера применения ВЭЖХ в фармакоки-
нетике можно рассмотреть определение содержания  
мидостаурина (рисунок 8), продуцируемого бактери-
ями Streptomyces staurosporeus, в плазме крови мы-
шей. Определение мидостаурина проводили с ис-
пользованием флуориметрического детектора при 
длинах волн 286/386  нм с разделением анализиру-
емого образца на колонке μBondapak RP-18 разме-
ром 300 × 3,9 мм и размером частиц 10  мкм. В этом 
случае в качестве подвижной фазы (ПФ) применя-
ли смесь ацетонитрила и 0,001 М раствора ацета-
та аммония в воде в соотношении 45:55. Предел об-
наружения мидостаурина в таких условиях составил  
0,5  нг/мл. Применение колонки RP LiChrospher C-18 
размером 125 × 4,0 мм с диаметром частиц сорбен-
та 5  мкм с использованием ПФ, включающей аце- 
тонитрил (фаза А) и раствор трифторуксусной кисло-
ты в фосфатном буфере (445 мкл/л) (фаза B), позволяет 
повысить чувствительность методики и обнаруживать 
минимально 0,1 нг/мл мидостаурина [20].

Другое производное стауроспорина, получив-
шее лабораторный шифр UCN-01, обнаруживали в 
плазме крови и слюне с использованием диодно-мат- 
ричного детектора (длина волны 295 нм), колонки 
Nova-Pak Phenyl размером 150 × 3,9 мм (размер час- 
тиц 4 мкм) и ПФ, состоящей из 0,05 М раствора  
аммония ацетата в воде (фаза А) и ацетонитрила (фа-
за B). Предел обнаружения составил 200 нг/мл [21]. 
Применение флуориметрического детектора в ди-
апазоне длин волн 310/410  нм и ПФ (0,5 М раствор 
аммония ацетата в ацетонитриле и 0,2 % водный  
раствор триэтиламина в соотношении 45:55) позво-
лило снизить предел обнаружения UCN-01 в плазме 
до 100 нг/мл [22].

Метод ВЭЖХ также применяли при идентифика-
ции ребеккамицина и его производных с общей фор-
мулой, изображенной на рисунке 9 a–d. В таблице 1 
указаны хроматографические условия, применяемые 
при анализе синтезированных соединений, и времена 
их удерживания. 

Анализ производных индоло[2,3-а]карбазола  
методом ТСХ

За счет высокой селективности и низкой стоимос- 
ти метод ТСХ успешно применяется как при очистке 
(препаративная ТСХ), так и при идентификации новых 
химических соединений.

Рисунок 8. Мидостаурин 

Figure 8. Midostaurin

Рисунок 9. Структурная форма ребеккамицина и ряда других 
производных индоло[2,3-а]карбазола, анализируемых мето-
дом ВЭЖХ 

a – (R1=4-Me-D-Glc; R2=H; R3=Cl; R4=H; R5=H); b – (R1=Glc; R2=H; 
R3=H; R4=H; R5=H); c – (R1= 4-Me-D-Glc; R2=H; R3=H; R4=H; 
R5=F); d – (R1=D-Xyl; R2=NH-C(O)-α-Pyridine; R3=H; R4=H; R5=H) 

Figure 9. The structural form of rebecamycin and a number of 
other indolo[2,3-a]carbazole derivatives analyzed by HPLC

a –(R1=4-Me-D-Glc; R2=H; R3=Cl; R4=H; R5=H); b – (R1=Glc; R2=H; 
R3=H; R4=H; R5=H); c – (R1=4-Me-D-Glc; R2=H; R3=H; R4=H; 
R5=F); d – (R1=D-Xyl; R2=NH-C(O)-α-Pyridine; R3=H; R4=H; R5=H)
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Таблица 1. Условия и результаты ВЭЖХ  
некоторых антибиотиков группы ребеккамицина  
и ряда других производных индоло[2,3-а]карбазола

Table 1. Conditions and results of HPLC of some antibiotics  
of the rebecamycin group and a number  
of other indolo[2,3-a]carbazole derivatives
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11 a

Altex Spherisorb ODS 4,6 × 250 мм, 10 мкм
Ацетонитрил/метанол/0,1 М водный раст- 

вор ацетата аммония 4:3:3; 243 нм
Altex Spherisorb ODS 4.6 × 250 mm, 10 μm
Аcetonitrile/ methanol/0.1 M aqueous solu-

tion of ammonium acetate 4:3:3; 243 nm

[23]

11 b

QBX C18
0,1 М водный раствор ацетата аммония/ме-

танол/ацетонитрил 4:3:3; 315 нм 
1 M aqueous solution of ammonium acetate/

methanol/acetonitrile 4:3:3; 315 nm

[24]

11 c

μBondapak Waters Associates 3,9 × 300 мм
0,1 М водный раствор ацетата аммония/ме-

танол/ацетонитрил 4:3:3; 313 нм 
μBondapak Waters Associates 3.9 × 300 mm
0.1 M aqueous solution of ammonium acetate/

methanol/acetonitrile 4:3:3; 313 nm

11,7 [17]

11 d

Zorbax SB-С18 150 × 3 mm, 3,5 μm 
Градиентный режим фаза А: ацетонитрил/ 

0,1 % раствор трифторуксусной кислоты в 
воде (1:9); фаза В: ацетонитрил/0,1 % раствор 
трифторуксусной кислоты в воде (9,5:0,5)

Zorbax SB-С18 150 × 3 мм, 3.5 мкм 
Gradient mode phase A: acetonitrile/0.1 % 

trifluoroacetic acid solution in water (1:9); phase 
B: acetonitrile/0.1 % trifluoroacetic acid solution 
in water (9.5:0.5)

11 [25]

Например, 4’-N-метил-5’-гидроксистауроспорин 
(рисунок 10) и 5’-гидроксистауроспорин, выделенные 
из культуры Micromonospora sp., подвергались качест- 
венной оценке на пластинках с силикагелем фирмы 
«Merсk» с диаметром частиц 40–63 мкм с примене-
нием аналогичной системы растворителей. Детекти-
рование проводили при длине волны 254 нм или при  
опрыскивании «ванилиновым реактивом». Значение 
Rf для 4’-N-метил-5’-гидроксистауроспорина и 5’-гид- 
роксистауроспорина составляло 0,55 и 0,40 соот-
ветственно. Помимо указанной выше системы раст- 
ворителей, авторы применяли систему хлороформ/
изопропанол (10:1), в которой Rf составляло 0,35 и 0,25 
соответственно [26]. 

При хроматографировании на силикагеле в систе-
ме хлористый метилен/изопропанол (10:1) с последу-
ющим детектированием в ультрафиолете при длинах 
волн 254 нм и 366 нм, 3’-деметокси-3’-гидроксиста-
уроспорин и стауроспорин имели значения Rf 0,14 и 
0,69 соответственно [27]. 

Для оценки качества указанного выше отечест- 
венного препарата ЛХС-1208 исследуемый образец 
анализировали на пластинках «Sorbfil» ПТСХ-АФ-А. 
Идентификацию проводили, просматривая пластин-
ки в УФ-свете. ПФ, применяемые для оценки качества  
ЛХС-1208, указаны в таблице 2 [13, 28]. 

Таблица 2. Значения Rf для ЛХС-1208  
в различных системах растворителей

Table 2. Rf values for LHS-1208 in various solvent systems

Система растворителей
Solvent system

Rf ЛХС-1208
Rf LHS-1208

Ацетон : этилацетат : вода (10:4:1)
Acetone : ethyl acetate : water (10:4:1)

0,53

Бензол : этанол 95 % (1:1)
Benzene : 95 % ethanol (1:1)

0,66

н-бутанол : н-гексан (1:1)
n-butanol : n-hexane (1:1)

0,33

Пропанол-2 : 25 % аммиак:ацетон (2:1:3) 
Propanol-2 : 25 % ammonia:acetone (2:1:3)

0,58

Хлороформ : метанол (5:1)
Chloroform : methanol (5:1)

0,77

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработка новых отечественных противоопухо-

левых препаратов является одной из наиболее акту-
альных задач, стоящей перед современной наукой. 
Особый интерес представляют производные индо-
ло[2,3-а]карбазола. Основной отличительной особен-
ностью механизма действия данных соединений явля-
ется возможность взаимодействовать с несколькими 
мишенями гибели опухолевых клеток.

Для внедрения этой группы противоопухолевых 
лекарственных средств в медицинскую практику не-
обходимо глубокое исследование их физико-хими-
ческих свойств, а также обоснование и разработка 

Рисунок 10. 4'-Nметил-5'-гидроксистауроспорин

Figure 10. 4' – N-methyl-5'-hydroxystaurosporin
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методик анализа как для фармакокинетических ис-
следований, так и для дальнейшей их стандартизации 
как лекарственных средств.

Литературные данные по методам анализа про-
изводных индоло[2,3-а]карбазола свидетельствуют о 
том, что для определения подлинности противоопу-
холевых препаратов производных индоло[2,3-а]кар-
базола наиболее часто используются методы ИК- и 
УФ-спектрометрии, ТСХ и ВЭЖХ.

Для фармакокинетических исследований и обна-
ружения производных индоло[2,3-а]карбазола в био-
логических жидкостях широкое распространение по-
лучил метод ВЭЖХ.

Для количественного анализа и определения чис- 
тоты производных индоло[2,3-а]карбазола применяют 
УФ-спектрофотометрию и ВЭЖХ.
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Резюме
Введение. В обзоре описаны физико-химические свойства гиалуроновой кислоты, благодаря которым она нашла применение в 
офтальмологии. Также были рассмотрены способы определения гиалуроновой кислоты с помощью различных аналитических методов.
Текст. Гиалуроновая кислота (ГК) – это высокомолекулярный гликозаминогликан, который состоит из повторяющихся дисахаридов 
N-ацетилглюкозамина и D-глюкуроновой кислоты. Карбоксильные, гидроксильные и ацетоамидные группы придают молекуле этого 
анионного гетерополисахарида гидрофильные свойства. В зависимости от того, каким способом получают гиалуроновую кислоту, ее 
молекулярная масса варьируется в широком диапазоне. Разработаны методы количественного определения гиалуроновой кислоты, к 
которым относятся: метод турбидиметрического титрования, метод капиллярного электрофореза и высокоэффективной жидкостной 
хроматографии, а также ИК-спектроскопический метод. 
Заключение. Благодаря своим свойствам гиалуроновая кислота находит широкое применение как активное вещество в составе 
лекарственных препаратов. На сегодняшний день разработаны методики количественного определения гиалуроновой кислоты, среди 
которых метод турбидиметрического титрования, метод капиллярного электрофореза. Методы высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ) и ИК-спектроскопии, рассмотренные в данной статье, представлены также в Японской фармакопее и Европейской 
фармакопее. Данные методики получили широкое распространение благодаря высокой воспроизводимости, точности и относительной 
простоте. 

Ключевые слова: гиалуроновая кислота, строение ГК, структура ГК, турбидиметрическое титрование, ИК-спектроскопия, ВЭЖХ.
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Abstract
Introduction. This review describes the physicochemical properties that determine the use of hyaluronic acid in ophthalmology. We have studied 
methods for determining hyaluronic acid using various analytical methods.
Text. Hyaluronic acid is a high molecular weight glycosaminoglycan that consists of repeating disaccharides of N-acetylglucosamine and D-glucuronic 
acid. Carboxyl, hydroxyl and acetoamide groups give hydrophilic properties to the molecule of this anionic heteropolysaccharide. Depending on how 
the hyaluronic acid is obtained, its molecular weight varies over a wide range. Researchers developed methods for controlling hyaluronic acid, which 
include the turbidimetric titration method, the method of high-performance capillary electrophoresis and high-performance liquid chromatography 
and IR spectroscopic method.
Conclusion. Due to its properties, hyaluronic acid is widely used as an active ingredient in pharmaceutical preparations. Today, there are a number 
of methods for the determination of hyaluronic acid, including the method of turbidimetric titration, the method of capillary electrophoresis. 
High performance liquid chromatography (HPLC) and IR spectroscopy methods are presented in the Japanese Pharmacopoeia and the European 
Pharmacopoeia. These techniques are widely used due to their high reproducibility, accuracy, and relative simplicity.
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ВВЕДЕНИЕ
Гиалуроновая кислота (ГК) представляет собой 

природный полимер, молекулярная масса (ММ) кото-
рого варьируется в широких пределах. Средняя ММ 
макромолекул ГК, содержащихся в синовиальной жид-
кости человека, составляет 3 140 000 [1].

Благодаря реологическим свойствам растворы, 
содержащие ГК, являются идеальными смазочными 
материалами. Помимо этого, ГК обладает гидрофиль-
ными свойствами и действует как амортизирующая 
жидкость.

ГК обладает рядом «фармакологических эффек-
тов», благодаря которым применяется в офтальмо-
логических препаратах. В офтальмологии ГК исполь-
зуется в хирургической практике и входит в состав 
материала контактных линз для более комфортного 
ношения [2]. 

В настоящее время ГК получают методом фермен-
тации с использованием бактерий (Streptococcus equi 
и Streptococcus zooepidemicus), что приводит к более 
высокой степени очистки ГК, улучшая тем самым пе-
реносимость препаратов – слезозаменителей [3].

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА
Гиалуроновая кислота (рисунок 1) представляет  

собой высокомолекулярный гликозаминогликан, ко-
торый состоит из повторяющихся дисахаридов N- 
ацетилглюкозамина и D-глюкуроновой кислоты. Ато-
мы водорода СООН-групп некоторых элементарных 
звеньев β-D-глюкуроновой кислоты могут быть заме-
щен на натрий. Полученные полисахариды называют-
ся натриевой или калиевой солью гиалуроновой кис-
лоты (гиалуронат натрия или гиалуронат калия) [1].

В очищенном виде это белый мелкодисперсный 
порошок. Гиалуроновая кислота – это оптически ак-
тивный полимер, который растворяется в воде и вод-

ном растворе хлорида натрия, практически нераство-
римый в органических растворителях [4, 5]. 

ГК обладает уникальными реологическими свойст- 
вами. Так, в растворе полимерная цепь гиалурона-
на принимает форму расширенной случайной спира-
ли. Эти цепочки сцепляются друг с другом при очень 
низких концентрациях. При более высоких концент- 
рациях растворы имеют чрезвычайно высокую, но 
зависящую от сдвига вязкость. 1 % раствор похож на 
«желе», но когда он находится под давлением, он лег-
ко перемещается и может быть введен через иглу с 
маленьким отверстием. Поэтому его называют «псев-
допластическим» материалом. Эластические свойства 
раствора изменяются по мере нарастания концентра-
ции и молекулярной массы полимеров [6]. В концент- 
рированных растворах гиалуроновая кислота приоб-
ретает различные пространственные структуры. 

Первичная структура ГК состоит из повторяющих-
ся дисахаридных звеньев D-глюкуроновой кислоты и 
N-ацетил-D-глюкозамина с количеством водородных 
связей до 5, существующих между каждыми двумя со-
седними дисахаридами. Вторичные структуры форми-
руются в виде двухслойных спиралей в форме ленты 
путем скручивания каждого дисахаридного блока на 
180° по сравнению с теми, которые находятся впере-
ди и позади него в цепи [7]. Третичная структура мо-
жет образовывать в пространстве как β-слой, так и 
спиральные конфигурации, которые присущи поли-
меру в растворе, что объясняется водородными свя-
зями между гидроксильными группами вдоль цепи 
полимера [6]. 

В таких растворах молекулярные клубки переп- 
летаются между собой и происходит образование 
областей с пониженным содержанием воды, так как 
определенные дисахаридные звенья определенной 
молекулы занимают свободные места. Клубки гиа-
луроновой кислоты, принимающие форму «сжатой 
губки», начинают расправляться, когда попадают в 
водную среду, при этом ГК принимает наиболее энер-
гетически выгодную конформацию [8].

Наличие большого количества гидроксильных 
групп, приводящее к образованию водородных свя-
зей, объясняет способность гиалуроновой кислоты 
удерживать воду. По некоторым исследованиям ГК 
может удерживать количество воды в 1000 раз пре-
вышающее собственную массу [8]. Связывание воды 
и возникающее вследствие этого набухание опреде- 
ляет биологическую роль ГК в регулировании прони-

Рисунок 1. Структурная формула гиалуроновой кислоты

Figure 1. Structural formula of hyaluronic acid
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цаемости тканей. Гиалуроновая кислота играет роль 
основного структурообразующего гликозаминогли- 
кана (ГАГ), так как связывает коллагеновые волок-
на, белки и другие вещества в единую систему, обра-
зуя тем самым «буферный объем», который дает ту 
самую прочность и эластичность для механических 
тканей [1].

МЕТОДЫ  
КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ

В работе [9] описан метод определения гиалуро-
ната натрия турбидиметрическим титрованием. Ме-
тод основан на определении концентрации вещества 
в растворе по возрастанию мутности (уменьшение 
пропускания) при добавлении титранта. В качестве 
коагулянта для осаждения гиалуроната натрия было 
использовано катионное поверхностно-активное ве-
щество цетилпиридиний хлорид. Для определения 
точки эквивалентности был использован фототрод. В 
проведенном исследовании было показано преиму-
щество использования цетилпиридиний хлорида в 
качестве титранта с концентрацией 1 мг/мл со значе-
нием pH, доведенного до pH 7,0 ± 0,2 с помощью 1  М 
гидроксида калия либо фосфорной кислотой при 
длине волны 520 нм. 

В работе было отмечено, что увеличение скорости 
перемешивания влияло на увеличение процента шума 
передачи. Это может быть из-за образования пузырь-
ков в титровальном стакане, содержащем раствор 
образца. Значительная ошибка возникла вблизи точ-
ки эквивалентности. Скорость перемешивания опти-
мизировалась путем титрования с разной скоростью. 
Наиболее лучшие результаты были получены с посто-
янной скоростью перемешивания 25 %. 

Рассчитано относительное стандартное отклоне-
ние содержания гиалуроната натрия в шести образцах 
растворов, которое для гиалуроната натрия составило 
1,08 %. 

Промежуточная прецизионность была выполне-
на путем анализа образцов двумя разными исследо-
вателями, использующими разные инструменты. Каж-
дый исследователь подготовил стандартный образец 
и шесть разных образцов. Относительное стандарт-
ное отклонение, полученное из 12 результатов анали-
за двумя исследователями, составило 1,08 % для гиа-
луроната натрия.

В работе [10] в качестве биозондера для опре-
деления гиалуроновой кислоты (ГК) методом вольт- 
амперометрии с линейной разверткой на ртутном ка-
пельном электроде был выбран катионный краситель 
феносафранин. В результате экспериментов было по-
казано, что при электростатическом взаимодействии 
феносафранина с гиалуроновой кислотой образует-
ся супрамолекулярный комплекс, что в свою очередь 
приводит к уменьшению вольтамперометрического 
тока феносафранина. Именно на этом уменьшении 
высоты пика тока основан непрямой метод определе-
ния гиалуроновой кислоты (ГК).

Использовали разное количество ГК с концентра-
цией 1 г/л в буферном растворе Бриттона – Робинсо-
на (Б-Р) (рН 4.5), чтобы получить спектры поглощения 
в УФ- и видимой областях феносафранина и его сме-
сей. Максимум поглощения феносафранина составил 
529 нм, в то время как в буферном растворе поглоще-
ния не наблюдалось. 

Были сняты вольтамперометрические кривые 
производной второго порядка с линейной разверт-
кой; чувствительность этого метода выше, чем у клас-
сической полярографии. Приведены типичные вольт- 
амперограммы системы, в которой взаимодействуют 
феносафранин и гиалуроновая кислота. Были постро-
ены кривые буфера Бриттона – Робинсона (Б-Р). 

Кривая для феносафранина в буферном раство-
ре Бриттона  – Робинсона (рН 4.5) показала хорошо 
выраженный вольтамперометрический пик тока вос-
становления при –0,42 В. Он относится к восстанов-
лению пиразиновой группы в молекуле феносафра-
нина. Кривые в растворе феносафранина были сняты 
с различными добавками гиалуроновой кислоты. 
После добавления гиалуроновой кислоты пик тока 
восстановления снижается без изменения своего по-
тенциала; это означает, что феносафранин реагирует  
с гиалуроновой кислотой, образуя в растворе био- 
супрамолекулярный комплекс. 

Таким образом, концентрация феносафранина в 
растворе понижается, и высота пика тока восстанов-
ления постепенно уменьшается. Уменьшение пика 
тока пропорционально увеличению концентрации 
гиалуроновой кислоты, что в дальнейшем использует-
ся при ее определении.

В исследовании [11] содержание и молекулярную 
массу гиалуроновой кислоты определяли капилляр-
ным электрофорезом. При использовании необрабо-
танного капилляра с расплавленным кремнеземом 
(длина 75 микрон) длиной 58 см (эффективная длина 
50  см) по истечении 15 мин наблюдали пик гиалуро-
новой кислоты при 20 кВ в 50 мМ фосфатном буфере 
(рН  4,0). Калибровочные кривые показали линейную 
зависимость в концентрации от 0,01 мг/мл до 3,3 мг/мл 
для всех исследованных образцов ГК. Предел обнару-
жения ГК при 185 нм составлял 1,0 мкг/мл при отноше-
нии сигнал-шум равном 5. 

Образцы ГК исследовали в буфере, содержащем 
пуллулан (ПУ), который использовался в качестве до-
бавки для формирования матрицы. Образцы ГК де-
монстрировали заметное пиковое уширение при 
анализе в буферном растворе, содержащем ПУ с за-
данной молекулярной массой.

Известен анализ гиалуроновой кислоты методом 
гель-проникающей и эксклюзионной хроматографии 
с детектором многоуглового светорассеяния [12].

Система гель-проникающей и эксклюзионной 
хроматографии является методом измерения моле-
кулярной массы гиалуроновой кислоты. Истинные 
молярные массы могут быть получены при использо-
вании многолучевого рассеяния света в сочетании с 
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детектором показателя преломления. Приращение 
показателя преломления (dn/dc) для оценки данных 
рассеяния света может быть определено в режиме 
реального времени, измерено в автономном режиме 
с использованием специализированной аппаратуры 
или взято из литературы.

Образцы с высокой молекулярной массой тре-
буют более низких скоростей потока и концентраций 
при хроматографировании. Условия гель-проника- 
ющей и эксклюзионной хроматографии были оптими-
зированы для гиалуроновой кислоты с высокой мо-
лекулярной массой в отношении загрузки, скорости 
потока, размера частиц колонки и пористости. При 
подготовке образца было учтено содержание воды 
около 12 %.

Из-за отсутствия высокомолярных калибровоч-
ных стандартов рекомендуется использовать опреде-
ление рассеяния света. Это позволяет также измерять 
истинные молекулярные массы. 

Увеличение показателя преломления (dn/dc) для 
гиалуроновой кислоты (0,165 мл/г) использовалось 
для оценки данных рассеяния света. Была изучена 
концентрация, измеренная детектором, а также из-
меренная молекулярная масса в режиме реального 
времени. Восстановление образца составило почти 
100 %, что указывает на то, что весь материал элю- 
ируется из колонки. 

В работе [13] авторами определено содержание 
гиалуроната натрия с концентрацией 2,0 мг/мл в фар-
мацевтическом составе с помощью ВЭЖХ-УФ. Исполь-
зовали подвижную фазу, состоящую из буфера 0,05 М 
дигидрофосфата калия, рН доведено до 7,0 гидрокси-
дом калия (10 %). Хроматографию осуществляли при 
25  °С и объем раствора, вводимый в колонку BioSep 
SEC S2000 (300 × 7,8 мм), составлял 10 мкл, скорость 
потока 1,0 мл/мин. Обнаружение проводили с исполь-
зованием УФ-детектора при длине волны 205 нм. Вре-
мя удерживания гиалуроната натрия составляло око-
ло 4,9 мин при коэффициенте асимметрии 1,93.

pH подвижной фазы может влиять на время 
удерживания аналита, а также чувствительность 
обнаружения. 

Было установлено, что значение рН 7,0 является 
оптимальным для определения гиалуроната натрия. 
Концентрация буфера – еще один фактор, который 
может изменить образование ионной пары. 

Снижение высоты пика было замечено при кон-
центрации дигидрофосфата калия менее 0,05  М. 
Это может быть связано с высоким содержанием 
водной среды, которая неблагоприятна для ионного 
сшивания. 

Инструментальная точность определялась шестью 
повторностями, рассчитано относительное стандарт-
ное отклонение, которое составило 0,49 %.

В исследовании [14] были получены ИК-спектры 
гиалуроновой кислоты при относительной влаж-
ности в диапазоне от 8 до 96 % с шагом 4 %. Инфра-
красные спектры измеряли с использованием инф- 

ракрасного спектрометра с преобразованием Фу-
рье-преобразования BioRad FTS60a, который был 
дополнен поляризатором на основе проволочной 
сетки. В качестве фона был использован пустой крис- 
талл ATR (без образца).

Интерпретацию ИК-спектра ГК проводили в об-
ласти 3750–2750 см-1. Широкая полоса поглощения в 
основном относится к O–H растяжению ν13(OH) воды. 
Полоса состоит из (в основном неразрешенных) под-
диапазонов, соединенных с водородными связан-
ными гидроксильными группами (3280 см-1), которая 
включает в себя первый обертон изгибающего коле-
бания молекул воды при ν2(OH): 1650 см-1. При увели-
чении влажности поглощение ν13(OH) возрастает.

Кроме того, при указанном выше диапазоне отно-
сительной влажности были получены ИК-спектры 
поглощения в области 1700–1500 см-1 для гиалуроно-
вой кислоты (ГК) и хондроитинсульфата (ХС). Погло-
щение в этой области спектра постепенно уменьша-
ется при более высокой относительной влажности в 
результате разбавления полисахарида. Увеличенная 
область показывает, что положение полосы для ре-
жима νas(COO–) сдвигается с 1611 до 1603  см-1 для ГК, 
а также для ХС при увеличении гидратации. Частоты 
растяжения снижаются в результате образования во-
дородных связей. 

Это указывает на то, что наблюдаемый сдвиг 
частоты обусловлен ассоциацией молекул воды с 
карбоксильной группой через водородные связи. 
Дальнейшие изменения положения полос в этой 
спектральной области не наблюдались. Существова-
ние этой полосы в наблюдаемой спектральной облас- 
ти дает убедительные доказательства того, что опти-
мальное значение рН находится в диапазоне 4–7, что 
приводит к депротонированному состоянию (COO–). 
Этот результат подтверждается отсутствием полосы 
поглощения в группы C=O при 1750–700 см-1. 

В работе [15] описывается разработка быстрого, 
доступного и надежного метода обнаружения гиалу-
роновой кислоты в сложных образцах.

Метод включает в себя три основных этапа. На 
первой стадии проводят разделение гиалуроновой 
кислоты на интерферирующие гликозаминоглика-
ны, а также моно- и олигосахариды фракцией цетил-
триметиламмоний бромида. На втором этапе  – по-
следующий синтез гиалуроновой кислоты с помощью 
гиалуронаталиазы Streptococcus pneumoniae до 4,5-не-
насыщенных дисахаридов (ΔГК2). На заключительной 
стадии проводят реакцию ΔГК2 с 3-метил-2-бензоти- 
азолинонгидразоном (МБТН), что приводит к интен-
сивному синему продукту. Коэффициент экстинк-
ции продукта ΔГК2-MБТН составляет 34735  моль-1 
при 654  нм. Теоретическая чувствительность анали-
за составляет 0,07–0,09  мг/л ГК. Практическая чув-
ствительность составляет 0,3 мг/л; максимальная по-
вторяемость достигалась в диапазоне 3–2000 мг/л ГК 
(r2 = 0,9994). Время анализа составляло 25–60 мин в за-
висимости от сложности образца.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данном обзоре были изучены физико-химичес- 

кие свойства гиалуроновой кислоты, благодаря кото-
рым она применяется в медицине в целом, а в част-
ности в офтальмологическом направлении.

Проанализировав свойства ГК, можно сказать, что 
данный полимер обладает рядом положительных ка-
честв, среди которых высокая степень удерживания 
влаги, уникальные реологические свойства, позволя-
ющие ГК проявлять себя как вязкоупругий гель даже 
при низких концентрациях.

Несмотря на тот факт, что гиалуроновая кислота 
имеет разные источники происхождения, ее химичес- 
кая структура всегда одинакова и различается, как 
уже было рассмотрено выше, только молекулярной 
массой. 

На сегодняшний день известны различные мето-
дики количественного определения гиалуроновой 
кислоты, рассмотренные в данной статье. Среди них 
метод турбидиметрического титрования, метод ка-
пиллярного электрофореза, высокоэффективной 
жидкостной хроматографии и ИК-спектроскопии и 
др. Данные методики получили большое распростра-
нение благодаря высокой воспроизводимости, точ-
ности и относительной простоте.
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Резюме
Введение. В последнее время наблюдается тенденция роста числа пациентов с ожирением и лишним весом. На сегодняшний день наиболее 
эффективным лекарственным средством для лечения ожирения и снижения избыточной массы тела является сибутрамин. Лекарственный 
препарат является ингибитором обратного захвата серотонина и норадреналина, что приводит к уменьшению чувства голода, следовательно, 
к похудению. 
Цель. Разработать и валидировать методику определения сибутрамина в лекарственных препаратах методом капиллярного электрофореза 
(КЭ) с использованием ультрафиолетового диодноматричного детектора. 
Материалы и методы. С помощью метода КЭ с ультрафиолетовым диодноматричным детектором проводили количественное определение 
сибутрамина в лекарственных препаратах. В качестве растворителя и рабочего электролита использовали раствор фосфатного буфера 
50 ммоль pH = 7,0; для разделения пиков – кварцевый капилляр 56 см, 50 мкм. 
Результаты и обсуждение. Валидацию разработанной методики проводили по следующим параметрам: специфичность, линейность, 
правильность, прецизионность, предел обнаружения и количественного определения. 
Заключение. Методика количественного определения сибутрамина в лекарственных препаратах методом КЭ с использованием 
ультрафиолетового диодноматричного детектора была разработана и валидирована. Данная методика соответствует всем требованиям 
ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитической методики» и может быть использована для проведения контроля качества лекарственных 
препаратов, действующим веществом которых является сибутрамин. 

Ключевые слова: сибутрамин, КЭ, лекарственные препараты, количественное определение, валидация.
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Abstract
Introduction. Recently, there has been a growing trend in the number of obese and overweight patients. To date, sibutramine is the most effective 
drug for treating obesity and overweight. The drug is an inhibitor of the reuptake of serotonin and norepinephrine, which leads to a decrease in 
hunger, and therefore, to weight loss.
Aim. To develop and validate a methodology for the determination of sibutramine in drugs by capillary electrophoresis (CE) using an ultraviolet 
diode array detector.
Materials and methods. Quantitative determination of sibutramine in drugs was carried out using the CE method with an ultraviolet diode array 
detector. A solution of phosphate buffer 50 mmol pH = 7.0 was used as a solvent and working electrolyte; to separate the peaks – quartz capillary 
56 cm, 50 μm.
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Results and discussion. The developed method was validated according to the following parameters: specificity, linearity, correctness, precision, 
limit of detection and limit of quantification. 
Conclusion. A method for the quantitative determination of sibutramine in drugs by the CE method using an ultraviolet diode array detector has 
been developed and validated. This method meets all the requirements of General Pharmacopoeia Monograph 1.1.0012.15 «Validation of the analytical 
method» and can be used to control the quality of drugs, the active pharmaceutical substance of which is sibutramine.
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время наблюдается тенденция рос- 

та числа пациентов с ожирением и лишним весом [1]. 
На сегодняшний день наиболее эффективным ле-
карственным средством для лечения ожирения и сни-
жения избыточной массы тела является сибутрамин. 

Согласно ИЮПАК активная фармацевтическая 
субстанция сибутрамин гидрохлорид моногидрат – 
(±)-диметил-1-[1-(4-хлорфенил)циклобутил]-N,N,3-три-
метилбутил-1-амин (рисунок 1).

Сибутрамин – ингибитор обратного захвата се-
ротонина и норадреналина, что приводит к уменьше-
нию чувства голода, следовательно, к похудению [2, 3]. 
Фармакологические эффекты достигаются вследствие 
образования активных метаболитов под действием 
изофермента CYP3A4 цитохрома P450 [2, 4, 5].

На основании проведенного анализа литератур-
ных источников по определению сибутрамина мето-
дом КЭ для определения сибутрамина используются 
буферные растворы солей с различными значениями 
pH, в качестве растворителя – рабочий электролит [6–
8]. Наиболее оптимальный рабочий электролит под-
бирался экспериментально – раствор фосфатного бу-
фера со значением pH = 7,0.

На сегодняшний день в РФ данные по определе-
нию сибутрамина методом капиллярного электрофо-
реза отсутствуют.

В настоящем исследовании показана разработ-
ка и валидация методики определения сибутрамина в 
лекарственных препаратах. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Определение сибутрамина в лекарственных пре-
паратах проводили на системе капиллярного элект- 
рофореза Agilent 7100, оснащенной ультрафиолето-
вым детектором на диодной матрице. Обработка бы-
ла проведена с помощью программы OpenLAB CDS 
ChemStation.

Реактивы и растворы 

Для проведения исследования были использова-
ны: натрия дигидрофосфат NaH2PO4 (х.ч., «Химмед»), 
вода Milli-Q; 1 М NaOH (Agilent), 0,1 М NaOH (Agilent), 
метанол (supergradient grade, J.T. Baker). Для приго-
товления растворов рабочих образцов применяли 
стандартные образцы: сибутрамина гидрохлорида 
(Tocris, Великобритания, содержание 100,0 %, годен до 
01.2021  г.), целлюлоза микрокристаллическая (Sigma 
Aldrich, США, содержание 99,9 %, годен до 12.2021  г.), 
метформина гидрохлорид (USP reference standard). 

Исходные и рабочие растворы стандартов раст- 
воряли в электролите – растворе фосфатного буфера 
pH = 7,0.

Пробоподготовка

Приготовление водного раствора  
фосфатного буфера 50 ммоль pH = 7,0  
(NaH2PO4; NaOH).

Для приготовления раствора фосфатного буфера 
50 ммоль pH = 7 в стакан объемом 1000 мл отмери-
вают 950 мл воды Milli-Q и, тщательно перемешивая, 
прибавляют 6000 мг соли натрия дигидрофосфа-
та. Содержимое переносят в мерную колбу вмести-

Рисунок 1. Структурная формула сибутрамина

Figure 1. The structural formula of sibutramine
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мостью 1000 мл, раствором NaOH 1 М доводят pH 
до значения 7,0, доводят водой Milli-Q до метки и 
перемешивают. 

Приготовление исходного  
и рабочего раствора сибутрамина 

Навеску сибутрамина около 10 мг (здесь и далее: 
точная навеска) помещали в мерную колбу объемом 
10 мл, прибавляли 8 мл рабочего электролита, пере-
мешивали до полного растворения, доводили объем 
до метки раствором фосфатного буфера pH = 7,0 и 
перемешивали, получая исходный раствор с концент- 
раций 1,0 мг/мл. 

1 мл исходного раствора помещали в колбу на 
10 мл, доводили до метки рабочим электролитом, по-
лучая раствор стандарта сибутрамина с концентра-
цией 0,1 мг/мл.

Условия проведения анализа методом КЭ

Условия проведения анализа методом КЭ были 
подобраны в процессе эксперимента и представлены 
в таблице 1.

Таблица 1. Условия проведения анализа методом КЭ

Table 1. Analysis conditions for the СE methodology

Параметр
Parameter

Значение
Value

– рабочий электролит
– working electrolyte

Фосфатный буфер 50 ммоль 
pH = 7,0

Phosphate buffer 50 mmol 
pH = 7.0

Капилляр
Capillary

Температура
Temperature

20 °C

Напряжение
Voltage

+20 кВ
+20 kV

Сила тока
Current strength

100 мА
100 mA

Детектирование
Detection

УФ-спектрофотометричес- 
кое при λ = 225 нм

UV-spectrophotometric at λ = 
225 nm

Характеристики методики
Method characteristics

Примерное время удержива-
ния, мин (tR)

Approximate retention time, min 
(tR)

6 мин
6 min

Время анализа, мин
Analysis time, min

8 мин
8 min

Подготовка капилляра к работе

Капилляр между анализами промывают раствора-
ми в следующей последовательности:

0,1 М NaOH – 10 минут;
Водой Milli-Q – 10 минут;
Рабочим электролитом – фосфатным буфером 

pH = 7 – 20 минут.

В случае ежедневного использования системы ка-
пиллярного электрофореза в конце анализа капил-
ляр последовательно промывали водой Milli-Q, 0,1  М 
NaOH, водой Milli-Q и метанолом в течение 5 минут, 
затем продували воздухом и оставляли концы капил-
ляра на ночь в пустых виалах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики 

При разработке методики было эксперименталь-
но установлено, что подходящим для проведения ана-
литической методики является кварцевый капилляр 
длиной 56 см, 50 мкм. При использовании данного ка-
пилляра примерное время удерживания составляет 
6 минут, общее время анализа – 8 минут. 

В процессе эксперимента были протестирова-
ны различные растворы электролитов. Наиболее 
подходящий из них – раствора фосфатного буфера 
50 ммоль. Значение pH изменяли от 3,0 до 9,0. При зна-
чении pH фосфатного буфера, равного 7,0, примерное 
время удерживания составляет около 6 минут, дости-
гается получение пика, удовлетворяющего требова-
ниям НД [9].

Валидацию аналитической методики определе-
ния сибутрамина методом КЭ проводили согласно 
ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитической методики», 
ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая обработка результа-
тов химического эксперимента» ГФ ХIV, руководству 
В.  В.  Береговых по параметрам: специфичность, ли-
нейность, правильность, прецизионность, предел об-
наружения и количественного определения [9, 10].

Для проведения валидации необходимым являет-
ся приготовление модельных смесей: 0,010 г (0,010 ± 
0,002 г (±20 %)) субстанции сибутрамина и около 
0,156  г плацебо помещали в мерные колбы вмести-
мостью 10 мл, прибавляли 8 мл рабочего электроли-
та, помещали в ультразвуковую ванну на 20 мин. Затем 
объем содержимого колбы доводили до метки тем же 
растворителем, перемешивали и фильтровали через 
мембранный фильтр с размером пор 0,2 мкм (нейлон). 
1 мл полученного раствора переносили в мерную кол-
бу вместимостью 10 мл, доводили объем раствора в 
колбе до метки электролитом, перемешивали (табли-
ца 2).

Для доказательства специфичности получали 
хроматограммы: растворителя – рабочего электроли-
та, раствора стандарта сибутрамина, целлюлозы мик- 
рокристаллической, метформина, модельной смеси 
(сибутрамин и МКЦ), модельной смеси (сибутрамин и 
метформин) (рисунки 2–6).

Растворитель, МКЦ и метформин не мешают опре-
делению сибутрамина, чем определяется специфич-
ность методики. 

Линейность валидируемой методики была опре-
делена на 9 модельных смесях (таблица 2) согласно 
полученной калибровочной кривой (рисунок 7).
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Таблица 2. Приготовление модельных смесей

Table 2. Preparation of model mixtures

№ модельной 
смеси

№ of model 
mixture

Необходимо 
внести 

сибутрамина, г
Necessary to add 

sibutramine, g

V колбы, мл
V flask, ml

Кратность 
разведения

Dilution ratio

1 0,0080 10 10
2 0,0085 10 10
3 0,0090 10 10
4 0,0095 10 10
5 0,0100 10 10
6 0,0105 10 10
7 0,0110 10 10
8 0,0115 10 10
9 0,0120 10 10

Значение коэффициента корреляции R2 составляет 
0,9989 (более 0,9950) при y = 9886,9 x – 13,248 [x – кон-
центрация (мг/мл), y – площадь пика]. 

При оценке прецизионности и правильности 
проводили хроматографирование на 9 уровнях по 3 
повторных анализа на каждом из них. 

Правильность методики продемонстрирована 
определением степени извлечения сибутрамина, вве-
денного в модельные смеси.

Из таблицы 3 следует, что извлечение сибутра-
мина из модельных смесей в условиях эксперимента 
проходит полностью, относительная ошибка единич-

ного определения не превышает 1,5 % (0,44 %). До-
верительный интервал Х

–
  ± ΔХ

–
 (99,89 ± 0,44 %) вклю-

чает 100 %, расчетное значение критерия Стьюдента 
tрасч. (1,73) меньше табличного tтабл. (2,36), следователь-
но, методика правильна, систематическая ошибка 
отсутствует. 

Для оценки прецизионности (сходимости) ре-
зультатов был рассчитан коэффициент вариации 
(RSD), не превышающий 1 % (0,59 %). 

Предел обнаружения сибутрамина был установ-
лен на уровне 0,005 мг/мл. Предел количественного 
определения составил 0,0125 мг/мл.

Рисунок 2. Хроматограмма растворителя

Figure 2. Chromatogram of the solvent

Рисунок 3. Хроматограмма раствора стандарта сибутрамина

Figure 3. Chromatogram of a sibutramine standard solution

Рисунок 4. Хроматограмма целлюлозы микрокристалли- 
ческой

Figure 4. Chromatogram of microcrystalline cellulose

Рисунок 5. Хроматограмма раствора метформина

Figure 5. Chromatogram of metformin solution 

Рисунок 6. Хроматограмма модельной смеси

Figure 6. Chromatogram of model mixture
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Таблица 3. Результаты количественного определения  
сибутрамина в модельных смесях

Table 3. Results of the quantitative determination  
of sibutramine in model mixtures

№
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(Р
 =

 9
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%
, n

 =
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)

1 0,0791 0,0788 –0,0003 –0,38 99,62 n = 9
Х
–
  = 99,89
S = 0,59

Sx–  = 0,20
ΔХ

–
  = 0,44

ε–  = 0,44 %
tрасч. = 1,73
tcal. = 1,73

tтабл. = 2,36
ttabl. = 2,36

RSD = 0,59 %

2 0,0845 0,0847 0,0002 0,24 100,24
3 0,0903 0,0898 –0,0005 –0,55 99,45
4 0,0950 0,0945 –0,0005 –0,53 99,47
5 0,0997 0,0994 0,0003 0,30 99,70
6 0,1049 0,1041 0,0008 0,76 99,24
7 0,1102 0,1107 0,0005 0,45 100,45
8 0,1151 0,1148 –0,0003 –0,26 99,74

9 0,1197 0,1198 0,0001 0,08 100,08

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате настоящего исследования была раз-

работана и валидирована методика количественного 
определения сибутрамина в лекарственных препара-
тах методом КЭ с использованием ультрафиолетово-
го диодноматричного детектора. Разработанная мето-
дика позволяет определять сибутрамин, не разделяя 
вещество на энантиомеры, поскольку это не являет-
ся целью настоящего исследования. Кроме того, по 
сравнению с ранее опубликованными методиками 
предлагаемая нами характеризуется высокой вос-
производимостью результатов. Диапазон линейнос- 

ти методики составляет от 80 до 120 %. Данная мето-
дика соответствует всем требованиям ОФС 1.1.0012.15 
«Валидация аналитической методики» и может быть 
использована для проведения контроля качества ле-
карственных препаратов, действующим веществом 
которых является сибутрамин. 

ЛИТЕРАТУРА
1. Здравоохранение в России. Федеральная служба государствен-

ной статистики. Доступно по: https://rosstat.gov.ru/folder/210/
document/13218. Ссылка активна на 09.09.2020.

2. Регистр лекарственных средств России. Доступно по: https://
www.rlsnet.ru/ Ссылка активна на 10.09.2020. 

3. Лерман О. В., Лукина Ю. В., Кутишенко Н. П., Марцевич С. Ю. Ме-
дикаментозное лечение ожирения: особенности врачебных 
назначений, информированность, приверженность и отноше-
ние больных к лекарственной терапии ожирения. Клиницист. 
2019;13(1–2):27–33.

4. Lean M. E. Sibutramine – a review of clinical efficacy. International 
Journal of Obesity and Related Metabolic Disorders. 1997;30(6):37–39.

5. Романцова Т. И. Сибутрамин: Эффективность и безопасность при-
менения в рутинной клинической практике. Ожирение и мета-
болизм. 2015;3:18–24.

6. Akamatsu S. Mitsuhashi T. Simultaneous determination of phar-
maceutical components in dietary supplements for weight loss by 
capillary electrophoresis tandem mass spectrometry. Drug Testing 
and Analysis, 2014;6(5):426–433.

7. Hancu G., Hilochie A., Vlad A. R., Cârje A., Tero-Vescan A. Enantiometric 
separation of sibutramine by capillary zone electrophoresis. Journal 
of the Brazilian Chemical Society. 2016;27(6):1116–1120. 

8. Lee Y-J., Choi S., Lee J., Nguyen N. T., Lee K., Kang J. S., Mar W., 
Kim K.  H. Chiral discrimination of sibutramine enantiomers by 
capillary electrophoresis and proton nuclear magnetic resonance 
spectroscopy. Archives of Pharmacal Research. 2012;35(4):671–681. 

9. Государственная Фармакопея Российской Федерации 14 изда-
ние: официальный текст. М.: Федеральная электронная ме-
дицинская библиотека, 2018. Доступно по: http://www.femb.ru/
femb/pharmacopea.php.

10. Береговых В. В., ред. Валидация аналитических методик для про-
изводителей лекарств. М.: Литтерра. 2008: 132 c. 

REFERENCES
1. Healthcare in Russia. Federal State Statistics Service. Available at: https://

rosstat.gov.ru/folder/210/document/13218. Accessed: 09.09.2020. (In 
Russ.).

2. Register of medicines of Russia. Available at: https://www.rlsnet.ru/  
Accessed: 10.09.2020. (In Russ.).

3. Lerman O. V., Lukina Yu. V., Kutishenko N. P., Martsevich S. Yu. Medical 
treatment of obesity: peculiarities of medical treatments, information, 
responsibility and relation to medical treatment of obesity of patients.  
Klinicist = The Clinician. 2019;13(1–2):27–33. (In Russ.).

4. Lean M. E. Sibutramine – a review of clinical efficacy. International 
Journal of Obesity and Related Metabolic Disorders. 1997;30(6):37–39.

5. Romantsova T. I. Sibutramine: efficacy and safety of prescribing in 
routine clinical practice. Ozhirenie i metabolism. 2015;3:18–24. (in Russ.).

6. Akamatsu S. Mitsuhashi T. Simultaneous determination of phar-
maceutical components in dietary supplements for weight loss by 
capillary electrophoresis tandem mass spectrometry. Drug Testing 
and Analysis, 2014;6(5):426–433.

7. Hancu G., Hilochie A., Vlad A. R., Cârje A., Tero-Vescan A. Enantiometric 
separation of sibutramine by capillary zone electrophoresis. Journal 
of the Brazilian Chemical Society. 2016;27(6):1116–1120. 

8. Lee Y-J., Choi S., Lee J., Nguyen N. T., Lee K., Kang J. S., Mar W., 
Kim K.  H. Chiral discrimination of sibutramine enantiomers by 
capillary electrophoresis and proton nuclear magnetic resonance 
spectroscopy. Archives of Pharmacal Research. 2012;35(4):671–681.

9. State Pharmacopoeia of the Russian Federation 14th edition: official. 
text. Moscow: Federal'naya elektronnaya medicinskaya biblioteka, 2018. 
Available at: http://www.femb.ru/femb/pharmacopea.php. (In Russ.).

10. Beregovykh V. V. Validation of analytical procedures for drug 
manufacturers. Moscow: Litterra, 2008. 132 p.

Рисунок 7. Калибровочный график линейной зависимости 
площади пика (S) от концентрации (С) раствора сибутрамина

Picture 7. The calibration curve dependence of the ratio area peak 
(S) to the concentration (С) of sibutramine solution

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods

https://rosstat.gov.ru/folder/210/document/13218
https://rosstat.gov.ru/folder/210/document/13218
https://www.rlsnet.ru/
https://www.rlsnet.ru/
http://www.femb.ru/femb/pharmacopea.php
http://www.femb.ru/femb/pharmacopea.php
https://rosstat.gov.ru/folder/210/document/13218
https://rosstat.gov.ru/folder/210/document/13218
http://www.femb.ru/femb/pharmacopea.php


146 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

https://doi.org/10.33380/2305-2066-2020-9-4-146-154 
УДК 615.03

Оригинальная статья/Research аrticle

Разработка и валидация методики определения помалидомида  
в плазме крови человека методом ВЭЖХ-МС/МС
Т. Н. Комаров1*, И. Е. Шохин1, М. А. Токарева2, О. А. Арчакова1, Д. С. Богданова1,  
А. В. Алешина1, Н. С. Багаева1, В. В. Давыданова1, Н. П. Садчикова2 
1 – ООО «Центр Фармацевтической Аналитики» (ООО «ЦФА»), 117246, Россия, г. Москва, Научный пр., д. 20, стр. 3
2 – ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский университет), 119991, Россия, г. Москва, ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2

*Контактное лицо: Комаров Тимофей Николаевич. E-mail: t.komarov@cpha.ru 

ORCID: Т. Н. Комаров – https://orcid.org/0000-0001-8354-7877; И. Е. Шохин – https://orcid.org/0000-0002-1185-8630; М. А. Токарева – https://orcid.org/0000-0001-7684-358X; 
               О. А. Арчакова – https://orcid.org/0000-0001-6621-1060; Д. С. Богданова – https://orcid.org/0000-0003-4894-7001; А. В. Алешина – https://orcid.org/0000-0003-2611-501X; 
               Н. С. Багаева – https://orcid.org/0000-0001-7496-8186; В. В. Давыданова – https://orcid.org/0000-0003-2727-2148; Н. П. Садчикова – https://orcid.org/0000-0002-3774-5247.

Статья поступила: 05.10.2020. Статья принята в печать: 10.11.2020. Статья опубликована: 24.11.2020

Резюме
Введение. B-клеточная неоплазия плазмы клеток является причиной плазмоклеточной миеломы – второго по распространенности 
злокачественного заболевания системы крови. Помалидомид применяют в качестве терапии плазмоклеточной миеломы в случаях тяжелого 
течения заболевания и отсутствия эффективности прочих терапий. Помалидомид является структурным аналогом талидомида, он одобрен 
в России и США в качестве иммуномодулирующего препарата. В настоящее время данные по определению помалидомида в биологических 
жидкостях методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием  
(ВЭЖХ-МС/МС) для исследований фармакокинетики практически отсутствуют, а имеющиеся отличаются по условиям детектирования. 
В данном исследовании приведена разработка и валидация методики определения помалидомида в плазме крови человека методом  
ВЭЖХ-МС/МС. В качестве пробоподготовки был выбран способ осаждения метанолом.
Цель. Целью исследования является разработка и валидация методики определения помалидомида в плазме крови человека методом 
ВЭЖХ-МС/МС для проведения фармакокинетических исследований.
Материалы и методы. Определение помалидомида в плазме крови проводили методом ВЭЖХ-МС/МС. В качестве пробоподготовки был 
использован способ осаждения белков метанолом.
Результаты и обсуждение. Разработанная методика была валидирована по следующим валидационным параметрам: селективность, 
эффект матрицы, калибровочная кривая (линейность), точность, прецизионность, степень извлечения, нижний предел количественного 
определения, предел обнаружения, перенос пробы, стабильность. 
Заключение. Разработана и валидирована методика количественного определения помалидомида в плазме крови человека методом 
ВЭЖХ-МС/МС. Подтвержденный аналитический диапазон методики составил 1,00–500,00 нг/мл в плазме крови. Полученный аналитический 
диапазон позволяет применять разработанную методику для проведения аналитической части исследований фармакокинетики препаратов 
помалидомида. 

Ключевые слова: помалидомид, плазма, ВЭЖХ-МС/МС, валидация, биоэквивалентность.
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Abstract
Introduction. B-cell malignancies of the plasma cell leads to the second most spread hematological malignancy disease, called multiple myeloma. 
Pomalidomide is used in case of previous multiple myeloma ineffective treatment. Pomalidomide is a thalidomide synthetic derived, approved as 
immunomodulatory drug by the Food and Drug Administration (FDA). Nowadays, detection of pomalidomide in blood plasma by high performance 
liquid chromatography tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) is not spread. Moreover, the detection and the experimental setting accumulated 
data are varying greatly. This investigation provides development and validation of pomalidomide aiming to determine human blood plasma by 
HPLC-MS/MS method. The samples were processed by methanol protein precipitation.
Aim. The aim of this study is to develop a method for the pomalidomide in human plasma by HPLC-MS/MS for pharmacokinetic studies.
Materials and methods. Determination of pomalidomide in plasma by HPLC-MS/MS. The samples were processed by methanol protein precipitation.
Results and discussion. This method was validated by next parameters: selectivity, matrix effect, calibration curve, accuracy, precision, spike 
recovery, lower limit of quantification, detection limit, carry-over and stability.
Conclusion. The method of the determination of pomalidomide in human plasma was developed and validated by HPLC-MS/MS. The linearity in 
plasma sample was achieved in the concentration range of 1,00 – 500,00 ng/ml. Method could be applied to pomalidomide determination in plasma 
for PK and BE studies.

Keywords: pomalidomide, plasma, HPLC-MS/MS, validation, bioequivalence.
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие медицины привело к возможности лече-

ния заболеваний, ранее считавшихся неизлечимыми. 
В последнее время множество исследований прово-
дятся в направлении терапии злокачественных ново-
образований. B-клеточная неоплазия плазмы клеток 
является причиной плазмоклеточной миеломы – вто-
рого по распространенности злокачественного за-
болевания системы крови. Для лечения данного за-
болевания используются препараты, производные 
талидомида [1]. 

Помалидомид – иммуномодулятор второго поко-
ления, производное талидомида. Его применяют в ка-
честве терапии плазмоклеточной миеломы в случае 
развития опухоли и отсутствии эффективности тера-
пии леналидомидом и бортезомибом [2]. Механизм 
действия препарата заключается в стимулировании 
работы T-клеток и природных киллеров, индуцирова-
нии провоспалительных и антивоспалительных цито-
кинов. К тому же было обнаружено комплексное воз-
действие вещества на плазмоклеточную миелому [3].

Помалидомид – (RS)-4-Амино-2-(2,6-диоксопипе-
ридин-3-ил)изоиндолин-1,3-дион – иммуномодулиру-
ющий препарат, одобренный в России и США (рису-
нок 1) [2]. 

В литературных данных представлено большое 
количество методик определения помалидомида 
в плазме крови различными методами, например: 
спектрофлуориметрия [2], высокоэффективная жид-
костная хроматография с флуориметрическим и ульт- 
рафиолетовым детектированием (ВЭЖХ-ФЛД/УФ)  [4], 
высокоэффективная жидкостная хроматография с 

тандемным масс-спектрометрическим детектиро-
ванием (ВЭЖХ-МС/МС) [5], сверхвысокоэффективная 
жидкостная хроматография с тандемным масс-спект- 
рометрическим детектированием (СВЭЖХ-МС/МС)  [6, 
7]. В качестве пробоподготовки используются спо-
собы осаждения белков ацетонитрилом [2, 5] и жид-
кость-жидкостная экстракция (ЖЖЭ) [4, 6, 7]. Данные 
представлены в таблице 1.

Следует отметить, что разработка простой и эф-
фективной методики определения помалидомида в 
плазме крови человека является необходимой для 
будущих исследований биоэквивалентности препа-
рата, поскольку, как показал анализ литературы, в 
настоящее время данные по определению помалидо-
мида в биологических жидкостях методом ВЭЖХ-МС/
МС для исследований фармакокинетики практически 
отсутствуют, а имеющиеся отличаются по условиям 
детектирования.

В данном исследовании приведена разработка и 
валидация методики определения помалидомида в 
плазме крови человека методом ВЭЖХ-МС/МС. В ка-
честве пробоподготовки был выбран способ осажде-
ния метанолом.

Рисунок 1. Структурная формула помалидомида

Figure 1. Chemical structure of pomalidomide

Доклинические и клинические исследования
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Хроматографическое разделение и детектирова-
ние проводили на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Nexera XR, оснащенном градиентным 
насосом, термостатом колонок и образцов, дегазато-
ром, автосамплером и тандемным масс-спектромет- 
рическим детектором (тройным квадруполем). Об-
работку первичных данных проводили при помощи 
программного обеспечения Lab Solutions (Ver.  5.91), 
Shimadzu Corporation, Япония.

Реактивы и растворы

В работе были использованы следующие реак-
тивы: метанол (класс «UHPLC-grade», J.T.  Baker, Нидер-
ланды), муравьиная кислота (класс «for LC-MS», Merck 
Millipore, США), вода Milli-Q. Для приготовления ис-
ходных рабочих растворов были использованы стан-
дартные образцы помалидомида (Sigma Aldrich, ко-
личественное содержание 99,5 %) и леналидомида 
(Sigma Aldrich, количественное содержание 99,0 %).

Исходные стандартные растворы помалидомида 
и внутреннего стандарта (ВС) леналидомида готови-
ли путем растворения навески субстанций в метаноле, 
рабочие стандартные растворы готовили путем раз-
ведения исходных растворов тем же растворителем 
до необходимых концентраций. 

Исходные и рабочие стандартные растворы хра-
нили в морозильной камере при температуре –45  °С. 
Образцы интактной плазмы крови хранили в моро-
зильнике для плазмы при температуре –45 °С.

Пробоподготовка

К 300 мкл калибровочного образца, помещён-
ного в центрифужные микропробирки типа «эппен-
дорф» вместимостью 2 мл, прибавляли 10 мкл рабо-
чего раствора ВС леналидомида, затем прибавляли 
600  мкл метанола, перемешивали на встряхивателе 
типа «вортекс» в течение 10 секунд, затем центрифуги-
ровали в течение 15 мин со скоростью 13500  об/мин.  
Далее супернатант переносили в хроматографичес- 
кие виалы и помещали в автосамплер хроматографа 
(таблица 2).

Условия хроматографического разделения  
и детектирования

 • Колонка: KinetexTM C18, 150 × 4,6 мм, 5 мкм.
 • Температура термостата: 40 °C.
 • Подвижная фаза: Элюент А: 0,1 % раствор муравьи-

ной кислоты в воде Milli-Q (по объёму); элюент В: 
0,1 % раствор муравьиной кислоты в метаноле (по 
объёму).

 • Градиент по составу подвижной фазы представ-
лен в таблице 3.

 • Объем вводимой пробы: 10 мкл.
 • Время регистрации хроматограммы по масс-спект- 

рометрическому детектору: 0,00–5,00 мин.
 • Параметры источника ионизации (химическая  

ионизация при атмосферном давлении): распыля-
ющий газ 3 л/мин, осушающий газ 5 л/мин, блок 
нагрева 300 °С, линия десольватации 200 °С, напря-
жение на капилляре +5,0 кВ.

 • Режим ионизации: положительный.

Таблица 1. Биоаналитические методики количественного определения помалидомида

Table 1. Bioanalytical methods of pomalidomide quantitative determination

Аналитический метод
Analytical method

Объект анализа
Object

Пробоподготовка
Sample preparation

Источник ионизации  
и ионизация

Ionization source  
and ionization

Аналитический 
диапазон, нг/мл
Analytical range, 

ng/ml

Ссылка
Reference 

Спектрофлуориметрия
Spectrofluorimetry

Плазма крови чело-
века

Human blood plasma

Осаждение белков 
ацетонитрилом

Protein precipitation 
by acetonitrile

– 31,00–500,00 [2]

ВЭЖХ-ФЛД/УФ
HPLC-FLD/UV

Плазма крови чело-
века

Human blood plasma

ЖЖЭ
Liquid-liquid extrac-

tion
– 1,00–500,00 [4]

ВЭЖХ-МС/МС
HPLC-MS/MS

Плазма крови мыши
Mouse blood plasma

Осаждение белков 
ацетонитрилом

Protein precipitation 
by acetonitrile

Химическая ионизация при 
атмосферном давлении; поло-
жительная

Atmospheric-pressure chemi-
cal ionization; positive

0,08–819,73 [5]

СВЭЖХ-МС/МС
UPLC-MS/MS

Плазма крови мыши
Mouse blood plasma

ЖЖЭ
Liquid-liquid extrac-

tion

Ионизация электроспреем; 
отрицательная

Electrospray ionization; nega-
tive

0,47–400,00 [6]

СВЭЖХ-МС/МС
UPLC-MS/MS

Плазма крови чело-
века

Human blood plasma

ЖЖЭ
Liquid-liquid extrac-

tion

Ионизация электроспреем; 
отрицательная

Electrospray ionization; nega-
tive

10,00–1009,65 [7]

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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 • Время удерживания помалидомида: около 2,4 мин.
 • Время удерживания леналидомида: около 2,1 мин.
 • Условия детектирования помалидомида: 274,15→ 

84,10 m/z.
 • Условия детектирования леналидомида: 260,10 → 

149,15 m/z.

Таблица 2. Концентрации определяемых веществ  
на каждом калибровочном уровне

Table 2. Concentrations of analytes at calibration levels

Уровень
Level

Концентрация 
аналита, нг/мл

Analyte 
concentration, ng/ml

Концентрация 
внутреннего 

стандарта, нг/мл
Internal standard 

concentration, ng/ml
помалидомид
pomalidomide

леналидомид
lenalidomide

1 1,00 3,00
2 3,00 3,00
3 10,00 3,00
4 25,00 3,00
5 50,00 3,00
6 100,00 3,00
7 250,00 3,00
8 400,00 3,00
9 500,00 3,00

Таблица 3. Градиентное элюирование

Table 3. Gradient elution

Время, мин
Time, min

Элюент А, %
Eluent A, %

Элюент В, %
Eluent B, %

Скорость потока 
подвижной фазы, 

мл/мин
Mobile phase flow 

rate, ml/min
0,00 93,00 7,00

1,00

1,00 93,00 7,00
2,50 0,00 100,00
3,10 0,00 100,00
3,20 93,00 7,00
5,00 93,00 7,00

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

В процессе литературного поиска было отмечено 
несколько различных подходов к детектированию ис-
следуемого вещества, при этом эти подходы зачастую 
противоречили друг другу. На основании опублико-
ванных данных в процессе разработки методики были 
оценены различные способы детектирования, в том 
числе различные способы ионизации при масс-спект- 
рометрическом детектировании (тройной квадру-
поль). Так, применение ионизации электроспреем 
в положительной и отрицательной полярностях не  
позволило достичь требуемой чувствительности. 
Применение химической ионизации при атмосфер-
ном давлении в режиме отрицательной полярнос- 
ти позволило достичь чувствительности в целом со-
поставимой с применением флуориметрического  
детектирования. При этом масс-селективное детекти-

рование обеспечило гораздо более высокую селек-
тивность, а также позволило сократить время ана-
лиза за счёт значительно меньшего влияния фоновых 
компонентов плазмы.

Валидация методики

Валидацию биоаналитической методики проводи-
ли на основе руководства по экспертизе лекарствен-
ных средств [8], а также руководств FDA [9] и ЕМА [10] 
по следующим параметрам: 
 • селективность; 
 • эффект матрицы;
 • калибровочная кривая (линейность);
 • точность (на уровнях внутри цикла, между циклов);
 • прецизионность (на уровнях внутри цикла, между 

циклов);
 • степень извлечения;
 • нижний предел количественного определения и 

предел обнаружения;
 • перенос пробы;
 • стабильность (стабильность исходных стандартных 

растворов аналита и ВС; краткосрочная стабильность 
(«настольная» и «постпрепаративная»); стабильность 
при трехкратной заморозке-разморозке аналита; 
долгосрочная стабильность аналита в матрице).

Селективность

Проводили анализ 6 образцов интактной плаз-
мы крови, полученных из разных источников, а так-
же образцов интактной плазмы крови с прибавле- 
нием рабочих стандартных растворов до концентра-
ции помалидомида 1,00 нг/мл. Отдельно проводили 
анализ образцов интактной плазмы крови с гемоли-
зом и образцов с повышенным содержанием липидов. 
На хроматограммах образцов интактной плазмы кро-
ви сигналы пиков со временами удерживания, соот-
ветствующими временам удерживания исследуемого 
вещества и ВС, не превышают 20 % от сигнала на уров-
не нижнего предела количественного определения  
(НПКО) и 5 % от сигнала внутреннего стандарта соот-
ветственно (таблица 4). Соответствующие хроматог- 
раммы приведены ниже на рисунках 2, 3.

Эффект матрицы

Для оценки эффекта матрицы анализировали об-
разцы с добавлением рабочих стандартных раство- 
ров помалидомида и леналидомида без влияния био-
логической матрицы, а также образцы, приготовлен-
ные на интактной плазме, без учёта влияния степени 
извлечения помалидомида и леналидомида из биоло-
гической матрицы.

Эффект матрицы был оценен на нижнем (L) (табли-
ца 5, № 3) и верхнем (Н) уровнях (таблица 5, № 8) ана-
литического диапазона концентраций помалидоми-
да. Для внутреннего стандарта леналидомида эффект 
матрицы был рассчитан на уровне 3,00 нг/мл. Данные 
представлены в таблице 5.

Доклинические и клинические исследования
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Калибровочная кривая

Проводили анализ девяти образцов интактной 
плазмы крови с прибавлением рабочего раствора ВС 
леналидомида и рабочего стандартного раствора по-
малидомида до концентраций, указанных в таблице 2. 
По полученным значениям были построены калибро-
вочные графики в координатах отношение площади 
пика помалидомида к площади пика леналидомида 

от отношения концентрации помалидомида к кон- 
центрации леналидомида в плазме крови, приведен-
ные на рисунке 4 совместно с уравнением калибро-
вочной кривой и коэффициентами корреляции. 

Полученные коэффициенты корреляции соот- 
ветствуют нормам (не менее 0,99). Отклонения кон-
центраций калибровочных образцов, рассчитанные 
по уравнению линейной зависимости, от номиналь-
ных значений приведены в таблице 6.

Таблица 4. Оценка селективности методики определения помалидомида и леналидомида

Table 4. Selectivity assessment of pomalidomide and lenalidomide determination

Значение площади
Area value

Отношение площадей, %
Area ratio, %

Селективность
Selectivity

помалидомид
pomalidomide

ленолидамид
lenolidamide

помалидомид
pomalidomide

ленолидамид
lenolidamide

критерий 
приемлемости

acceptance criteria

соответствие 
критерию 

приемлимости
compliance 
acceptance 

criteria

НПКО 
интактная плазма
Lower limit of quantifica-
tion, blank plasma

1015 37815 – –

Сигнал аналита образца 
не превышает 20 % от 
сигнала на уровне НПКО.
Сигнал ВС образца не 
превышает 5 % от сигна-
ла ВС
Analyte signal is less than 
20 % of the signal at the 
lower limit of quantitation.
Internal standard signal is 
less than 5 % of sample in-
ternal standard signal

–

НПКО 
гемолизная плазма
Lower limit of quantifica-
tion, hemolyzed plasma

973 36213 – – –

НПКО гиперлипидеми-
ческая плазма
Lower limit of quantifica-
tion, lipemic plasma

968 36086 – – –

Интактная плазма 1
Blank plasma 1

0 0 0,00 0,00
да
yes

Интактная плазма 2
Blank plasma 2

0 0 0,00 0,00
да
yes

Интактная плазма 3
Blank plasma 3

0 0 0,00 0,00
да
yes

Интактная плазма 4 
Blank plasma 4

0 0 0,00 0,00
да
yes

Интактная плазма 5 
Blank plasma 5

0 0 0,00 0,00
да
yes

Интактная плазма 6 
Blank plasma 6

0 0 0,00 0,00
да
yes

Интактная плазма ги- 
перлипидемическая 1 
Lipemic blank plas- 
ma 1

0 0 0,00 0,00
да
yes

Интактная плазма ги-
перлипидемическая 2 
Lipemic blank plasma 2

0 0 0,00 0,00
да
yes

Интактная плазма гемо-
лизная 1 
Hemolyzed blank plasma 
1

0 0 0,00 0,00
да
yes

Интактная плазма гемо-
лизная 2 
Hemolyzed blank plas- 
ma 2

0 0 0,00 0,00
да
yes

Доклинические и клинические исследования
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Таблица 5. Расчёт фактора матрицы помалидомида,  
нормализованного по фактору матрицы ВС

Table 5. The matrix factor of pomalidomide calculations, 
normalized by the internal standards matrix factor
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1 0,94 1,11 0,84 0,98 1,12 0,87

2 0,93 1,15 0,81 0,98 1,08 0,91

3 1,16 1,14 1,02 0,99 1,09 0,91

4 1,04 1,18 0,88 1,01 1,14 0,88

5 1,03 1,17 0,88 1,00 1,11 0,90

6 0,95 1,20 0,79 0,99 1,14 0,86

Среднее
Average

0,87
Среднее
Average
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CV, % 9,22 CV, % 2,15

Рисунок 2. Хроматограмма образца интактной плазмы 
крови

Figure 2. Blank plasma sample chromatogram

Рисунок 3. Хроматограмма образца плазмы крови, уровень 
№ 1 (таблица 2)

Figure 3. Chromatogram of plasma sample level № 1 (table 2)

Рисунок 4. Калибровочный график зависимости отношения 
площади пика помалидомида к площади пика леналидомида 
от отношения концентрации помалидомида к концентрации 
леналидомида в плазме крови

Figure 4. The calibration curve representing dependence of the 
ratio area peak of pomalidomide to the lenalidomide on the 
concentration ratio of pomalidomide to the lenalidomide in 
plasma
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Таблица 6. Отклонения концентраций  
анализируемых веществ в калибровочных образцах  
от их номинальных значений

Table 6. Analyte samples concentrations deviations  
from their nominal calibration parameters
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1 1,00 1,00 0,00 20,00

2 3,00 3,11 3,67 15,00

3 10,00 8,72 –12,80 15,00

4 25,00 22,00 –12,00 15,00

5 50,00 49,10 –1,80 15,00

6 100,00 110,00 10,00 15,00

7 250,00 266,25 6,50 15,00

8 400,00 417,56 4,39 15,00

9 500,00 508,63 1,73 15,00

Точность и прецизионность

Проводили анализ калибровочных образцов 
плазмы крови, соответствующих уровням: НПКО, низ-
кий уровень (L) (таблица 2, №  3), средний уровень 
(М) (таблица  2, №  7), верхний уровень (Н) (таблица 2, 
№  8). Анализ образцов проводили в рамках 3 после-
довательностей по 5 образцов для каждого уровня. 
Точность и прецизионность были оценены внутри 
цикла (последовательность 1), между двумя цикла-
ми (последовательности 1 и 2), между тремя цикла-
ми (последовательности 1, 2, 3). Для полученных зна-
чений концентраций были рассчитаны величины 
относительного стандартного отклонения (RSD, %) и 
относительной погрешности (Е, %), приведенные в таб- 
лице 7. 

Полученные величины относительного стандарт-
ного отклонения (прецизионность) и относитель-

ной погрешности (точность) соответствуют нормам 
(не более 20 % на уровне НПКО, не более 15 % – для 
остальных точек).

Степень извлечения

Для оценки степени извлечения анализирова-
ли по 3 образца, приготовленных из интактной плаз-
мы без влияния степени извлечения, на низком, сред-
нем и высоком уровнях, а также образцы контроля 
качества для оценки степени извлечения. Отдельно 
проводили анализ образцов интактной плазмы крови 
с гемолизом и с повышенным содержанием липидов. 
Данные представлены в таблице 8.

Таблица 8. Оценка степени извлечения помалидомида  
на уровнях L, M, и H из различных биологических матриц

Table 8. Calculation of pomalidomide spike recovery at L, M, H 
levels for biological matrix
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Плазма крови
Plasma

101,46 42,80 100,96

86,22 39,15 95,48

100,03 41,87 102,95

Плазма, полученная из 
крови, подвергшейся 
гемолизу
Hemolyzed plasma

113,28 37,11 108,49

124,50 34,95 116,51

116,05 35,14 112,31

Гиперлипидемическая 
плазма крови
Lipemic plasma

104,71 35,86 117,43

108,40 33,15 128,15

103,27 34,24 121,51

Среднее 
Mean

106,44 37,14 111,53

SD, % 10,94 3,41 10,54

RSD, % 10,28 9,19 9,45

Таблица 7. Точность и прецизионность методики

Table 7. Accuracy and precision of the method

Введено 
(нг/мл)
Spiked 
(ng/ml)

Найдено (нг/мл),  
среднее значение

Found (ng/ml), mean
SD RSD, % Е, %

(n = 5) (n = 10) (n = 15) (n = 5) (n = 10) (n = 15) (n = 5) (n = 10) (n = 15) (n = 5) (n = 10) (n = 15)

помалидомид
pomalidomide

1,00 0,99 1,00 0,99 0,04 0,07 0,10 4,20 6,96 10,55 –1,20 –0,40 –1,20

3,00 2,88 2,96 2,97 0,31 0,33 0,26 10,72 11,09 8,85 –4,00 –1,50 –0,89

250,00 277,01 274,51 276,54 6,85 7,66 12,61 2,47 2,79 4,56 10,80 9,80 10,62

400,00 431,99 437,34 441,74 8,73 11,80 22,25 2,02 2,70 5,04 8,00 9,33 10,43
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Степень извлечения не должна быть равной 
100 %, но необходимо обеспечить эффективное и 
воспроизводимое извлечение веществ из биологи-
ческой матрицы. Относительной стандартное откло-
нение рассчитанных значений степени извлечения 
аналита из биологических матриц не должно превы-
шать 15 %. 

Нижний предел  
количественного определения,  
предел обнаружения

Нижний предел количественного определения 
(НПКО) методики определяли на основании данных 
линейности, точности и прецизионности. За НПКО 
методики принималась минимальная концентрация 
помалидомида в плазме крови в аналитическом ди-
апазоне, для которого возможно количественное 
определение помалидомида со значениями RSD и 
Е не более 20 %. Нижний предел количественного  
определения методики составил 1,00 нг/мл. Отноше-
ние сигнал/шум по пику помалидомида на уровне  
НПКО составляет 14,78. Предел обнаружения по-
малидомида для данной методики составил около  
0,20 нг/мл (отношение сигнал/шум 3,00). 

Стабильность

Была подтверждена краткосрочная стабильность 
(«настольная» и «постпрепаративная»), стабильность 
при 3-кратной заморозке-разморозке, стабильность 
стандартных растворов (при хранении в течение 
62  дней при температуре –45 °C), долгосрочная ста-
бильность (при хранении в течение 62 дней при тем-
пературе –45 °C) исследуемых веществ на нижнем и 
верхнем уровнях концентраций. 

Перенос пробы

При последовательном анализе калибровочно-
го образца c наибольшей концентрацией и образца 
интактной плазмы крови на хроматограмме образ-
ца интактной плазмы крови отсутствовали пики, со-
ответствующие по временам удерживания пикам ис-
следуемого вещества и ВС. Хроматограмма образца на 
уровне ВПКО представлена на рисунке 5.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и валидирована методика опреде-

ления помалидомида в плазме крови человека мето-
дом ВЭЖХ-МС/МС. Подтвержденный аналитический 
диапазон методики составили 1,00–500,00 нг/мл по-
малидомида в плазме крови человека. Полученный 
аналитический диапазон позволяет применять разра-
ботанную методику для проведения аналитической 
части исследований фармакокинетики препаратов 
помалидомида. 
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Резюме
Введение. Фиксированная комбинация телмисартана и амлодипина широко используется в клинической практике при терапии 
артериальной гипертензии. Для данных веществ характерен эффект потенцирования при снижении артериального давления. В рамках 
регистрации комбинированного препарата Телзап® АМ (Telzap® AM) было проведено исследование его биоэкивалентности совместно 
принимаемым монокомпонентным препаратом Микардис® и Норваск® с участием 60 здоровых добровольцев.
Цель. Целью настоящего исследования являлось сравнительное изучение фармакокинетики и подтверждение биоэквивалентности 
двухкомпонентного препарата Телзап® АМ (телмисартан + амлодипин, таблетки 80 + 10 мг, Зентива к.с., Чешская Республика) относительно 
совместно принимаемых монокомпонентных препаратов Микардис® (телмисартан, таблетки 80 мг, Берингер Ингельхайм Интернешнл 
ГмбХ, Германия) и Норваск® [амлодипин, таблетки 10 мг, Пфайзер Эйч.Си.Пи. Корпорэйшн (США), Россия] у здоровых добровольцев после 
однократного приема натощак. 
Материалы и методы. Для подтверждения биоэквивалентности было проведено открытое, сравнительное, рандомизированное, 
перекрестное клиническое исследование с четырьмя этапами. В ходе исследования у добровольцев отбирались образцы плазмы крови, 
в которых при помощи валидированной ВЭЖХ-МС/МС методики определялись концентрации амлодипина и телмисартана. На основании 
полученных данных был проведен фармакокинетический и статистический анализ и рассчитаны доверительные интервалы (ДИ) для 
фармакокинетических параметров Сmax и AUC0-72.
Результаты и обсуждение. На основании результатов статистического и фармакокинетического анализа было показано, что 
фармакокинетические параметры сравниваемых препаратов характеризуются высоким сходством в отношении как амлодипина, так и 
телмисартана. Для всех оцениваемых фармакокинетических параметров амлодипина 90%-ые ДИ находились в пределах 80–125 %. В случае 
телмисартана 90%-ые ДИ для AUC0-72 находились в пределах 80–125 % и для Cmax в пределах 76,73–130,32 %.
Заключение. Таким образом, согласно применяемым критериям, препараты признаны биоэквивалентными.

Ключевые слова: телмисартан, амлодипин, фармакокинетика, биоэквивалентность.

Конфликт интересов. Исследование спонсировалось АО «Санофи-авентис груп». Авторы О. В. Лебедева, И. К. Клаус, А. В. Зятенков являются 
сотрудниками данной компании. Авторы В. Кубеш, А. Л. Хохлов, А. М. Шитова, А. А. Хохлов представляют компании ООО «Квинта-Аналитика 
Ярославль» и ООО «КлинФармИнвест», выполнявшие данное контрактное исследование для АО «Санофи-авентис груп». Авторы В. И. Казей,  
А. Е. Мирошников заявляют об отсутствии конфликта интересов. 
Все применяемые процедуры соответствовали этическим нормам и Хельсинкской декларации 1964 года также ее более поздним поправкам, 
и были разрешены Советами по этике (национальным и локальным). Информированное согласие было получено от всех субъектов, 
участвовавших в исследовании.

Вклад авторов. А. В. Зятенков, О. В. Лебедева, И. К. Клаус координировали все этапы исследования биоэквивалентности. В. Кубеш, А. Л. Хохлов, 
А. А. Хохлов, А. Е. Мирошников руководили клиническим этапом исследования. Ю. А. Джурко отвечал за аналитическую часть исследования. 
А. М. Шитова отвечала за статистическую обработку. В. И. Казей участвовал в оформлении рукописи.

Для цитирования: Кубеш В., Хохлов А. Л., Шитова А. М., Джурко Ю. А., Казей В. И., Хохлов А. А., Мирошников А. Е., Лебедева О. В., 
Клаус И. К., Зятенков А. В. Исследование фармакокинетики и биоэквивалентности двухкомпонентного препарата Телзап АМ® 
(телмисартан/амлодипин) и совместно принимаемых монокомпонентных препаратов Микардис® (телмисартан) и Норваск® 
(амлодипин) с участием здоровых добровольцев. Разработка и регистрация лекарственных средств. 2020;9(4):15–20. https://doi.
org/10.33380/2305-2066-2020-9-4-155-163

© Кубеш В., Хохлов А. Л., Шитова А. М., Джурко Ю. А., Казей В. И., Хохлов А. А., Мирошников А. Е., Лебедева О. В., Клаус И. К., 
    Зятенков А. В., 2020
© Kubesh V., Khokhlov A. L., Shitova A. M., Dzhurko Yu. A., Kazey V. I., Khokhlov A. A., Miroshnikov A. E., Lebedeva O. V., Klaus I. K., 
    Zyatenkov A. V., 2020

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2020-9-4-155-163&domain=pdf&date_stamp=2020-11-24


156 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

Pharmacokinetic and Bioequivalence Study of Telzap AM®  
(Telmisartan/amlodipine Fixed-dose Combination) and Coadministered  
Mikardis® (Telmisartan) and Norvask® (Amlodipine) in Healthy Subjects
Vladimir Kubesh1, Alexander L. Khokhlov2,6, Anastasia M. Shitova2, Yuri A. Dzhurko2,  
Vasily I. Kazey3*, Alexander A. Khokhlov4, Alexey E. Miroshnikov4, Olga V. Lebedeva5, Inga K. Klaus5, 
Alexey V. Zyatenkov5

1 – QUINTA-ANALYTICA S.R.O., 1486/18c, 102 00, Pražská, Praha, Czech Republic
2 – LLC «Quinta-Analytics Yaroslavl», 52Г, Leningradskiy avenue, Yaroslavl, 150045, Russia
3 – LLC «ExacteLabs», 20/2, Nauchnyi proezd, Moscow, 117246, Russia
4 – LLC «ClinPharmInvest», 68, Uglichskaya, Yaroslavl str., 150031, Russia
5 – Representative office of Sanofi-aventis group JSC (France), 22, Tverskaya str., Moscow, 125009, Russia
6 – Yaroslavl State Medical University, 5, Revolutsionnaya str., Yaroslavl, 150000, Russia

*Corresponding author: Vasily I. Kazey. E-mail: Vasily.kazey@exactelabs.com 

ORCID: Vladimir Kubesh – https://orcid.org/0000-0001-7614-6098; Alexander L. Khokhlov – https://orcid.org/0000-0002-0032-0341; 
               Anastasia M. Shitova – https://orcid.org/0000-0003-3546-7316; Yuri A. Dzhurko – https://orcid.org/0000-0002-5901-8120; Vasily I. Kazey – https://orcid.org/0000-0003-2032-6289; 
               Alexander A. Khokhlov – https://orcid.org/0000-0002-3307-0705; Alexey E. Miroshnikov – https://orcid.org/0000-0001-6657-3950; 
               Olga V. Lebedeva – https://orcid.org/0000-0002-7983-685X; Inga K. Klaus – https://orcid.org/0000-0002-7593-265X; Alexey V. Zyatenkov – https://orcid.org/0000-0002-3655-9645.

Received: 29.07.2020. Revised: 17.11.2020. Published: 24.11.2020

Abstract
Introduction. A fixed dose combination of telmisartan and amlodipine is widely used in clinical practice during hypertension treatment. Combination 
of telmisartan and amlodipine demonstrates potentiating synergistic effect on blood pressure decrease. A bioequivalence study of Telzap® AM with 
coadministered Mikardis® and Norvask® was conducted with 60 volunteers.
Aim. The purpose of the bioequivalence trial was a comparative study of the pharmacokinetics and evidence of the bioequivalence of the fixed dose 
combination drug product Telzap® AM (telmisartan + amlodipine, tablets, 80 + 10 mg, Zentiva ks company, Czech Republic) and coadministrated 
monocomponent drug products Mikardis® (telmisartan, tablets 80 mg, Beringer Ingelheim International GmbH, Germany) and Norvask® [amlodipine, 
tablets 10 mg, Pfizer HCP Corporation (USA), Russia] in healthy volunteers after a single administration under fasting.
Materials and methods. To prove bioequivalence, an open label, comparative, randomized, crossover four-period replicate clinical trial was 
conducted. The concentrations of amlodipine and telmisartan in plasma samples were determined by a validated HPLC-MS/MS method. A 
pharmacokinetic and statistical analysis was performed and confidence intervals for the pharmacokinetic parameters Cmax and AUC0-72 were calculated.
Results and discussion. It can be concluded that the studied formulations are bioequivalent in terms of pharmacokinetic parameters of amlodipine 
and telmisartan. All 90 % confidence intervals for the estimated pharmacokinetic parameters of amlodipine were in the range of 80–125 %, 90 % 
confidence intervals for telmisartan were within the bioequivalence range of 80–125 % for AUC0-72, and 76.73–130.32 % for Cmax.
Conclusion. Thus, according to the criteria used in the study, the formulations are proved to be bioequivalent.

Keywords: telmisartan, amlodipine, pharmacokinetics, bioequivalence.
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ВВЕДЕНИЕ
Артериальная гипертензия является одним из 

главных факторов риска развития сердечно-сосудис- 
тых заболеваний (ССЗ). Снижение артериального дав-
ление за счёт эффективной фармакотерапии значи-
тельно снижает риск развития ССЗ и уменьшает коли-
чество смертельных исходов [1]. 

В ряде клинических исследований было пока-
зано, что комбинация действующих веществ разно-
го механизма действия (как правило, это блокато-

ры кальциевых каналов, антагонисты ангиотензина  II 
и диуретики) позволяет значительно эффективнее 
контролировать АД, чем высокодозовая монотера-
пия [2, 3]. Фиксированная комбинация телмисартана 
и амлодипина широко используется в клинической 
практике при терапии артериальной гипертензии. 
Оба действующих вещества имеют взаимодополня-
ющие механизмы действия для снижения артериаль-
ного давления (АД): телмисартан, являясь антагонис- 
том рецепторов ангиотензина II (АРА  II), снижает его 
вазопрессорное действие, а амлодипин как блока-
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тор «медленных» кальциевых каналов (БМКК) обла- 
дает прямым вазодилатирующим влиянием на глад-
кие мышцы сосудов. Комбинация данных препаратов 
проявляет аддитивный антигипертензивный эффект, 
вызывая более выраженное снижение АД, чем каж-
дый из компонентов препарата по отдельности [4]. Их 
совместное действие обеспечивает контроль показа-
телей АД у пациентов с эссенциальной артериальной 
гипертензией. 

Важным преимуществом фиксированных комби-
наций перед совместно применяемыми монопре-
паратами является простота приёма (одна таблетка 
вместо двух), особенно в случаях, когда пациент вы-
нужден самостоятельно принимать большое коли- 
чество различных препаратов.

Лекарственный препарат Телзап АМ®, которому 
посвящено данное исследование, является воспро-
изведённым. Как правило, стоимость воспроизведен-
ных лекарственных средств ниже оригинальных, что  
обеспечивает доступ к современным препаратам лю-
дям, которые не могут позволить себе дорогостоя-
щее лечение. Во многом именно этим объясняется 
столь высокая популярность воспроизведённых ле-
карственных препаратов и исследований биоэквива-
лентности в России и в мире. Эквивалентность вос-
произведенного препарата оригинальному обычно 
доказывают в рамках исследования биоэквивалент-
ности, в которых демонстрируется, что оба лекарст- 
венных средства имеют одинаковую скорость и сте-
пень абсорбции [5]. Такие исследования призваны 
подтвердить, что воспроизведенные лекарственные 
средства терапевтически эквивалентны референсным 
лекарственным средствам, то есть обладают той же 
эффективностью и безопасностью, что и референсый 
препарат. В  настоящей работе исследование биоэк-
вивалентности проводилось для двухкомпонентного 
препарата телмисартана и амлодипина относительно 
двух совместно принимаемых препаратов телмисар-
тана и амлодипина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Этические принципы

Данное исследование проводилось в соответст- 
вии с протоколом, принципами Хельсинкской декла-
рацией, разработанной Всемирной медицинской ас-
социации, стандартами по Надлежащей клинической 
практике (ICH GCP), а также в соответствии с другими 
законодательствами. Участие добровольцев в иссле-
довании являлось добровольным. Доброволец имел 
право отказаться от участия в проводимом иссле-
довании на любой его стадии. Этическую эксперти-
зу клинических исследований биоэквивалентности 
лекарственных препаратов проводил Совет по эти-
ке при Министерстве здравоохранения и локаль-
ный этический комитет (ЛЭК). Одобрение Протокола 
версии 2.0 было подтверждено выпиской из протоко-
ла заседания Совета по этике № 121 от 22 марта 2016 г. 
Разрешение на проведение клинического исследо-

вания было выдано Министерством здравоохране-
ния РФ №  243 от 11 апреля 2016  года по результатам 
экспертизы документов, необходимых для получения 
разрешения на проведение исследования и этичес- 
кой экспертизы, проводимых в порядке, установ-
ленном статьей  20 Федерального закона от 12 апре-
ля 2010  г. №  61-ФЗ «Об обращении лекарственных 
средств». Все одобренные документы были получены 
до выполнения добровольцами каких-либо процедур 
исследования, включая тесты скрининга для оценки 
пригодности. 

Дизайн Исследования

Данное исследование биоэквивалентности яв-
лялось открытым, сравнительным, рандомизирован-
ным, перекрестным клиническим исследованием с 
четырьмя этапами по оценке биоэквивалентности 
двухкомпонентного препарата Телзап® АМ (телмисар-
тан + амлодипин, таблетки 80 + 10  мг) относительно 
совместно принимаемых монокомпонентных пре-
паратов Микардис® (телмисартан, таблетки 80  мг) и 
Норваск® (амлодипин, таблетки 10  мг) при однократ-
ном повторном приеме внутрь здоровыми добро-
вольцами одной дозы каждого из них.

Всего было отобрано 98 человек, 61 доброволец 
был рандомизирован (с учетом 1 выбывшего до дози-
рования в первом периоде добровольца); 10 человек 
приняли участие в исследовании в качестве дубле-
ров. Один дублёр заменил выбывшего добровольца 
основного состава в первом периоде, остальные при-
няли участие в качестве добровольцев основного  
состава во время госпитализации второй подгруппы. 
Во время госпитализации добровольцев второй под-
группы дополнительно было госпитализировано 5 
дублеров. 32 случая признаны скрининговыми неуда-
чами: были обнаружены отклонения в лабораторных 
показателях, которые не позволили им принять учас- 
тие в исследовании. 

В первом периоде препарат приняли 60 человек, 
во втором – 58 человек, в третьем – 58 человек, в чет-
вертом – 58 человек. 

Средний возраст рандомизированных доброволь-
цев и дублеров составил 28,0 ± 9,2 лет; рост 173,6 ± 
8,9  см; вес 70,6 ± 10,5 кг; средний индекс массы тела 
23,3 ± 2,7 кг/м2.

Все добровольцы были разделены на 2 группы: 
А и Б. Каждый доброволец был отнесен (рандоми-
зирован) к одной из групп с определенной после-
довательностью приема препаратов: RTRT или TRTR. 
Добровольцы, включенные в группу А, в первом и 
третьем периоде исследования получали исследу- 
емый препарат (Т), а представители группы Б – пре-
парат сравнения (R). 

Во втором и четвертом периодах исследования 
назначение препарата было обратным: представи-
тели группы А получали препарат сравнения (R), а 
представители группы Б – исследуемый препарат (Т). 
Это означало, что группа А получала лекарственный 
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препарат в последовательности TRTR, а группа Б полу-
чала лекарственный препарат в последовательности 
RTRT. Таким образом, общая схема исследования бы-
ла «TRTR | RTRT». 

По причине вместимости клинического отде-
ла добровольцы были разделены на 2 подгруппы по 
30 человек. Добровольцы каждой подгруппы находи-
лись в том же клиническом центре, следовали одина-
ковым процедурам и требованиям протокола. Получе-
ние препарата и манипуляции с кровью проводились 
в одинаковых условиях (включая, но не ограничиваясь 
использованием одинакового типа и производства 
внутривенных катетеров, игл, одинаковых систем де-
зинфекции, типов лабораторных и транспортных про-
бирок, морозильных камер и т. д.). 

Все добровольцы из обеих подгрупп получали 
одинаковую пищу в каждом из периодов госпитали-
зации, соблюдался единый интервал времени между 
периодами (период «отмывания»). 

Исследуемые препараты

Действующими веществами исследуемого препа-
рата и препарата сравнения являются телмисартан и 
амлодипин. В качестве препаратов сравнения (рефе-
ренсных, R) использовались: 
 • Микардис® (телмисартан, таблетки 80 мг, Берингер 

Ингельхайм Интернешнл ГмбХ, Германия, номер 
серии 305859В).

 • Норваск® [амлодипин, таблетки 10 мг, Пфайзер 
Эйч.Си.Пи. Корпорэйшн (США), Россия, номер се-
рии Е10202831].
Данные препараты принимались одновременно.
В качестве исследуемого препарата (тест, T) 

использовался: 
 • Телзап®  АМ (телмисартан + амлодипин, таблетки 

80 + 10 мг, Зентива к.с., Чешская Республика, но-
мер серии G850316).

Введение препарата и отбор образцов

В соответствии с законодательной и нормативно-
й базой исследование было выполнено с предостав-
ленными спонсором образцами исследуемого препа-
рата и препаратов сравнения. Исследуемый препарат 
применялся внутрь в дозе 80 + 10 мг (1 таблетка), 
препараты сравнения принимались в аналогичной 
дозировке, каждый препарат в составе отдельной таб- 
летки. Доброволец запивал таблетки 200 мл воды. 

Образцы крови отбирались с помощью катетера, 
установленного в вену предплечья в течение 16 часов 
после приема препарата. Начиная со второго взятия 
крови, перед каждой точкой забора крови из катете-
ра 1 мл крови удалялся для исключения попадания ге-
парина в образец крови. После каждого забора крови 
из катетера он промывался 0,5 мл гепаринизирован-
ного физиологического раствора (500 МЕ на 100  мл 
0,9 % натрия хлорида) во избежание его тромбирова-
ния. Катетер был удален после взятия образцов крови 
через 16 часов после приема препарата. Образцы кро-

ви в точке 24, 48 и 72 часа отбирались путем прямой 
венепункции. Отбор образцов крови осуществлялся 
в вакуумные пробирки (вакутейнеры) объемом 6 мл, 
содержащие К2ЭДТА в качестве антикоагулянта. 

В каждую вакуумную пробирку отбиралось 6  мл 
крови, пробирки перемешивались, через 30 минут 
центрифугировались при охлаждении. Плазму из су-
пернатанта переносили в две предварительно про-
маркированные криопробирки [аналитическая (А) и 
архивная аликвоты (В)], объём аналитической аликво-
ты составлял не менее 1,5 мл. После переноса плаз-
мы в криопробирки её незамедлительно заморажи-
вали на сухом льду. В дальнейшем образцы хранились 
при температуре ≤–20 °C. Индивидуальные комплекты 
хранились в разных морозильных камерах. Таким об-
разом, до отправки все образцы хранились в клини-
ческом центре в морозильной камере с контролиру-
емой температурой ≤–20 °C. 

Анализ концентрации телмисартана был выпол-
нен в 23 образцах плазмы крови, взятых у всех до-
бровольцев в течение четырех периодов исследо-
вания в следующих временных точках: 0 (до приёма 
препарата), через 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 1,75; 2,0; 
2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 12,0; 16,0; 24,0; 48,0 
и 72,0 ч. 

Анализ концентрации амлодипина был произве-
ден в 19 образцах плазмы крови, взятых во времен-
ные точки: 0 (до приёма препарата), через 0,5; 1,0; 1,5; 
2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 12,0; 16,0; 24,0; 
48,0 и 72,0 ч в течение четырех периодов исследова-
ния. Анализ данных проб проводился только у первой 
группы добровольцев (30 человек, а не все 58), так как 
этого было достаточно для достижения необходимой 
мощности исследования. Подробности приведены в 
разделе «Результаты и обсуждение».

Анализ концентрации  
действующих веществ в образцах

Для определения концентраций телмисарта-
на в 5380 образцах, полученных в клинической час- 
ти исследования, была использована ВЭЖХ-МС/МС 
методика, валидированная в соответствии с руко-
водствами  [6, 7]. В качестве внутреннего стандарта 
использовался изотопномеченный (дейтерирован-
ный) телмисартан. Аналитическая серия включа-
ла 112 образцов: 1 холостой образец; 1 холостой 
образец с добавлением внутреннего стандарта; 9 ка-
либровочных образцов; 6 образцов контроля качест- 
ва; 92 (23 × 4) образца от одного добровольца из четы-
рех периодов. Аналитическая методика предполагала 
использование 100 мкл образца для каждого анали-
за. Аналитический диапазон методики составил 2,0–  
1200,0 нг/мл телмисартана в плазме, для расчёта кон-
центраций использовалась взвешенная линейная рег- 
рессия. Подготовка проб осуществлялась методом 
депротеинизации (осаждения белков). Полученные 
депротеинизаты были проанализированы на ВЭЖХ-
МС/МС-системе TSQ Quantum Discovery MAX.

Доклинические и клинические исследования
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Для определения концентраций амлодипина в 
2280 образцах, полученных в клинической части ис-
следования, также была использована отдельная 
ВЭЖХ-МС/МС методика, валидированная в соответст- 
вии с руководствами [6, 7]. В качестве внутреннего 
стандарта использовался изотопно-меченный (дейте-
рированный) амлодипин. Аналитическая серия вклю-
чала 95 образцов: 1 холостой образец; 1 холостой 
образец с добавлением внутреннего стандарта; 9 ка-
либровочных образцов; 6 образцов контроля качест- 
ва; 76  (19 × 4) образцов от одного добровольца из че-
тырех периодов, а также 3 дополнительных бланко-
вых образца. Аналитическая методика предполагала 
использование 500 мкл образца для каждого ана-
лиза. Аналитический диапазон методики составил 
0,1–15,0  нг/мл амлодипина в плазме, для расчёта кон-
центраций использовалась взвешенная линейная 
регрессия. Подготовка проб осуществлялась методом 
твердофазной экстракции (ТФЭ). Полученные экстрак-
ты были проанализированы на ВЭЖХ-МС/МС-системе 
Shimadzu 8050. 

Персонал, участвующий в выполнении биоанали-
тического анализа, не был проинформирован о схе-
ме рандомизации и не обладал информацией о по-
следовательности приема исследуемого препарата и 
препарата сравнения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Участники исследования и безопасность

С момента подписания информированных согла-
сий до окончания наблюдения за добровольцами бы-
ло выявлено 39 нежелательных явлений у 18 добро-
вольцев. Все зарегистрированные нежелательные 
явления (НЯ) были несерьезными. 

Соотношение частоты развития нежелательных 
явлений составило: 16 НЯ после приема исследуемо-
го препарата; 21 НЯ после приема референсного пре-
парата; 2 НЯ не были связаны с приемами препаратов, 
так как они возникли перед приемом препарата в 1 
периоде. 

После применения исследуемого препарата веро-
ятная связь НЯ с приемом препарата прослеживалась 
в 1 случае (головокружение), после приема препара-
та сравнения в 3 случаях (гипотония). В 14 случаях воз-
никновения НЯ (гипотония, головокружение, головная 
боль) после приема исследуемого препарата и в 17 
(гипотония, головокружение, головная боль, обморок) 
после приема препарата сравнения связь НЯ с препа-
ратом оценивалась как возможная. В 2 случаях возник-
новения НЯ (тошнота, головная боль) связь с препара-
том была установлена как сомнительная. В 2 случаях 
связь с приемом препарата была оценена как неклас-
сифицируемая (головокружение, гипотония), так как 
НЯ произошло до приема препарата исследования. 

Во всех случаях исходом НЯ являлось выздоров-
ление. Степень тяжести во всех случаях оценена как 
легкая. 

Фармакокинетические параметры  
и оценка биоэквивалентности

Фармакокинетические параметры  
телмисартана

Средние значения основного параметра, харак-
теризующего биодоступность действующего ве-
щества из лекарственной формы – площади под 
фармакокинетической кривой, AUC0-72 – для иссле-
дуемого и референсного препаратов (M ± SD) соста-
вили 2249,8 ± 1594,2 нг ∙ ч/мл (диапазон от 101,6 до 
7622,1 нг ∙ ч/мл) и 2289,5 ± 1588,8 нг ∙ ч/мл (диапазон от 
106,4 до 7948,7 нг ∙ ч/мл) соответственно. 

Средние значения максимальных концентраций  
телмисартана (Cmax), определяемых в плазме крови 
добровольцев при приёме исследуемого препара-
та, (M ± SD) составили 435,6 ± 500,0 нг/мл (диапазон 
от 26,7 до 3446,0 нг/мл), для референсного – 475,7 ± 
459,7  нг/мл (диапазон от 68,3 до 3086,4 нг/мл) (табли-
ца 1, рисунок 1). 

Медианы времени достижения максимальной кон-
центрации (Tmax) для исследуемого и референсного 
препаратов были равны 1,25 ч и 1,00 ч соответствен-

Таблица 1. Сводные данные средних арифметических значений фармакокинетических параметров телмисартана  
(N – число измерений, CV – коэффициент вариации)

Table 1. Summary average pharmacokinetic parameters of telmisartan (N – number of observations, CV – coefficient of variation)

Параметр
Parameter

N

Исследуемый препарат (T)
Test formulation (T)

Референсный препарат (R)
Reference formulation (R) Отношение T/R, % 

T/R ratio, %Среднее
Average

CV, %
Среднее
Average

CV, %

Cmax, нг/мл
Cmax, ng/ml

116 435,6 114,80 475,7 96,63 97,20

tmax, ч
tmax, h

116 1,40 49,99 1,22 63,76 142,26

AUC0-72, нг ∙ ч/мл
AUC0-72, ng ∙ h/ml

116 2249,8 70,86 2289,5 69,40 99,99

λz, ч
-1

λz, h
-1 116 0,04093 73,68 0,04148 76,49 122,75

t1/2, ч
t1/2, h

116 23,74 62,43 23,83 69,76 138,07
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но. Средние значения данного показателя (M ± SD) со-
ставили 1,40 ± 0,70 ч и 1,22 ± 0,78 ч для исследуемого 
и референсного препаратов соответственно. Различия 
между препаратами по параметру Tmax являются ста-
тистически значимыми (p < 0,05, медианный тест, тест 
Краскела  – Уоллиса). Для исследуемого и референс-
ного препаратов получены следующие значения по-
казателей: Т1⁄2 23,74 ± 14,82 ч и 23,83 ± 16,63 ч соответст- 
венно; λz 0,04093 ± 0,03016 ч-1 и 0,04148 ± 0,03173 ч-1 
соответственно. 

Среднее арифметическое значение отноше-
ния фармакокинетических параметров AUC0-72 (T)/

AUC0-72 (R), характеризующего относительную био- 
доступность исследуемого препарата по отношению 
к референсному, составило 99,99 %. Среднее арифме-
тическое значение отношения фармакокинетических 
параметров Cmax (T)/Cmax (R), характеризующего отно-
сительную степень всасывания активного вещества, 
составило 97,20 %. 

Фармакокинетические параметры амлодипина 

Средние значения основного параметра, харак-
теризующего биодоступность действующего ве-
щества из лекарственной формы – площади под 
фармакокинетической кривой, AUC0-72 – для исследу-
емого и референсного препаратов (M ± SD) состави-
ли 206,694 ± 53,665 нг ∙ ч/мл (диапазон от 126,267 до  
314,326 нг ∙ ч/мл) и 216,520 ± 59,892 нг ∙ ч/мл (диапазон 
от 118,971 до 325,627 нг ∙ ч/мл) соответственно. 

Средние значения максимальных концентраций  
амлодипина (Cmax), определяемых в плазме крови 
добровольцев при приёме исследуемого препара-
та, (M ± SD) составили 5,375 ± 1,312 нг/мл (диапазон 
от 3,685 до 8,340 нг/мл), для референсного – 5,724 ± 
1,478  нг/мл (диапазон от 3,295 до 8,660 нг/мл) (табли-
ца 2, рисунок 2). 

Медианы времени достижения максимальной кон-
центрации для исследуемого и референсного препа-
ратов совпали и были равны 7,00 ч. Средние значения 
данного показателя (M ± SD) составили 7,51 ± 1,87 ч и 
7,18 ± 1,73 ч для исследуемого и референсного препа-
ратов соответственно. Различия между препаратами 
по параметру Tmax являются статистически незначи-
мыми (p > 0,05, медианный тест, тест Краскела – Уолли-
са). Для исследуемого и референсного препаратов по-
лучены следующие значения показателей: Т1⁄2 40,22 ± 
10,38 ч и 39,28 ± 8,26 ч соответственно; λz 0,01817 ± 
0,00383 ч-1 и 0,01830 ± 0,00330 ч-1 соответственно. 

Среднее арифметическое значение отноше-
ния фармакокинетических параметров AUC0-72 (T)/
AUC0-72 (R), характеризующего относительную био- 
доступность исследуемого препарата по отношению 
к референсному, составило 96,73 %. Среднее арифме-
тическое значение отношения фармакокинетических 
параметров Cmax (T)/Cmax (R), характеризующего отно-
сительную степень всасывания активного вещества, 
составило 95,18 %. 

Оценка биоэквивалентности

Биоэквивалентность исследуемого и референс-
ного препаратов оценивали на основании 90%-го ДИ 
ln-преобразованных значений AUC0-72 и Cmax телми-
сартана и амлодипина как основных параметров. Со-
гласно протоколу, препараты считались биоэквива-
лентными, если границы оцененного ДИ для AUC0-72 
и Cmax находились в пределах 80,00–125,00 % (при  
подтверждении, что вариабельность Cmax телмисар-
тана референсного препарата составляет более 30 %, 
границы 90%-ых ДИ для данного фармакокинетичес- 

Рисунок 1. Усреднённые (среднее по препарату) фармакоки-
нетические профили телмисартана в плазме крови добро-
вольцев после однократного приёма комбинированного 
исследуемого препарата Телзап®  АМ (телмисартан + амлоди-
пин, таблетки 80 + 10 мг, Зентива к.с., Чешская Республика) 
в сравнении с приёмом монокомпонентного референс-
ного препарата Микардис® (телмисартан, таблетки 80 мг, 
Берингер Ингельхайм Интернешнл ГмбХ, Германия), T – ис-
следуемый (тестируемый) препарат, R – препарат сравнения 
(референсный)

Figure 1. Average pharmacokinetic profiles of telmisartan in 
blood plasma after a single administration under fasting of 
Telzap® AM (telmisartan + amlodipine, tablets, 80 + 10 mg, 
Zentiva ks company, Czech Republic) and Mikardis® (telmisartan, 
tablets 80 mg, Beringer Ingelheim International GmbH, Germany), 
T – test formulation, R – reference formulation

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



161РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 4

кого параметра могли быть увеличены в соответствии 
с протоколом). 

Для телмисартана точечная оценка индивиду-
альных отношений AUC0-72 (T)/AUC0-72 (R) (f’) состави-
ла 97,40 %, 90%-ый ДИ для логарифмически преоб-
разованных данных: 93,45–101,51%, что находится в 
рамках допустимого диапазона (80,00–125,00 %). То-
чечная оценка индивидуальных отношений Cmax (T)/

Cmax (R) (f’’) составила 86,62 %, 90%-ый ДИ для логариф-
мически преобразованных данных: 79,70–4,13 %, что 
находится в рамках допустимого расширенного ди-
апазона (76,73–130,32 %). Диапазон был расширен на 
основании полученных в исследовании данных о вы-
сокой внутрисубъектной вариабельности парамет- 
ра Сmax для референсного лекарственного препара-
та: значение CVintra для него составило 35,93 % (более 
30 %), в соответствии с этой величиной рассчитан до-
пустимый расширенный диапазон ДИ. Данный подход 
описан Руководством по экспертизе лекарственных 
средств, том 1 [6], руководством ЕАЭС [7]. Отметим, что 
авторы других опубликованных исследований биоэк-
вивалентности также нередко сталкивались с необхо-
димостью расширения ДИ для телмисартана [8–11].

Амлодипин же, напротив, согласно литературным 
данным [12–14], относится к маловариабельным с точ-
ки зрения фармакокинетики препаратам. Этим объяс-
няется тот факт, что в исследовании биоэквивалент-
ности по амлодипину принимали участие лишь 30 
добровольцев, а не все 58. Необходимости проводить 
анализ его концентраций у всех добровольцев не 
возникло, поскольку для достижения заданной ста-
тистической мощности исследования было достаточ-
но 30 добровольцев.

Таблица 2. Сводные данные средних арифметических значений фармакокинетических параметров амлодипина  
(N – число измерений, CV – коэффициент вариации)

Table 2. Summary average pharmacokinetic parameters of amlodipine (N – number of observations, CV – coefficient of variation)

Параметр
Parameter

N

Исследуемый препарат (T)
Test formulation (T)

Референсный препарат (R)
Reference formulation (R) Отношение T/R, %

T/R ratio, %Среднее
Average

CV, %
Среднее
Average

CV, %

Cmax, нг/мл
Cmax, ng/ml

60 5,375 24,40 5,724 25,83 95,18

tmax, ч
tmax, h

60 7,51 24,87 7,18 24,17 109,49

AUC0-72, нг ∙ ч/мл
AUC0-72, ng ∙ h/ml

60 206,694 25,96 216,520 27,66 96,73

λz, ч
-1

λz, h
-1 60 0,01817 21,10 0,01830 18,00 100,08

t1/2, ч
t1/2, h

60 40,22 25,81 39,28 21,03 102,90

Рисунок 2. Усреднённые (среднее по препарату) фармакоки-
нетические профили амлодипина в плазме крови доброволь-
цев после однократного приёма комбинированного иссле-
дуемого препарата Телзап®  АМ (телмисартан + амлодипин, 
таблетки 80 + 10 мг, Зентива к.с., Чешская Республика) в срав-
нении с приёмом монокомпонентного референсного препара-
та Норваск® [амлодипин, таблетки 10 мг, Пфайзер Эйч.Си.Пи. 
Корпорэйшн (США), Россия], T – исследуемый (тестируемый) 
препарат, R – препарат сравнения (референсный).

Figure 2. Average pharmacokinetic profiles of amlidipine in blood 
plasma after a single administration under fasting of Telzap® AM 
(telmisartan + amlodipine, tablets, 80 + 10 mg, Zentiva KS 
company, Czech Republic) and Norvask® [amlodipine, tablets 
10 mg, Pfizer HCP Corporation (USA), Russia], T – test formulation, 
R – reference formulation
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Для амлодипина точечная оценка индивидуаль-
ных отношений AUC0-72 (T)/AUC0-72 (R) (f’) составила 
95,96 %, 90%-ый ДИ для логарифмически преобразо-
ванных данных: 93,43–98,56 %, что находится в рам-
ках допустимого диапазона (80,00–125,00 %). Точечная 
оценка индивидуальных отношений Cmax (T)/Cmax (R) (f’’) 
составила 94,31 %, 90%-ый ДИ для логарифмически 
преобразованных данных: 91,28–97,44 %, что находит-
ся в рамках допустимого диапазона (80,00–125,00 %) 
(таблица 3). 

Результаты исследования биоэквивалентности 
послужили основанием для регистрации препара-
та Телзап®  АМ (телмисартан + амлодипин, таблетки 
80 + 10  мг, Зентива к.с., Чешская Республика) под но-
мером ЛП-005472.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках регистрации комбинированного препа-

рата Телзап®  АМ было проведено исследование его 
биоэкивалентности относительно совместно прини-
маемых монокомпонентных препаратов Микардис® и 
Норваск® при однократном приёме здоровыми доб- 
ровольцами натощак. На основании полученных дан-
ных можно констатировать, что исследуемые препа-
раты характеризуются высокой степенью сходства 
показателей фармакокинетики. Индивидуальные и 
усреднённые профили фармакокинетических кривых 
исследуемого и референсного препаратов как телми-
сартана, так и амлодипина имеют совпадающие фор-
мы. Исследуемые препараты характеризуются близ-
кими значениями относительной биодоступности 
телмисартана и амлодипина, а также максимальной 
концентрацией телмисартана и амлодипина. ДИ для 

отношений средних геометрических значений оцени-
ваемых показателей телмисартана и амлодипина ис-
следуемого и референсного препаратов полностью 
соответствуют установленным пределам.

Таким образом, выполненное исследование по-
зволяет констатировать биоэквивалентность двух-
компонентного препарата Телзап®  АМ (телмисар-
тан + амлодипин, таблетки 80 + 10 мг, Зентива к.с., 
Чешская Республика) относительно совместно прини-
маемых монокомпонентных препаратов Микардис® 
(телмисартан, таблетки 80 мг, Берингер Ингельхайм 
Интернешнл ГмбХ, Германия) и Норваск® [амлодипин, 
таблетки 10 мг, Пфайзер Эйч.Си.Пи. Корпорэйшн (США), 
Россия].
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Резюме
Введение. В статье рассматривается проблема разделения обязанностей и ответственности между держателями регистрационных 
удостоверений (ДРУ) и держателями лицензий на производство (производителями) в сфере обеспечения качества лекарственных средств. 
Необходимость разделять функции и сферы ответственности, касающиеся производителей и ДРУ, возникает в ситуации работы по контрактам 
или в соответствии с соглашениями по качеству. 
Текст. В руководствах фармацевтического сектора Евросоюза (ЕС) указания относительно обязанностей ДРУ в отношении правил GMP 
разбросаны по различным главам Руководства по GMP и приложениям к нему. Кроме того, отдельные положения по данной теме содержатся 
в директивах ЕС. С учётом этого в январе 2020 г. Европейское агентство по лекарственным средствам (EMA) выпустило проект документа 
«Соображения о правилах GMP и держателях регистрационных удостоверений». Цель проекта – объединить многочисленные указания 
на этот счёт и в ряде случаев снабдить их пояснениями практического характера. Важнейшие обязанности ДРУ в этой части касаются 
содействия соблюдению правил GMP путём установления двухстороннего обмена информацией между национальными регуляторными 
органами, руководством производственных площадок, уполномоченными лицами, осуществляющими выпуск продукции в оборот, и другими 
заинтересованными сторонами. В рамках этой функции ДРУ предоставляет информацию регуляторным органам и производственным 
площадкам, как правило, через уполномоченных лиц, а также собирает и обобщает данные о качестве продукции, полученные из разных 
источников в сфере производства и в цепочке распределения. 
Заключение. В отношении правил GMP ЕАЭС можно сделать вывод, что на фоне активного обновления европейских отраслевых требований 
отставание ряда разделов этого документа становится всё более очевидным. Представляется необходимым активизировать работу по 
текущему пересмотру правил GMP ЕАЭС. В отношении специфических функций ДРУ, связанных с обеспечением качества фармацевтической 
продукции, предлагается на базе опубликованного проекта методического документа Евросоюза подготовить разъяснения на эту тему, 
которые дополняли бы правила GMP ЕАЭС. 

Ключевые слова: надлежащая производственная практика, правила GMP, лекарственные средства, фармацевтическая промышленность.
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Abstract
Introduction. The article is focused on differences in quality assurance-related obligations and responsibilities between Marketing Authorisation 
Holders (MAHs) and manufacturing authorisation holder (manufacturers) in pharmaceutical industry. In case of outsourcing and technical agreements 
there is a need to differentiate responsibilities related to quality assurance between the above mentioned categories. 
Text. The guidelines for the pharmaceutical sector of the European Union (EU) provide guidance on the responsibilities of the MAHs in relation to 
the GMP rules, which are scattered throughout the various chapters of the GMP and its appendices. In addition, certain provisions on this topic are 
contained in the EU directives. With this in mind the European Medicines Agency (EMA) issued in January 2020 a draft Reflection paper on Good 
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manufacturing practice and Marketing Authorisation Holders. The draft clarifies that while certain activities of an MAH may be delegated to the 
manufacturer, MAH retains ultimate responsibility for the performance of a medicinal product, its safety, quality and efficacy. The important obligation 
of MAH in this context is to facilitate GMP compliance by establishing a robust two-way communication system with national competent authorities, 
manufacturing sites, Qualified Persons (QPs) certifying batches before release, and other interested parties. The MAH ought to communicate to 
manufacturing personnel, normally through QPs, production processes and related quality control procedures, including subsequent variations, 
described in registration dossiers. 
Conclusion. A general one conclusion: in view of rapid developments in the EU GMP Guide, the Eurasian Economic Union GMP requirements ought 
to be updated. In respect of specific responsibilities of MAH pertaining to GMP compliance the EMA draft Reflection paper merits attention as a 
guidance regarding separation of obligations and responsibilities between MAH and personnel of manufacturing sights.

Keywords: good manufacturing practice, GMP rules, medicines, drug industry.
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ВВЕДЕНИЕ
Рекомендация Коллегии Евразийской экономи-

ческой комиссии от 19 марта 2019 г. № 10 «Об актуали-
зированном Информационном справочнике понятий, 
применяемых в рамках Евразийского экономическо-
го союза в сфере обращения лекарственных средств» 
дает определение «держателю регистрационного 
удостоверения» (ДРУ), в соответствии с которым – это 
юридическое лицо, на имя которого выдано регистра-
ционное удостоверение на лекарственный препа-
рат и которое несет ответственность за безопасность, 
эффективность и качество лекарственного препа- 
рата.

В фармацевтической отрасли Евросоюза (ЕС) от-
мечается тенденция разделения ответственности 
между держателями регистрационных удостовере-
ний (ДРУ) и держателями лицензий на производство 
(производителями) в сфере обеспечения качества ле- 
карственных средств.

В соответствии с Федеральным законом от 
12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных 
средств» держатель или владелец регистрационного 
удостоверения лекарственного препарата – это раз-
работчик лекарственного средства, производитель 
лекарственных средств или иное юридическое ли-
цо, обладающее правом владения регистрационным 
удостоверением, которые несут ответственность за 
качество, эффективность и безопасность лекарствен-
ного препарата [1].

В Руководстве по надлежащей производственной 
практике Евросоюза [2], в главе 1 в разделе «Принцип», 
выделена ответственность держателя лицензии на 
производство лекарственных средств (производите-
ля) и уполномоченных лиц за функционирование фар-
мацевтической системы качества. Упоминаний о дер-
жателях регистрационных удостоверений (ДРУ) в этом 

разделе Руководства нет. Аналогичная ситуация и в 
Правилах GMP ЕАЭС [3]. Вместе с тем в фармацевти-
ческой отрасли Евросоюза отмечается тенденция раз-
деления ответственности между ДРУ и производите-
лями в сфере обеспечения качества продукции. 

Следует уточнить, что в Евросоюзе в соответству-
ющих случаях используется термин «лицензия на 
производство и импорт» (Marketing and Importation 
Authorisation – MIA). Это связано с тем, что выпускаю-
щий анализ образцов и сертификация серий уполно-
моченным лицом считаются этапами производства. В 
соответствии с союзным законодательством эти опе-
рации в отношении импортируемых лекарственных 
препаратов осуществляются после перемещения их 
через таможенную границу. Таким образом, процеду-
ра импорта оказывается встроенной в производст- 
венный процесс и рассматривается как его часть.

В этой связи следует обратить внимание на фор-
мулировки пересмотренного в 2015 г. Приложения 
№ 16 к Руководству по GMP Евросоюза о роли и функ-
циях уполномоченных лиц. В разделе 2 «Принцип», 
п.  2.1 указано, что в конечном итоге ответственность 
за функциональные характеристики лекарственного 
препарата в течение его жизненного цикла: его без-
опасность, эффективность и качество лежит на ДРУ. 
Персонал производственной площадки, в первую 
очередь уполномоченное лицо, отвечает за выпуск 
однородной продукции, каждая серия которой пол-
ностью соответствует правилам GMP и всем положени-
ям регистрационного досье в части свойств и условий 
производства. Опубликованный в марте 2020 г. про-
ект нового приложения № 21 к Руководству по GMP ЕС 
«Импорт лекарственных препаратов» подтверждает  
это положение: «для препаратов, разрешённых в  
Евросоюзе общую ответственность за размещение на 
рынке несёт держатель регистрационного удостове-
рения (ДРУ)» [4]. 
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Необходимость различать функции и сферы от-
ветственности, касающиеся производителей и ДРУ 
возникает в ситуации работы по контрактам или на-
личия соглашений по качеству. Важнейшие обя-
занности ДРУ в этой части касаются содействия 
соблюдению правил GMP путём установления двух-
стороннего обмена информацией между националь-
ными регуляторными органами, производственными 
площадками, уполномоченными лицами и другими 
заинтересованными сторонами. В рамках этой функ-
ции ДРУ предоставляет информацию регуляторным 
органам и производственным площадкам, как пра-
вило, через уполномоченных лиц, а также собирает и 
обобщает данные о качестве продукции, полученные 
из разных источников в сфере производства и в це-
почке распределения. 

Деятельность ДРУ в этой сфере заслуживает рас-
смотрения в связи с её ролью в системе качества 
предприятия, в частности, в непрерывном совер-
шенствовании условий производства. Указания на 
этот счёт были введены в Главу 1 правил GMP ЕС в 
2013 г. в связи с их пересмотром в целях концептуаль-
ной и терминологической увязки с трёхсторонним 
руководством ICH Q10 по фармацевтической системе 
качества (ФСК) [5]. Согласно этому документу ФСК, со-
ответствующая производству лекарственных препа-
ратов, должна обеспечивать содействие непрерывно-
му совершенствованию путём внедрения улучшений в 
сфере качества, отвечающих текущему уровню знаний 
о продуктах и процессах. Это положение имеет пря-
мое отношение к ДРУ. Ниже рассматривается обязан-
ность ДРУ в части оценки результатов обзора качества 
продукции и принятия вытекающих из этого мер. Её 
исполнение позволяет получить знания о процессах 
производства активных фармацевтических субстан-
ций (АФС) и готовых лекарственных препаратов, о со-
ответствующих видах контроля. Важно также умение 
обращаться с такими документами, как досье произ-
водства АФИ, сертификаты соответствия фармакопеи 
и др. 

Подобные знания дают возможность ДРУ иници-
ировать совместно с партнёрами по производствен-
ной площадке требуемые действия по непрерывному 
улучшению. Эти же данные способствуют выявлению 
необходимых улучшений собственных действий ДРУ, 
относящихся к регуляторным функциям. Примером 
может служить управление изменениями в заявках 
на регистрацию в отношении Модуля 3 Общего тех-
нического документа (ОТД). Как полагают специалис- 
ты, в перспективе важность надёжного процес-
са коммуникации между регуляторами и площадка-
ми через посредство ДРУ будет возрастать в связи с  
внедрением гибких механизмов согласования пост- 
регистрационных изменений условий производства. 
Использование гибких подходов в той сфере, осно-
ванных на фармацевтической системе качества пред-
приятия, предусмотрено новым международным Ру-
ководством ICH Q12 [6].

В руководствах фармацевтического сектора  
Евросоюза указания относительно обязанностей ДРУ 
в отношении правил GMP разбросаны по различным 
главам Руководства по GMP и приложениям к не-
му. Кроме того, отдельные положения по данной теме 
содержатся в директивах ЕС. С учётом этого в янва-
ре 2020 г. Европейское агентство по лекарственным 
средствам (EMA) выпустило проект документа под за-
головком «Соображения о правилах GMP и держате-
лях регистрационных удостоверений» [7]. Цель про-
екта – объединить многочисленные указания на этот 
счёт и в ряде случаев снабдить их пояснениями прак-
тического характера. Ожидается, что документ в 
окончательном виде будет принят в текущем году.

Как известно, в ЕАЭС Правила GMP и порядок ре-
гистрации новых лекарственных препаратов прибли-
жены к требованиям Евросоюза. В России и её ближ-
нем зарубежье получили широкое распространение 
работы по контрактам и техническим соглашениям, 
что отражает мировые тенденции. Однако требова-
ния правил GMP по традиции адресуются чаще все-
го производителям. В Правилах GMP ЕАЭС, как по-
казано ниже, встречаются замечания о роли ДРУ, 
однако они разрознены и, в ряде случаев, недоста-
точно конкретны. 

В связи с перспективами интеграции фармацев-
тической отрасли России в мировую экономику и 
вступления инспектората в PIC/S очевидна необходи-
мость перехода к толкованию и применению правил 
GMP, приближенному к международной практике. С 
учётом изложенного представляется, что содержа-
щиеся в настоящей статье разъяснения о роли ДРУ 
актуальны для работников фармацевтической отрас-
ли России и других стран Евразийского Экономичес- 
кого Союза. 

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Для удобства рассмотрения функций ДРУ, связан-

ных с соблюдением правил GMP, разделим эти функ-
ции на два основных направления: обязательства пе-
ред регуляторными органами и действия, связанные 
с аутсорсингом и техническими соглашениями.

ОБЯЗАТЕЛЬСТВА  
ПЕРЕД РЕГУЛЯТОРНЫМИ ОРГАНАМИ

Опыт европейских фармкомпаний показывает, 
что обязательства перед регуляторными органами, 
не находящиеся в надлежащей степени под контро-
лем ДРУ, могут сыграть негативную роль при оценке 
соответствия препаратов условиям их регистрации. 

Во вступлении к Руководству по GMP Евросою-
за указано, что от производителя ожидается система-
тическое внедрение требований регистрационных 
удостоверений (включая материалы заявки), относя-
щихся к безопасности, эффективности и качеству, в 
организацию производства, контроля качества и вы-
пуска продукции в оборот. Согласно главе 4 «Доку-
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ментация», документы должны соответствовать от-
носящимся к делу разделам регистрационных досье 
(или досье спецификаций на исследуемый препарат). 
Положения о соблюдении требований регистрацион-
ных досье содержатся также в Правилах GMP ЕАЭС, в 
частности в первом предложении главы 1 «Фармацев-
тическая система качества». 

В этой связи следует уточнить понятие «регистра-
ционное досье». В реальной жизни редки случаи ре-
гистрации препарата без замечаний к материалам 
заявки. Как правило, в процессе рассмотрения до-
сье возникают вопросы к заявителю и (или) требова-
ния дополнений, внесения изменений т.  п. В связи с 
этим необходимо различать исходное досье, т.  е. па-
кет документов, поданный вместе с заявкой, и окон-
чательную версию досье, включающую все поправки 
и дополнения, внесённые заявителем в ходе рассмот- 
рения заявки. Положения правил GMP о соответствии 
условий производства материалам заявки на регист- 
рацию касаются лишь окончательных версий досье.

Поскольку за содержание досье отвечает ДРУ, 
именно в его обязанности входит доведение до про-
изводственных площадок содержания регистраци-
онных материалов, относящихся к их деятельности. 
Особую важность в этом плане имеют разделы, ка-
сающиеся технологии и внутрипроизводственного  
контроля, спецификаций для выпуска и хранения, 
текста и дизайна маркировки и сопровождающей 
препарат информации. В странах Евросоюза в этих 
целях практикуется составление сокращённых вер-
сий Модулей 1 и 3 Общего технического докумен-
та (ОТД) соответствующих заявок для использования 
персоналом площадок, чаще всего уполномоченны-
ми лицами. В дальнейшем эти данные должны нахо-
диться в системе контроля изменений.

Обязательства в части заявки  
на регистрацию препаратов

Обязательства перед регуляторными органами 
начинаются уже на этапе подготовки заявки на регист- 
рацию препарата. Заявитель, иначе спонсор, должен 
убедиться в том, что все включаемые в досье произ-
водители имеют действующие сертификаты GMP или 
аналогичные документы. После одобрения заявки 
спонсор получает статус ДРУ. В дальнейшем в тече-
ние жизненного цикла препарата ДРУ обязан следить 
за наличием у производителей разрешительных доку-
ментов, подтверждающих соблюдение правил GMP. 

В Евросоюзе статья 46 Директивы 2001/83/EC воз-
лагает на производителя обязанность использовать 
в работе только АФС, произведенные в соответствии 
с правилами GMP и находившиеся в цепочке рас-
пределения, отвечающей правилам GDP для фарма-
цевтических субстанций. В соответствии со cтатьёй  
8(3)(ha) той же Директивы заявитель должен предста-
вить информацию о соблюдении правил GMP про-
изводителем АФС, которая будет использовать-
ся в производстве готовой лекарственной формы. 

С этой целью в заявку необходимо включить пись-
менное подтверждение (декларацию уполномочен-
ного лица) того, что производитель готового лекарст- 
венного препарата проверил соблюдение правил 
GMP производителем АФС путём аудитов. Использо-
вание аналогичных подходов предусмотрено Пра-
вилами регистрации и экспертизы лекарственных 
средств Евразийского экономического союза, Прило-
жение № 1, п. 1.6.7 [8]. 

Это означает, что заявитель (будущий ДРУ) обязан 
убедиться в соблюдении правил GMP производителем 
АФС до подачи заявки на регистрацию. Обязанность 
подтверждать GMP-статус производителя исход-
ных субстанций сохраняется и в пострегистрацион-
ный период, однако теперь она возлагается на ДРУ.  
Подтверждение должно таким же образом основы-
ваться на аудитах, проводимых регулярно, обычно с 
периодичностью в 3 года. Отчёты об аудитах должны 
быть легко доступны для предъявления регуляторам 
по их требованию.

Важной обязанностью ДРУ является доведение 
до производственных площадок информации отно-
сительно одобренных изменений в регистрационном 
досье с указанием сроков введения изменений. Эта 
обязанность вытекает из содержания раздела 7.6 гла-
вы 7, в частности из следующего положения: «Заказчик 
должен предоставить подрядчику всю информацию и 
данные, необходимые для правильного выполнения 
передаваемых по контракту операций в соответствии 
с действующими регуляторными требованиями и ре-
гистрационное удостоверение на соответствующий 
препарат». Соответствующее требование включено в 
Правила GMP ЕАЭС (п. 7.6) [3].

Уведомление уполномоченных органов  
о дефектах качества 

В главе 8 Руководства по GMP ЕС отражены обя-
занности производителя уведомлять уполномочен-
ные органы о дефектах качества, могущих привести 
к отзывам. В соответствии с формулировкой статьи в 
редакции 2014 г., в случаях производства по контрак-
ту ДРУ должен быть вовлечён в этот процесс уведом-
ления. Данное положение распространяется также 
на препараты, могущие оказаться фальсифицирован-
ными. Из этого следует, что ДРУ должен располагать 
системой сбора и анализа сообщений о дефектах ка-
чества и случаях подозреваемой фальсификации пре-
паратов. В соответствующем разделе Правил GMP 
ЕАЭС отмечена роль «владельца регистрационного 
удостоверения». 

Уведомление уполномоченных органов  
об ограничениях поставок

В соответствии с главой 5 Руководства по GMP 
ЕС производитель должен информировать ДРУ о  
затруднениях в технологических операциях, могущих 
привести к существенным ограничениям поставок.  
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Соблюдение этого требования облегчает последнему 
выполнение его обязательств, касающихся уведомле-
ния уполномоченных органов о планируемых сокра-
щениях поставок препарата, об ограничениях поста-
вок или прекращении его выпуска, отзыва с рынка, 
требования аннулировать регистрационное удосто-
верение или намерения не ходатайствовать о прод- 
лении срока действия РУ на данный препарат. Ос-
нованием для этого требования являются положе-
ния статьи 123 Директивы 2001/83/EC. Соответству-
ющее требование включено и в Правила GMP ЕАЭС  
(п. 5.71) [3]. 

АУТСОРСИНГ  
И ТЕХНИЧЕСКИЕ СОГЛАШЕНИЯ

В Руководстве по GMP Евросоюза неоднократ-
но отмечается важность наличия технических согла-
шений между ДРУ и производителем готового пре-
парата. Наряду с этим рекомендуется заключение 
соглашений между ДРУ и производителем АФС в це-
лях уточнения требований в части обмена информа-
цией, касающейся досье на активные субстанции или 
сертификатов пригодности Европейской фармакопеи. 
В главе  7 Руководства, касающейся действий по аут-
сорсингу, указано (раздел 7.3): «в случаях, когда ДРУ и 
производитель – разные лица, должны быть приняты 
организационные меры в соответствии с принципами, 
изложенными в настоящей статье». Аналогичное по-
ложение имеется в Правилах GMP ЕАЭС (п. 7.3).

Технические соглашения  
в производстве биологических препаратов

В разделе 36(g) Приложения 2 к Руководству 
по GMP ЕС в случае использования человеческих 
тканей и клеток в качестве исходных материалов  
предусмотрена ответственность ДРУ за наличие тех-
нического соглашения между сторонами (производи-
телями, организациями по взятию тканей, спонсора-
ми), определяющего задачи каждой стороны, включая 
ответственных и уполномоченных лиц. В Правилах 
GMP ЕАЭС этому положению соответствует п. 36 g) 
Приложения 2 (Требования к производству биологи-
ческих (в том числе иммунобиологических) активных 
фармацевтических субстанций и лекарственных пре-
паратов для медицинского применения).

Технические соглашения в отношении  
использования ионизирующего излучения  
в производстве лекарственных препаратов

Ответственность ДРУ в этой сфере отражена в 
Приложении 12 к Руководству по ЕС. Прежде всего 
ДРУ вместе с производителем отвечает за согласова-
ние проекта режима облучения. В разделе 33 Прило-
жения 12 «Использование ионизирующего излучения 
в производстве лекарственных препаратов» (п. 40 (33) 
в Приказе № 916) указано: «Если требуемая доза из-

лучения получается более, чем за один проход через 
радиационную камеру, это должно быть согласовано 
с ДРУ. ДРУ должно быть уведомлено о незапланиро-
ванных перерывах во время облучения. Это положе-
ние требует от ДРУ специальных технических знаний о 
проекте цикла облучения. Специалисты европейских 
компаний не считают возможным делегирование дан-
ной ответственности производителю. В Правилах GMP 
ЕАЭС указано лишь, что требуемая доза должна быть 
указана в регистрационном досье.

В Приложении 12 к европейским, также как и к 
евразийским правилам GMP отмечено, что место и 
метод хранения документации по каждому циклу об-
лучения должны быть согласованы между организа-
цией, проводившей облучение, и ДРУ (разделы 44 и 
45 соответственно). Считается, что эта задача может 
быть передана производителю в рамках соглашения 
по аутсорсингу.

Соглашения в части хранения контрольных  
и архивных образцов

Порядок хранения контрольных и архивных об-
разцов изложен в Приложении 19 к Руководству по 
GMP ЕС и в Правилах GMP ЕАЭС. В разделе 6 указа-
но на необходимость иметь письменное соглашение 
между сторонами в случаях, когда ДРУ не является 
лицом, ответственным за выпуск серий продукции. 
В соглашении должна быть определена обязанность 
по отбору и хранению контрольных и архивных об-
разцов. В случае прекращения производства про-
изводитель должен заключить договор о передаче  
отобранных ранее образцов другому производите-
лю или иному лицу. ДРУ должен согласовать с регу-
ляторным органом достаточность мер по хранению  
контрольных и архивных образцов.

При этом важно учитывать, что, хотя отбор и хра-
нение контрольных образцов обычно рассматрива-
ется как чисто производственная деятельность, из 
приведенных выше положений вытекает, что ответст- 
венность за заключение соглашений лежит на ДРУ.

Сохранение документации

В правилах GMP содержатся определённые тре-
бования в части сохранения документации, поддер-
живающие заявки на регистрацию препаратов, и ка-
сающиеся таким образом роли ДРУ. Хотя действия по 
сохранению документации могут быть переданы по 
аутсорсингу производителю, считается, что ответст- 
венность сохраняется за ДРУ. В главе 4 (раздел 4.12) Ру-
ководства по GMP ЕС, равно как и Правил GMP ЕАЭС, 
указано, что критическая документация, поддержива-
ющая включённые в заявку данные, например, отно-
сящаяся к валидации или испытаниям стабильности, 
должна сохраняться в период действия регистраци-
онных удостоверений. Формально это положение об-
ращено к производителю. Важно, однако, чтобы ДРУ 
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проконтролировал наличие на производстве поли-
тики и практики сохранения документации. Считает-
ся, что этот момент должен быть отражён в любых до-
говорах по аутсорсингу, в технических соглашениях 
или контрактах между сторонами.

Обзоры качества продукции

Обязанность ДРУ в части оценки результатов об-
зора качества продукции и принятия вытекающих из 
этого мер установлена в главе 1 Руководства по GMP 
ЕС в следующей формулировке: «производитель и 
ДРУ, если это разные лица, должны оценивать резуль-
таты обзора и определять необходимость выполнения 
САРА или действий по ревалидации в рамках ФСК». В 
Правилах GMP ЕАЭС этому соответствует п. 1.11. Это 
означает, что в случае передачи производственных 
функций по аутсорсингу ответственность за различ-
ные разделы ФСК может быть поделена между произ-
водителем и ДРУ. Такое разделение должно быть от-
ражено в договоре об аутсорсинге или оформлено в 
виде технического соглашения в отношении обзоров 
по качеству. 

Считается признанным, что обзоры качества про-
дукции готовятся в основном производителем, а не 
ДРУ. Действительно, бóльшая часть входящей в них 
информации относится к сфере GMP и находится на 
производственных площадках. Однако некоторые 
разделы этой информации могут попадать к ДРУ, ми-
нуя производителя. Соответственно, обязанностью 
ДРУ будет обеспечить включение этих данных в об-
зор с тем, чтобы они были должным образом учтены 
в процессе его анализа. Примером являются данные 
о стабильности препаратов. ДРУ может передать тре-
тьей стороне, например сторонней контрольно-ана-
литической лаборатории, работу по хранению и ана-
лизу образцов по программе текущего испытания 
стабильности. В этом случае результаты испытаний 
поступят к ДРУ. Другие примеры: претензии с рынка, 
отзывы продукции, некоторые изменения к регист- 
рационным досье. Информация по этим разделам об-
зоров качества может находиться как на площадке, 
так и у ДРУ. С учётом изложенного не рекомендует-
ся полностью делегировать производителю функ-
ции ДРУ по оценке результатов обзоров качества 
продукции. Практика показывает, что недостаточное  
участие ДРУ в этой работе приводит к риску выпуска 
серий, не отвечающих в полной мере предъявляемым 
требованиям.

Обязанности в сфере управления  
дефектами качества, претензиями  
и отзывами продукции

В главе 8 Руководства по GMP ЕС, раздел 8.4 ука-
зано, что функции и ответственность производителя, 
спонсора исследуемого препарата, ДРУ и иных участ-
ников оценки, принятия решений или распростране-

ния информации, а также действий по снижению 
рисков, связанных с недоброкачественной продук- 
цией, должны быть документированы. В соответству-
ющем разделе Правил GMP ЕАЭС нет упоминаний о 
роли ДРУ.

В случаях аутсорсинга эта документация долж-
на содержаться в контракте в соответствии с поло-
жениями глава 7. Во многих компаниях, располагаю-
щих несколькими производственными площадками, 
управление дефектами качества и претензиями 
централизовано. Однако такая структура не должна 
замедлять расследований и управления дефектами 
качества. Считается, что соблюдение этого требова-
ния входит в обязанности ДРУ. Важно также отметить, 
что заявитель на регистрацию препарата, а в даль-
нейшем ДРУ должен назначить лицо, ответственное 
за управление дефектами продукции и отзывами в 
пострегистрационный период с указанием этого лица 
в заявке на регистрацию. В фармацевтическом секто-
ре ЕС требования на этот счёт содержатся в различ- 
ных нормативах (указания для заявителей на регист- 
рацию препаратов, Регламент 726/2004, Приложе-
ние  I к Директиве 2001/83/EC с последующими по- 
правками).

ДЕЛЕГИРОВАНИЕ ДЕЙСТВИЙ ДРУ 
В мировой практике некоторые действия ДРУ мо-

гут быть делегированы производителю или иным ли-
цам. В ситуации, когда ДРУ и производитель находят-
ся в составе одной группы компаний, разграничение 
функций между ними может быть отражено в инст- 
рукциях, стандартных процедурах (СОП) или иных 
внутренних документах. В случае нахождения ДРУ и 
производителя в различных, не связанных между со-
бой компаниях обязанности сторон должны быть 
чётко изложены в контрактах или приложенных к ним 
технических соглашениях. Следует, однако, учиты-
вать, что правила GMP не допускают сокращения от-
ветственности ДРУ за действия, передаваемые другим 
сторонам. В обеих указанных выше ситуациях ответст- 
венность ДРУ за эти действия одинакова.

Любое поручение функций ДРУ производителю 
или иным лицам должно быть изложено в письмен-
ном виде и согласовано заинтересованными сторона-
ми. При этом ДРУ несет ответственность за обеспече-
ние того, что сторона, которой действия передаются, 
обладает в должной мере компетенцией, информа-
цией и знаниями, необходимыми для успешного вы-
полнения передаваемых действий (Руководство ЕС по 
GMP и Правила GMP ЕАЭС, глава 7, разделы 7.5 и 7.6).

Особого внимания требуют ситуации, в которых 
задачи передаются частями, т.  е. более, чем одной 
стороне. В этих случаях надзор за действиями раз-
личных участников производственного процесса в 
течение всего жизненного цикла препарата является 
наиболее сложным. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В заключение можно сделать некоторые выво-

ды в отношении Правил GMP ЕАЭС. Общий вывод 
сводится к тому, что на фоне активного обновления  
европейских отраслевых требований отставание ря-
да разделов этого документа становится всё более 
очевидным. Представляется необходимым активизи-
ровать работу по текущему пересмотру Правил GMP 
ЕАЭС. В отношении специфических функций ДРУ, свя-
занных с обеспечением качества фармацевтической 
продукции, предлагается на базе опубликованного 
проекта методического документа Евросоюза подго-
товить разъяснения на эту тему, которые дополняли 
бы правила GMP ЕАЭС. 
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Резюме
Введение. На этапе перехода от национального регулирования сферы обращения лекарственных средств к единому в рамках Евразийского 
экономического союза (ЕАЭС) гармонизация требований фармацевтической разработки определяет необходимость использования 
современных подходов, включающих применение новых методик и инструментов, гарантируя выход на рынки ЕАЭС и других интеграционных 
объединений эффективных и безопасных лекарственных препаратов. Новая модель разработки лекарственных средств, описанная в 
руководствах ICH (TheInternational Conferenceof Harmonization), предусматривает применение научно-ориентированного подхода к 
разработке с использованием соответствующих инструментов, таких как определение целевого профиля лекарственного средства, 
установление критических показателей качества, оценка рисков, установление пространства проектных параметров, разработка стратегии 
контроля, управление жизненным циклом лекарственного препарата (ЛП) и постоянное улучшение существующих процессов. Данные 
подходы и методики не относятся к элементам традиционной концепции фармацевтической разработки и, хотя являются в большинстве 
малоизученными и затратными, однако гарантируют выход эффективного лекарственного препарата с заданными показателями качества.
Цель. Рассмотреть преимущества и необходимость использования новой модели разработки воспроизведенного лекарственного препарата 
в современных условиях.
Материалы и методы. В качестве материалов исследования выступали доступные источники литературы, нормативные документы и 
руководства по фармацевтической разработке лекарственных препаратов, документы регистрационного досье, отчеты регуляторных 
органов по экспертизе лекарственных средств, отчеты разработчика по фармацевтической разработке. Достижение поставленных целей 
в работе осуществлялось на основе общенаучных методов исследования в рамках сравнительного и логического анализа, анализа и 
интерпретации полученных данных о фармацевтической разработке. 
Результаты и обсуждения. Исходя из представленных данных, очевидно, что парадигма качество путем разработки Quality by Design 
является улучшенным, современным инструментом для разработки лекарственных препаратов с заданными параметрами качества.
Заключение. Современная концепция качество путем разработки требует применения новых дорогостоящих методов, знаний и навыков 
персонала, вложения инвестиций и временных затрат, однако она результативно ориентирована на получение эффективного лекарственного 
препарата c заданным профилем качества. 

Ключевые слова: ICH, Quality by Design, качество путем разработки, традиционная разработка, улучшенный подход, оценка рисков.
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при разработке воспроизведенных лекарственных препаратов, сделаны выводы о преимуществах и необходимости применения 
современного метода фармацевтической разработки Quality by Design.
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Abstract
Introduction. At the stage of transition from national to a uniform of circulation of pharmaceutical products regulation at the Eurasian Economic 
Union (EAEU) framework, harmonization of requirements for the development of medicines determines the need of use modern approaches, 
including the use of new methods and tools, thus to assure EAEU and other integration associations markets entry for effective and safe medicinal 
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products.The new medicinal products development model, described in the ICH guidelines (The International Conference of Harmonization), involves 
a science-based approach to developing, using appropriate tools, such as defining a target product profile, establishing of critical quality indicators, 
risk assessment, establishment of design space, development of control strategy, drug lifecycle management and continuous improvement of existing 
processes. These approaches and techniques are not a part of the traditional paradigm of pharmaceutical development; although they are poorly 
understood and expensive, they are ensure the market entry of effective products with the desired quality parameters.
Aim. Main purposes of this work are to compare two concepts of pharmaceutical developmentof medicinal products: traditional and improved, and 
to consider the necessity of new model usingin generic products development.
Materials and methods. Research materials of this study were available literature sources, regulatory documents and guidelines regarding 
pharmaceutical products development, registration dossier documents, reports of regulatory authorities, pharmaceutical development reports. 
The achieving of study purposes was carried out on the basis of scientific research methods in the framework of comparative and logical analysis, 
and through the analysis and interpretation of the obtained data regarding pharmaceutical development of medicinal products.
Results and discussion. On the basis of the data provided, author assess that modern concept it is a new, improved tool for development of medicinal 
products with specified quality parameters.
Conclusion. The modern paradigm requires new expensive methods, stuff special knowledge and skills, investment and time, but it is effectively 
oriented on development of effective and safe medicinal products.

Keywords: ICH (TheInternational Conferenceof Harmonization), Quality by Design, traditional development, improved approach, risk assessment.
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ВВЕДЕНИЕ
В условиях перехода от национального регули-

рования к единому в рамках Союза (ЕАЭС), процесса 
гармонизации руководящих документов в фармацев-
тической области и нацеленности на обеспечение 
потребителя лекарственными средствами (ЛС) высо-
кого качества организации-разработчики воспроиз-
веденных лекарственных препаратов (ЛП) обязаны 
гарантировать, что произведенный ЛП обладает за-
данными свойствами, не уступает по характеристикам 
эффективности и безопасности эталонному (рефе-
рентному) ЛП и соответствует ожиданиям как меди-
цинского сообщества, так и пациентов.

В связи с этим отечественные разработчики ЛС 
широко используют в своей работе нормативные до-
кументы международных интеграционных объедине-
ний. Например, широкое распространение получили 
такие руководства, как ICH Q7, ICH Q8, ICH Q9 [1].

Руководство ICH Q8 предполагает использование в 
разработке воспроизведенных ЛП концепции качест- 
ва путем разработки (Quality by Design, QbD). Прин-
цип QbD предусматривает системный подход к раз-
работке, основанный на получении надежных науч-
ных данных и управлении рисками для качества. При 
таком подходе разработку начинают с предваритель-
ного определения целей и уделяют особое внима-
ние пониманию продукции и процесса, а также его 
контролю.

Центральными в подходе QbD являются экспери-
ментальные исследования. При этом стратегия вклю-
чает фазы скрининга, определения параметров (ко-
личественной оценки эффектов переменных и их 
взаимодействия друг с другом) и оптимизации (в т. ч. 
изучения устойчивости). Важнейшее значение приоб-
ретает аналитическое сопровождение экспериментов 

и оценка аналитических методик, необходимых для 
контроля процесса и продукции. При подходе QbD 
элементы фармацевтической разработки включают:
 • определение целевого профиля качества препарата;
 • установление критических показателей качества;
 • общую оценку рисков, выражающуюся во взаимо- 

связи характеристик материалов и параметров про-
цесса с критическими показателями качества ЛП;

 • установление пространства проектных параметров;
 • разработку стратегии контроля;
 • управление жизненным циклом ЛП и постоянное 

улучшение, под которым понимается повышение 
способности выполнять требования [2–4].
Характеристики продукта и процесса, важные для 

планируемой эффективности, должны быть получены 
из комбинации предварительных знаний и экспери-
ментальной оценки в ходе разработки продукта, что 
необходимо для достижения целей качества путем 
разработки (Quality by Design). Критические свойства 
веществ и технологические параметры связаны с кри-
тическими качественными характеристиками продук-
та. Изменчивость в рамках процесса снижается бла-
годаря пониманию свойств продукта и процесса, и 
все это приводит к повышению качества готового ЛП, 
снижению рисков и повышению эффективности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В данной работе были использованы доступные 

источники литературы, нормативные документы и ру-
ководства по фармацевтической разработке лекарст- 
венных препаратов, документы регистрационного 
досье, отчеты регуляторных органов по экспертизе 
лекарственных средств, отчеты разработчика по фар-
мацевтической разработке.
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Для более полного понимания преимуществ со-
временной концепции стоит рассмотреть два подхо-
да к фармацевтической разработке: традиционный и 
улучшенный – качество путем разработки, используя 
общенаучные методы исследования сравнительного и 
логического анализа данных о фармацевтической раз-
работке лекарственных средств (таблица 1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
Как видно из таблицы 1, безусловно, новая концеп-

ция Quality by Design предполагает применение боль-
шого количества различных практик и подходов, воз-
можно, еще и не освоенных группой разработчиков 
ЛС, требующих временных затрат, определенной ква-
лификации и опыта сотрудников, соответствующей 
материальной и научной базы.

Однако преимущества концепции качество путем 
разработки очевидны:
1. Разработка ЛС через парадигму Quality by Design 

является эффективным средством для достижения 
лучшего понимания параметров процесса и соста-
вов, разрабатываемых на платформе данного вида 
разработки, а так же их оптимизации.

2. Исследование физико-химических характеристик 
и совместимости ЛС с другими веществами, акцент 
на критических и технологических свойствах про-
цесса в совокупности представляет собой надеж-
ный способ получения ранее запланированной ле- 
карственной формы с заданными показателями 
качества.

3. Определение пространства для разработки и фак-
торы риска для всех возможных процессов позво-
ляет определить критические уровни. 

4. Пространство разработки в сочетании с системой 
управления рисками обеспечивают гибкие подхо-
ды с возможностью постоянного совершенствова-
ния, что впоследствии приводит разработчика ЛП 
к производству продукта с заданными показателя-
ми качества, а также к обеспечению пациентов ЛП 
приемлемого качества. 

5. Использование подхода к управлению рисками 
приводит к выявлению критических качественных 
признаков, лучшему пониманию процессов, далее 
разрабатываются способы уменьшения рисков, 
предлагается стратегия контроля, соизмеримая с 
уровнем (приоритетом) риска. 
Итак, предложенная руководством ICH Q8 конст- 

рукция «Качество» путем разработки становится не-
обходимым и своевременным инструментом в совре-
менной фармацевтической промышленности. QbD 
является систематическим подходом к фармацевти-
ческой разработке, который начинается с определе-
ния объектов и продукта, понимания процессов, а так-
же процесса контроля. Это означает проектирование 
и разработку составов и производственного процес-
са, гарантируя предопределение объектов качества 
ЛП [5–8].

Каковы преимущества концепции «Качество» пу-
тем разработки на практике? Отечественным раз-
работчиком воспроизведенных ЛП осуществлялась 

фармацевтическая разработка ЛП с применением тра-
диционного подхода. Использовался однофакторный 
эксперимент, изменяющимся параметром, было из-
менение вспомогательного вещества и далее – его ко-
личества. Разработчики ориентировались на целевой 
профиль качества зарегистрированного в РФ ориги-
нального ЛП, а именно это совпадение лекарственной 
формы, количества действующего вещества, пути вве-
дения, предполагаемых показаний к применению.

В рамках процесса разработки использовалась 
одномерная комбинация входных переменных, были 
изучены критические свойства действующего и вспо-
могательных веществ, определены критические па-
раметры процесса производства, параметры конт- 
роля в процессе производства, свойства, влияющие 
на эффективность ЛП (был изучен параметр «Раство-
рение»). Была спланирована стратегия контроля: 
контроль тестированием промежуточных и конеч-
ных параметров продукта. Спецификация конечно-
го продукта была основана на данных опытных серий,  
доступных на момент формирования регистраци-
онного досье. В рамках процесса фармацевтичес- 
кой разработки ЛП так же было изучено влияние 
первичных упаковочных материалов на готовую ле- 
карственную форму. Лекарственный препарат вы-
держал долгосрочные испытания стабильности в ус-
ловиях 25 ± 2  °С и 60 ± 5 % в течение 12 месяцев. По-
казатели оценки качества разрабатываемого ЛП 
соответствовали показателям качества специфика-
ции оригинального ЛП. Однако данный ЛП не про-
шел процедуру государственной регистрации, обес- 
печивающую доступ на фармацевтический рынок. 
При экспертизе качества готового ЛП в процессе его  
государственной регистрации разработчиком был 
получен отказ от регуляторного органа.

Причиной отказа при регистрации явилось вклю-
чение в спецификацию конечного продукта показа-
теля «Растворение», несмотря на то, что данный по-
казатель удовлетворял требованиям спецификации 
оригинального ЛП. Однако для разрабатываемого вос-
произведённого ЛП включение данного показателя с 
учетом применяемых методик, явилось ошибочным. 
Разработчиками данного ЛП не были в полной мере 
изучены свойства действующего лекарственного ве-
щества, характеристики которых определяли вклю-
чение в спецификацию показателя «Распадаемость» 
вместо показателя «Растворение». Использование 
концепции традиционного подхода не позволило 
разработчику ЛП предотвратить возникновение дан-
ной ошибки. 

Такого несоответствия, вероятно, было бы воз-
можным избежать при использовании улучшенно-
го подхода (Quality by Design) к разработке, кото-
рый включает в себя такие этапы как оценка рисков 
для качества ЛС на этапе определения критических 
свойств веществ, применение мер по минимиза-
ции и устранению рисков. Для исключения подобных 
ошибок в рамках концепции Quality by Design так же  
предусматривается использование научного подхода 
к изучению свойств веществ и планированию процес-
сов контроля. 
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ан
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l l
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l p

ro
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 p
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re
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 p

ro
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, p
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 m
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 d
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.
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Несмотря на то, что современная концепция фар-
мацевтической разработки ЛП требует более значи-
тельных финансовых ресурсов и временных затрат, а 
также включение новых научно-обоснованных под-
ходов при разработке, результат, полученный ис-
следователями, является запланированным и безо-
шибочным, что и является важным аргументом для 
эффективной деятельности отечественных произво-
дителей [9–11].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Внедрение улучшенной концепции при фар-

мацевтической разработке воспроизведенных ЛП  
обеспечивает выход на рынок ЛП, не уступающих по 
всем показателям (качество, эффективность, безопас-
ность) препаратам сравнения, повышает конкурен-
тоспособность отечественных производителей ЛП, 
улучшает производственные процессы за счет значи-
тельного уменьшения ошибок планируемого серий-
ного производства, открывает возможности выхода 
ЛП на рынок ЕАЭС и других международных интегра-
ционных объединений, повышает уверенность регу-
ляторного органа в качестве и воспроизводимости за-
данного качества ЛП и гарантирует своевременность 
получения разработчиком или держателем регист- 
рационного удостоверения. В сложившейся ситуа-
ции перехода от национального к единому регулиро-
ванию структура QbD становится обнадеживающим  
научным инструментом в обеспечении качества в 
области промышленной фармации. 

Таким образом, улучшенный подход к фармацев-
тической разработке ЛС, сосредоточенный на тща-
тельном понимании ЛП и процесса, с помощью ко-
торого он разрабатывается и производится наряду 
с управлением рисками, возникающими при разра-
ботке, может успешно применяться разработчиком и 
стать основой для создания гармонизированных ре-
гуляторных документов (руководств) в рамках ЕАЭС, 
направленных на создание ЛП с заданными показате-
лями качества, удовлетворяющих существующим тре-
бованиям и являющимися эффективными и безопас-
ными для пациентов.
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Резюме
Введение. Соединения N-нитрозаминов являются сильнодействующими генотоксическими агентами для млекопитающих, а некоторые 
из них классифицируются как вероятные канцерогены для человека. Недавно они были обнаружены в препаратах, принадлежащих 
к фармакологическим группам антагонистов рецепторов ангиотензина II, антагонистов h1-гистаминовых рецепторов и в синтетических 
сахароснижающих средствах. Это стало тревожным знаком в мировой фарминдустрии и запустило каскад международных расследований, 
призванных определить происхождение данной группы примесей в фармацевтических продуктах и обозначить пути минимизации риска 
от их присутствия. 
Текст. Дан обзор современного состояния проблемы. Представлены основные пути образования N-нитрозаминов в лекарственных 
средствах на этапах от синтеза фармацевтической субстанции до хранения готового лекарственного препарата. Приведен основной 
механизм токсического действия данной группы примесей на организм человека. Кроме того, описаны методы экстрагирования и анализа 
N-нитрозаминов в лекарственных средствах. Показано, что высокоэффективная жидкостная хроматография и газовая хроматография с 
масс-спектрометрическим детектором являются «золотым стандартом» определения вышеуказанных контаминантов. Затронуты также 
основные принципы их нормирования.
Заключение. Приведенные данные дают представление о путях появления N-нитрозаминов в лекарственных средствах, о современных 
способах их обнаружения и нормирования в мировой практике. В то же самое время поднимается ключевой вопрос о необходимости 
разработки российских стандартов, регулирующих чистоту лекарственных средств в части присутствия нитрозаминовых примесей. В этом 
аспекте предлагается воспользоваться имеющимся опытом ведущих фармрегуляторов США и ЕС. 
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Конфликт интересов: конфликта интересов нет.

Вклад авторов. Все авторы принимали участие в анализе материала и обсуждении текста статьи. П. П. Щетинин участвовал в сборе 
информации, её анализе и в написании текста статьи.

Для цитирования: Щетинин П. П., Сенченко С. П., Гордеев К. К. Примеси N-нитрозаминов в лекарственных средствах: токсичность, пути 
образования, методы определения и нормирование. Разработка и регистрация лекарственных средств. 2020;9(4):15–20. https://doi.
org/10.33380/2305-2066-2020-9-4-180-190

N-nitrosamine Impurities in Medicines: Toxicity, Formation Pathways,  
Methods of Determination, and Limits (Review)
Petr P. Shchetinin1*, Sergey P. Senchenko1, Кonstantin К. Gordeev1

1 – FSBI «Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products» of the Ministry of Health of the Russian Federation, 8/2, Petrovsky boulevard, Moscow, 127051, Russia

*Corresponding author: Petr P. Shchetinin. E-mail: schetininpp@expmed.ru

ORCID: Petr P. Shchetinin – https://orcid.org/0000-0003-4761-9372; Sergey P. Senchenko – https://orcid.org/0000-0003-0212-3840; 
               Кonstantin К. Gordeev – https://orcid.org/ 0000-0002-4856-1320.

Received: 30.09.2020. Revised: 19.11.2020. Published: 24.11.2020

Abstract
Introduction. N-nitrosamine compounds are potent genotoxic agents in animal species and some are classified as probable human carcinogens. 
This group of genotoxic impurities was found in drugs such as angiotensin II receptor blockers, histamine H1 receptor antagonists, and synthetic 
antidiabetic drugs. This discovery caused a flurry of alarm in the global pharmaceutical industry and resulted in a series of international investigations 
trying to determine root causes of nitrosamine formation in medicinal products and to find ways to minimize risks associated with nitrosamine 
contamination.
Text. This paper provides an overview of the current state of the problem. It summarises the main pathways of N-nitrosamine formation in medicinal 
products at the stages from synthesis of active pharmaceutical ingredients to storage of finished pharmaceutical products. The paper describes the 
main mechanism responsible for the toxic effect of this group of impurities in human body. It also describes methods of extraction and analysis of 
N-nitrosamines found in medicinal products. It was demonstrated that high-performance liquid chromatography and gas chromatography-mass 
spectrometry are a golden standard for the detection of these contaminants. The paper also touches upon the main principles of setting limits for 
nitrosamine impurities in medicinal products.
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Conclusion. The data presented give a picture of the root causes of N-nitrosamine formation in medicinal products, as well as current detection 
and control methods used worldwide. Meanwhile, the paper raises a key issue about the need to develop Russian standards that would control the 
purity of medicinal products in terms of N-nitrosamine impurities. For that end, it will be necessary to draw on the experience of the leading USA 
and EU regulatory authorities.
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Conflict of interest: no conflict of interest.

Contribution of the authors. All the authors took part in the analysis of the material and discussion of the paper. Petr Shchetinin took part in the 
collection and analysis of data and writing of the paper.

For citation: Shchetinin P. P., Senchenko S. P., Gordeev К. К. N-nitrosamine impurities in medicines: toxicity, formation pathways, methods of 
determination, and limits. Razrabotka i registratsiya lekarstvennykh sredstv = Drug development & registration. 2020;9(4):15–20. (In Russ.). https://doi.
org/10.33380/2305-2066-2020-9-4-180-190

ВВЕДЕНИЕ
N-нитрозамины (НА) представляют собой класс 

органических азотсодержащих веществ, молекулы 
которых в своей структуре содержат алкилнитроза-
миногруппу (—N2O—), ассоциированную с двумя за-
местителями алкильной, арильной, алкарильной и т. д. 
природы (рисунок 1). 

В зависимости от структуры молекулы НА пред-
ставляют собой кристаллический порошок или мас-
лянистую жидкость. Ввиду большого дипольного мо-
мента НА умеренно растворимы в водных средах и 
легко растворимы во многих органических раствори-
телях (дихлорметан, хлороформ, метанол и т.  д.). Ве-
щества этой группы также отличаются высокой лету-
честью и способны перегоняться с водяным паром. 
Относительная легкость диссоциации N—N связи при 
термической обработке является общим физическим 
свойством N-нитрозопроизводных, но требует воз-
действия высоких температур от 400 до 500 °С [1].

Номенклатура НА чрезвычайно разнообразна и 
ограничивается лишь числом возможных комбина-
ций радикалов в структуре молекулы. Однако на се-
годняшний день особую актуальность имеют 7 НА 
соединений, поскольку их удалось выделить из фар-
мацевтических субстанций и лекарственных препара-
тов, а также установить их структуру и оценить коли-
чественное содержание (рисунок 2) [2].

ТОКСИКОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
N-НИТРОЗАМИНОВ

Достоверно установлено, что соединения НА 
группы являются сильнодействующими геноток-
сическими агентами для млекопитающих, а неко-

торые из них классифицируются Международным 
агентством по изучению рака (International Agency 
for Research on Cancer) как вероятные или возможные 
канцерогены для человека и относятся к группам 2А 
и 2B. Как было показано, они вызывают мутагенез и 
канцерогенез у лабораторных животных, что приво-
дит к серии высокоопасных онкологических заболе-
ваний пищевода, желудка, прямой кишки, легких и 
т. д. [3]. Оценить степень влияния НА соединений на 
развитие рака у человека в рамках эпидемиологи-
ческих исследований затруднительно в виду неоче-
видной взаимосвязи провоцирующего фактора (не-
возможность отделить от других провоцирующих 
воздействий на человека) с фактом развития заболе-
вания. Однако имеются данные, свидетельствующие 
в пользу достоверного увеличения вероятности раз-
вития онкологических патологий в отдаленном пе-
риоде при систематической нагрузке организма НА в 
сверхдопустимых количествах [2]. Об этом также го-
ворит и неспецифический механизм воздействия НА 
на генетический аппарат млекопитающих.

Вследствие метаболической активации НА, опо-
средованной ферментами семейства цитохромом 
P450 (α-гидроксилирование), происходит образо-
вание нестабильных α-гидроксиметил-N-нитроза-
минов, которые, метаболизируясь микросомальной 
системой окисления, преобразуются в ионы (сво-
бодные радикалы) алкил- или арилдиазония (рису-
нок 3) [4]. 

Ионы диазония являются крайне высокоактив-
ными, в биологическом смысле, соединениями. Они 
ответственны за ковалентную модификацию ДНК 
посредством метилирования нуклеозидов. Метили-
рование ДНК, как известно, оказывает влияние на не-
посредственно транскрипцию через изменение эф-
фективности связывания факторов транскрипции с 
соответствующими участками нуклеиновой кислоты, 
либо через формирование абсолютно неактивных в 
транскрипционном отношении ее участков. Наблю-
даемое вследствие нитрозаминовой нагрузки гипер-
метилирование ДНК может опосредованно иници-
ировать химический канцерогенез при накоплении 

O
N

N
R2

R1

Рисунок 1. Общая структура нитрозаминовых соединений 

Figure 1. General structure of N-nitrosamine compounds
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критической массы указанных повреждений в генети-
ческом аппарате. На рисунке 4 приведен пример ме-
тилирования одного из азотистых оснований в при-
сутствии продукта метаболизма НА [5]. 

Образующийся побочно аддукт – формальдегид 
также самостоятельно является генотоксичным со- 
единением и та его часть, которая не подверглась 
внутриклеточной детоксикации через окисление, 
еще больше усугубляет повреждение генетического 
аппарата [6]. 

Органами-мишенями, в первую очередь стра-
дающими от нитрозаминового туморогенеза, явля-
ются печень и органы желудочно-кишечного трак-
та, а также почки и легкие, богатые специфическими 
пероксидазными ферментами. Кроме того, наблю-
дается кумуляция НА соединений в печени и их 
экскреция с желчью, что еще больше увеличивает 
вероятность малигнизации тканей гепатобилиарной 
системы [7].

ПУТИ ОБРАЗОВАНИЯ N-НИТРОЗАМИНОВ  
В ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВАХ

Группа НА соединений известна около 40  лет. По 
данным многочисленных научных исследований, НА 
в различных концентрациях встречаются в продуктах 
питания (вода, мясная продукция, копчения и т.д.), си-
гаретах, курительных смесях и т.  д. Однако в 2018  г. 
было впервые акцентировано внимание на присутст- 
вие НА в лекарственных препаратах. До этого вре-
мени НА не рассматривались как фармацевтические 
примеси и их обязательный учет не требовался при 
регистрации лекарственных средств. Данная группа 
веществ последовательно была обнаружена в препа-
ратах, принадлежащих к фармакологическим груп-
пам антагонистов рецепторов ангиотензина II (лозар-
тан, валсартан, ирбесартан, кандесартан, олмесартан, 
фимасартан), антагонистов h1-гистаминовых рецепто-
ров (ранитидин, низатидин), а также в синтетических 
сахароснижающих средствах (метформин). Необходи-
мо, однако, отметить, что каждая из перечисленных 
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Рисунок 2. N-нитрозамины, обнаруженные в качестве приме-
сей в лекарственных средствах

Figure 2. N-nitrosamines detected as impurities in medicines
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Figure 3. Pathways of NDMA (upper reaction) and NMPA (lower reaction) metabolism in mammals
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Figure 4. Alkyl diazonium ion methylation of guanine 
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групп лекарственных средств имела для этого опреде-
ленные структурные предпосылки. О них будет сказа-
но далее.

После появления данных об обнаружении НА 
контаминантов в лекарственных средствах было про-
ведено несколько крупных межгосударственных 
мультидисциплинарных расследований, которые се-
годня дают возможность утверждать, что образова-
ние НА в лекарственных средствах возможно в ходе 
синтеза фармакологически активного или вспомога-
тельного вещества; в процессе деградации фармако-
логически активного или вспомогательного вещества 
или некоторыми иными способами.

Как правило, любые процессы, в которых исполь-
зуются нитриты в присутствии вторичных, третичных 
или четвертичных аминов, потенциально подверже-
ны риску образования примесей НА. Установлено, что 
НА могут образовываться из аминов в присутствии 
нитрозирующих агентов (обычно окисленных азотсо-
держащих соединений) в определенных условиях ре-
акции (рисунок 5) [8]. 

Нитрозирующие агенты имеют различную ре-
акционную способность и могут по-разному реаги-
ровать с аминами в зависимости, например, от рН 
реакционной среды и природы растворителя. Пред-

полагается, что реакция протекает за счет различных 
нитрозирующих соединений, образующихся преиму-
щественно в кислотных условиях. 

В случае препаратов группы сартанов, в качестве 
вероятных нитрозирующих агентов, отвечающих за 
образование НА, были определены натрия нитрит и, 
потенциально, азотистая кислота [8]. Известны и дру-
гие соединения, которые нитрозируют амины. Напри-
мер, алкилнитриты, азотистый ангидрид (N2O3), тет- 
раоксид диазота (N2O4), нитрозила хлорид (NOCl) или 
другие галогениды, нитрозила тиоцианат и нитрозо-
фенол. Некоторые из них используются при произ-
водстве фармацевтических субстанций в качестве 
реактивов, но они также могут быть получены и в ви-
де побочных продуктов синтеза.

Особое место занимает механизм образования 
НА, в схемах, где азотистая кислота используется для 
гашения остаточного азида. Натрия азид широко при-
меняется в промышленном химическом синтезе для 
образования тетразольного кольца (например, у неко-
торых антагонистов рецепторов ангиотензина II) или 
введения азидной функциональной группы в молеку-
лу в присутствии аминов-предшественников (рисунок 
6). Именно этот механизм ответственен за появление 
впервые обнаруженных НА примесей в препаратах 
сартанового ряда.

Амидные растворители, которые подвержены 
разложению при определенных условиях реакции, 
являются еще одним источником вторичных аминов. 
Например, при длительном воздействии высокой тем-
пературы N,N-диметилформамид (ДМФА) может раз-
лагаться до диметиламина, который способен реаги-
ровать с азотистой кислотой с образованием НДМА 
(рисунок 7) [8]. 

N-метилпирролидон, N,N-диметилацетамид и 
N,N-диэтилацетамид также имеют аналогичные пути 
разложения с образованием вторичных аминов, ко-
торые могут реагировать с азотистой кислотой с об-
разованием НА примесей. Вторичные амины также 
могут присутствовать в качестве примесей в амид-
ных растворителях. Например, диметиламин, который 
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Рисунок 5. Принципиальная схема образования НДМА (верх-
няя реакция) и НДЭА (нижняя реакция) из вторичных аминов 
в присутствии азотистой кислоты

Figure 5. Schematic diagram of NDMA (upper reaction) and NDEA 
(lower reaction) formation from secondary amines in the presence 
of nitrous acid
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Figure 6. Scheme of valsartan synthesis at the stage of tetrazole ring formation (upper reaction) and the reaction of quenching of the 
residual azide (lower reaction)
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может реагировать с азотистой кислотой с образова-
нием НДМА, может присутствовать в качестве приме-
си в ДМФА.

Этот список источников генерации НА не являет-
ся исчерпывающим, поскольку аминные реагенты мо-
гут использоваться для осуществления широкого диа-
пазона синтетических превращений. По этой причине 
производителям надлежит оценивать другие реаген-
ты, содержащие функциональные аминогруппы, на 
предмет потенциального риска образования НА.

Примеси НА могут быть внесены в фармацевти-
ческие субстанции также, когда материалы постав-
щиков, включая исходные материалы и сырье, загряз-
нены. Например, обнаружено, что загрязнение НА 
происходило, когда свежие растворители (о-ксилол, 
толуол и хлористый метилен) перемещались между 
транспортировочными емкостями поставщика и ре-
зервуарами хранения покупателя. 

Осведомленность о цепочке поставок сырья яв-
ляется важным фактором предотвращения загряз-
нения. Например, производители фармацевтичес- 
ких субстанций могут не знать о загрязнении НА в 
сырье или исходных материалах, которые они по-
лучили от поставщиков; производитель, чей про-
изводственный процесс обычно не подвержен об-
разованию НА, может не осознавать, что материал, 
полученный от продавца, мог содержать примеси, 
внесенные во время производства или транспор-
тировки. Лекарственные средства также могут под-
вергаться риску перекрестного загрязнения, если 
они производятся на объектах, где примеси НА об-
разуются в других процессах. 

Другим потенциальным источником образования 
примесей НА является отсутствие оптимизации про-
цесса производства фармацевтической субстанции, 
когда условия реакции, такие как температура, pH 
или последовательность добавления реагентов, про-
межуточных продуктов или растворителей, являются 
неподходящими или плохо контролируемыми. Доку-
ментировались многократные случаи, когда условия 
реакции сильно различались между партиями и даже 
между разным технологическим оборудованием на 
одном предприятии для одной и той же фармацевти-
ческой субстанции [9]. 

Интересно, что некоторые готовые лекарствен-
ные средства могут подвергаться путям разложения 
с образованием примесей НА; это потенциально мо-
жет произойти во время хранения лекарственного 
препарата, в том числе при нарушении предписан-

ных условий. Например, в случае ранитидина установ-
лены механизмы разложения при хранении, увеличе-
нии температуры, а также в среде организма (рисунок 
8) [10]. 

В молекуле ранитидина на рисунке 8 выделены 
участки, которые при разложении препарата способ-
ны отщеплять нитрозогруппу и диметиламин. Обра-
зовавшиеся соединения могут приводить к образова-
нию НДМА. Идеальные условия для протекания этой 
реакции может предоставить желудочный сок. В кис-
лой среде желудка возможно их взаимодействие с 
образованием НА.

Разложение ранитидина, как стало известно, спо-
собно также запуститься при ненадлежащем хране-
нии (например, при увеличении температуры). Так, 
в экспериментальных целях установлено, что да-
же при краткосрочной экспозиции фармацевтичес- 
кой субстанции при 130  °С уровень НДМА начинает 
повышаться и в итоге значительно превышает допус- 
тимый предел ее потребления. Таким образом, воз-
можно возникновение примесей НА in situ [10].

Следовательно, риск образования примесей НА 
напрямую зависит от структуры молекулы лекарст- 
венного средства, поэтому целесообразно выделять 
соединения с наибольшей вероятностью физико-хи-
мической деградации с образованием соединений 
данного класса. Уровень риска образования НА при 
хранении предсказуемо максимален для веществ, со-
держащих амино- и нитрогруппы. Фактические дан-
ные по обнаружению НА в фармацевтических субстан-
циях поддерживают данный тезис [11].

Также к образованию НА может приводить ис-
пользование определенных материалов упаковки. 
Контаминация НА соединениями наблюдалась у ле-
карственных препаратов, упакованных в блистер 
с покровной фольгой, содержащей нитроцеллюло-
зу. Было установлено, что НА образуются в процес-
се термической склейки блистерной упаковки из 
продуктов деградации нитроцеллюлозы и низкомо-
лекулярных аминов, присутствующих либо в типог- 
рафской краске, либо в препарате.
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Рисунок 7. Принципиальная схема образования НДМА из 
ДМФА в присутствии азотистой кислоты

Figure 7. Schematic diagram of NDMA formation from N,N-
dimethylformamide in the presence of nitrous acid
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карственном средстве «Ранитидин»

Figure 8. Scheme of «internal» formation of NDMA in the drug 
«Ranitidine»
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Таким образом, спектр реакций, способных при-
вести к генерации НА примесей, весьма широк, но 
главной из них, вероятно, является все же реакция 
нитрозирования аминов. 

Поскольку на сегодняшний день достоверно по-
казана высокая вероятность образования НА в ходе 
реакции взаимодействия азотистой кислоты с амина-
ми-предшественниками, то можно предполагать, что 
потенциально контаминированными могут быть мно-
гие лекарственные средства из самых разных фарма-
котерапевтических групп.

В научной литературе сообщается о значитель-
ном числе других фармацевтических субстанций, ко-
торые точно или предположительно могут быть кон-
таминированы НА: аминопирамин, амитриптилин, 
азитромицин, бензалкония хлорид, карабиноксамин, 
хлорамфеникол, хлорфенамин, хлорпромазин, хлор-
протиксен, хлортетрациклин, циталопрам, кларитро-
мицин, кломипрамин, дименгидромин, дилтиазем, ди-
фенгидрамин, доксепин, доксиламин, эритромицин, 
эсциталопрам, имипрамин, меропенем, метформин, 
метапирилен, метилтионина хлорид, мифепристон, 
миноциклин, низатидин, олеандомицин, окситетра-
циклин, пирамидон, промазин, пропоксифен, хину-
пристин, ранитидин, рокситромицин, спирамицин, 
суматриптан, тримипрамин, тетрациклин, трамадол, 
венлафаксин и т. д. [12].

Также в химии белков применяются органичес- 
кие азиды, а значит, и химически синтезированные 
белки тоже становятся кандидатами для более тща-
тельных исследований на предмет возможной конта-
минации НДМА.

НОРМИРОВАНИЕ ПРИМЕСЕЙ 
N-НИТРОЗАМИНОВ  
В ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВАХ

Как упоминалось выше, НА представляют собой 
вещества «когорты, вызывающей опасения». Таким 
образом, теоретический избыточный риск разви-
тия онкологических заболеваний при долгосрочном 
применении лекарственных препаратов, содержа-
щих НА, составляет около 1 случая на 100 тыс. чело-
век. Расчет допустимого поступления НА предпола-
гает ежедневное введение максимальной суточной 
дозы лекарственного средства в течение всей жиз-
ни и основан на подходе, изложенном в руководстве  
ICH M7 (R1).

Ко всем способам введения применим один и тот 
же подход к оценке рисков. Корректировки предель-
ных значений, как правило, недопустимы, если разли-
чия в зависимости от способа введения не подтверж-
дены специфическими данными.

Для определения предельных значений в случае 
присутствия более одного НА соединения приемле-
мыми считаются два подхода, позволяющие не пре-
высить приемлемый уровень риска 1:100000 в соот-
ветствии с руководством ICH M7 (R1):

1) общее суточное потребление всех идентифици-
рованных НА не должно превышать значения при-
емлемого поступления наиболее активного иден-
тифицированного НА, или

2) общий уровень риска, рассчитанный для всех иден-
тифицированных НА, не должен превышать 1:100000. 
С учетом всех имеющихся рекомендаций рас-

считаны допустимые пределы содержания НА при-
месей в лекарственных средствах (таблица 1). Дан-
ные нормы принято считать временными в течение 
ближайших 2 лет. В соответствии с ними произво-
дителям надлежит принять меры для количествен-
ного определения уровней НА в своих лекарствен-
ных средствах и уменьшить или удалить эти примеси 
при превышении. В противном случае лекарственное 
средство будет изыматься из оборота соответствую-
щим фармрегулятором.

Таблица 1. Максимально допустимая суточная доза  
нитрозаминов в лекарственных средствах [13]

Table 1. The maximum permissible daily dose  
of N-nitrosamine impurities in medicines [13]

Наименование примеси
Impurity name

Допустимая суточная доза, 
нг/сут

Acceptable intake, ng/day
НДМА
NDMA

≤96,0

НДЭА
NDEA

≤26,5

НМАК
NMBA

≤96,0

НДИПА
NDIPA

≤26,5

НЭИПА
NIPEA

≤26,5

Предельное значение содержания НА примесей, 
выраженное в частях на миллион (ppm), для каждого 
из лекарственных средств возможно определить рас-
четным методом. Пример таких расчетов для антаго-
нистов рецепторов ангиотензина II, имеющих тетраз-
ольную структуру, исходя из максимальной суточной 
дозы действующего вещества и допустимой суточной 
дозы НА, приведен в таблице 2.

Показательным является, то что в одной из веду-
щих фармакопей мира – Европейской фармакопее, ис-
пытание лекарственных средств на НА чистоту упо-
мянуто в крайне ограниченном числе утвержденных 
монографий (прежде всего, на антагонисты рецепто-
ров ангиотензина II), но даже в них перечислены нор-
мы на немногие N-нитрозосоединения (как правило,  
НДМА и НДЭА), в то время как остальные остаются без 
внимания.

Следуя вышесказанному, а также учитывая обшир-
ность списка потенциально контаминированных ле-
карственных средств, по нашему мнению, правильным 
будет разработка, обсуждение и утверждение общей 
монографии или общей фармакопейной статьи, ко-
торая будет представлять собой логическое смысло-
вое продолжение рекомендаций руководства ICH M7 
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(R1) о необходимости контроля любого лекарственно-
го средства, в случае если есть основания ожидать по-
явление НА в готовых фармацевтических субстанциях 
или лекарственных препаратах.

Таблица 2. Рассчитанные предельные значения  
примесей НДМА и НДЭА в лекарственных средствах  
антагонистов рецепторов ангиотензина II (пример)

Table 2. Calculated limits for NDMA and NDEA impurities  
in angiotensin II receptor blockers (example)

Лекарственное 
средство / 

максимальная 
суточная доза

Drug/maximum daily 
dose

НДМА
NDMA

НДЭА
NDEA

Д
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Кандесартан / 32 мг
Candesartan / 32 mg

≤96,0 3,000 ≤26,5 0,820

Ирбесартан / 300 мг
Irbesartan / 300 mg

≤96,0 0,320 ≤26,5 0,088

Лозартан / 150 мг
Losartan / 150 mg

≤96,0 0,640 ≤26,5 0,177

Олмесартан / 40 мг
Olmesartan / 40 mg

≤96,0 2,400 ≤26,5 0,663

Валсартан / 320 мг
Valsartan / 320 mg

≤96,0 0,300 ≤26,5 0,082

Кроме того, в ближайшем будущем предстоит пе-
ресмотреть приведенные временные допустимые 
пределы содержания НА в лекарственных средствах.

ВЫДЕЛЕНИЕ ПРИМЕСЕЙ 
N-НИТРОЗАМИНОВ  
ИЗ ИСПЫТУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

Для выделения НА практически используются 
несколько методов. Первый из них – твердофазная 
экстракция. В фармацевтической практике этот вари-
ант не нашел широкого распространения и применя-
ется в основном для анализа воды на содержание в 
ней, в том числе НА контаминантов. Из испытуемого 
образца аналит сорбируется подходящим сорбентом, 
в качестве которого чаще всего используется уголь 
активированный, а затем вымывается с его поверх-
ности подходящим растворителем, который далее ис-
пользуется для определений. Альтернативно может 
быть применена паровая или вакуумная дистилля-
ция НА, после которой следует жидкость-жидкостная 
экстракция с использованием растворителей, образу-
ющих несмешиваемые фазы. Чаще этот метод приме-
няется как один из этапов подготовки проб при ана-
лизе продуктов питания [14].

В фармацевтическом же анализе наиболее часто 
используется прямая жидкостная экстракция НА из 
испытуемого образца. Лекарственное средство при 

необходимости измельчают, растворяют в метаноле, 
при необходимости обрабатывают ультразвуком или 
перемешивают на вортексе, фильтруют через подхо-
дящий фильтр и доводят объем раствора водой до не-
обходимой концентрации определяемого вещества. 
Полученный экстракт анализируют одним из аналити-
ческих методов определения.

При проведении любого из видов экстракции 
важно помнить о том, что применяемые растворите-
ли с недостаточной квалификацией чистоты, как бы-
ло сказано выше, сами могут быть контаминированы 
НА. Например, дихлорметан (наиболее известный 
растворитель для жидкость-жидкостной экстракции 
НА) может в 27–40 % случаев содержать НДМА. Неред-
ко также при использовании в качестве растворителя 
дистиллированной воды при анализе на НА появлял-
ся интерферирующий пик [15]. 

При выделении НА (особенно НДМА) необходима 
предельная осторожность в силу сообщений о зави-
сящей от рН их нестабильности [16] и о фотолизе [17], 
которые могут привести к занижению реальной кон-
центрации НА. И, напротив, концентрацию НА можно 
переоценить из-за внутреннего нитрозирования при-
сутствующих в пробе аминов.

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
N-НИТРОЗАМИНОВ  
В ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВАХ

Высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия (ВЭЖХ) имеет особое значение для фармацевти-
ческого анализа лекарственных средств. Она широко 
и наиболее часто используется для определения при-
месей в фармацевтических субстанциях и лекарст- 
венных препаратах, а также для разделения слож-
ных биологических смесей и композиций природных 
биологически активных соединений. Этот метод отли-
чает высокая универсальность и повсеместная рас-
пространенность. Для определения НА применяют 
ВЭЖХ на обращенно-фазовых колонках (главным об-
разом, C8 или C18).

Наиболее доступным, но, в то же самое время, 
наименее селективным и чувствительным методом 
определения НА является ВЭЖХ со спектрофотомет- 
рическим детектором (ВЭЖХ-УФ). Первоначально о 
возможности обнаружении НДМА посредством ВЭЖХ-
УФ в диапазоне длин волн 230–233 нм сообщали W. Li 
и др. [18], и M. Al-Kaseem и др. [19]. Позднее некоторые 
фармрегуляторы также предложили свои методики. 
Французское национальное агентство по безопаснос- 
ти лекарственных средств и товаров медицинско-
го назначения (French National Agency for Medicines and 
Health Products Safety) разработали и опубликовали 
ВЭЖХ-УФ методику определения НДМА и НДЭА в фар-
мацевтических субстанциях валсартана, лозартана, 
ирбесартана, кандесартана и олмесартана. В методи-
ке используется градиентный режим хроматографи-
рования и аналитическая колонка с силикагелем ок-
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тадецилсилильным, эндкепированным, 4,6 × 250  мм, 
5  мкм, детектирование ведется при длине волны 
228  нм. Для указанных методик ВЭЖХ-УФ предел ко-
личественного определения (LOQ) и предел обнару-
жения (LOD) составляют соответственно: для НДМА 
0,04–0,25 ppm и 0,02–0,1 ppm, для НДЭА 0,08–0,50 ppm 
и 0,04–0,10  ppm в зависимости от испытуемого ле-
карственного средства. 

Напротив, метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с масс-спектрометрическим детекто-
ром (ВЭЖХ-МС) обладает высокой чувствительностью 
и селективностью, но, в то же самое время, требует-
ся оборудование, которое представлено далеко не 
в каждой аналитической лаборатории. Однако это не 
помешало методу ВЭЖХ-МС стать одним из предста-
вителей «золотого стандарта» в области определения 
НА примесей в лекарственных средствах. Междуна-
родными фармрегуляторами предложено не менее 7 
методик. В каждой из них используются один из двух 
методов ионизации – ионизация электрораспыле- 
нием (ESI) или химическая ионизация при атмосфер-
ном давлении (APCI). Хроматографические условия 
некоторых методик приведены в таблице 3. В боль-
шинстве представленных методик используется внут- 
ренний стандарт.

Как видно из представленной таблицы, общепри-
нятые в международной практике методы различа-
ются LOD и LOQ, используемыми аналитическими ко-
лонками (сорбент, размер зерна и геометрия), а также 
способами ионизации аналита. Подвижная фаза в це-
лом стереотипна. Используется градиентный режим 
элюирования, который призван повысить произво-
дительность хроматографической системы. 

Первичный анализ приведенных данных очевид-
но демонстрирует, что чувствительность ВЭЖХ-МС 
значимо превосходит таковую у ВЭЖХ-УФ. Однако не-
маловажным остается вопрос аппаратного оснаще-
ния некоторых из представленных методик. Напри-
мер, в методике № 1 (FDA) (таблица 3) разработчики 
предусматривают использование конкретного обо-
рудования, поскольку все условия оптимизированы 
под определенную крайне дорогостоящую хромато- 
масс-спектрометрическую систему, снабженную ор-
битальной ионной ловушкой (орбитрэпом). 

Газовая хроматография (ГХ) также является од-
ним из двух самых распространенных методов, поми-
мо ВЭЖХ-МС. Он оптимально подходит для анализа НА 
примесей, учитывая их высокую летучесть при нагре-
вании (низкая точка кипения, например у НДМА, око-
ло 154  °С) [20]. Однако данным методом нельзя опре-
делять НА в лекарственных средствах, образующих 
НА примеси in situ под воздействием высоких темпе-
ратур (например, ранитидин). Для этих целей лучше 
подойдет ВЭЖХ-МС. 

В открытом доступе представлено не менее 8 ме-
тодик определения НА примесей методом ГХ-МС. 
Подробные условия хроматографирования приве-
дены в таблице 4. В большинстве методик также ис-
пользуется внутренний стандарт.

Метод ГХ-МС можно описать большинством ха-
рактеристик, приведенных для ВЭЖХ-МС. Важней-
шее из них то, что сочетание разделения с помощью 
ГХ и обнаружения с помощью МС-детектора позво-
ляет достичь значений LOD, которые подходят для 
анализа НА, содержащихся даже в ультраследовых 
количествах. 

Другие методы определения НА также встречают-
ся в научной литературе. Полярография, об успехах 
которой в определении НА отчитывались первона-
чально, позже оказалась недостаточно селективной, 
и, скорее всего, больше не будет применяться для 
анализа НА [21]. Электрофоретическое разделение 
также обладает очевидным минусом – сравнительно 
низкой чувствительностью. Другой метод  – колори-
метрический анализ, основанный на реакции Эйзенб- 
ранда – Пройсмана [22, 23]. После обработки НА с по-
мощью HBr в уксусной кислоте образующийся нит- 
рит обнаруживается колориметрически [24]. Он, как 
и прочие «другие методы», используется в основном 
с целью грубого скрининга на присутствие группы 
НА примесей в лекарственном средстве [25]. 

Следовательно, в настоящее время из-за высокой 
чувствительности МС-детекторов методы с их исполь-
зованием остаются наиболее популярным выбором 
при определении НА. Кроме того, развитие МС-ана-
лизаторов еще больше облегчило углубленное изу-
чение НА в сложных матрицах, к которым, безуслов-
но, можно отнести любой лекарственный препарат. 
Из-за летучести большинства НА наиболее распрост- 
раненным является анализ ГХ-МС. Вместе с тем 
ВЭЖХ-МС также обладает хорошими характеристи-
ками селективности и чувствительности. Все прочие 
методы, вероятно, стоит рассматривать лишь при не-
возможности использования двух последних. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В обзоре приведены современные данные, от-

носительно токсичности и механизма токсическо-
го действия НА. Показано превалирующее значение 
ионов диазония, генерируемых в ходе метаболизма 
НА, а также побочного аддукта – формальдегида, ко-
торые в совокупности приводят к ковалентной моди-
фикации пуриновых оснований ДНК посредством ме-
тилирования и последующего нарушения процессов 
транскрипции с опосредованным канцерогенезом в 
органах-мишенях. Представлены компромиссные об-
щепринятые подходы к нормированию данной группы 
примесей на двухлетний переходный период. Приве-
денные предельные значения содержания НА в ле-
карственных препаратах, как считается, не способны 
нанести критического воздействия на организм да-
же при пожизненном применении последних в высо-
ких терапевтических дозировках. Рассмотрены мето-
ды выделения примесей НА из испытуемых образцов 
и методы их последующего анализа. Продемонстри-
рован широкий спектр методик от низкоселективных 
и низкочувствительных до современных, не обладаю-
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щих такими изъянами, от требующих использования 
уникального дорогостоящего оборудования до огра-
ничивающихся использованием рутинного оснаще-
ния. Каждый из методов отличается от остальных не 
только спектром определяемых примесей, но также и 
показателями чувствительности, выраженными LOQ и 

LOD. Таким образом, практически любая аналитичес- 
кая лаборатория способна подобрать для себя наи-
более оптимальный вариант из спектра приведен-
ных аналитических методов для обнаружения и коли- 
чественной оценки нитрозаминов и использовать его 
для определений. 

Таблица 3. Условия хроматографирования в некоторых официально утвержденных фармрегуляторами методиках  
определения НА (ВЭЖХ-МС)

Table 3. Chromatographic conditions described in some official methods for N-nitrosamine compounds determination (HPLC-MS) 
approved by regulatory agencies

№
Хроматографическая 

колонка
Chromatographic column

Подвижная фаза (ПФ)/режим 
элюирования

Mobile phase (MP)/elution mode

Режим 
ионизации
Ion source

LOQ/LOD

1
Kinetex 2.6 μm, 

100 × 4.6 mm 

ПФА: Муравьиной кислоты раствор вод- 
ный 0,1 % 

ПФБ: Муравьиной кислоты раствор спир-
товой 0,1 %

Градиентный режим
MP A: 0.1% formic acid in water 
MP B: 0.1% formic acid in methanol 
Gradient Mode

ESI

НДМА (NDMA)
(0,05/0,005 ppm), 

НДЭА (NDEA)
(0,05/0,016 ppm), 
НЭИПА (NIPEA)

(0,05/0,003 ppm), 
НДИПА (NDIPA)

(0,05/0,008 ppm), 
НДБА (NDBA)

(0,05/0,005 ppm),
НМАК (NMBA)

(0,05/0,010 ppm)

2
XTerra MS C18 3.5 μm, 

100 × 3.0 mm

ПФА: Вода
ПФБ: Метанол
Градиентный режим
MP A: water 
MP B: methanol 
Gradient Mode

ESI

НДМА (NDMA)
(0,079–0,492/0,024–0,148 ppm),

НДЭА (NDEA)
(0,0195–0,149/0,082–0,177 ppm)

3
Luna C8(2) 5.0 μm, 

150 x 2.0 mm

ПФА: Муравьиной кислоты раствор вод- 
ный 0,1 % 

ПФБ: Муравьиной кислоты раствор спир-
товой 0,1 %

Градиентный режим
MP A: 0.1% formic acid in water 
MP B: 0.1% formic acid in methanol 
Gradient Mode

ESI
НДМА (NDMA)

(0,0286/0,0086 ppm)

4
XSelect HSS 3.5μm, 

150 x 3.0 mm

ПФА: Муравьиной кислоты раствор вод- 
ный 0,1 % 

ПФБ: Муравьиной кислоты раствор спир-
товой 0,1 %

Градиентный режим
MP A: 0.1% formic acid in water 
MP B: 0.1% formic acid in methanol 
Gradient Mode

APCI

НДМА (NDMA)
(0.10 / 0,5 ppm), 

НДЭА (NDEA)
(0.10/0,5 ppm)

5
XSelect HSS 3.5μm, 

150 x 3.0 mm

ПФА: Муравьиной кислоты раствор вод- 
ный 0,2 % 

ПФБ: ацетонитрил метанол 200:1000
Градиентный режим
MP A: 0.2% formic acid in water 
MP B: acetonitrile – methanol 200:1000
Gradient Mode

APCI
НДМА (NDMA)

(–/0,05 ppm)

6
Waters HSS-T3 1.8 μm, 

100 x 3.0 mm 

ПФА: Муравьиной кислоты раствор вод- 
ный 0,1 % 

ПФБ: Метанол
Градиентный режим
MP A: 0.1% formic acid in water 
MP B: methanol 
Gradient Mode

APCI
НДМА (NDMA)
(0,2/0,08 ppm) 

Примечание. Представленные методики приведены в свободном доступе на сайте EDQM: https://www.edqm.eu/en/
ad-hoc-projects-omcl-network. 

Note. The presented methods are freely available on the EDQM website: https://www.edqm.eu/en/ad-hoc-projects-omcl-network.
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Особый акцент сегодня необходимо сделать на 
пока еще полном отсутствии в России собственных 
стандартов качества лекарственных средств в части 
содержания примесей НА. Безусловно, необходимо 
разрабатывать такие нормирующие документы, ос-
новываясь на уже имеющемся международном пози-
тивном опыте. В противном случае имеющийся нор-
мативный разрыв далее будет усугубляться и самым 
отрицательным образом сказываться на безопаснос- 
ти лекарственных средств, находящихся в гражданс- 
ком обороте на территории России. 

ЛИТЕРАТУРА
1. Perera A. M. A. Chromatographic analysis of the environment, 3rd 

Ed. United States. 2006.
2. Nitrosamine impurities in human medicinal products (Assessment 

report). The Netherlands: European Medicines Agency. Available 

at: https://www.ema.europa.eu/en/documents/referral/
nitrosamines-emea-h-a53-1490-assessment-report_en.pdf.

3. Magee P. N. Nitrosamines and human cancer: introduction and 
overview. European Journal of Cancer Prevention. 1996;5:7-10.

4. George J., Tsuchishima M., Tsutsumi M. Molecular mechanisms in the 
pathogenesis of N-nitrosodimethylamine induced hepatic fibrosis. 
Cell Death and Disease. 2019;10(18). DOI:10.1038/s41419-018-1272-8.

5. Allis J. W., Brown B. L., Simmons J. E., Hatch G. E., McDonald  A., 
House  D.  E. Methanol potentiation of carbon tetrachloride 
hepatotoxicity: The central role of cytochrome P450. Toxicology. 
1996;112(2):131–140. DOI: 10.1016/0300-483x(96)03366-5.

6. Kawanishi M., Matsuda T., Yagi T. Genotoxicity of formaldehyde: 
molecular basis of DNA damage and mutation. Frontiers Environmental 
Science. 2014;2:36. DOI: 10.3389/fenvs.2014.00036.

7. Sheweita S. A., El Banna Y. Y., Balbaa M., Abdullah I. A., Hassan H. E. 
N-nitrosamines induced infertility and hepatotoxicity in male 
rabbits. Environmental toxicology. 2017;32(9):2212–2220. DOI: 10.1002/
tox.22436.

8. Lessons learnt from presence of N-nitrosamine impurities in sartan 
medicines (Overview and recommendations). The Netherlands: 
European Medicines Agency. Available at: https://www.ema.europa.
eu/en/documents/report/lessons-learnt-presence-n-nitrosamine-
impurities-sartan-medicines_en.pdf.

Таблица 4. Условия хроматографирования в некоторых официально утвержденных фармрегуляторами методиках  
определения НА (ГХ-МС)

Table 4. Chromatographic conditions described in some official methods for N-nitrosamine compounds determination (GC-MS) 
approved by regulatory agencies

№
Хроматографическая 

колонка
Chromatographic column

Газ-носитель / скорость потока 
/ деление потока

Carrier gas / flow rate / split ratio

Режим ионизации 
(детектирования)

Ion source (acquisition Type)
LOQ/LOD

1
VF-WAXms GC 1.0 μm, 

30 m × 0.25 mm, 
Гелий / 1,0 мл/мин / –
Helium / 1,0 ml/min / –

EI

НДМА (NDMA)
(0,05/0,01 ppm), 

НДЭА (NDEA)
(0,03/0,01 ppm)

2
Restek Rtx-624 1.8 μm, 

30 m × 0.32 mm
Гелий / 1,52 мл/мин / –
Helium / 1,52 ml/min / –

EI

НДМА (NDMA)
(0,10/0,01 ppm), 

НДЭА (NDEA)
(0,08/0,02 ppm)

3
DB-1701 GC 1.00 μm, 

30 m × 0.25 mm 
Гелий / 1,0 мл/мин / 5:1
Helium / 1,0 ml/min / 5:1

SIM

НДМА (NDMA)
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НДЭА (NDEA)
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DB-Wax GC 0.5 μm, 

30 m × 0.25 mm 
Гелий / 1,0 мл/мин / 5:1
Helium / 1,0 ml/min / 5:1

SIM

НДМА (NDMA)
(0,05/0,01 ppm),

НДЭА (NDEA)
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30 m × 0.25 mm 
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НДМА (NDMA)
(0,008/0,005 ppm),

НДЭА (NDEA)
(0,005/0,001 ppm),

НЭИПА (NIPEA)
(0,005/0,001 ppm),

НДИПА (NDIPA)
(0,005/0,001 ppm),

НДБА (NDBA)
(0,025/0,010 ppm)

6

а) VF-624ms 1.4 μm, 
30m × 0.25 mm, 

б) Deactivated Fused Silica, 
1.35m × 0.15 mm

а) Гелий / 1,3 мл/мин / –
б) Гелий / 1,45 мл/мин / –
a) Helium / 1,3 ml/min / –

b) Helium / 1,45 ml/min / –

ES

НДМА, НДЭА, НЭИПА, НДИПА 
и НДБА 

(NDMA, NDEA, NIPEA, NDIPA and 
NDBA)

(15 ppb/–) 

Примечание. Представленные методики приведены в свободном доступе на сайте EDQM: https://www.edqm.eu/en/
ad-hoc-projects-omcl-network.

Note. The presented methods are freely available on the EDQM website: https://www.edqm.eu/en/ad-hoc-projects-omcl-network.
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Регулярное техническое обслуживание оборудования играет значимую роль в поддержании 
высоких характеристик прибора, а также в снижении продолжительности дорого обходящихся 
незапланированных простоев. Многие факторы, такие как высокий пробопоток, многосменная 
работа, сложные условия эксплуатации, могут привести к тому, что прибору будет не хватать 
технического обслуживания через базовые, рекомендованные производителем периоды времени. 
Следить за всем этим не так просто, в особенности если приборов в вашей лаборатории немало.

Представляем вам основанный на загрузке подход к техническому обслуживанию 
оборудования
Современное оборудование может обеспечить пользователя множеством данных о своей 
работе. Эти данные позволяют ПО Agilent CrossLab Smart Alerts следить за интенсивностью 
использования всего вашего оборудования и на основе нашего тридцатилетнего практического 
опыта и долговременной оценки загруженности прибора в различных условиях эксплуатации 
вовремя предупреждать о необходимости выполнить техническое обслуживание. Smart Alerts 
показывает пользователю уведомления о необходимости проведения технического обслуживания, 
когда продолжительность работы прибора или количество выполненных им анализов приближается 
к установленным Agilent рекомендованным пределам.

Ваш первый шаг к сетевой лаборатории без подключения к интернету
Программу Smart Alerts можно установить на любой компьютер в лаборатории. Так как для 
нее не требуется интернет-подключение, это безопасный первый шаг к превращению вашей 
лаборатории в сетевую.

Сокращение 
незапланированных 
простоев с ПО Smart Alerts
Узнайте, чем основанная на условиях 
диагностика оборудования может быть 
полезна вашей лаборатории
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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 огра-
ничиваться констатацией фактов, необходим анализ получен-
ного материала с учетом данных литературы, должны быть вы-
сказаны 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 вы-
явлении подобных текстов одного и того же автора в других пе-
чатных 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 соответ-

ствие оформления статьи согласно требованиям журнала «Раз-
работка и регистрация лекарственных средств». В случае не-

соответствия правилам оформления Редакция вправе отказать 
в публикации или прислать свои замечания к статье, которые 
должны быть исправлены 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, ПРЕДСТАВЛЯЕ-
МЫМ 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 ко-
митетом 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 
должно 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 ре-
дакцию 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 

сопроводительное письмо, приложив к нему указанные в тексте 
письма 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 применяв-
шимися методическими приемами; характеристика материала).

Результаты (основные результаты исследования).
Заключение (основные выводы).
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Резюме обзорной статьи также должно быть структури- 
рованным:

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
Mental Health Research Institute
4, Aleutskaya Str., Tomsk, 634014, Russian Federation
Abstract
Резюме статьи на английском языке должно по смыслу и 

структуре (для оригинальной статьи: Introduction, Aim, Materials 
and methods, Results and discussion, Conclusion; для обзорной ста-
тьи: Introduction, Text, Conclusion) соответствовать русскоязычно-
му, по содержанию может быть более полным. Необходимо исполь-
зовать активный, а не пассивный залог. Во избежание искажения 
основных понятий желательно иметь соответствующие английские 
термины. Это особенно важно, когда приводятся названия особых 
заболеваний, 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
Наз ва ния ле карс твен ных средств сле ду ет пи сать со строч ной 

бук вы на рус ском язы ке с обя затель ным ука зани ем меж ду народ-
но го не патен то ван но го наз ва ния, а при его от сутс твии — груп пи-
ровоч но го или хи мичес ко го наз ва ния. Меж ду народ ные не патен-
то ван ные наз ва ния фар ма цев ти чес ких суб стан ций и тор го вые 
на име нова ния ле карс твен ных средств не об хо димо офор млять в 
со от ветс твии с Го сударс твен ным ре ес тром ле карс твен ных средств 
(grls.rosminzdrav.ru). При опи сании в ра боте ре зуль та тов кли ничес-
ких ис сле дова ний не об хо димо при вес ти но мер и да ту раз ре шения 

на про веде ние кли ничес ко го ис сле дова ния сог ласно Ре ес тру вы-
дан ных раз ре шений на про веде ние кли ничес ких ис сле дова ний ле-
карс твен ных пре пара тов.

При опи сании ис поль зу емых об ще лабо ратор ных ре ак ти вов 
сле ду ет при водить их на име нова ние, класс чис то ты, фир му-про-
из во дитель и стра ну про ис хожде ния [При мер: хло рис то водо род-
ная кис ло та, х.ч. (Сиг ма Тек, Рос сия)]. При опи сании спе цифи чес ких 
им пор тных ре ак ти вов [При мер: из ка тало га Sigma-Aldrich] не об хо-
димо до пол ни тель но при водить ка талож ный но мер ре ак ти ва. 

При опи сании ис сле ду емых ле карс твен ных средств не об хо-
димо при водить их тор го вое на име нова ние, фир му-про изо дитель, 
стра ну про ис хожде ния, се рию и срок год ности [При мер: Син дра-
нол таб летки про лон ги рован но го дей ствия, пок ры тые пле ноч-
ной обо лоч кой 4 мг, про из водс тва ФАР МА ТЕН С.А., Гре ция, се рия 
1100638, срок год ности до 05.2013].

При опи сании ис поль зу емых стан дар тных об ра зов при водить 
ко личес твен ное со дер жа ние ак тивно го ве щес тва в стан дар тном 
об разце, фир му-про изо дитель, стра ну про ис хожде ния, се рию и 
срок год ности [При мер: ри ман та дина гид рохло рид, суб стан ция-
по рошок, со дер жа ние ри ман та дина 99,9 %, Чжец зян Апе лоа Кан-
гю Фар ма це ути кал Ко.Лтд, Ки тай, се рия KY-RH-M20110116, го ден до 
27.01.2016 г.].

При опи сании ис поль зу емо го ана лити чес ко го обо рудо вания 
не об хо димо ука зывать его наз ва ние, фир му-про из во дитель и 
стра ну про ис хожде ния [При мер: при бор для тес та «Рас тво рение»  
DT-720 (Erweka GmbH, Гер ма ния)].

При опи сании ис поль зу емо го прог рам мно го обес пе чения не-
об хо димо ука зывать его наз ва ние, вер сию, фир му-про изо дитель, 
стра ну про ис хожде ния [При мер: ChemStation (ver. B.04.03), Agilent 
Technologies, США].

При при веде нии в ра боте пер вичных дан ных ана лити чес ких 
ис сле дова ний (спек тров, хро матог рамм, ка либ ро воч ных гра фиков) 
их не об хо димо при водить в цве те в прос ле жива емом фор ма те, с 
чет ки ми раз борчи выми под пи сями осей, пи ков, спек траль ных мак-
си мумов и т.д.). Наз ва ния ле карс твен ных средств сле ду ет пи сать со 
строч ной бук вы на рус ском язы ке с обя затель ным ука зани ем меж-
ду народ но го не патен то ван но го наз ва ния, а при его от сутс твии — 
груп пи ровоч но го или хи мичес ко го наз ва ния.

Чис ло вые дан ные не об хо димо ука зывать циф ра ми, в де сятич-
ных дро бях ис поль зо вать за пятые. Ма тема тичес кие и хи мичес кие 
фор му лы пи сать чет ко, с ука зани ем на по лях букв ал фа вита (рус-
ский, ла тин ский, гре чес кий), а так же про пис ных и строч ных букв, 
по каза телей сте пени, ин дексов. К статье мо жет быть при ложе но 
не об хо димое ко личес тво таб лиц и ри сун ков. Все таб ли цы и ри сун-
ки дол жны иметь но мер и наз ва ние, текст статьи дол жен со дер жать 
ссыл ку 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 представляют-

ся результаты исследования в виде текста, таблиц или рисунков 
(графики, диаграммы). Следует избегать повторения в тексте дан-
ных из таблиц или рисунков. В качестве альтернативы таблицам с 
большим числом данных используются графики. На графиках и ди-
аграммах рекомендуется указывать доверительный интервал или 
квадратичное 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 иссле-
дования (например, финансирование от заинтересованных лиц и 
компаний, их участие в обсуждении результатов исследования, на-
писании 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, коммерче-
ская или государственная организация, частное лицо и др.). Ука-
зывать размер финансирования не требуется. При отсутствии 
источника финансирования использовать следующую формули-
ровку: «Авторы заявляют об отсутствии финансирования».

Соответствие принципам этики
Научно-исследовательские проекты с участием людей долж-

ны соответствовать этическим стандартам, разработанным в соот-
ветствии с Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской ас-
социации «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 «Выра-
жение 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. Трансли-
терируются фамилии авторов и русскоязычные названия источ-
ников (выделяется курсивом). Переводятся на английский язык 
названия статей, монографий, сборников статей, конференций с 
указанием после выходных данных языка источника (in Russ.). При-
водится английское название журнала (название сверяется с офи-
циальным сайтом издания) через тире после транслитерации на-
звания 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.).

Образец оформления списка литературы
Литература/References

1. Насырова Р. Ф., Иванов М. В., Незнанов Н. Г. Введение в психо-
фармакогенетику. СПб.: Издательский центр СПб. НИПНИ им. 
В.М. Бехтерева, 2015:272 [Nasyrova R.F., Ivanov M.V., Neznanov 
N.G. Introduction to psychophar-macogenetics. St.-Petersburg: 
Izdatel’skiy tsentr SPb NIPNI im. V.M. Bekhtereva, 2015:272 (in Russ.)]. 

2. Колесник А. П. Прогностическое значение экспрессии р53 у 
больных с ранними стадиями немелкоклеточного рака легко-
го. Онкология. 2013; 15 (1):20–23 [Kolesnik A.P. Prognostic value of 
p53 expression in patients with early non-small cell lung cancer] 
Onkologija – Oncology. 2013; 15(1): 20–23 (in Russ.)].

3. Üçok A., Gaebel W. Side effects of atypical antipsychotics: a brief 
overview. World Psychiatry. 2008; 7 (1): 58–62. DOI: 10.1002/j.2051-
5545.2008.tb00154.x.

4. Cornier M. A., Dabelea D., Hernandez T. L., Lindstrom R. C., Steig A. J., 
Nicole R. S., Van Pelt R. E., Wang H., Eckel R. H. The metabolic 
syndrome. Endocrine Reviews. 2008; 29 (7): 777–822. DOI: 10.1210/
er.2008–0024.
В библиографическом описании каждого источника долж-

ны быть представлены ВСЕ АВТОРЫ. Список литературы должен 
соответствовать формату, рекомендуемому Американской Нацио-
нальной Организацией по Информационным стандартам (National 
Information Standards Organisation – NISO), принятому National 
Library of Medicine (NLM) для баз данных (Library’s MEDLINE/PubMed 
database) NLM: http://www. nlm.nih.gov/citingmedicine.

Названия периодических изданий могут быть написаны в со-
кращенной форме в соответствии с каталогом названий базы 
данных MedLine (NLM Catalog). Обычно эта форма написания са-
мостоятельно принимается изданием; ее можно узнать на сайте из-
дательства, либо в списке аббревиатур Index Medicus. Если журнал 
не индексируется в MedLine, необходимо указывать его полное на-
звание. Названия отечественных журналов сокращать нельзя. Не-
допустимо сокращать название статьи.

Библиографические стандарты описания цитируемых 
публикаций

Монографии
Выходные данные указываются в следующей последователь-

ности: фамилия и инициалы автора (авторов), название моногра-
фии (полностью раскрывая все слова), номер повторного изда-
ния, место издания (город), издательство, год издания, количество 
страниц.

Образец оформления
Для русскоязычных источников
Соколова Г. Н., Потапова В. Б. Клинико-патогенетические 

аспекты язвенной болезни желудка. М.: Анахарсис, 2009:328 
[Sokolovа  G.  N., Pоtapova V. B. Clinical and pathogenetic aspects of 
gastric ulcer. Мoscow: Аnachаrsis, 2009:328 (in Russ.)].

Для англоязычных источников
Jenkins P. F. Making sense of the chest x-ray: a hands-on guide. 

New York: Oxford University Press, 2005: 194.
Статья из журнала
Выходные данные указываются в следующей последователь-

ности::  автор(ы) (фамилии и инициалы всех авторов). Название ста-

тьи. Название журнала (курсивом). Год; том (в скобках номер жур-
нала): цифры первой и последней страниц.

Образец оформления
Для русскоязычных источников
Шишкин С. В., Мустафина С. В., Щербакова Л. В., Симонова Г. И. 

Метаболический синдром и риск инсульта в популяции Новоси-
бирска. Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2014; 13 (3): 
53–57 [Shishkin S. V., Mustafina S. V., Shcherbakova L. V., Simonova G. I. 
Metabolic syndrome and risk of stroke in the population of Novosibirsk. 
Kardiovaskuljarnaja terapija i profilaktika – Cardiovascular Therapy and 
Prevention. 2014; 13 (3): 53–57 (in Russ.)].

Для англоязычных источников
Dickerson F. B., Brown C. H., Kreyenbulh J. A., Fang L., 

Goldberg  R.  W., Wohlheiter K., Dixon L. B. Obesity among individuals 
with serious mental illness. Acta Psychiatr Scand. 2006; 113 (4): 306–313. 
DOI: 10.1111/j.1600-0447.2005.00637.x.

Варианты библиографического описания материалов 
конференций: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7272/

Варианты библиографического описания патентов:  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7260/

Варианты библиографического описания ресурсов уда-
ленного доступа: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7274/

DOI
Во всех случаях, когда у цитируемого материала есть цифро-

вой идентификатор Digital Object Identifier (DOI), его необходимо 
указывать в самом конце библиографической ссылки. Проверять 
наличие DOI статьи следует на сайте http://search.crossref.org/ или 
https://www. citethisforme.citethisforme.com.

Для получения DOI нужно ввести в поисковую строку назва-
ние статьи на английском языке. Данный сайт, помимо DOI, авто-
матически генерирует правильно оформленное библиографичес- 
кое описание статьи на английском языке в стиле цитирования 
АМА. Подавляющее большинство зарубежных журнальных статей 
с 2000 г. и многие русскоязычные статьи (опубликованные после 
2013 г.) зарегистрированы в системе CrossRef и имеют уникальный 
DOI. За достоверность и правильность оформления представля-
емых библиографических данных авторы несут ответственность 
вплоть до отказа в праве на публикацию.

ТАБЛИЦЫ И РИСУНКИ

Таблицы  и рисунки должны быть представлены на русском и 
английском языках.

Таблицы
Таблицы следует помещать в текст статьи, они должны иметь 

нумерованный заголовок на русском и английском языке и четко 
обозначенные графы, удобные и понятные для чтения. Данные та-
блицы должны соответствовать цифрам в тексте, однако не должны 
дублировать представленную в нем информацию.

Ссылки на таблицы в тексте обязательны. Для сноски применя-
ется символ *. Если используются данные из другого опубликован-
ного или неопубликованного источника, должно быть полностью 
приведено его название.

Рисунки
Все рисунки (диаграммы, фотографии) нумеруются. В тексте 

должна быть ссылка на соответствующий рисунок.
Каждый рисунок должен сопровождаться подрисуночной 

подписью на русском и английском языках. В подрисуночных под-
писях не должно быть аббревиатур. Внутририсуночные обозначе-
ния подписываются цифрами или латинскими буквами.

Если рисунки ранее уже публиковались, необходимо указать 
оригинальный источник представить письменное разрешение на 
их воспроизведение от держателя прав на публикацию.

Список подрисуночных подписей на русском и английском 
языках размещается в конце статьи.

Рисунки представляются отдельными файлами в формате *tif, 
*jpg, *cdr, *ai. с разрешением не менее 300 dpi.

Каждый файл именуется по фамилии первого автора и  номе-
ру рисунка.
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