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Инфузионный препарат «Реополиглю-
кин» представляет собой 10 % раствор декст-
рана 40 в 0.9 % растворе натрия хлорида и
широко применяется в качестве плазмозаме-
щающего и дезинтоксикационного средства
[1].

Одной из важнейших характеристик каче-
ства декстрана 40 и, соответственно, препа-
рата «Реополиглюкин» является молекуляр-
но-массовое распределение (ММР). Учиты-
вая, что при инфузиях парентерально вводит-
ся до 1500 мл реополиглюкина (т.е. до 150 г
декстрана 40) [1], вопросы контроля данного
показателя являются очень актуальными и им
уделяется самое серьезное внимание со сто-
роны контролирующих органов. В частности,
24 июля 2003 года Государственной инспек-
цией по контролю качества лекарственных
средств МЗ Украины было проведено Сове-
щание по вопросам контроля ММР в субстан-
ции и готовом продукте [2] с участием пред-
ставителей аккредитованных лабораторий и
производителя субстанции (фирмы «Биоти-
ка АО»). Данное Совещание выявило нали-
чие серьезных проблем в контроле качества
субстанции декстран 40 и препарата «Реопо-
лиглюкин», а также различие в подходах к
контролю ММР среди специалистов. Было
также констатировано, что действующие
аналитические нормативные документы
(АНД) нуждаются в доработке и пересмотре,
поскольку контроль ММР специалистами
давно уже проводится по видоизмененным

методикам. Одновременно выявились про-
блемы и с применением методик Европейс-
кой Фармакопеи к контролю качества суб-
станции и препаратов декстрана 40.

О том, насколько проблема контроля ММР
является важной для полимерных плазмоза-
мещающих инфузионных лекарственных
средств, можно судить по препарату «Гемо-
дез» [3], который был снят с регистрации в
значительной степени из-за несоответствия
его ММР необходимым требованиям.

Поэтому Совещание инициировало широ-
кую научную дискуссию по общим пробле-
мам обоснованности методик контроля ММР
в отечественных АНД [2, 4, 5, 6]. В рамках
этой дискуссии была предпринята попытка
рассмотреть с теоретических позиций недо-
статки действующих АНД (ВФС 42У-105-
1213-99 «Декстран 40» и ВФС 42У-105-1441-99
«Реополиглюкин») и предложено приостано-
вить их действие и действие всех других
АНД, основанных на них [4].

Корректность высказанных авторами [4]
положений проверить достаточно трудно, по-
скольку они носят, в значительной степени,
публицистический характер [4, 6] и не под-
крепляются каким-либо экспериментальным
материалом [4, 5, 6]. Кроме того, они относят-
ся к неопубликованным работам (которые
потому и не опубликованы, что не являются
законченными), а также к АНД [4], которые,
как было отмечено на Совещании [2], давно
уже фактически не используются при конт-
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В рамках разработки Государственной Фармакопеи Украины проведен систематический анализ проблем, возника-
ющих при применении жидкостно-хроматографической методики контроля молекулярно-массового распределения
декстранов, описанной в Европейской Фармакопее, и даны рекомендации по ее уточнению для включения в нацио-
нальную часть статьи 2.2.39. «Молекулярно-массовое распределение декстранов» Дополнения 1 к Государственной
Фармакопее Украины. На основе полученных рекомендаций разработана методика контроля молекулярно-массо-
вого распределения субстанции декстран 40 и препаратов на его основе, которая была воспроизведена на различ-
ных типах хроматографических систем. Проведен анализ и аттестация ФСО ГФУ декстрана 40 для проверки при-
годности системы. Предложена методическая основа проведения валидации методики контроля молекулярно-мас-
сового распределения препаратов декстрана 40, которая апробирована на примере аттестации ФСО ГФУ декстрана
40 для проверки пригодности системы и может быть использована в других лабораториях, контролирующих каче-
ство этих препаратов.
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роле качества декстрана 40 и препарата «Ре-
ополиглюкин». В то же время, авторы [4],
впервые в отечественной научной литерату-
ре, подняли вопрос об обоснованности мето-
дик контроля ММР в действующих АНД на
препараты декстрана 40. В дальнейшем [5]
авторы подняли вопрос о некорректности
некоторых положений методики Европейс-
кой Фармакопеи (ЕФ) контроля ММР (в час-
тности, калибровки) и о необходимости ее пе-
ресмотра. Было также высказано мнение [6]
о некорректности используемого в Украине
фармакопейного стандартного образца
(ФСО) декстрана для проверки пригодности
системы при контроле ММР декстрана 40.

Как видно, в статьях [2, 4, 5, 6] поднимает-
ся широкий круг вопросов, связанный с кон-
тролем ММР субстанции декстрана 40 и го-
товых лекарственных средств на его основе.
Основные вопросы можно сформулировать
следующим образом:

1. Почему возникают проблемы при при-
менении методики в декстране 40 [7, 8]?

2. Какие модификации в методике ЕФ кон-
троля ММР можно считать несущественны-
ми, а какие противоречат подходу ЕФ?

3. Какова максимально допустимая нео-
пределенность методики контроля ММР?

4. С какой точностью надо представлять
результаты определения ММР (проблема ок-
ругления)?

5. Какая должна быть неопределенность
приписного значения ФСО декстрана для
проверки пригодности системы при контро-
ле ММР декстрана 40?

Отметим, что большинство данных вопро-
сов связано с трудностью валидации методик
контроля ММР в субстанции и препаратах
декстрана 40, которая не обсуждалась в оте-
чественной научной литературе, а сама вали-
дация методик контроля ММР в АНД не про-
водилась, что является главной причиной раз-
ногласий специалистов по вопросам обосно-
ванности этих методик. В значительной сте-
пени, это объясняется тем, что большинство
методик контроля ММР было разработано и
внесено в АНД до введения в действие
(1.04.2002.) Государственной Фармакопеи
Украины (ГФУ), которая требует обязатель-
ной валидации всех методик анализа, вклю-
чаемых в АНД, и приводит основные принци-
пы валидации [9]. После введения в действие
ГФУ ситуация изменилась, и были предпри-
няты попытки по проведению валидации ме-
тодики контроля ММР. При этом выявились
значительные трудности, связанные со спе-

цификой применения принципов валидации
к данной методике, которая является, по-ви-
димому, самой сложной хроматографической
методикой контроля качества лекарственных
средств.

В настоящее время происходят интенсив-
ные процессы в сфере перехода отечествен-
ных предприятий на требования GMP, кото-
рые в Украине полностью эквивалентны ев-
ропейским. На протяжении прошлого года
семь производственных участков на пяти
предприятиях прошли сертификацию и полу-
чили национальные сертификаты GMP. Од-
ним из обязательных условий такого перехо-
да является валидация методик анализа. В то
же время, критерии такой валидации для кон-
троля ММР в декстранах и их препаратах до
последнего времени были совершенно неяс-
ны. Актуальность поднятой проблемы возра-
стает с учетом того, что в Украине утвержден
нормативно-правовой акт [10], который со-
здает цивилизованные технические и право-
вые основы проведения аккредитации и ат-
тестации лабораторий по контролю качества
лекарственных средств. Излишне говорить
очевидные вещи о том, что указанного доку-
мента давно уже ждали специалисты, работа-
ющие в сфере контроля качества медикамен-
тов, в том числе, государственного контроля.
Предполагается, что аттестация (аккредита-
ция) лабораторий будет необходимым усло-
вием для сертификации предприятий на со-
ответствие требованиям GMP. Необходи-
мость этого проистекает из того, что за рубе-
жом, в отличие от Украины, лабораторный
контроль является лицензируемым видом де-
ятельности. Поскольку изменение законода-
тельной базы в Украине является процессом
малопрогнозируемым, надеяться ввести то
же требование на законодательном уровне не
приходится. Поэтому требование проведения
аккредитации (аттестации) лабораторий как
обязательное, предшествующее сертифика-
ции по GMP, является логичным и в данной
ситуации максимально приближает отече-
ственные реалии к отработанной во всем
мире практике. В соответствии с [10] лабора-
тория, подающая заявку на проведение атте-
стации (аккредитации), должна указать сфе-
ру аттестации (аккредитации) и в ходе обяза-
тельной проверки доказать свою техничес-
кую компетентность в этой сфере. Таким об-
разом, настоящая статья может быть полез-
на также контрольным лабораториям для со-
здания методической основы построения ал-
горитмов валидации анализа субстанции дек-
стран 40 и препаратов на его основе.
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Сложность и неоднозначность (как будет
показано ниже) методики определения ММР
в ЕФ является причиной того, что этот метод
до сих пор не был включен в Государствен-
ную Фармакопею Украины (ГФУ). Посколь-
ку данный вопрос давно уже требует фарма-
копейного решения, и накоплен определен-
ный опыт контроля ММР в декстранах, акту-
альным является систематический анализ и
решение вышеуказанных проблем с точки
зрения принципов стандартизации с целью
включения контроля ММР в декстранах и их
препаратах в Дополнение к ГФУ.

1. Подход Европейской Фармакопеи к1. Подход Европейской Фармакопеи к1. Подход Европейской Фармакопеи к1. Подход Европейской Фармакопеи к1. Подход Европейской Фармакопеи к
контролю ММР декстрана 40контролю ММР декстрана 40контролю ММР декстрана 40контролю ММР декстрана 40контролю ММР декстрана 40

Требования к качеству субстанции декст-
ран 40 регламентируются монографией ЕФ
«Декстран 40 для инъекций» [7]. Само же оп-
ределение проводится с помощью эксклюзи-
онной хроматографии и регламентируется
требованиями общей статьи 2.2.39 «Молеку-
лярно-массовое распределение в декстра-
нах» [8], принципы которой остаются неиз-
менными, по меньшей мере, с 1997 года.

1.1. Условия хроматографирования

– колонка размером 0.3 м · 10 мм с попереч-
но-сшитой агарозой для хроматографии Р
или несколько колонок размером
0.3 м · 10 мм с полиэфирным гидроксилиро-
ванным гелем для хроматографии Р;

– подвижная фаза: 7 г натрия сульфата без-
водного Р и 1 г хлорбутанола Р в 1 л воды Р;
скорость 0.5 – 1 мл/мин с вариацией не
более ± 1 % в час;

– детектор – дифференциальный рефрак-
тометр;

– объем пробы – 100-200 мкл; анализируе-
мые пробы растворяют в подвижной фазе;

– температура системы должна поддержи-
ваться с точностью ± 0.1 °С.

1.2. Калибровка

Стандартные образцы: как маркер нуле-
вого объема (Vo) используется EP CRS декст-
ран Vo; для калибровки используются EP CRS
декстраны для калибровки 4, 10, 40, 70 и 250,
а также глюкоза Р  как маркер полного объе-
ма (Vt).

Диапазон молекулярных масс при  калиб-
ровке: 4 000 – 250 000 у.е. для декстранов, а
также глюкоза (180 у.е.).

Хроматограмма каждого калибровочного
декстрана разбивается на секции (p ≥ 60), ха-
рактеризуемые молекулярной массой Mi ,
высотой yi и коэффициентом распределения:

i o
i

t o

V V
K

V V

−
=

−
. (1)

Разрешается использование графической
(ручной) оптимизации (очень трудоемкой) с
помощью полулогарифмической бумаги или
оптимизации с помощью варьирования пара-
метров b1 , b2 , b3 , b4  и b5 5-параметрического
уравнения:

2 3
4 1 2 3( )

5
i i ib b K b K b K

iM b e
+ ⋅ + ⋅ + ⋅= + , (2)

которое связано с уравнением:

1

1

p

i i

i
w p

i

i

y M

M

y

=

=

⋅
=

∑

∑
. (3)

Рекомендуется использование итерацион-
ной процедуры Гаусса-Ньютона или других
методов оптимизации нелинейных регрес-
сий. Компьютерная оптимизация более точ-
на, поскольку в расчетах могут использовать-
ся все экспериментальные точки (а не
p ≥ 60 секций, на которые разбивается пик
при ручной оптимизации).

1.3. Критерии оптимизации калибровки

Калибровка считается приемлемой, если
выполняются следующие требования (крите-
рии пригодности калибровки):

Для ручной оптимизации:
1. Для пяти стандартов декстранов, охва-

тывающих диапазон молекулярных масс от
4 000 у.е. до 250 000 у.е., рассчитанные по
уравнениям (2-3) значения MW не должны от-
личаться от паспортных значений более чем
на 5 %.

2. Среднее значение для всех отклонений
не должно превышать ± 3 %.

Для компьютерной оптимизации:
1. Для глюкозы рассчитанное по уравнени-

ям (2-3) значение MW не должно отличаться
от 180 у.е. более чем на 2 единицы (± 1.1 %).

2. Для пяти стандартов декстранов, охва-
тывающих диапазон молекулярных масс от
4 000 у.е. до 250 000 у.е., рассчитанные по
уравнениям (2-3) значения MW не должны от-
личаться от паспортных значений более чем
на 5 %.

1.4. Проверка пригодности системы

Стандарт. Используется EP CRS декстра-
на 40 для проверки пригодности системы.

Рассчитывают среднюю молекулярную
массу (Mw ) стандарта по уравнению (3) с ис-
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пользованием найденных при калибровке
коэффициентов b1 , b2 , b3 , b4  и b5 уравне-
ния (2). Рассчитывают также среднюю моле-
кулярную массу 10% высокомолекулярной
фракции (Mw high) и среднюю молекулярную
массу 10% низкомолекулярной фракции
(Mw low).

Критерии пригодности системы. Тест на
пригодность считается выполненным, если:

1. Mw = 41 000 – 47 000 у.е.
2. Mw high  = 110 000 - 130 000 у.е.
3. Mw low = 6 000 – 8 500 у.е.

1.5. Проведение анализа субстанции
декстран 40

Хроматографируют испытуемый раствор.
Используя рассчитанные величины b1 , b2 , b3 ,
b4  и b5 и уравнения (2-3), рассчитывают вели-
чины Mw , Mw high  и Mw low .

Критерии качества субстанции:
1. Mw = 35 000 – 45 000 у.е.
2. Mw high  ≤ 110 000 у.е.
3. Mw low ≥ 7 000 у.е.

2. Обсуждение подхода ЕФ2. Обсуждение подхода ЕФ2. Обсуждение подхода ЕФ2. Обсуждение подхода ЕФ2. Обсуждение подхода ЕФ

2.1. Условия хроматографирования

2.1.1. Используемые колонки

Методика ЕФ допускает использование
колонок с различными сорбентами (попереч-
но-сшитая агароза для хроматографии Р или
полиэфирный гидроксилированный гель для
хроматографии Р). Предложенные типы сор-
бентов можно рассматривать как рекоменду-
емые и не охватывающие все возможные слу-
чаи, поскольку главный критерий их прием-
лемости – это требования к калибровке и
пригодности системы. Отметим, что декстра-
ны являются «удобными» хроматографичес-
кими объектами, и стандарты декстранов ис-
пользуются для определения ММР практи-
чески со всеми сорбентами, совместимыми с
водными подвижными фазами. Так, ведущие
фирмы-производители используют для опре-
деления ММР декстранов современные ко-
лонки, отличные от указанных в ЕФ. В част-
ности, фирмы «Фармакосмос» (Дания) [11] и
«Биотика АО» (Словакия) [4-5] используют
стирол-дивинилбензольные колонки TSK gel
PW. ЕФ для разделения глобулярных проте-
инов с интервалом масс от 10 000 до 500 000 в
иммуноглобулинах использует обычный гид-
рофильный силикагель [12]. Нет никаких
противопоказаний и для использования, на-
пример, диольных колонок. Естественно, из-
менение колонки требует проведения вали-
дации методики.

Число колонок также варьируется: фирма
«Биотика АО» (Словакия) использует 2 со-
единенные колонки с предколонкой [2, 4], а
фирма «Фармакосмос» (Дания) – 5 [11].

2.2.2. Подвижная фаза

В методике ЕФ в качестве подвижной
фазы (ПФ) используется солевой раствор (на-
трия сульфата) с антимикробным консерван-
том хлорбутанолом. Методика ЕФ применя-
ется только для контроля ММР в субстанции
декстран 40, которую при анализе растворя-
ют в подвижной фазе. Однако основным ко-
нечным продуктом является препарат «Рео-
полиглюкин» - 10 % раствор декстрана 40 в
0.9 % водном растворе натрия хлорида, в ко-
тором (в силу важности показателя) также
контролируется ММР. Поэтому для осуще-
ствления сквозного контроля (ММР в декст-
ране и препарате «Реополиглюкин», есте-
ственно, одинаковое) предпочтительнее ис-
пользовать единую методику определения
ММР в декстране 40 и препарате «Реополи-
глюкин». Поскольку для детектирования ис-
пользуется рефрактометрический детектор,
применение ПФ с натрия сульфатом для пре-
парата «Реополиглюкин», содержащего на-
трия хлорид, может вызвать системные эф-
фекты. Учитывая, что и колонки могут быть
разными (см. выше), естественна корректи-
ровка состава ПФ.

Тезис авторов [4] об опасности коррозии
деталей хроматографа при применении ПФ
с хлорид-ионами основывается на устарев-
ших данных двадцатилетней давности. Ка-
пилляры и колонки из специальных марок не-
ржавеющей стали, применяемые в современ-
ных хроматографах при использовании соот-
ветствующих приемов работы (постоянное
движение ПФ через систему, промывка во-
дой или другими растворами после оконча-
ния исследований), сегодня дают возмож-
ность использовать ПФ, содержащие натрия
хлорид, для рутинных анализов методом
ВЭЖХ, например препаратов иммуноглобу-
линов в Европейской Фармакопее [12] и гар-
монизованной с ней Британской Фармако-
пее.

Что же касается скорости ПФ и объема
вводимой пробы, то данные характеристики
должны обязательно оптимизироваться для
каждой хроматографической системы.

2.1.3. Погрешность калибровки
(градуировки): влияние температуры

Данная погрешность связана с тем, что ка-
либровка (градуировка) проводится в один
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день, а собственно анализ – в другой день (на
это указывает, в частности, проверка пригод-
ности системы). В пределах одной серии ана-
лизов (например, выполнения калибровки
или собственно анализа), при соблюдении
условий анализа (прежде всего, температу-
ры), скорость ПФ остается постоянной (по
крайней мере, ЕФ ничего не говорит о ее кор-
ректировке). Однако в разные дни (а калиб-
ровка и собственно анализ и проводится в
разные дни) величины удерживания могут
различаться, что является существенной про-
блемой для воспроизводимости результатов
определения ММР. Одним из критических
факторов является различие в температуре
помещения для различных дней, что приво-
дит к различию в объемной скорости ПФ.

Отметим, что анализ проводится на высо-
кой чувствительности рефрактометрическо-
го детектора, и изменение температуры во
время анализа приводит к очень сильному
дрейфу базовой линии, что делает такие хро-
матограммы непригодными для обсчета. По-
этому ЕФ требует поддержания температуры
системы в пределах ± 0.1 °С, что вполне до-
ступно для термостата колонок современных
хроматографов. Об установлении равновесия
нагрева ПФ в системе термостатирования
хроматографа можно судить по отсутствию
дрейфа базовой линии, что может использо-
ваться как один из критериев теста на при-
годность хроматографической системы.

Поскольку изменение температуры силь-
но сказывается на результатах, возникает

вопрос, какая воспроизводимость должна
быть для температуры помещения в разные
дни (поскольку ПФ не термостатируется и
имеет температуру помещения). Согласно
общей статье ГФУ 1.2 «Общие положения»,
температура аналитических операций (т.е.
помещений) должна быть (15 – 25) °С. В об-
щей статье ГФУ 2.2.29. «Жидкостная хрома-
тография» (гармонизованной с ЕФ) ничего не
говорится о каких-то дополнительных требо-
ваниях к хроматографическим помещениям.

Для оценки влияния изменения комнат-
ной температуры на результаты анализа
ММР используем табличные данные по
объемному расширению жидкостей (Табл. 1).

Как видно, для фармакопейного интерва-
ла температур (15-25) °С предельное измене-
ние объема водных растворов в разные дни
незначительно (0.19 % или в 1.0019 раз) и не
идет ни в какое сравнение с неводными сре-
дами (именно поэтому ГФУ 4.2. «Реактивы и
титрованные растворы для объемного анали-
за» требует внесения температурной поправ-
ки для 0.1 М раствора хлорной кислоты в ук-
сусной кислоте). Учитывая, что реальные ко-
лебания температуры хроматографических
помещений обычно не превышают 5 %, пре-
дельное изменение объема водных растворов
не превышает 0.1 %, т.е. примерно соответ-
ствует точности поддержания скорости пото-
ка современных хроматографов [4].

Объемное расширение подвижной фазы
за счет изменения температуры помещения
равносильно умножению объема (или вре-

Âåùåñòâî
'

tα ·103 Èçìåíåíèå îáúåìà äëÿ èíòåðâàëà
(15-25) îÑ, %

Ät îÑ a ·103 b ·106 c ·108

âîäà 0.207 0.19 0 � 33 -0.064 8.505 -6.790

ìåòàíîë 1.259 1.24 (-38)-(+70) 1.186 1.565 0.911

ýòàíîë - 0.82 0 � 39 0.745 1.850 0.730

n-ïðîïàíîë 0.956 0.94 0 � 94 0.774 4.969 -1.407

áåíçîë 1.237 1.22 11 - 81 1.176 1.278 0.807

êèñëîòà ìóðàâüèíàÿ 1.025 1.01 5 - 104 0.993 0.625 0.597

êèñëîòà óêñóñíàÿ 1.071 1.05 16 � 107 1.063 -0.126 1.088

àöåòîí 1.487 1.42 0 � 54 1.324 3.809 -1.880

ìåòèëýòèëêåòîí 1.315 1.29 0 � 76 1.187 3.370 -0.534

àöåòîíèòðèë 1.301 1.28 6 � 66 1.212 1.778 1.532

õëîðîôîðì 1.273 1.25 0 � 63 1.107 4.665 -1.743

Таблица 1
Объемное температурное расширение жидкостей [13]

2 3
(1 )t oV V a t b t c t= ⋅ + ⋅ + ⋅ + ⋅ (t – температура, оС)

' 1
t

dV

V dt
α = ⋅ – коэффициент объемного расширения в интервале  ∆tоС
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мен) удерживания всех хроматографируе-
мых веществ на один и тот же коэффициент.
Поэтому, если параллельно испытуемому
декстрану хроматографируют маркер нуле-
вого объема (Vo) и глюкозу (Vt), то из уравне-
ния (1) видно, что коэффициенты распреде-
ления Ki остаются неизменными, т.е. не зави-
сят от объемного расширения ПФ за счет из-
менения температуры помещения (предпола-
гается, что в рамках одной серии анализов эта
температура остается постоянной). Именно
поэтому ЕФ, предъявляя жесткие требования
к поддержанию температуры системы
(± 0.1 °С), не предъявляет дополнительных
(по сравнению с обычными фармакопейны-
ми – (15 – 25) °С) требований к температу-
ре помещения.

Однако в некоторых случаях (см. ниже)
для расчетов используются не коэффициен-
ты распределения Ki , а сами объемы Vi (или
времена) удерживания. При этом привязка Vi

к реальным величинам Vo и Vt (через Ki) не
проводится. Оценим влияние предельного
температурного расширения водной подвиж-
ной фазы на определение ММР.

Для этого используем экспериментальные
величины Vo и Vt и рассчитанные коэффици-
енты bi (Табл. 4, Диол 1, v =3), подставляя их
в уравнение (2). Расчеты проводим для исход-
ных Vi  и Vi , умноженных на максимальный
температурный коэффициент расширения
водной подвижной фазы для перепада темпе-
ратур в 10 оС (1.0019). Результаты расчетов
представлены в Табл. 2.

Как видно, искажение за счет изменения
температуры помещения имеет минимум при

40 000 – 50 000 у.е. (2.02-2.13 %, что согласу-
ется с предположительными оценками дру-
гих авторов [4]), увеличиваясь при малых и
при больших массах. С этой точки зрения не-
желательно выходить за пределы фармако-
пейного диапазона молекулярных масс стан-
дартов (4 000 – 250 000 у.е.).

Отметим, что полученные величины при-
мерно соответствуют критическим значени-
ям незначимости полной неопределенности
анализа – см. ниже соотношение (12) [14].

Проведенные оценки показывают опас-
ность использования объемов (или времен)
удерживания вместо коэффициентов распре-
деления Ki (1) в калибровочных уравнениях
типа (2).

2.2. Калибровка

Данный вопрос является наиболее слож-
ным в методике ЕФ и именно он определяет
подход ЕФ.

Калибровка графическим методом чрез-
вычайно трудоемка. «Ручная» экстраполяция
«S»-образной кривой вносит субъективный
фактор и опасность принятия субъективно-
го решения о качестве. Погрешности такой
экстраполяции трудно оценить. Требования
к пригодности калибровки достаточно жест-
кие, и вызывает сомнение сама возможность
их выполнения при калибровке графическим
методом. В то же время именно правильность
калибровки в основном и определяет пра-
вильность результатов анализа.

Калибровка с использованием программ-
ного обеспечения. Используемая ЕФ калиб-

Таблица 2
Влияние изменения комнатной температуры от 15 °°°°°С до 25 °°°°°С на определение молекулярной массы

(МММММ) декстранов различной молекулярной массы

Vo = 10.00 мл; Vt = -19.02 мл; b1 = -27.6114 , b2 = 37.68388, b3 = -22.08295, b4  = 17.45255, b5  = -52.4223

V K(V) K(V·1.0019) M(V) M(V·1.0019) Èñêàæåíèå, %

18.164 0.905 0.909 1000 946 5.39

16.868 0.761 0.765 5000 4847 3.07

16.499 0.720 0.724 7000 6815 2.64

15.815 0.645 0.648 12000 11743 2.14

14.762 0.528 0.531 25000 24525 1.90

14.120 0.457 0.460 40000 39192 2.02

13.843 0.426 0.429 50000 48937 2.13

13.323 0.368 0.371 80000 78080 2.40

13.015 0.334 0.337 110000 107135 2.61

12.743 0.304 0.307 150000 145788 2.81

12.292 0.254 0.257 270000 261396 3.19

12.011 0.223 0.226 410000 395876 3.44

11.714 0.190 0.192 670000 644982 3.73
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ровочная кривая (2) была довольно произ-
вольно впервые предложена еще в 1974 году
[15]. Она достаточно сложна (причины этой
сложности не совсем понятны, поскольку
любую кривую можно описать полиномом) и
требует для оптимизации применения нели-
нейных итерационных процедур, которые ос-
ложняются еще и тем, что критериев оптими-
зации не один, а два (см. выше). Это не позво-
ляет прямо применить, например, обычно ис-
пользуемый метод наименьших квадратов
(пусть даже и в нелинейном варианте). По-
этому некоторые фирмы [2, 4, 5] используют
упрощенные зависимости. Так, предполагая
в (2)

2 3
4 1 2 3( )

5
i i ib b K b K b K

b e
+ ⋅ + ⋅ + ⋅<< (4)

и проводя логарифмирование, получим 4-па-
раметрическое уравнение:

2 3

4 1 2 3log .i i i iM b b K b K b K= + ⋅ + ⋅ + ⋅ (5)

Из уравнения (1) видно, что использова-
ние коэффициентов распределения Ki пре-
следует две цели:

1) приведение объемов (или времен)
удерживания к единому масштабу – норми-
рование их на единицу (что является особен-
но актуальным при ручной оптимизации);

2) компенсация неизбежных колебаний
величин удерживания между различными се-
риями опытов на одной и той же колонке (на-
пример, за счет температурных факторов –
см. п. 2.1.3).

В том случае, когда имеется очень хоро-
шая воспроизводимость величин удержива-
ния в разных сериях опытов и в разные дни,
при компьютерной оптимизации вместо ко-
эффициентов распределения Ki можно ис-
пользовать просто сами величины удержива-
ния (например, времена удерживания ti).
Можно показать, что уравнение (5) приобре-
тает при этом вид:

2 3

4 1 2 3log .i i i iM b b t b t b t= + ⋅ + ⋅ + ⋅ (6)

Именно такое уравнение используют не-
которые фирмы вместо принятого в ЕФ
уравнения (2) [2, 4, 5]. Функции (5-6) значи-
тельно проще поддаются оптимизации (в пра-
вой части полином, для которого вполне при-
меним линейный взвешенный метод наи-
меньших квадратов), да и число параметров
(bi) здесь не пять, а четыре. Однако справед-
ливость неравенства (4) вызывает сомнения,
особенно для малых молекулярных масс и
малых Mi.

Что же касается правомерности использо-
вания времен удерживания ti вместо коэффи-

циентов распределения Ki , то это, как пока-
зано выше (см. п. 2.1.3), может привести к су-
щественным погрешностям. Использование
уравнения (6) возможно для какого-то конк-
ретного хроматографа в хорошо кондициони-
рованной комнате в течение достаточно уз-
кого промежутка времени, поскольку в про-
цессе старения колонки происходит также и
изменение величин ti даже при соблюдении
всех условий анализа. Рекомендовать же та-
кой подход (уравнение (6)) для внесения в
АНД вряд ли возможно.

Кроме того, применение 4-параметричес-
ких уравнений (5-6) вместо 5-параметричес-
кого уравнения (2) ЕФ неизбежно ухудшает
калибровку. Насколько это ухудшение допу-
стимо, оценить достаточно трудно. Сами ка-
либровочные стандарты могут вполне удов-
летворять критериям пригодности калибров-
ки по отклонению от кривой (6) (тем более,
что критерии эти для декстранов достаточно
либеральны). Однако это еще не означает,
что для декстрана, имеющего среднюю моле-
кулярную массу между стандартами, кривая
(6) даст результат, согласующийся с уравне-
нием (2) ЕФ. Поэтому применение соотноше-
ний (5-6) вместо (2) требует серьезного экс-
периментального подтверждения сопостави-
мости полученных результатов с ЕФ.

3.3. Калибровочные стандарты и их
количество

Уравнения (2-3) можно представить в
виде:

( ) ( , ),w ij kM j F K b= (7)

где:
F – некая функция (вид которой в данном

случае не важен), индекс j указывает на
стандарт, i – на сектор хроматограм-
мы, k – на номер параметра.

Экспериментальные коэффициенты Kij

выступают как численные коэффициенты
уравнений (7). Неизвестными же величина-
ми являются параметры bk , которые надо
найти, минимизируя (см. п. 1.2) отклонения
рассчитанных величин средних молекуляр-
ных масс стандартов ( )wM j  от их паспортных
значений. Таким образом, мы имеем систему
6 уравнений (5 стандартов декстранов + глю-
коза) с 5 неизвестными (величины b1 , b2 , b3 ,
b4  и b5).

Так как система уравнений (7) (и, соответ-
ственно, (2-3)) является 5-параметрической,
то число ее степеней свободы при оптимиза-
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ции равно ν = 6 – 5 = 1. Учитывая, что дву-
сторонний коэффициент Стьюдента для 95 %
вероятности и ν = 1 равен 12.7 [16], говорить
о какой-либо статистической надежности ка-
либровки ЕФ не приходится. Поэтому веду-
щие фирмы-производители для повышения
надежности калибровки стараются увели-
чить число калибровочных стандартов. Так,
вместо 5 стандартов у ЕФ, фирма «Фармакос-
мос» (Дания) использует 10 [11], а фирма
«Биотика» - 8 (без 670 000 и 150 000) стандар-
тов декстранов со средними молекулярными
массами 670 000 у.е., 410 000 у.е., 270 000 у.е.,
150 000 у.е., 80 000 у.е., 50 000 у.е., 25 000 у.е.,
12 000 у.е., 5 000 у.е., 1 000 у.е. [2, 4, 5].

Следует отметить, что уравнение (2) ЕФ
предлагает для диапазона молекулярных масс
от 4 000 у.е. до 250 000 у.е. Использование его
для более широких диапазонов (например,
1 000 – 670 000 у.е.) требует специального
обоснования. Одной из причин этого являет-
ся то, что EP CRS декстран Vo, используемый
в качестве маркера нулевого объема, имеет
конечную среднюю молекулярную массу. В
ЕФ эта масса не указывается, но она доста-
точна для указанного в ЕФ диапазона (от
4 000 у.е. до 250 000 у.е.). Расширение диапа-
зона в сторону более высоких масс декстра-
нов уменьшает точность анализа. Поэтому
целесообразно увеличивать число стандартов
в диапазоне, близком к «европейскому», на-
пример: 270 000 у.е., 150 000 у.е., 80 000 у.е.,
50 000 у.е., 25 000 у.е., 12 000 у.е., 5 000 у.е.

3.4. Критерии оптимизации калибровки

Как видно из п. 1.3, ЕФ использует разный
набор критериев для ручной и компьютерной
оптимизации, что связано со спецификой
ручной оптимизации, при которой трудно
оптимизировать молекулярную массу для
глюкозы в столь узких пределах (178-182 у.е.).
Поэтому результаты ручной и компьютерной
оптимизации, вообще говоря, приводят к раз-
ным калибровочным кривым. ЕФ считает, что
такие различия допустимы.

Кроме того, в обоих случаях при оптими-
зации применяется набор из двух разных
критериев (ручная калибровка: отклонение
по каждому из стандартов декстранов ≤ 5 % и
среднее отклонение ≤ ± 3 %; компьютерная
калибровка: отклонение по каждому из стан-
дартов декстранов ≤ 5 % и отклонение по глю-
козе не более 2 у.е.).

Такой сложный набор критериев затруд-
няет оптимизацию калибровки и делает ее

неоднозначной, поэтому предпринимаются
попытки ее упростить.

Так, некоторые фирмы вначале находят по
уравнению (6) коэффициенты bi , используя
паспортные ориентировочные значения мо-
лекулярных масс стандартов в максимумах
пиков (Мр), а затем варьирует их, добиваясь
соответствия рассчитанных средней молеку-
лярной (Мw) и средней числовой молекуляр-
ной масс (Мn) стандарта декстрана 50 с пас-
портными значениями на уровне не более
0.5 % [2, 4]. Поскольку при этом для других
стандартов никаких требований к соответ-
ствию рассчитанных молекулярных масс пас-
портным значениям не предъявляется, то
данный подход не  соответствует ЕФ. Кроме
того, говорить о количестве степеней свобо-
ды при такой оптимизации калибровочной
кривой (даже 4-параметрической) в этом слу-
чае вообще нельзя (оно отрицательно: ν =
1 – 4 = -3). Соответственно, трудно судить
о какой-либо статистической достоверности
получаемых результатов и однозначности
проведенной оптимизации. Данный подход
может быть вполне оправданным и давать хо-
рошие результаты при жестко регламентиро-
ванном внутризаводском контроле, но кор-
ректность его использования в других лабо-
раториях (работающих только по требовани-
ям ЕФ) вызывает большие сомнения, особен-
но учитывая использование уравнения (6)
вместо (2) и допустимые колебания темпера-
туры хроматографического помещения (см.
п. 2.1.3).

Неясным в ЕФ является и выражение
«среднее значение всех отклонений не дол-
жно превышать ± 3 %». Имеется в виду алгеб-
раическое среднее или среднее значение мо-
дулей отклонений? Судя по знаку (± 3 %),
имеется в виду именно алгебраическое сред-
нее, но по смыслу правильнее брать среднее
значение модулей отклонений, поскольку в
первом случае возможно систематическое
смещение в одном направлении всех точек
относительно калибровочной прямой.

Неоднозначным является также вопрос
оптимизации для глюкозы. Из уравнения (1)
видно, что для нее исходный («неоптимизи-
рованный») коэффициент распределения К
обращается в единицу. Поэтому рассчиты-
вать для нее Mw можно двумя способами:

1) разбивать пик глюкозы на р ≥ 60 частей
и затем рассчитывать как для декстранов по
уравнениям (1-3); в этом случае «оптимизиро-
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ванный» коэффициент распределения для
глюкозы может быть и не равен единице;

2) полагать по определению, что коэффи-
циент распределения для глюкозы равен еди-
нице; в этом случае:

1 2 3 4( )

5( 1) b b b b

w i iM M K b e
+ + += = = + (8)

Учитывая нелинейную зависимость моле-
кулярной массы от объема удерживания, эти
два подхода могут приводить к разным вели-
чинам bi и, соответственно, к несколько раз-
ным величинам Mw . Второй подход, основан-
ный на уравнении (8), является более есте-
ственным и, судя по рисунку в монографии
[8], ЕФ так и поступает. Однако в тексте об
этом прямо не сказано, что приводит к не-
однозначному его толкованию.

Наличие двух критериев оптимизации ка-
либровки в ЕФ приводит к неоднозначности
получаемых значений коэффициентов bi

уравнения (2) ЕФ. Действительно, в большин-
стве случаев (а может и всегда) невозможно
добиться одновременного минимального от-
клонения по обоим критериям для всех ка-
либровочных стандартов. Критерии могут
выполняться, однако это не означает, что от-
клонения являются минимальными и их
нельзя сделать еще меньше.

Кроме того, ЕФ не требует (возможно, из-
за сложности вида функции), чтобы кривая
(2) была обсчитана каким-то оптимальным
образом. Она требует лишь выполнения кри-
териев оптимизации. Поэтому, используя
одни и те же экспериментальные данные и
различные итерационные процедуры, можно
получать, вообще говоря, разные значения
коэффициентов bi уравнения (2) ЕФ. Поэто-
му получается, что обсчет одних и тех же эк-
спериментальных данных по уравнениям, по-
лученным в разных лабораториях (которые
используют разные итерационные процеду-
ры) может приводить к разным результатам
[5]. Что же касается результатов ручной и
компьютерной оптимизации калибровки, то
они, как уже говорилось выше, приводят, во-
обще говоря,  к разным калибровочным кри-
вым.

Нахождение коэффициентов bi уравнения
(2) относится к некорректным (ill-posed) ста-
тистическим задачам. Для ее решения в на-
шем случае предлагаются различные частные
подходы [5]. Отметим возможность примене-
ние общего для данных задач метода самосо-
гласованного перебора, который хорошо за-
рекомендовал себя при статистической обра-
ботке линейной комбинации экспонент [17].

Решение данного вопроса, однако, является
уже предметом не стандартизации, а матема-
тики.

2.5. Пригодность системы

Критерии пригодности системы ЕФ также
вызывают сомнения. Так, для декстрана 40
для проверки пригодности системы (ДППС)
должно выполняться Mw = 41 000 – 47 000
у.е., Mw high  = 110 000 - 130 000 у.е. и Mw low =
6 000 – 8 500 у.е. Как видно, допускается
очень большой разбег значений: ± 6.82 % или
± 3000 у.е. для Mw ; ± 8.33 % или ± 10 000 у.е.
для Mw high ; ± 17.24 % или ± 1250 у.е. для Mw low.
Отметим, что данные допуски существенно
превышают требования к отклонению калиб-
ровочной кривой от приписных значений ка-
либровочных стандартов (не более ± 5 %). В
то же время допуски для  Mw (± 6.82 % ) в
ДППС уже, чем допуски для Mw в субстанции
декстрана (35 000 – 45 000 или 40 000 ± 10 %).

2.5.1. Требования к неопределенности
характеристик ДППС и их влияние на
принятие решений о качестве декстрана

В свете сказанного, возникает вопрос о
том, какие же требования должны предъяв-
ляться к ДППС. В частности, какие требова-
ния предъявляет к ДППС сама ЕФ? Посколь-
ку ЕФ об этом не пишет, то некоторые авто-
ры [6] произвольно предполагают, что точ-
ность определения молекулярных масс
ДППС (Mw , Mw high  и Mw low) выше, чем 0.5 %.
Для обоснования этого авторы опять же про-
извольно предполагают, что при аттестации
ДППС ЕФ использует «такие сложные и точ-
ные методы, как эксклюзионная хроматогра-
фия с детектированием по низкоугольному
рассеиванию лазерного излучения с вискози-
метрическим детектором» и т.д. [6] . Следу-
ет, однако, отметить, что Mw , Mw high  и Mw low  -
величины достаточно условные, зависящие
как от способа детектирования, так и, в осо-
бенности, от способа расчета. Поэтому для
аттестации ДППС могут применяться только
те условия и тот метод детектирования и рас-
чета, которые описаны в ЕФ для анализа суб-
станции декстрана [8]. В противном случае
приписываемые ДППС значения Mw , Mw high

и Mw low  могут быть несопоставимы с анало-
гичными значениями для субстанции декст-
рана.

Какая же реальная точность приписывае-
мых ЕФ величин Mw , Mw high  и Mw low  для
ДППС? Такую оценку можно привести из
сравнения требований к калибровке с требо-
ваниями к ДППС.
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ДППС является обычной субстанцией
декстрана, для которой путем анализа по ЕФ
получены величины Mw , Mw high  и Mw low  (судя
по допускам, это 44 000, 120 000 и 7 250, соот-
ветственно). При проверке пригодности си-
стемы необходимо убедиться, что определя-
емые для ДППС значения значимо не отли-
чаются от этих величин, т.е. находятся в пре-
делах допусков 44 000 ± 3 000 (6.82 %), 120 000
± 10 000 (8.33 %) и 7 250 + 1 250 (17.24 %), со-
ответственно.

Столь широкие допуски незначимости
результатов связаны с тем, что при определе-
нии ММР декстранов не используется метод
стандарта (его невозможно применить). Оп-
ределение ММР ДППС проводится в другой
день по сравнению с калибровкой. Поэтому
неопределенность для ДППС включает в себя
неопределенность калибровки пользователя
ДППС (∆cal ≤ 5.0 % для всех калибровочных
стандартов), неопределенность аттестации
самого ДППС (∆Att) и неопределенность схо-
димости результатов при собственно анали-
зе. Как будет показано ниже, последняя ве-
личина незначима по сравнению с неопреде-
ленностью калибровки и поэтому может не
учитываться в дальнейших расчетах. Резуль-
тирующая неопределенность (∆) не должна
превышать указанных выше для ДППС вели-
чин. Поэтому, используя правило сложения
доверительных интервалов [16], можно полу-
чить граничные оценки ∆Att для разных регла-
ментируемых молекулярных масс ДППС:

2 2

2 2

2 2

(41000 47000) :

6.82 5.0 4.6 %,

(110000 130000) :

8.33 5.0 6.7 %,

(6000 8500) :

17.24 5.0 16.5 %.

w

Att

w high

Att

w low

Att

M

M

M

−

∆ = − =
−

∆ = − =
−

∆ = − =

(9)

Как видно, граничные оценки допустимой
неопределенности аттестации ДППС очень
далеки от предполагаемых авторами [6] 0.5 %.
В наиболее важном случае – для Mw - эта нео-
пределенность (4.6 %), фактически, совпада-
ет с неопределенностью калибровки (5.0 %).
Реально ЕФ получает более точные, чем (9),
оценки для приписываемых ДППС значений
Mw , Mw high  и Mw low . Однако, как видно из (9),
ЕФ допускает такие требования к ДППС.
Отметим также, что неопределенность вели-

чины Mw для ДППС (6.8 %) практически со-
впадает с максимально допустимым незначи-
мым различием результатов определения Mw

в субстанции декстрана в разных лаборато-
риях (7.1 % - см. п. 2.7.1), что подтверждает
высказанные соображения о точности атте-
стации ДППС.

Столь либеральные требования ЕФ к
ДППС связаны, прежде всего, с принципи-
ально неустраняемой неопределенностью ка-
либровки и, в частности, способа оптимиза-
ции кривой, которая является неоднозначной
и при которой глобальный экстремум не на-
ходится (см. п. 2.4). Поэтому даже обширный
межлабораторный эксперимент (который
предполагают авторы [6]) не приведет к по-
лучению генеральных значений Mw , Mw high  и
Mw low (их просто не существует в виду отсут-
ствия глобального экстремума) и, соответ-
ственно, к повышению точности аттестации.
Хотя надежность результатов (особенно при
разных способах оптимизации калибровки),
безусловно, возрастает. Поэтому присвоение
приписных значений ДППС ГФУ проводит-
ся на основе межлабораторного эксперимен-
та, что позволяет получить более объектив-
ную информацию о его ММР. Еще раз отме-
тим, однако, что подобное повышение точно-
сти нивелируется различными способами оп-
тимизации калибровочной кривой, которые
не регламентируются ЕФ.

Как видно из вышесказанного, вопреки
мнению авторов [6], проблемы ДППС ГФУ
просто не существует.

Допуски получаемых молекулярных масс
ДППС фактически регламентируют допусти-
мые различия результатов анализа, получен-
ные в различных лабораториях (т.е. воспро-
изводимость результатов). Например, на од-
ной калибровке получили Mw = 41 000 у.е., а
на другой Mw = 47 000 у.е. Обе системы при-
годны, однако результаты определения ММР
субстанций декстрана на них будут разными
и, соответственно, разными могут быть и вы-
воды о качестве.

Нетрудно видеть, что допустимое расхож-
дение в Mw для EP CRS декстран 40 для про-
верки пригодности системы может приво-
дить к конфликтным ситуациям при приня-
тии решений о качестве. Отметим, что дан-
ные допуски применяются для различных
хроматографических систем и калибровоч-
ных кривых. Для одной и той же хроматогра-
фической системы и калибровочной кривой
(т.е. для контроля пригодности в лаборато-
рии) целесообразно использовать более же-
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сткие требования к воспроизводимости ре-
зультатов.

Кроме того, используемый стандарт декст-
рана для проверки пригодности системы вы-
ходит за пределы диапазона молекулярных
масс субстанций декстран 40 (35 000 –
45 000 у.е.). Целесообразно «сдвинуть» харак-
теристики стандарта декстрана для проверки
пригодности системы в этот диапазон. По та-
кому пути пошли при аттестации ФСО ГФУ
декстрана 40 для проверки пригодности сис-
темы [18].

2.5.2. Регламентация других характеристик
ДППС

Следует также отметить, что ЕФ [8] не ре-
гламентирует столь важные для хроматогра-
фии величины [19] как эффективность пиков
(число теоретических тарелок), отношение
сигнал/шум, степень разделения пика декст-
рана с пиком глюкозы и сходимость хрома-
тографического сигнала. А ведь эти величи-
ны оказывают большое влияние на качество
хроматографии и, в соответствии с [19], дол-
жны регламентироваться.

Отношение сигнал/шум. При определе-
нии ММР приходится использовать низкие
концентрации испытуемого раствора, т.к.
хроматографическая система очень чувстви-
тельна к перегрузке (проявляется в измене-
нии времен удерживании с ростом концент-
рации). Регламентация отношения сиг-
нал/шум позволяет избежать искажения ре-
зультатов расчетов за счет шума. При этом
целесообразно исходить из минимально до-
пустимых требований, которые необходимы
при самом грубой оптимизации – ручной. В
этом случае пик разбивается на p ≥ 60 секций.
Крайние секции (1-ая и 60-ая) должны иметь
высоту (h1 и h60), превышающую утроенную
величину шума (N) [9]:

1 60, 3h h N> ⋅ (10)

Степень разделения пика глюкозы с декст-
раном 40. Поскольку высоты пиков глюкозы
и декстрана 40 сильно различаются, для ха-
рактеристики их разделения нельзя исполь-
зовать общепринятый коэффициент разделе-
ния [20]. Целесообразно нормировать высо-
ту в минимуме (hmin) между этими двумя пи-
ками, считая, что она не должна превышать
утроенной величины шума [9]:

min 3h N< ⋅ (11)

Сходимость хроматографического сигна-
ла. Каковы требования к сходимости резуль-
татов параллельных хроматограмм на стадии

проверки пригодности системы? Очевидно,
что нет смысла регламентировать сходимость
времен удерживания. Целесообразно регла-
ментировать результаты расчета ММР для
параллельных хроматограмм. Если число па-
раллельных хроматограмм n, а относительное
стандартное отклонение рассчитанной моле-
кулярной массы для декстрана 40 для провер-
ки пригодности системы равно RSD%, то до-
верительный интервал неопределенности
этих молекулярных масс должен быть незна-
чим по сравнению с разрешенными для них
допусками. Учитывая соотношение (9), а так-
же принцип незначимости [14], получим:

:

(95 %, 1) ( )
( )

6.82 0.32 2.18 %,

:

(95%, 1) ( )
( )

8.33 0.32 2.66 %,

:

(95 %, 1) ( )
( )

17.24 0.32 5.50 %.
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(12)

Отсюда получим требования к относи-
тельному стандартному отклонению (RSD)
рассчитанных значений Mw , Mw high и Mw low на
стадии проверки пригодности системы в за-
висимости от числа (n) параллельных хрома-
тограмм [14] (Табл. 3).

При проведении собственно анализа суб-
станции декстрана следует делать количество
параллельных хроматограмм не меньше, чем
на стадии проверки пригодности системы
[21].

Отметим, что соотношение (12) можно ис-
пользовать и как критические значения нео-
пределенностей на стадии аттестации ФСО
ГФУ декстрана 40 для проверки пригодности
системы. Эти требования значительно жес-
тче требований (9) ЕФ. Однако, как уже было
сказано выше, они не могут учесть неопреде-
ленность градуировки и, самое главное, рас-
чета калибровочной кривой каждым пользо-
вателем.
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2.6. Собственно анализ субстанции
декстран 40

Из текста статьи ЕФ совершенно непонят-
но, откуда берутся величины Vo и Vt для рас-
чета по уравнению (1) коэффициентов рас-
пределения при проверке пригодности систе-
мы и собственно анализе: используются ли
величины, полученные при калибровке,  или
они получаются заново при каждом анализе.
В последнем случае, который представляется
наиболее естественным, надо параллельно с
испытуемым раствором и раствором для про-
верки пригодности системы вводить и ра-
створы маркеров: EP CRS декстран Vo и глю-
козу, что и делают некоторые фирмы (напри-
мер, «Фармакосмос», Дания). Однако об этом
в ЕФ ничего не говорится, что вызывает ее
неоднозначное толкование.

2.7. Точность методики ЕФ (принятие
решений о качестве)

2.7.1. Воспроизводимость

Каковы же требования к воспроизводимо-
сти результатов определения ММР по ЕФ?
Без ответа на этот вопрос невозможно про-
вести валидацию методик (собственно, по
этой причине она и не проводилась). Ведь со-
гласно ГФУ [9], «валидация аналитической
методики – это экспериментальное доказа-
тельство того, что методика пригодна для ре-
шения поставленных задач», т.е. для проведе-
ния анализа с заданной точностью. А какова
должна быть эта «заданная точность» – на
это ЕФ ответа не дает. Соответственно, не-
возможно сделать заключение о допустимых
различиях определения ММР в разных лабо-
раториях в том случае, когда, например, одна
лаборатория забраковала субстанцию декст-
рана 40 по ММР, а вторая дала положитель-
ный результат.

Ответ на данный вопрос можно получить
из требований к калибровке. Рассчитанные
значения Mw стандартов не должны отличать-
ся от их паспортных значений более чем на
5 %. Соответственно, рассчитанное значение

Mw для анализируемого образца субстанции
декстрана или реополиглюкина может отли-
чаться от его истинного значения на 5 %, и это
отклонение ЕФ не считает статистически
значимым. Статистически же незначимое
различие результатов определения Mw в двух
разных лабораториях, работающих строго по
требованиям ЕФ, может достигать √2 · 5 =
7.1 % [22]. При росте числа анализов статис-
тически незначимое различие возрастает
[22]. Справедливость этого подтверждает и
ЕФ, которая требует, чтобы значения Mw для
EP CRS декстрана 40 для проверки пригоднос-
ти системы находились в интервале 41 000 –
47 000, т.е. 44 000 ± 3 000, т.е. ± 6.8 %, что
близко к 7.1 %. Для уменьшения этих разли-
чий точность анализа на заводе-производите-
ле должна быть гораздо выше, чем требова-
ния АНД [22].

В соответствии подходом ЕФ [23], к допус-
кам в спецификации не должны применять-
ся какие либо дополнительные доверитель-
ные интервалы (т.е. полученные результаты
должны приниматься «как есть»). Это озна-
чает, что если истинное значение находится
вблизи границы допуска (например, Mw =
35 400 при норме 35 000 – 45 000), то это мо-
жет приводить к противоположным заключе-
ниям о качестве в двух разных лабораториях,
причем каждый полученный результат явля-
ется корректным.

Поэтому, например, результаты, получен-
ные при анализе субстанции декстран 40 и
изготовленных из нее четырех серий препа-
рата «Реополиглюкин» в двух разных лабора-
ториях [2], являются с точки зрения ЕФ ста-
тистически равноценными. Действительно,
максимально различие между результатами
определения ММР двух лабораторий по каж-
дой серии составляет 2350 (32300 у.е. и
34650 у.е.), что составляет 7.0 % к среднему,
что не превышает критического значения
7.1 %. Отметим еще раз, что данные различия
связаны с погрешностью калибровки, допус-
каемой ЕФ. Поэтому здесь не помогут даже

Таблица 3
Требования к относительному стандартному отклонению (RSDRSDRSDRSDRSD) рассчитанных значений MMMMMw w w w w , MMMMMw high w high w high w high w high и

MMMMMw loww loww loww loww low декстрана 40 для проверки пригодности системы  декстрана 40 для проверки пригодности системы  декстрана 40 для проверки пригодности системы  декстрана 40 для проверки пригодности системы  декстрана 40 для проверки пригодности системы на стадии проверки пригодности системы

* проводится одно измерение, но RSD (и, соответственно, коэффициент Стьюдента) известно из 15 хроматограмм

n 2 3 4 5 6 1/15*

RSD(Mw )% 0.35 1.06 1.60 2.05 2.42 1.24

RSD(Mw high)% 0.42 1.29 1.96 2.50 2.95 1.51

RSD(Mw low )% 0.87 2.66 4.05 5.16 6.10 3.12
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такие мощные методы контроля качества
продукции, как секвенциональный анализ
[16].

Во избежание конфликтных ситуаций,
производитель при выпуске должен исполь-
зовать более жесткие внутренние специфи-
кации. Соответственно, производитель пре-
парата «Реополиглюкин» не должен приобре-
тать субстанцию с граничным значением
ММР [2]. Исходя из вышесказанного, можно
рекомендовать следующие «гарантирую-
щие» допуски:
Mw = 37 000 – 43 000 у.е., желательно Mw =
37 800 - 42 200 у.е. Mw high  < 104 800 у.е., жела-
тельно Mw high  < 102 700 у.е. Mw low  > 7 350 у.е.,
желательно Mw low  > 7 500 у.е.  (13)

2.7.2. Округление результатов

Принятие решений о качестве субстанций
декстран 40 поднимает и другую проблему –
округление результатов.

В соответствии с подходом ЕФ, «результат,
полученный в испытании, округляют до ука-
занного в допусках количества значащих
цифр (если нет иных указаний)» [23]. Одна-
ко для ММР допуски выражаются в тысячах
(35 000 – 45 000), при этом указания по округ-
лению результатов отсутствуют. Таким обра-
зом, вопрос округления результатов имеет
практическую значимость, поскольку неясно,
что делать, например, с таким результатом
как Mw = 34510 у.е. Следует ли браковать
препарат или округлять результат до 35 000 (и
тогда препарат соответствует требованиям
ЕФ)? Данный вопрос в ЕФ прямо не решает-
ся.

В фармакопейных методиках количе-
ственного определения результаты обычно
представляются с точностью до 0.1 % к номи-
налу (например, 95.8 % к номиналу). В нашем
случае это соответствует 40 у.е. для Mw =
40 000 у.е., 110 у.е. для Mw high  = 110 000 у.е.,
7 у.е. для Mw low = 7 000 у.е. Как видно, округ-
лять надо до 10 у.е., и никаких спорных воп-
росов при этом округление вызвать не может.
В вышеуказанном случае (Mw = 34510 у.е.)
никаких дальнейших округлений делать не
надо, и препарат бракуется. Что же касается
пограничных значений, то производителям
следует выпускать и покупать субстанцию
декстран 40  с «гарантирующими» допусками
(13).

3. Экспериментальная часть

Учитывая выше развитые положения,
нами была разработана методика определе-

ния ММР в субстанции декстран 40 и готовом
лекарственном средстве «Реополиглюкин»,
которая была применена к различным сор-
бентам, колонкам, числу колонок и калибро-
вочным кривым. Основной задачей было про-
верить воспроизводимость методики в этих
условиях. В качестве объекта исследования
нами был выбран ФСО декстрана для провер-
ки пригодности системы. Полученные ре-
зультаты использованы для получения при-
писных значений его ММР.

3.1. Условия анализа

Жидкостный хроматограф «Waters 2690
Alliance» № WAT0270800 с диодноматричным
детектором.

Колонки: Использовали следующие хро-
матографические системы:

1. Две колонки размером 0.25 м × 8.0 мм,
заполненные, соответственно, сорбентами
Диасорб Диол 400 и Диасорб Диол 120, с раз-
мером частиц 10 мкм; фирма «Элсико», Рос-
сия. Использовали два набора колонок: далее
- «Диол 1» и «Диол 2». Эффективность их (по
пику глюкозы) менялась в процессе работы
от n = 14400 т.т. до n= 7000 т.т., что не ска-
зывалось заметно на результатах. N (шум) =
0.03, hmin (между глюкозой и декстранами) =
0.06, т.е. соотношение (11) выполняется.

2. Две колонки размером 0.3 м × 7.5 мм TSK
Gel PW 3000 и TSK Gel PW 4000 (далее –
«TSK»); n= 21000 т.т.. N (шум) = 0.02, hmin

(между глюкозой и декстранами) = 0.00, т.е.
соотношение (11) выполняется.

3. 1 колонка Ultrahydrogel 500 размером
(250 · 8) мм (далее – «Ultrahydrogel»). n =
14000 т.т.. N (шум) = 0.014, hmin (между глю-
козой и декстранами) = 0.033, т.е. соотноше-
ние (11) выполняется.

Подвижная фаза. Во всех случаях исполь-
зовали 0.9 % раствор натрия хлорида, содер-
жащий 0.025 % натрия азида Р, скорость
1 мл/мин. Применение натрия хлорида в ПФ
позволяет избежать системных эффектов
при анализе ММР в препарате «Реополиглю-
кин» и, как следствие, в декстране 40. Раство-
ры натрия хлорида коррозионно активны
(именно поэтому в ЕФ и используют натрия
сульфат, а не натрия хлорид), однако совре-
менные хроматографы имеют коррозионно
стойкое исполнение и позволяют работать с
растворами галогенидов. В частности, фирма
«FLUKA Chemie AG» выпускает тетрабути-
ламмония хлорид в качестве ион-парного ре-
агента. Поэтому нет принципиальных возра-
жений против использования натрия хлори-
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да вместо натрия сульфата. Хроматографи-
ческие же преимущества такой замены для
анализа препарата «Реополиглюкин» очевид-
ны.

Контроль температуры. Температура ко-
лонки (30 ± 0.1) °С. Для нивелирования изме-
нений величин удерживания между калиб-
ровкой и собственно анализом, использует-
ся принятая фирмой «Фармакосмос» (Дания)
[11] корректировка времен удерживания по
пику глюкозы, которая вводится вместе с
маркером нулевого объема EP CRS декст-
ран Vo.

Стандарты для калибровки: декстраны
для калибровки (ДК) 5, 12, 25, 50, 80, 150, 270 и
глюкоза Р. По сравнению с фирмами «Фарма-
космос» (Дания) [11] и «Биотика АО» (Слова-
кия) [2] число стандартов уменьшено: исклю-
чены стандарты с молекулярными массами
670 000 у.е., 410 000 у.е. и 1 000 у.е., посколь-
ку они находятся слишком далеко от регла-
ментируемых значений  Mw, Mw high  и Mw low .
Для сравнения, в некоторых случаях допол-
нительно использовали также декстраны для
калибровки 1 и 410. Паспортные значения
декстранов для калибровки, соответственно,
были: 1270 у.е., 5220 у.е., 11600 у.е., 23800 у.е.,
48600 у.е., 80900 у.е., 147600 у.е., 273000 у.е.,
409800 у.е.

Как видно, число степеней свободы при
калибровке равно ν = (7+1) – 5 = 3, что су-
щественно больше, чем по ЕФ (ν = 1). Это
эквивалентно построению калибровочной
прямой по 5 точкам и соответствует общей
статье ГФУ по валидации, которая требует не

менее 5 точек при построении калибровоч-
ной прямой [9]. В случае использования до-
полнительно декстрана для калибровки 1
число степеней свободы повышается до ν =
4, а при использовании еще и декстрана для
калибровки 410 - до ν =  5.

Типичные хроматограммы калибровоч-
ных стандартов декстранов и глюкозы приве-
дены на Рис. 1.
Стандарт для проверки пригодности систе-
мы: ФСО ГФУ декстрана 40 для проверки при-
годности системы, в качестве которого была
выбрана промышленная серия субстанции
декстран 40.

Типичная хроматограмма ФСО ГФУ дек-
страна 40 для проверки пригодности систе-
мы приведена на Рис. 2.

3.2. Рассчет калибровочных коэффициентов
уравнения (2)

Оптимизацию проводили для разных ти-
пов хроматографических систем и различно-
го числа калибровочных стандартов. При рас-
четах использовали соотношения (2-3). Для
глюкозы использовали соотношение (8).

Калибровочные данные были получены в
разное время. Это позволяет моделировать
проведение анализа в разных лабораториях,
использующих разное число калибровочных
стандартов. Результаты расчетов представле-
ны в Табл. 4-5. Для информации в Табл. 5 при-
ведены также средние значения модулей от-
клонений, хотя они не являются обязатель-
ными при компьютерной оптимизации. Ти-
пичная калибровочная кривая приведена на
Рис. 3.
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Рисунок 1
Типичные хроматограмма стандартов декстранов и глюкозы (хроматографическая система Диол 1)
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3.3. Анализ ФСО ГФУ декстрана 40 для
проверки пригодности системы

Проводили определение ММР на трех ти-
пах хроматографических систем и различных
типах калибровочных кривых, указанных
выше. Расчеты ММР проводили по уравнени-
ям (1-3) для всех типов калибровочных кри-
вых, указанных в Табл. 4. Результаты расче-
тов приведены в Табл. 6.

Поскольку представляла интерес воспро-
изводимость рассчитанных значений ММР
ФСО ГФУ декстрана 40 для проверки пригод-
ности системы для параллельных хромато-

грамм, подобные оценки были сделаны для
15 параллельных хроматограмм на хромато-
графической системе Диол 1. Результаты рас-
четов приведены в Табл. 7. Полученное из 15
хроматограмм значение RSD должно удовлет-
ворять требованиям Табл. 3 (1/15).

4. Обсуждение результатов

4.1. Воспроизводимость методики на разных
хроматографических системах и разных
калибровочных кривых

Как видно из Табл. 4, коэффициенты bi

уравнения (2) довольно сильно различаются
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Рисунок 2

Типичная хроматограмма ФСО ГФУ декстрана 40 для проверки пригодности системыФСО ГФУ декстрана 40 для проверки пригодности системыФСО ГФУ декстрана 40 для проверки пригодности системыФСО ГФУ декстрана 40 для проверки пригодности системыФСО ГФУ декстрана 40 для проверки пригодности системы
(хроматографическая система Диол 1)

¹ Êîëîíêè, äàòà í b1 b2 b3 b4 b5

1. Äèîë 1 18.01.99 3 -27.61140 37.68388 -22.08295 17.45255 -52.42230

+ÄÊ 1 4 -23.5923 28.26812 -15.29053 16.93802 -375.91936

+ÄÊ 1

+ÄÊ 410

5 -24.52591 30.01755 -16.33498 17.08392 -331.65581

2. Äèîë 2 19.08.00 3 -29.1667 43.56937 -27.33375 17.45172 89.60583

+ÄÊ 1 4 -22.62419 27.17057 -14.78882 16.66626 -434.85438

3. Äèîë 2 31.10.00 3 -26.70422 36.37893 -21.38677 17.25067 -75.82642

+ÄÊ 1 4 -23.53325 28.60288 -15.57226 16.85914 -394.73521

4. Äèîë 2 25.08.01 3 -28.02612 39.37115 -23.60959 17.50633 -7.50333

5. TSK 23.11.03 3 -19.28212 33.33504 -27.64801 14.74875 178.33023

6. TSK 10.01.04 3 -20.3349 43.2984 -45.1748 14.1108 181.4997

7. Ultrahydrogel 17.07.03 3 -24.32458 29.53391 -17.97532 18.60962 -166.52939

4 -25.57664 31.94927 -19.45843 18.81201 -128.3039

Таблица 4
Коэффициенты уравнения (2)

(ν - число степеней свободы)
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для разных колонок и разного количества
стандартов (ДК), взятых для построения ка-
либровочной кривой. Это подтверждает вы-
воды п. 2.3 о статистической неустойчивости
уравнения (2). Особенно сильно влияет до-
бавление ДК 1. В то же время, как видно из
Табл. 5, во всех случаях удается выполнить
требования ЕФ к калибровочной кривой (см.
п. 1.3). При этом, в соответствии с п. 2.1.1, для
исследованных хроматографических систем
особой роли не играет ни тип сорбента, ни
количество колонок (так, абсолютно лучшие

результаты были получены на одной колон-
ке Ultrahydrogel), ни их эффективность, ни
то, что была использована подвижная фаза с
натрия хлоридом. Это подтверждает положе-
ния п. 2.1.1 о возможности использования
разных хроматографических систем, отлич-
ных от ЕФ.

Следует отметить, что сужение области
калибровки (т.е. исключение ДК 1 и ДК 410)
обычно улучшает выполнение калибровоч-
ной кривой (можно показать, что уменьша-
ются не только средние значения модулей
отклонений, но и остаточное стандартное от-
клонение от кривой). Это подтверждает тео-
ретические предположения о желательности
не выходить за пределы фармакопейного ди-
апазона калибровки 4 000 – 250 000, посколь-
ку при этом ухудшается калибровка. Таким
образом, при проведении фармакопейного
анализа декстрана 40 нет необходимости ис-
пользовать число калибровочных стандартов
декстрана более 7.

4.2. Воспроизводимость расчетов ММР
ФСО ГФУ декстрана 40 для проверки
пригодности системы для разных
хроматографических систем

Из Табл. 6 видно, что результаты опреде-
ления ММР, несмотря на различие хромато-
графических систем и калибровочных урав-
нений, полученных в разное время, дают ста-
тистически неразличимые результаты. Это
видно из сравнения результатов обработки
всех данных и данных только для 7 стандар-

Îòêëîíåíèÿ äëÿ êàëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòîâ (=  5%)
¹ Êîëîíêè, äàòà í

1 5 12 25 50 80 150 270 410
Ñð*

1. Äèîë 1 18.01.99 3 - -2.95 -1.34 -0.40 2.97 1.35 -3.00 2.99 - 2.15

+ÄÊ 1 4 2.98 -2.98 2.51 2.97 3.47 0.51 -3.80 3.59 - 2.85

+ÄÊ 1

+ÄÊ 410

5 2.99 -3.41 2.25 2.99 3.63 0.58 -4.05 2.99 2.91 2.87

2. Äèîë 2 19.08.00 3 - 2.52 -2.45 -3.20 3.49 3.18 -3.84 3.56 - 3.18

+ÄÊ 1 4 4.65 -4.99 1.44 2.66 4.82 1.98 -4.99 4.99 - 3.81

3. Äèîë 2 31.10.00 3 -3.96 -1.72 -0.74 3.90 3.52 -4.76 3.99 - 3.23

+ÄÊ 1 4 4.48 -4.96 1.69 2.68 4.79 3.20 -4.99 4.98 - 3.97

4. Äèîë 2 25.08.01 3 2.00 -2.13 -2.21 1.27 2.97 -3.14 2.85 - 2.37

5. TSK 23.11.03 3 - 1.74 -0.23 2.34 1.77 2.86 -2.99 2.25 - 2.03

6. TSK 10.01.04 3 - 2.29 -1.68 -3.15 3.32 3.10 -3.65 3.34 - 2.93

7. Ultrahydrogel 17.07.03 3 - -1.17 1.36 -1.33 0.08 0.99 -0.99 -0.86 - 0.97

4 -1.17 -0.24 1.49 -1.52 0.12 1.32 -0.50 -0.99 - 0.92

Таблица 5
Отклонения калибровочной кривой от паспортных значений стандартов

(для глюкозы во всех случаях отклонение было ± 1.5 у.е. (0.83 %) ≤≤≤≤≤ 2 у.е. )

* Среднее модулей

0.2 0.40.6 0.8 1

1.2026e+06

162755

22026.5
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54.5982
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1

Рисунок 3

Типичная калибровочная кривая для колонки

Диол 1 (υυυυυ = = = = = 3)
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¹ Êîëîíêè Äàòà í Mw Mw high Mw low

3 38010 110450 6910

4 (+ ÄÊ 1) 38440 111330 6940

1. Äèîë 1 18.01.99

5 (+ÄÊ 1,

+ÄÊ 410)

38410 108740 7020

3 38530 112960 67002. Äèîë 2 19.08.00

4 (+ ÄÊ 1) 39230 109960 6430

3 38530 112960 67003. Äèîë 2 31.10.00

4 (+ ÄÊ 1) 38160 110020 6770

4. Äèîë 2 25.08.01 3 39105 108940 6630

5. TSK 23.11.03 3 39710 109370 7320

6. TSK 10.01.04 3 38980 108510 6900

1. Ultrahydrogel 17.07.03 3 40230 109230 6570

4 (+ ÄÊ 1) 39910 108450 6120

Ñðåäíåå ïî âñåì 38937 110076.7 6750.83

RSD ïî âñåì, % 1.84 1.44 4.54

Äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë åäèíè÷íîãî Ä1(95%), ïî âñåì, % 3.31 2.59 8.15

Òðåáîâàíèÿ (12) ê Ä1(95%), % ≤ 6.82 ≤ 8.33 ≤ 17.24

Äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë ñðåäíåãî Äaver(95%), ïî âñåì, % 0.95 0.75 2.35

Òðåáîâàíèÿ ñîîòíîøåíèÿ (12) ê Äaver(95%), % ≤ 2.18 ≤ 2.66 ≤ 5.50

Èíòåðâàë çíà÷åíèé, ïî âñåì 38010 - 40230 108450 -112960 6120 � 7320

Ìàêñèìàëüíîå ðàçëè÷èå, ïî âñåì 2220 (5.67%) 4510 (4.07%) 1200 (17.86%)

Ñðåäíåå, ïî í = 3 39014 110345.7 6818.57

RSD, ïî í = 3, % 1.94 1.70 3.75

Ä1(95%), ïî í = 3, % 3.78 3.31 7.28

Òðåáîâàíèÿ (12) ê Ä1(95%), % ≤ 6.82 ≤ 8.33 ≤ 17.24

Äaver(95%), ïî í = 3, % 1.43 1.25 2.75

Òðåáîâàíèÿ ñîîòíîøåíèÿ (12) ê Äaver(95%), % ≤ 2.18 ≤ 2.66 ≤ 5.50

Èíòåðâàë çíà÷åíèé, ïî í = 3 3.78 3.31 7.28

Ìàêñèìàëüíîå ðàçëè÷èå, ïî í = 3 2220 (5.67%) 2510 (2.25%) 410 (5.76%)

Таблица 6
Результаты расчетов ММР ФСО ГФУ ФСО ГФУ ФСО ГФУ ФСО ГФУ ФСО ГФУ декстрана 40 для проверки пригодности системыдекстрана 40 для проверки пригодности системыдекстрана 40 для проверки пригодности системыдекстрана 40 для проверки пригодности системыдекстрана 40 для проверки пригодности системы для

различных хроматографических систем и калибровочных кривых

Âåëè÷èíû RSD%
Êðèòè÷åñêîå çíà÷åíèå RSD%

(Òàáë. 3 � 1/15)

Mw 0.20 1.24

Mw high 0.55 1.51

Mw low 1.55 3.12

Таблица 7
Воспроизводимость расчетов ММР для 15 параллельных хроматограмм ФСО ГФУ декстрана 40ФСО ГФУ декстрана 40ФСО ГФУ декстрана 40ФСО ГФУ декстрана 40ФСО ГФУ декстрана 40
для проверки пригодности системы для проверки пригодности системы для проверки пригодности системы для проверки пригодности системы для проверки пригодности системы (хроматографическая система Диол 1)

тов декстрана (ν = 3). При этом максимальное
различие для Mw достигает 5.67 % и одинако-
во для разных калибровочных выборок. Дан-
ная величина, хотя и меньше допустимого
значения 7.1 % (см. п. 2.7.1), но является дос-
таточно большой, что подтверждает необхо-
димость использования «гарантирующих»
допусков (13) при производстве декстран 40

и готовых лекарственных средств на его ос-
нове.

Особый интерес представляют довери-
тельные интервалы единичных значений
(∆1 (95 %)), которые моделируют результаты
определения ММР субстанции декстран 40 и
препаратов на его основе в разных лаборато-
риях. Величины ∆1 (95 %), хотя и более чем
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вдвое меньше допусков ЕФ (соотношение
(12)), но все же очень значительны (особен-
но для Mw low). Из сравнения Табл. 6-7 видно,
что сходимость параллельных хроматограмм
не может быть причиной таких больших рас-
хождений, которые явно вызваны принципи-
ально неустранимым различием калибровоч-
ных кривых.

Как видно, даже в рамках одной лаборато-
рии, при использовании разных колонок и ка-
либровочных кривых могут получаться доста-
точно сильно различающиеся результаты
(особенно это касается величин Mw low , где
максимальные различия достигают 17.86 %),
которые, тем не менее, являются приемлемы-
ми с точки зрения ЕФ.

4.3. Приписные значения ММР ФСО ГФУ
декстрана 40 для проверки пригодности
системы

Поскольку нет статистически значимых
различий между значениями ММР, получен-
ными при различных числах калибровочных
стандартов, в качестве приписных значений
ММР ФСО ГФУ декстрана 40 для проверки
пригодности системы целесообразно взять
объединенные результаты по всем хроматог-
рафическим системам и калибровочным кри-
вым. Это позволяет, в частности, также
учесть возможность использования разными
лабораториями различных хроматографичес-
ких систем, различного числа калибровочных
стандартов и разных способов оптимизации
калибровочной кривой.

С учетом требований (12) ЕФ к ММР дек-
страна 40 для проверки пригодности систе-
мы, получим следующие приписные значе-
ния:

Mw = 38940 ± 372 (0.95 %); регламентиру-
мый диапазон 36290 – 41590 у.е.

Mw high =110080 ± 823 (0.75 %); регламенти-
румый диапазон 100940 – 119210 у.е.

Mw low = 6750 ± 159 (2.35 %); регламентиру-
мый диапазон 5640 – 7860 у.е.

В качестве доверительных интервалов
приписных значений ММР использованы ве-
личины ∆aver (95 %) из Табл. 6. Данные вели-
чины отражают разброс значений ММР, по-
лученный при аттестации, однако, как уже
отмечалось в п. 2.5.1, они не могут учесть по-
грешность градуировки конкретного пользо-
вателя, что является принципиальной особен-
ностью методики анализа ММР, описанной в
ЕФ.

При расчете регламентируемого диапазо-
на учитывали требования (12) ЕФ для каждой
величины и округление до 10 ед.

Выводы

1. Проведен систематический анализ про-
блем, возникающих при применении жидко-
стно-хроматографической методики контро-
ля молекулярно-массового распределения
декстранов, описанной в Европейской Фар-
макопее, и даны рекомендации по ее уточне-
нию для включения в национальную часть
Дополнения 1 к Государственной Фармако-
пее Украины.

2. На основе полученных рекомендаций
разработана методика контроля молекуляр-
но-массового распределения субстанции дек-
стран 40 и препаратов на его основе, которая
была воспроизведена на различных типах
хроматографических систем.

3. Проведен анализ и аттестация ФСО ГФУ
декстрана 40 для проверки пригодности сис-
темы.

4. Предложена методическая основа про-
ведения валидации методики контроля моле-
кулярно-массового распределения препара-
тов декстрана 40, которая апробирована на
примере аттестации ФСО ГФУ декстрана 40
для проверки пригодности системы и может
быть использована в других лабораториях,
контролирующих качество этих препаратов.
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Резюме
Леонтьєв Д.А., Гризодуб О.І.,
Підпружников Ю.В., Іванов Л.В.

Фармакопейні аспекти методики визначення

молекулярно-масового розподілу в субстанції

декстран 40 і готовому лікарському препараті

«Реополіглюкін»

У рамках розробки Державної Фармакопеї України,
проведений систематичний аналіз проблем, що виника-
ють при застосуванні рідинно-хроматографічної мето-
дики контролю молекулярно-масового розподілу декст-
ранів, описаної в Європейській Фармакопеї, і дані ре-
комендації з її уточнення для включення в національну
частину статті 2.2.39. «Молекулярно-масовий розподіл

декстранів» Доповнення 1 до Державної Фармакопеї
України. На основі одержаних рекомендацій розробле-
на методика контролю молекулярно-масового розподі-
лу субстанції декстран 40 і препаратів на його основі,
яка була відтворена на різних типах хроматографічних
систем. Проведений аналіз і атестація ФСЗ ДФУ декст-
рану 40 для перевірки придатності системи. Запропо-
нована методична основа проведення валідації методи-
ки контролю молекулярно-масового розподілу препа-
ратів декстрану 40, яка апробована на прикладі атестації
ФСЗ ДФУ декстрану 40 для перевірки придатності си-
стеми і може бути використана в інших лабораторіях,
які контролюють якість цих препаратів.

Summary
Leontiev D.А, Gryzodub. O.I.,
Podpruzhnikov Yu.V., Ivanov L.V.

Pharmacopoeial aspects of the molecular-mass

distribution determination procedure in «Dextran 40»

substance and medicinal preparation «Rheopolyglucin»

Within the framework of development of the Ukraini-
an State Pharmacopoeia, a systematic analysis of problems
arising from application of the European Pharmacopoeia
HPLC method of dextran molecular mass distribution con-
trol is conducted and recommendations on its clarification
for the inclusion in the national part of the Ukrainian State
Pharmacopoeia Supplement No. 1 are given. On the basis
of these recommendations the HPLC method for the mo-
lecular mass distribution control in dextran 40 substance
and preparations on its basis is developed and reproduced
on different types of chromatographic systems. The analy-
sis and attestation of dextran 40 for system suitability
test CRS SPU was carried out. The methodical basis of vali-
dation of the procedure of the molecular mass distribution
control in dextran 40 preparations is proposed. It was  ap-
proved by the example of attestation of dextran 40 for sys-
tem suitability test CRS SPU  and may be used in other labo-
ratories performing these preparations  quality control.

Леонтьев Дмитрий АнатольевичЛеонтьев Дмитрий АнатольевичЛеонтьев Дмитрий АнатольевичЛеонтьев Дмитрий АнатольевичЛеонтьев Дмитрий Анатольевич (р. 1963).
Окончил биологический факультет Харьковского
государственного университета (1986). Работает в
лаборатории хроматографии ГП ГНЦЛС (с 1993).
Ст. науч. сотр. Руководитель группы «Валидация
методик, стандартные образцы и метрология» от-
дела ГФУ ГП «Научно-экспертный фармакопей-
ный центр». К.фарм.н. (1997).

Гризодуб Александр Иванович. Гризодуб Александр Иванович. Гризодуб Александр Иванович. Гризодуб Александр Иванович. Гризодуб Александр Иванович. Окончил хими-
ческий факультет Харьковского государственного
университета (1971). Зав. лабораторией хроматогра-
фии ГП ГНЦЛС. Зам. директора ГП «Научно-экс-
пертный фармакопейный центр» по научной рабо-
те (1992). Д.х.н. (1990). Профессор (1996). Действи-
тельный член Нью-Йоркской Академии Наук (1994).
Член Международной ассоциации официальных
аналитических химиков (1997).

Подпружников Юрий Васильевич.Подпружников Юрий Васильевич.Подпружников Юрий Васильевич.Подпружников Юрий Васильевич.Подпружников Юрий Васильевич. Начальник
Управления инспектората по надлежащей произ-
водственной, дистрибьюторской практике, конт-
ролю соблюдения лицензионных условий Госу-
дарственной службы лекарственных средств и
изделий медицинского назначения. Д.фарм.н.

Иванов Лев Вадимович.Иванов Лев Вадимович.Иванов Лев Вадимович.Иванов Лев Вадимович.Иванов Лев Вадимович. Ст. преподаватель ка-
федры автоматизированных систем управления
национального технического университета
«ХПИ».



22

1-2004              ÔÀÐÌÀÊÎÌ

Àíàë³òè÷íèé îãëÿä

ÓÄÊ 543.544:615.07

Êóëèêîâ À.Þ., Ëîãèíîâà Ë.Ï., Ñàìîõèíà Ë.Â.
Ãîñóäàðñòâåííîå ïðåäïðèÿòèå «Íàó÷íî-ýêñïåðòíûé ôàðìàêîïåéíûé öåíòð»
Õàðüêîâñêèé íàöèîíàëüíûé óíèâåðñèòåò èì. Â.Í. Êàðàçèíà

Ìèöåëëÿðíàÿ æèäêîñòíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ â ôàðìàöåâòè÷åñêîì àíàëèçå è
äðóãèõ îáëàñòÿõ àíàëèçà (îáçîð)

В обзоре рассмотрена недавно возникшая разновидность жидкостной хроматографии - мицеллярная жидкостная
хроматография (МЖХ), новый вид хроматографии для фармацевтического анализа. Обсуждены принципиальные
особенности МЖХ, ее преимущества и недостатки по сравнению с обращенно-фазовым и ион-парным вариантами
жидкостной хроматографии. Рассмотрено влияние различных факторов на эффективность и селективность разде-
ления, подходы к оптимизации в МЖХ. Рассмотрены эмпирические и физико-химические модели удерживания в
МЖХ. Приведены примеры применения МЖХ в фармацевтическом, биофармацевтическом и некоторых смежных
областях анализа.

1. Введение

Мицеллярная жидкостная хроматография
(МЖХ) является альтернативой общеприня-
тому методу обращенно-фазовой высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ОФ
ВЭЖХ). Она объединяет преимущества ми-
целлярных растворов с разделительной спо-
собностью жидкостной хроматографии.

В качестве подвижной фазы в МЖХ при-
меняют водные растворы поверхностно-ак-
тивных веществ (ПАВ) с концентрацией
выше критической концентрации мицелло-
образования (ККМ, cmc). Фактически это оз-
начает, что в растворе наряду с мономерами
ПАВ присутствуют мицеллы — микроагрега-
ты ПАВ, в которых сочетаются области гид-
рофобного (ядро мицеллы) и гидрофильного
(мицеллярная поверхность) характера. Сово-
купность таких микроагрегатов образует ми-
целлярную псевдофазу.

ПАВ используются в еще одном варианте
ОФ ВЭЖХ — ион-парной хроматографии, но
в этом режиме концентрации ПАВ значитель-
но ниже ККМ; подвижная фаза содержит
только мономеры ПАВ и является однород-
ной в отличие от микрогетерогенной подвиж-
ной фазы МЖХ.

Разнообразие возможных взаимодей-
ствий между сорбатами, мицеллами и непод-
вижной фазой (сорбентом) обеспечивает
большое и разностороннее применение
МЖХ и делает ее почти идеальной при ана-
лизе большого числа веществ. Благодаря
двойственной природе ПАВ, обладающих как
гидрофильными, так и гидрофобными свой-
ствами, возможно одновременное разделе-
ние смеси гидрофобных и гидрофильных

сорбатов. Особенно интересные возможно-
сти возникают при использовании мицелляр-
ных элюентов в анализе растительных мате-
риалов, биологических образцов и других
объектов, содержащих вещества, малора-
створимые в воде. Пробоподготовка таких
объектов анализа существенно упрощается
за счет солюбилизации малорастворимых
компонентов мицеллами ПАВ. Так, при ана-
лизе биологических материалов с мицелляр-
ными подвижными фазами возможно прямое
введение в колонку физиологических жидко-
стей, таких как мочевина, сыворотка и плаз-
ма, без отделения белковой матрицы [1, 2].
При этом матричные помехи устраняются за
счет солюбилизации белков мицеллярными
агрегатами, так как агрегаты мицелла – бе-
лок имеют большой размер и не удерживают-
ся неподвижной фазой. Исключение трудо-
емкой стадии предварительной пробоподго-
товки при анализе биологических жидкостей
определяет уникальное место МЖХ в мони-
торинге терапевтических средств и фармако-
кинетических исследованиях.

Применение мицеллярных элюентов по-
зволяет не только улучшить разделение со-
единений, но и одновременно увеличить ин-
тенсивность аналитического сигнала за счет
более эффективного детектирования, осо-
бенно при использовании флуоресцентного
или фосфоресцентного детекторов [1]. При
градиентном элюировании появляется воз-
можность применения электрохимического
детектора. Мицеллярные растворы ПАВ де-
шевы и нетоксичны.

Использование индивидуальных («чис-
тых») растворов ПАВ в качестве мицелляр-
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ных элюентов не обеспечивало хроматогра-
фической эффективности МЖХ, сопостави-
мой с ОФ ВЭЖХ; элюирующая сила таких
растворов во многих случаях оказывалась
слишком низкой. Положение изменилось,
когда в растворы ПАВ стали вводить органи-
ческие растворители — алифатические спир-
ты, ацетонитрил, тетрагидрофуран, которые
модифицируют свойства мицеллярных ра-
створов ПАВ и повышают их элюирующую
силу.

Мицеллярные элюенты, содержащие ПАВ
и органический растворитель-модификатор,
называют гибридными или модифицирован-
ными мицеллярными элюентами; именно они
составили основу развития современной
МЖХ.

Следует отметить, что в МЖХ требуются
намного меньшие количества органических
растворителей, чем в традиционных вариан-
тах ВЭЖХ. Поэтому к преимуществам МЖХ
относится также значительное снижение
токсичности и воспламеняемости подвижной
фазы, что делает анализ более экологичным,
а уменьшение расхода реактивов заметно
снижает стоимость анализа [1,3,4].

Положение (удерживание) и форма (эф-
фективность) хроматографического пика в
большей степени зависят от природы и кон-
центрации ПАВ и органического модифика-
тора, но также на удерживание и эффектив-
ность могут оказывать влияние рН подвиж-
ной фазы, температура и ионная сила. Дей-
ствие влияющих параметров может быть
смоделировано, что позволит оптимизиро-
вать условия разделения смеси веществ.

Несмотря на то, что метод МЖХ достаточ-
но новый, уже имеется ряд статей обзорного
характера [1, 5-9], в том числе и единствен-
ный обзор на русском языке [4]. Опыт двад-
цатилетнего развития МЖХ обобщен в вы-
шедшей в 2000 году монографии [3] - первой,
целиком посвященной этой разновидности
метода жидкостной хроматографии.

Цель данного обзора — познакомить хро-
матографистов Украины, прежде всего рабо-
тающих в области фармацевтического анали-
за, с развивающимся и перспективным мето-
дом мицеллярной жидкостной хроматогра-
фии. В обзоре рассмотрены модели удержи-
вания, влияние различных факторов на эф-
фективность и селективность разделения,
проблемы оптимизации в МЖХ; даны приме-
ры применения МЖХ в фармацевтическом и
некоторых смежных областях анализа.

2. Специфика неподвижной и подвижной фаз
в МЖХ

Неподвижная фаза

При пропускании мицеллярного элюента
поверхность неподвижной фазы модифици-
руется, адсорбируя частицы ПАВ, и ее состо-
яние существенно отличается от состояния
такой же неподвижной фазы, используемой
в обращенно-фазовом варианте жидкостной
хроматографии.

Адсорбция ПАВ на сорбентах различных
типов – С18, С8, CN, ионообменных сорбен-
тах и чистом силикагеле изучалась как при
использовании ПАВ в качестве ион-парных
реагентов (при концентрациях ниже ККМ),
так и в варианте МЖХ [10-15]. На Рис. 1 и
Рис. 2 приведены изотермы адсорбции доде-
цилсульфата натрия (SDS) и цетилпиридиния
бромида (СТАВ) на сорбентах с различными
привитыми группами: (А) — в режиме ион-
парной хроматографии (концентрация ПАВ
ниже ККМ); (В) —в режиме МЖХ (концент-
рация ПАВ выше ККМ).

Характер изотерм адсорбции заметно ме-
няется при переходе к мицеллярным раство-
рам. При концентрациях ПАВ ниже ККМ для
привитых сорбентов наблюдается экспонен-
циальная зависимость (А). Адсорбция ПАВ из
мицеллярных растворов на тех же сорбентах
сначала резко усиливается с ростом концен-
трации ПАВ, а затем достигает «насыщения»
(зависимости В на Рис. 1 и Рис. 2). Уменьше-
ние наклона изотерм адсорбции при перехо-
де из домицеллярной области в мицеллярную
объясняется тем, что в мицеллярной области
концентрация адсорбируемых мономеров
ПАВ мало меняется с ростом общей концен-
трации ПАВ. Мицеллы ПАВ являются своеоб-
разной буферной системой, стабилизируя
концентрацию мономеров на уровне ККМ.

Эти особенности мицеллярных растворов
и адсорбции ПАВ на неподвижной фазе со-
здают преимущества МЖХ по сравнению с
ион-парной хроматографией. В МЖХ лучше
воспроизводятся хроматографические харак-
теристики, стационарная фаза почти не нуж-
дается в уравновешивании, возможно гради-
ентное элюирование, применение которого в
ион-парной хроматографии ограничено не-
обходимостью длительной регенерации ко-
лонки [1].
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Рисунок 1

 

Адсорбционные способности различных фаз к

SDS для (А) ион-парной хроматографии и

(В) мицеллярной хроматографии

Особенно четко выраженные плато на-
блюдаются при адсорбции из мицеллярных
растворов ПАВ на наименее полярной непод-
вижной фазе С18 (Рис. 1 и Рис. 2). Адсорбция
обусловлена взаимодействием гидрофобных
углеводородных радикалов ПАВ с привитыми
алкильными радикалами сорбента, и появле-
ние плато соответствует тому, что адсорбиро-
ванные частицы ПАВ покрывают практичес-
ки все октадецильные группы. Как показали
Ху и Хаддад [16], на поверхности октадецил-
силикагеля массовая доля адсорбированного
SDS достигает 16.5 %, что примерно соответ-
ствует среднему значению соотношения C/Si
в исходном октадецилсиликагеле (17.1 %). Это
свидетельствует о высокой степени покры-
тия октадецильных групп неподвижной фазы
адсорбированным ПАВ и подтверждает вы-
сказанные ранее представления о том, что по-
верхность неподвижной фазы С18 представ-
ляет собой слой адсорбированного ПАВ [17].

Ионные (полярные) головки ПАВ сориенти-
рованы в сторону жидкой фазы, делая повер-
хность неподвижной фазы более гидрофиль-
ной по сравнению с исходным привитым сор-
бентом.

Рисунок 2

Адсорбционные способности различных фаз к

СТАВ для (А) ион-парной хроматографии и

(В) мицеллярной хроматографии

Бертод с соавторами [10] показали, что ад-
сорбция SDS на поверхности силикагеля с
привитыми алкильными группами С8 и С18
обратно пропорциональна плотности приви-
тых групп: чем больше плотность привитых
групп на поверхности сорбента, тем меньше
адсорбция ПАВ.

На чистом силикагеле ПАВ адсорбируют-
ся значительно слабее. Адсорбция анионно-
го SDS (Рис.1), становится заметной лишь при
концентрациях выше 0.3 моль/л. В то же вре-
мя катионный СТАВ заметно адсорбируется
уже в домицеллярной области. Отсюда следу-
ет, что адсорбция ПАВ на чистом силикагеле
обусловлена электростатическими взаимо-
действиями, и на поверхности такой непод-
вижной фазы первоначально оказываются
гидрофобные углеводородные радикалы
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ПАВ. Как показали Баккер и соавторы, при
высоких концентрациях катионных ПАВ на
поверхности силикагеля образуются более
сложные агрегаты частиц ПАВ (адмицеллы,
гемимицеллы, бислои, обратные гемимицел-
лы) [18]. Адсорбция катионных и неионоген-
ных ПАВ на силикагеле зависит от числа и
силы адсорбционных центров: поверхност-
ная агрегация сопровождает адсорбцию ПАВ
на сильных адсорбционных центрах силика-
геля [18].

В дальнейшем будут рассматриваться
только неподвижные фазы на основе приви-
тых сорбентов.

При введении в мицеллярный элюент
органических растворителей-модификато-
ров неподвижная фаза претерпевает даль-
нейшую модификацию. Молекулы органи-
ческого растворителя также способны адсор-
бироваться на поверхности, возможно, вы-
тесняя частицы ПАВ.

На Рис. 3 показана адсорбция SDS на по-
верхности сорбента Hypersil ODS в зависимо-
сти от мольной доли органических модифи-
каторов в подвижной фазе. Так, при исполь-
зовании 1-пентанола в качестве органическо-
го модификатора, количество SDS, адсорби-
ровавшегося на поверхности сорбента сни-
жается с 4,7 мкмоль/м2 (при отсутствии мо-
дификатора) до 3.9 мкмоль/м2 при мольной
доле 1-пентанола в растворе около 1 %.

Методами ИК-спектроскопии было пока-
зано, что поверхность привитого силикагеля
при использовании гибридных подвижных
фаз представляет собой структуру состава:

органический модификатор – ПАВ – приви-
тая фаза [12, 19]. Авторы показали, что при-
сутствие алифатических спиртов от 1-пропа-
нола и выше приводит к образованию на по-
верхности силикагеля с привитыми С18 груп-
пами монослоя ПАВ, модифицированного
спиртом. При этом гидроксильные группы
спирта ориентированы к водной фазе.

Конкуренция между молекулами спирта и
мономерами ПАВ на адсорбционных центрах
приводит к уменьшению количества адсорби-
рованного ПАВ на поверхности сорбента, что
сопровождается уменьшением удерживания
нейтральных органических веществ [16].

Рисунок 3

Адсорбция SDS на поверхности сорбента

Hypersil ODS в зависимости от мольной доли

органического модификатора в подвижной

фазе

Òèï ÏÀÂ Íàçâàíèå ÊÊÌ, ìÌ Ëèòåðàòóðà

äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, SDS 7.5-8.1 [22] 23, 27-40

òåòðàäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, NaTDS 2.1 [24]

äîäåöèëñóëüôîíàò íàòðèÿ, SDSO 9.3 [24]
àíèîííîå

ïåðôòîðîêòèëñóëüôîíàò ëèòèÿ, LiPFOS 6.72 [25]

öåòèëòðèìåòèëàììîíèé áðîìèä, CTAB 0.92 [26] 27

öåòèëòðèìåòèëàììîíèé õëîðèä, CTAÑ 1.3 [26]êàòèîííîå

äîäåöèëòðèìåòèëàììîíèé áðîìèä, CTAB 15 [22]

ïîëèîêñèýòèëåí(23)äîäåêàíîë, BRIJ 35 0.1 [22, 5] 41-44

ïîëèîêñèýòèëåí[20]ñîðáèòàíìîíîîëåàò, Tween 80 0.01 [26] 45

ïîëèîêñèýòèëåí[20]ñîðáèòàíìîíîëàóðàò, Tween 20 0.059 [26]
íåèîííîå

Triton X-114 46

N-äîäåöèë-N,N-äèìåòèëàììîíèé-3-ïðîïàíñóëüôîíàò, Ñóëüôîáåòàèí

SB-12
3.3 [26]

öâèòòåðèîííîå

3-(3-õëîðàìèäîïðîïèë)äèìåòèëàììîíèé-3- ïðîïàíñóëüôîíàò, CHAPS 4.2-6.3 [26]

* Приведены ссылки на работы, в которых использованы мицеллярные элюенты на основе соответствующего ПАВ

Таблица 1
ПАВ, используемые в МЖХ
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Подвижная фаза

Для создания мицеллярных элюентов ис-
пользуются растворы ПАВ с концентрацией
выше ККМ. Удобными для МЖХ являются
ПАВ с невысокими значениями ККМ и чисел
агрегации (Табл. 1). Точка Крафта должна
быть значительно ниже, чем окружающая
температура.

Выбор ПАВ с подобными мицеллярными
характеристиками направлен, прежде всего,
на создание не слишком «вязкого» элюента
(размер микроагрегатов не должен превы-
шать нескольких нанометров). Повышенная
вязкость подвижной фазы может привести к
нежелательно высокому давлению в колонке,
а большие размеры микроагрегатов — к за-
метному светорассеянию в рабочем диапазо-
не УФ - видимый свет при использовании де-
текторов по светопоглощению [1]. Для созда-
ния подвижной фазы обычно требуется го-
раздо меньшее количество ПАВ (концентра-
ции обычно ниже 0.2 моль/л), чем содержа-
ние органического растворителя в обращен-
но-фазовой хроматографии при аналогичных
разделениях.

Широкое распространение в МЖХ полу-
чили анионные ПАВ –додецилсульфат на-
трия, тетрадецилсульфат натрия, додецил-
сульфонат натрия [20] и перфтороктилсуль-
фонат лития [21]. В преобладающем боль-
шинстве работ по МЖХ используется доде-
цилсульфат натрия. Анализ более чем 40 пуб-
ликаций по МЖХ за последние 4 года пока-
зал, что SDS использовали в 80 % случаев.

В отличие от традиционной обращенно-
фазовой хроматографии, где водно-органи-
ческая подвижная фаза является гомогенной,
мицеллярные элюенты являются микрогете-
рогенными и состоят из двух отдельных фаз:
амфифильные мицеллярные агрегаты (ми-
целлярная псевдофаза) и водная или водно-
органическая фаза. В объеме последней на-
ходятся мономеры ПАВ с концентрацией,
равной ККМ. Разделяемые вещества (сорба-
ты) преимущественно солюбилизированы
внутри или на поверхности мицеллярных
микроагрегатов. При этом сорбаты, локали-
зованные в мицеллах, оказываются в микро-
окружении, которое сильно отличается по
полярности и вязкости от микроокружения в
объеме раствора. Это отражается в измене-
нии физико-химических свойств сорбатов
под действием мицелл, таких как раствори-
мость, кислотность, фотофизические свой-
ства, а также скорости реакций и хромато-

графическое поведение. Как мицеллообразо-
вание, так и солюбилизация являются дина-
мическими процессами.

Вторым компонентом мицеллярного «гиб-
ридного» элюента являются органические ра-
створители — алифатические спирты от ме-
танола до октанола и/или их смеси [47-49],
ацетонитрил [34, 47], тетрагидрофуран [50,51]
и другие органические растворители [30].
Как правило, используются нормальные
спирты, известно использование изопропа-
нола [52]. Данных об использовании развет-
вленных изомеров среднецепочечных спир-
тов мы в литературе не обнаружили; по-ви-
димому, впервые возможность применения
изоспиртов исследована в нашей работе [49].

Добавки органических растворителей вли-
яют на характеристики мицеллобразования
ПАВ и режим мицелл [53]. Методами рКа-
проб [49, 54, 55, 56], потенциометрии [57],
хроматографии [58] и методом светорассеи-
вания [59] изучено мицеллообразование SDS
в присутствии алифатических спиртов. Уста-
новлено, что метанол является единственным
спиртом, добавки которого увеличивают
ККМ SDS [47]. Добавки остальных алифати-
ческих спиртов снижают ККМ SDS, причем
эффект тем заметнее, чем длиннее углеводо-
родный радикал и выше концентрация спир-
та. Судя по литературным данным [47, 60],
одинакового снижения ККМ SDS можно до-
стичь введением 15 % пропанола, 5 % бутано-
ла или 1 % пентанола.

ККМ ионогенных ПАВ заметно уменьша-
ются даже при небольшом содержании длин-
ноцепочечных спиртов в мицеллярном ра-
створе, что иллюстрируют данные Табл. 2.

Различный характер влияния спиртов на
ККМ можно объяснить следующим образом.
Поскольку метанол является наиболее поляр-
ным из всех спиртов, он лучше сольватирует
мономеры ПАВ, повышая их растворимость
в воде, что и приводит к росту ККМ SDS, осо-
бенно резкому в диапазоне объемных долей
спирта от 12 % до 20 % [47]. Аналогичным об-
разом действует на ККМ ацетонитрил, сход-
ный с метанолом по структуре и полярности.
Этанол и пропанол, которые смешиваются с
водой, в мицеллярных системах находятся в
основном вне мицелл, в объеме водной фазы.
Вероятно, их влияние на мицеллярную повер-
хность выражается в основном в снижении
диэлектрической проницаемости раствора,
что ослабляет взаимное отталкивание ион-
ных головок ПАВ. Это способствует мицелло-
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образованию, и сопровождается некоторым
уменьшением числа агрегации и ККМ [47].

Молекулы среднецепочечных спиртов,
вызывающие существенное снижение ККМ,
менее полярны и внедряются в мицеллы ПАВ.
Так, константа распределения 1-пентанола
между водой и мицеллярной псевдофазой
SDS равна 16 [62]. Мицеллярно-связанные
молекулы пентанола погружены углеводо-
родной частью в ядро агрегата, а их полярные
группы оказываются в слое Штерна на повер-
хности мицеллы, что приводит к разбавлению
ионогенной составляющей мицеллы и, следо-
вательно, к уменьшению числа агрегации и
снижению ККМ [63-65].

Высокие концентрации органических ра-
створителей подавляют мицеллообразова-
ние. Мицеллы не образуются при концентра-
ции пропанола свыше 23 %, бутанола – свы-
ше 27.5 % [3]. Октанол, гексанол и деканол,
отличающиеся особенно низкой растворимо-
стью в воде, неудобны для использования в
качестве органических модификаторов ми-
целлярного элюента из-за возможности обра-
зования эмульсий.

Специфическое влияние на ККМ SDS ока-
зывает тетрагидрофуран: в диапазоне объем-
ных долей от 0 % до 5% он вызывает некото-
рое снижение ККМ (как малополярные спир-
ты), дальнейший рост его концентрации со-
провождается увеличением ККМ (как в слу-
чае более полярного метанола). Специфика

влияния тетрагидрофурана объясняется его
циклическим строением; по-видимому, встра-
ивание молекулы тетрагидрофурана в мицел-
лярную структуру стерически затруднено
[47].

Таким образом, влияние органического
растворителя в МЖХ носит существенно
иной характер по сравнению с ОФ ВЭЖХ и
выражается, главным образом в модифика-
ции мицеллярных микроагрегатов. Неудиви-
тельно поэтому, что принцип выбора раство-
рителя на основе треугольника селективнос-
ти Снайдера, принятый в обращенно-фазо-
вой хроматографии, в МЖХ оказался непри-
менимым.

Влияние природы органического раство-
рителя на хроматографическое поведение в
МЖХ изучено на примере бензола и 2-этил-
антрахинона [66]. Как видно из Табл. 3, при
использовании таких разных, по классифика-
ции Снайдера, растворителей как метанол,
ацетонитрил и тетрагидрофуран, коэффици-
енты емкости бензола различаются в преде-
лах 10 % (7.0; 6.8; 6.1, соответственно), 2-этил-
антрахинона — в пределах 30 % (27.3; 20.2;
16.8, соответственно) [66]. В то же время од-
ноатомные спирты, относящиеся по Снайде-
ру к одному типу растворителей, вызывают
более заметные изменения характеристик
удерживания, которые уменьшаются в ряду:
метанол > этанол > пропанол > бутанол >
пентанол > гексанол.

Таблица 2
Значения ККМ додецилсульфата натрия в присутствии спиртов при температуре 30 °°°°°С

1 – потенциометрия, 2 – кондуктометрия [61], 3 - по данным о поверхностном натяжении [47]

Ñïèðò öñïèðòà., % ÊÊÌ1, ììîëü/ë ÊÊÌ2, ììîëü/ë ÊÊÌ3, ììîëü/ë

- - 6.68 ± 0.06 6.8 ± 0.2 8.1

1.0 2.40 2.2 6.0

2.0 1.60 1.8 4.8

4.0 1.11 1.2 3.2

6.0 0.92 0.9 2.8

1-BuOH

8.0 0.82 - -

0.1 2.66 - -

0.5 2.21 1.7 5.6

1.0 0.92 0.9 4.8

1.5 0.83 0.83 3.1

2.0 0.81 - 2.9

1-PtOH

2.5 - - 2.7

0.5 3.02 - -

1.0 2.07 - -

1.5 1.94 - -
iso-PtOH

2.0 1.55 - -
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Здесь при переходе от метанола к гексано-
лу значение коэффициента емкости бензола
уменьшается на 30 %, 2-этилантрахинона –
более чем в 4 раза.

Наблюдаемый ряд селективности спиртов
коррелирует с их способностью проникать в
мицеллы. При этом уменьшается плотность
суммарного электрического заряда на мицел-
лярной поверхности ионных ПАВ, что спо-
собствует массопереносу гидрофобных сор-
батов, и, следовательно, уменьшению их вре-
мен удерживания.

Для выбора наиболее подходящего моди-
фикатора подвижной фазы в МЖХ предло-
жено руководствоваться данными о гидро-
фобности разделяемых соединений [66]. В со-
ответствии со значениями коэффициентов
распределения этих соединений в среде ок-
танол-вода (Po/w) сформулированы следую-
щие рекомендации по выбору растворителя-
модификатора: 1) пропанол удобно использо-
вать при разделении полярных соединений,
попадающих в диапазон -1<log Po/w<2 (амино-
кислоты, белки [32, 60], сульфонамиды [67],
фенольные антиоксиданты [68], катехолами-
ны [69]); 2) введение бутанола (< 10 %) может
быть полезно для менее полярных веществ с
1<log Po/w<3 (β-блокаторы [70, 71], фенетил-
амины [72]); 3) пентанол (< 6 %) более удобен
для достаточно гидрофобных соединений с
log Po/w>3 (кортикостероиды [73], барбитура-
ты [74], диуретики [60], стимуляторы [60], по-
лиароматические углеводороды [75]).

Специфика МЖХ по сравнению с ВЭЖХ
обнаруживается также и при анализе элюи-

рующей силы мицеллярной подвижной
фазы.

В обращенно-фазовой хроматографии
элюирующую силу водно-органической под-
вижной фазы принято описывать выражени-
ем:

lg lg Ok k S′ ′= − ϕ , (1)

где:
S – параметр силы растворителя;
k'O – коеффициент емкости сорбата в элюен-

те без органического модификатора.

Аналогичные уравнения получили распро-
странение в МЖХ при описании элюирую-
щей силы гибридных элюентов. Кхаледи и со-
авторы [75] исследовали влияние растворите-
ля-модификатора на характеристики удер-
живания в МЖХ, на основе уравнения:

lg lg O hybk k S′ ′= − ϕ , (2)

где:
Shyb– параметр силы растворителя в гибрид-

ной мицеллярной системе;
k'O – коэффициент емкости сорбата в «чис-

том» водно-мицеллярном элюенте (т.е.
без органического модификатора).

В традиционной обращенно-фазовой хро-
матографии значение S определяется приро-
дой сорбата: неполярные сорбаты характери-
зуются большими значениями S, и парамет-
ры их удерживания при увеличении доли
органического модификатора изменяются
более резко. В МЖХ значения Shyb при ис-
пользовании одного и того же модификато-

Таблица 3
Эффект влияния органических модификаторов на коэффициент емкости (k') бензола и 2-

этилантрахинона на колонке Astec C18

Подвижная фаза: 0.285 М SDS с 5 % (об/об) органического модификатора [66]

* - содержание 1-гептанола в подвижной фазе 0.12 %

Îðãàíè÷åñêèé
ìîäèôèêàòîð k′ áåíçîëà

k′
2-ýòèëàíòðàõèíîíà

Îðãàíè÷åñêèé
ìîäèôèêàòîð k′ áåíçîëà

k′
2-ýòèëàíòðàõèíîíà

ìîäèôèêàòîðà íåò 7.1 37.1 1-ïåíòàíîë 4.7 7.3

ìåòàíîë 7.0 27.3 2-ïåíòàíîë 5.0 8.0

ýòàíîë 6.5 20.6 1-ãåêñàíîë 4.8 6.3

1-ïðîïàíîë 5.7 13.2 2-ãåêñàíîë 4.6 6.3

2-ïðîïàíîë 5.8 15.7 öèêëîãåêñàíîë 5.1 9.2

2-ìåòèë-1-ïðîïàíîë 6.1 14.2 1-ãåïòàíîë* 6.5 27.6

1-áóòàíîë 5.1 9.45 1,2-ïðîïàíäèîë 7.5 33.5

2-áóòàíîë 5.8 11.73 2,3-áóòàíäèîë 7.2 28.5

2-ìåòèë-1-áóòàíîë 4.7 7.75 àöåòîíèòðèë 6.1 16.8

3-ìåòèë-2-áóòàíîë 4.8 7.6 äèìåòèëñóëüôîêñèä 6.4 22.1

òåòðàãèäðîôóðàí 6.8 20.2 ôîðìàìèä 8.0 37.3
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ра (2-пропанола) практически не зависят от
природы разделяемых веществ, о чем свиде-
тельствуют одинаковые значения угла накло-
на зависимостей (2) для шести алкилбензо-
лов [75]. Основными факторами, определяю-
щими значение Shyb мицеллярного элюента,
являются сольватирующая способность орга-
нического растворителя и степень его взаи-
модействия с мицеллами ПАВ. Высокие зна-
чения параметра Shyb для бутанолов и пента-
нолов объясняются тем, что эти спирты в
большей степени взаимодействуют с мицел-
лами, более эффективно сольватируют сор-
баты и лучше конкурируют с мицеллами за
взаимодействия с сорбатом, чем метанол [76].

Авторы монографии [3] провели аналогию
между действием мицеллярной псевдофазы в
МЖХ и действием органического раствори-
теля в традиционной обращенно-фазовой
хроматографии, поскольку для большинства
сорбатов (взаимодействующих с мицеллами)
наблюдается уменьшение удерживания при
увеличении концентрации ПАВ в подвижной
фазе 1. В их работах влияние каждого из ком-
понентов гибридного мицеллярного элюента
описывали линейными зависимостями:

01 11
lg k c c′ = + ϕ ; (3)

[ ]02 12
lg k c c M′ = + ; (4)

где:
[M]–концентрация мицеллизированного

ПАВ.

Ограниченность аналогии между МЖХ и
ОФ ВЭЖХ проявляется в том, что экспери-
ментальные данные МЖХ соответствуют ли-
нейным зависимостям (3-4) лишь на узких ди-
апазонах концентрации ПАВ и объемной
доли растворителя-модификатора, причем
зависимость от [M] описывается хуже [66].
Попытки улучшить описание данных в МЖХ
[50, 77-79] привели к эмпирическим уравне-
ниям вида:

0 1 2lg [ ]k c c M c′ = + + ϕ (5)

или

0 1 2 3
1 [ ] [ ]c c M c c M

k
= + + ϕ + ϕ′ . (6)

Последнее выражение оказалось непри-
годным для описания и предсказания удер-
живания сильно гидрофобных веществ — по-
лициклических ароматических углеводоро-

Âåùåñòâî
0.1 Ì SDS � 15 %

ïðîïàíîëà

Shyb = ñ11

0.15 Ì SDS � 10 %
ïðîïàíîëà

S'hyb =ñ12

32 % àöåòîíèòðèëà*

S= c1

24 % àöåòîíèòðèëà -
0.1 %

òðèýòèëàìèíà*

S= c1

àòåíîëîë -3.20 -4.53 -0.88 -2.97

ïðîêòàëîë -2.41 -4.36 -0.78 -3.20

ñîòàëîë -2.82 -4.54 -0.77 -2.18

êàðòåîëîë -3.01 -4.72 -1.49 -4.40

íàäîëîë -3.20 -4.23 -1.49 -4.79

ïèíäîëîë -2.82 -4.47 -1.67 -3.45

àöåáóòîëîë -2.34 -4.55 -2.29 -5.45

öåëèïðîëîë -2.72 -4.28 -3.03 -6.70

ýñìîëîë -3.42 -4.54 -2.68 -5.55

ìåòîïðîëîë -3.31 -4.49 -2.32 -4.81

òèìîëîë -3.98 -4.42 -2.08 -4.18

áèñîïðîëîë -3.19 -4.67 -3.00 -6.17

ëàáåòàëîë -3.34 -3.60 -3.15 -7.27

îêñïðåíîëîë -3.66 -4.67 -2.93 -5.74

ïðîïðàíîëîë -3.73 -4.89 -3.58 -6.38

àëïðåíîëîë -4.00 -5.32 -3.56 -6.20

Таблица 4
Значения элюирующей силы для мицеллярных (Shyb) и водно-органических (S) подвижных фаз

при разделении βββββ-блокаторов на колонке Spherisorb ODS-2

* – 0 1
lg k c c′ = + ϕ

1 В обращенно-фазовой хроматографии ПАВ используются как ион-парные реагенты (при концентрации ПАВ ниже
ККМ, где не существует мицелл). В этом случае наблюдается противоположный эффект  – добавление ионного ПАВ
увеличивает удерживание соединений, образующих ионные пары с мономерами ПАВ.
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дов [57]. Поэтому авторы предложили ввести
в уравнение (6) еще одно слагаемое (с4 ϕ2 или
с4 [M] ϕ1/2), которое позволит улучшить опи-
сание удерживания для таких сорбатов в до-
статочно широком диапазоне концентраций
модификатора и ПАВ.

В нашей работе [49] для пяти цитостати-
ческих антибиотиков – производных рубо-
мицина показано, что лучшее описание зави-
симости удерживания от состава водно-орга-
нической мицеллярной подвижной фазы
обеспечивает уравнение вида:

2

0 1 2 3
1 [ ]c c M c c

k
= + + ϕ + ϕ . (7)

Эмпирические коэффициенты в слагае-
мых, линейных по [M] или ϕ (с1 и с2, соответ-
ственно), используют для обсуждения и сопо-
ставления элюирующей силы мицеллярных
элюентов.

Проведено сравнение элюирующей силы
мицеллярно-органических и водно-органи-
ческих подвижных фаз при изучении удер-
живания 12 антигистаминных веществ и 14
β-блокаторов [31, 34, 78] (Табл. 4).

Из Табл. 4 видно, что для менее гидрофоб-
ных веществ (атенолол, прокталол, соталол)
элюирующая сила мицеллярных подвижных
фаз выше, чем при использовании водно-
органических подвижных фаз в обращенно-
фазовой хроматографии. Однако для более
гидрофобных веществ (окспренолол, пропра-
нолол) элюирующая сила примерно одинако-

ва как для мицеллярных подвижных фаз, так
и водно-органических фаз в ОФ ВЭЖХ. Элю-
ирующая сила мицеллярной подвижной
фазы в большей степени зависит от концен-
трации ПАВ, чем элюирующая сила водно-
органической подвижной фазы в ОФ
ВЭЖХ — от концентрации органического
модификатора. Хроматографическое поведе-
ние β-блокаторов объяснено сильной их ас-
социацией с мицеллярной псевдофазой SDS
[34]. Установлено также, что в МЖХ разде-
ление β-блокаторов мало зависит от типа ис-
пользуемого сорбента (Spherisorb ODS-2,
XTerra C18), тогда как методом ОФ ВЭЖХ  на
разных сорбентах получаются существенно
разные результаты; аналогичные отличия
МЖХ и ОФ ВЭЖХ  наблюдались при разде-
лении других веществ и другими авторами [2,
3, 20].

Все это делает МЖХ во многих случаях
более приемлемой для анализа по сравнению
с традиционной обращенно-фазовой хрома-
тографией.

3. Модели удерживания в МЖХ

Описание процессов в МЖХ гораздо
сложнее, чем в традиционной обращенно-фа-
зовой жидкостной хроматографии с водно-
органическими растворителями, из-за ряда
дополнительных взаимодействий сорбата как
с подвижной, так и с неподвижной фазами
(Рис. 4). Авторы монографии [3] называют

Ãèäðîôîáíûå 

âçàèìîäåéñòâèÿ

Ýëåêòðîñòàòè÷åñêèå

âçàèìîäåéñòâèÿ

Ìèöåëëà

+- A

ÊÀÌ

ÊAS

Рисунок 4

Взаимодействия различных веществ с мицеллой и неподвижной фазой в МЖХ

В центре – взаимодействия, описываемые трехфазными моделями
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мицеллярную хроматографию отличным
примером использования вторичных хими-
ческих равновесий в жидкостной хромато-
графии. В качестве основного равновесия
рассматривают распределение сорбата меж-
ду подвижной и неподвижной фазами, в ка-
честве вторичного – распределение в мицел-
лярную псевдофазу. На вторичное равнове-
сие оказывают влияние различные факторы,
такие как тип и концентрация ПАВ, вид орга-
нического модификатора (спирты или другие
растворители), рН, солевые добавки. Это со-
здает дополнительные возможности управле-
ния селективностью и эффективностью хро-
матографирования, но усложняет оптимиза-
цию состава мицеллярного элюента.

Сорбаты в подвижной фазе могут взаимо-
действовать за счет электростатических вза-
имодействий с заряженной поверхностью
мицеллы или за счет гидрофобных — с ее уг-
леводородным ядром. Аналогичные взаимо-
действия имеют место при связывании сор-
бата «мицеллоподобной» поверхностью не-
подвижной фазы, модифицированной за счет
адсорбции ПАВ.

Опыт построения теоретических основ
МЖХ вплоть до 2000 года обобщен в моно-
графии [3]. В последнее время в этой облас-
ти появились дополнительные разработки
[16, 49].

К числу эмпирических моделей удержива-
ния в МЖХ следует отнести уже упоминав-
шиеся в предыдущем разделе аналоги клас-
сической элюационной модели — линейные
уравнения (3-4) [1, 50, 80], применимые, од-
нако, лишь в узких диапазонах концентраций
ПАВ и модификатора, причем зависимость от
концентрации ПАВ описывается хуже, чем
зависимость от концентрации модификато-
ра [50, 66, 80]. Уравнения (5-7) также являют-
ся эмпирическими, и их коэффициенты не
имеют определенного физического смысла.

Армстронг и Стайн [81] предложили сле-
дующую классификацию разделяемых со-
единений в соответствии с их поведением в
присутствии мицеллярной подвижной фазы:

(а) вещества, связывающиеся мицеллами;
(б) несвязывающиеся вещества;
(в) антисвязывающиеся вещества.
С ростом концентрация мицелл в подвиж-

ной фазе уменьшается удерживание соеди-
нений, которые ассоциируют или связывают-
ся с мицеллами; остается неизменным удер-
живание соединений, которые не ассоцииру-
ют с мицеллами; удерживание антисвязыва-
ющихся веществ может увеличиваться. Пове-

дение, наблюдаемое чаще всего, свидетель-
ствует о связывании сорбата мицеллами, тог-
да как антисвязывающиеся вещества встре-
чаются довольно редко.

Ниже рассмотрим содержательные моде-
ли удерживания в МЖХ, основанные на
представлениях о специфическом связыва-
нии сорбата мицеллярной псевдофазой.

Трехфазная модель

Армстронг и Ном [82] предложили трех-
фазную модель хроматографической систе-
мы, включающую стационарную фазу, объем
водного растворителя и мицеллярную псев-
дофазу. Представления о трехфазной систе-
ме использованы в модели распределения
Армстронга и Нома и моделях равновесий
Арунянарта - Клин-Лава и Фолея. Джандера
и Фишер [83] распространили положения
трехфазной модели на случай антисвязываю-
щихся сорбатов.

Уравнение Армстронга и Нома

Взаимодействия, происходящие в мицел-
лярной хроматографической системе, пред-
ставлены на Рис.4. Армстронг и Ном [82] рас-
ширили на мицеллярные фазы классическую
модель теоретических тарелок Мартина, Го-
варда, Синджа и Херриса [83]. Согласно трех-
фазной модели, удерживание сорбата конт-
ролируется тремя конкурирующими обрати-
мыми равновесиями: (1) распределением (или
связыванием) сорбата между водной фазой в
объеме раствора и мицеллами, (2) распреде-
лением сорбата между водной фазой и непод-
вижной фазой, и (3) прямой перенос сорбата
из мицелл на стационарную фазу. Равновесия
распределения описываются тремя коэффи-
циентами, соответственно РWM, PWS, PMS. Ко-
эффициенты PWS и PWM оказывают противо-
положное влияние на удерживание сорбатов:
если преобладает PWS, то время удерживания
возрастает, если же больше величина PWM,
время удерживания уменьшается из-за уве-
личения распределения в мицеллах.

Исходя из значений коэффициентов PWM

и PWS, выражены значения массовой доли
сорбата в каждой фазе и на каждой теорети-
ческой тарелке. Коэффициент PMS, характе-
ризующий распределение сорбата между не-
подвижной фазой и мицеллами, не включал-
ся в модель, поскольку может быть получен
комбинацией двух предыдущих (PMS = PWS/
PWM). Из выражения для максимально запол-
ненной теоретической тарелки следует урав-
нение:
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1 ( 1)[ ]

e o WS

S WM

V V Pk

V P M

′−
= =

+ −φ υ
, (8)

где:
Ve – общий объем элюента, необходимый

для  элюирования сорбата с колонки;
V0 – «мертвый объем» колонки;
VS – объем активной поверхности непод-

вижной фазы;
φ – фазовое отношение;
[M] – концентрация ПАВ в подвижной фазе;
υ – молярный объем мономеров ПАВ в

мицелле (0.246 л/моль для SDS).

При отсутствии мицелл в подвижной фазе
уравнение (8) переходит в уравнение распре-
деления в традиционной обращенно-фазовой
хроматографии:

e o S WSV V V P= + . (9)

Уравнение Арунянарта и Клин-Лава

Арунянарт и Клин-Лав [84] использовали
константы связывания вместо соответствую-
щих коэффициентов распределения и пред-
ставили равновесия в трехфазной системе
как равновесия ассоциации:

а) ассоциация сорбата в объеме водного
раствора (А) со связывающими участками не-
подвижной фазы (S):

ASA S AS K+ ↔ ; (10)
б) ассоциация или связывание сорбата в

объеме водного раствора с мономером ПАВ
в мицелле подвижной фазы (М):

AMA M AM K+ ↔ ; (11)

в) прямой перенос сорбата из мицеллы на
стационарную фазу:

MSAM S AS M K+ ↔ + . (12)
Третьим уравнением в этом подходе пре-

небрегали. Подстановка констант равнове-
сий KWS и KAM в уравнение для коэффициен-
та емкости приводит к выражению:

[ ][ ]

[ ] [ ] 1 [ ]

WS

AM

K SAS
k

A AM K M
′ = =

+ +
φφ . (13)

где:
[S] – концентрация активных центров на по-

верхности неподвижной фазы;
φ – фазовое отношение колонки. После-

дняя величина обычно постоянна и мо-
жет быть включена в константу распре-
деления KWS. Константа KAM относится
к ассоциации сорбата с одной из частиц
ПАВ в мицелле.

Модель Ху и Хаддада

Ху и Хаддад [16] учли прямой перенос сор-
бата из мицеллы на стационарную фазу
(уравнение (12)), и представили коэффици-
ент емкости уравнением:

[ ]
[ ]

1

2

SS S

M SM M

K V S
k

V K V S
′ =

+
, (14)

где:
К1 – константа, характеризующая взаимо-

действие между сорбатом в подвиж-
ной фазе и ПАВ, адсорбированным на
поверхности неподвижной фазы;

К2 – константа, характеризующая взаимо-
действие между сорбатом и ПАВ в
подвижной фазе;

VSS – объем ПАВ, адсорбированного на не-
подвижной фазе;

VSM – объем ПАВ в подвижной фазе;
[SS] – концентрация ПАВ, адсорбированно-

го на неподвижной фазе;
[SM] – концентрация ПАВ в подвижной фазе,
VM – объем подвижной фазы.

Полученное уравнение отличается от
уравнения Арунянарта (13) прежде всего вы-
ражением фазового отношения: в предыду-
щих моделях числитель фазового отношения
представлял собой объем активной поверхно-
сти неподвижной фазы [84], в модели [16]
числителем фазового отношения является
объем ПАВ, адсорбированного на неподвиж-
ной фазе. Возможно, это отличие предлагае-
мой модели от остальных трехфазных моде-
лей может обнаружиться при использовании
сорбентов, поверхность которых не полнос-
тью покрыта адсорбированным ПАВ. Другая
существенная особенность предлагаемой мо-
дели обнаруживается при варьировании со-
держания органического модификатора в
мицеллярном элюенте. Из уравнения (14) сле-
дует выражение, в котором содержится мас-
са ПАВ, адсорбированного на неподвижной
фазе:

[ ]2

1

1 M SM M

S

V K V S

k K W

+
=

′
(15)

где:
WS – масса ПАВ, адсорбированного на не-

подвижной фазе.

Экспериментально установлено измене-
ние массы адсорбированного ПАВ при увели-
чении содержания растворителя; этот факт
не учитывался в предыдущих моделях.  Одна-
ко анализ предлагаемой модели затруднен не-
которой неопределенностью исходных пред-
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посылок и неполнотой представления резуль-
татов в статье [16]: непонятно, почему авто-
ры приравнивают величины VM  и VSM и на-
зывают их исключенным объемом колонки;
не ясно, уменьшается или увеличивается мас-
са адсорбированного ПАВ в присутствии
спиртов.

Уравнение Фолея

Фолей [85] рассматривал ассоциацию
между сорбатом в объеме водной фазы и ми-
целлами (уравнение (11)) как вторичное рав-
новесие, влияющее на коэффициент емкос-
ти сорбата:

0

1

1 [ ]AM

k k
K M

′ ′=
+

, (16)

где:
k'0 – коэффициент емкости сорбата в отсут-

ствии мицелл.
Это уравнение аналогично предыдущим:

коэффициент емкости несвязанного сорбата
k’0, совпадает с произведениями φ PWS в урав-
нении (8) и с φ KAS в уравнении (13); констан-
та KAM соответствует такой же константе в
уравнении (13) и выражению υ(PWM-1) в урав-
нении (8), когда объем водной фазы прирав-
нивается к общему объему подвижной фазы.

Из уравнений (8, 13, 14, 16) следует, что ве-
личина, обратная коэффициенту емкости,
должна линейно зависеть от концентрации
ПАВ:

[ ]1 a b M
k

= +′ , (17)

где:
a и b – коэффициенты, значения которых мо-

гут быть определены из эмпирических
зависимостей в «чистых» мицелляр-
ных растворах или при фиксирован-
ной концентрации модификатора.

Зависимость коэффициента емкости от
содержания модификатора

Учет второй переменной – объемной
доли модификатора – основан на представ-
лении о том, что растворитель-модификатор
влияет на распределение сорбата в трехфаз-
ной системе и концентрация сорбата в каж-
дой из фаз изменяется по сравнению с «чис-
тым» раствором ПАВ. В серии работ Гарсии-
Алварез-Кокуи [57, 78-80, 86, 87] предложено
считать, что относительное изменение кон-
центрации сорбата под влиянием модифика-
тора по сравнению с «чистым» мицеллярным
раствором пропорционально объемной доли
модификатора в подвижной фазе. Коэффи-

циенты пропорциональности KAD, KMD и KSD,
характеризуют относительное изменение
концентрации сорбата в водной фазе, мицел-
лярной псевдофазе и на неподвижной фазе,
соответственно [9].

Если считать, что под влиянием модифика-
тора изменяются концентрации сорбата
только в водном растворе и мицеллярной
псевдофазе, из уравнения (13) следует урав-
нение:

( )
( ) ( )( )[ ]

1 (1

1 1 1

AS AD

AM MD AD

K K
k

K K K M

+′ =
+ + +

ϕ
ϕ ϕ

  (18)

Если учитывать также изменение концен-
трации сорбата на поверхности неподвижной
псевдофазы, из уравнения (13) следуют урав-
нения:

( ) ( )( )
( ) ( )( )[ ]

1 1

1 1 1

AS SD AD

AM MD AD

K K K
k

K K K M

+ +
′ =

+ + +
ϕ ϕ
ϕ ϕ

.  (19)

[ ]
2

1 2

2

1 2

1
1

1

AS

MD MD
AM

AD AD

K
k

K K
K M

K K

′ =
 + ϕ + ϕ+  + ϕ + ϕ 

(20)

Уравнения (18)-(20) являются нелинейны-
ми функциями 4-6 параметров; их определе-
ние для каждого сорбата требует большого
количества экспериментальных данных.

Авторы монографии [3] приводят условия,
при которых трехфазные модели адекватно
отображают процессы в МЖХ:

1) небольшие количества хроматографи-
руемого сорбата не влияют на ККМ и числа
агрегации мицелл;

2) связывание ПАВ неподвижной фазой
заметно не влияет на время удерживания
сорбата или если все-таки влияет, то это свя-
зывание достигает уровня насыщения при
достижении ККМ или выше ее;

3) при увеличении концентрации мицелл
не меняются их числа агрегации и геометрия;

4) сорбат связывается мицеллой в «комп-
лекс» состава 1:1 (по-видимому, речь идет о
соотношении сорбат-отдельная частица ПАВ
в мицелле, согласно уравнению (11)).

В случаях, когда перечисленные допуще-
ния не выполняются, наблюдается суще-
ственное отклонение рассчитанных значе-
ний коэффициентов емкости от эксперимен-
тально полученных.

На самом деле, третье предположение
верно лишь в узких диапазонах концентра-
ций ПАВ и сомнительно для гибридных ми-
целлярных элюентов. Известно, например,
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что с увеличением концентрации пентанола
увеличивается доля мицеллярно связанного
спирта, что снижает силу электростатическо-
го отталкивания ионных головок ПАВ и при-
водит к изменению размера и формы мицелл.
Так, в мицеллярном растворе 0.2 моль/л SDS
при увеличении объемной доли 1-пентанола
от 0.33 % до 1.92 % число молекул спирта в ми-
целле увеличивается от 5 до 37, а число агре-
гации уменьшается от 79 до 62 [88].

По данным Positron Annihilation Lifetime
Spectroscopy рассчитаны средние значения
радиусов ядер мицелл SDS (0.2 моль/л) при
содержании пентанола от 0 моль/л до
1 моль/л [63]. Оказалось, что мицеллы оста-
ются сферическими, если содержание спир-
та превышает концентрацию ПАВ не более
чем на 50 %. Дальнейшее увеличение концен-
трации спирта промотирует удлиненную
форму агрегатов - среднее между палочкой и
эллипсом. В 0.04 моль/л растворе SDS добав-
ка 1.5 % 1-пентанола вызывает такую же пе-
рестройку мицелл в палочкообразные агрега-
ты, как добавление хлорида натрия с концен-
трацией 0.8 моль/л [64, 89].

Дополнительное изменение размеров и
состава смешанных мицелл SDS-1-PtOH про-
исходит при введении в систему солей. Так,
в работе [90] показано, что при введении
0.1 моль/л NaCl в раствор 0.05 моль/л SDS –
2 % пентанола общее число мономеров в ми-
целле увеличивается на 20 %, из них третью
часть составляют молекулы спирта.

Модель изменения микроокружения сорбата

В предыдущих моделях хроматографичес-
кого удерживания не учитывались мицелляр-
ные характеристики элюента и их изменение
при изменении состава — концентрации
ПАВ, природы и концентрации модификато-
ра. Поскольку специфика МЖХ обусловлена
именно наличием мицелл, представляют ин-
терес такие физико-химические модели
удерживания, параметрами которых являют-
ся непосредственно характеристики мицел-
лообразования, и которые отражают законо-
мерности изменения мицеллярных свойств
элюента при изменении его состава. Нам уда-
лось связать параметры удерживания с ха-
рактеристиками мицеллообразования, рас-
сматривая, как изменяется микроокружение
сорбата при переходе из подвижной фазы на
неподвижную [91]. Полученная модель удер-
живания может быть названа моделью изме-
нения микроокружения сорбата в МЖХ.

По аналогии с моделью Мураками для об-
ращенно-фазовой хроматографии [92], где
рассматривалось изменение количества ра-
створителя в сольватной оболочке сорбата,
нами рассмотрено микроокружение сорбата
в подвижной и неподвижной фазах, создава-
емое частицами каждого из компонентов ми-
целлярного элюента.  Исходные предпосыл-
ки модели:

1) сорбат А в подвижной фазе находится
в мицеллах, содержащих органический моди-
фикатор, и «сольватирован» в мицеллярной
псевдофазе l молекулами органического мо-
дификатора (R) и n мономерами ПАВ (S);

2) в «полумицелле» на поверхности непод-
вижной фазы сорбат «сольватирован» p мо-
лекулами органического модификатора и q
мономерами ПАВ.

Изменение количества молекул органи-
ческого модификатора и ПАВ в окружении
сорбата при переходе последнего из подвиж-
ной фазы на поверхность неподвижной мож-
но представить уравнением:

{ARlSn}m ⇔ {ARpSq}s + xR  + yS, (21)
где: x = l - p, y = n - q;
коэффициенты x и y могут принимать как по-
ложительные, так и отрицательные значения,
индексы m и s относятся к подвижной и не-
подвижной фазам, соответственно.

Коэффициент емкости равен произведе-
нию коэффициента распределения и фазово-
го отношения колонки φ:

[ ]
s

P q sA

m

i nA m

AR Sn
k

AR Sn

  = = φ , (22)

а коэффициент распределения может
быть выражен из уравнения закона действу-
ющих масс (ЗДМ) для равновесия (21):

[ ] [ ]
[ ]

x y

P q s

i n m

AR S R S
K

AR S

  = , (23)

где:
[S] и [R] – равновесные концентрации моно-

меров ПАВ и спирта соответствен-
но, отнесенные к объему всей под-
вижной фазы.

Тогда из уравнения (22) следует выраже-
ние для коэффициента емкости:

lg k' = lg K' - x lg [R] - y lg [S], (24)

где:
lg K' = lg K + lgφ.
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Дальнейший вывод уравнений основан на
представлении равновесных концентраций
мономеров ПАВ и молекул модификатора в
подвижной фазе с использованием уравне-
ний материального баланса и ЗДМ. С учетом
реакции мицеллообразования:

βNa+ + DS- ⇔ {Na β DS}m , (25)

[ ]
( ){ }1S

K
S cmc

C

′′
= =

− ββ
, (26)

где:
β – степень связывания противоионов;
Cs – молярная концентрация ПАВ.

С учетом распределения модификатора
между водной и мицеллярной фазой:

[ ] ( )
( )

1
1

R

S S

S S

C
R

P C cmc

C cmc

=
υ −

+
− υ −

, (27)

где:
P – константа распределения модификатора;
us – объем мицеллярной псевдофазы, выра-

женный через мольный объем ПАВ;
CR – молярная концентрация модификатора

в водной фазе.

Окончательное выражение коэффициен-
та емкости k' от концентрации ПАВ и органи-
ческого модификатора имеет вид:

lg k' = const - x lg CR + yβlgCs +

( )
( )

lg 1
1

S S

S S

P C cmc
x

C cmc

υ − + + − υ − 
+ y β lg (1-β) (28)

Фиксированной концентрации одного из
компонентов мицеллярного элюента соответ-
ствуют частные случаи зависимости (28):

при фиксированной концентрации моди-
фикатора:

lg k' =const' + y βlg Cs +

( )
( )

lg 1
1

S S

S S

P C cmc
x

C cmc

υ − + + − υ − 
, (29)

где: const' = const - x lg CR + y β lg (1 -β),
а при фиксированной концентрации ПАВ –
выражение:

lg k' = const'' - x lg CR + y β lg {Cs (1 -β) } ,(30)

где: const'' = const 
( )
( )

lg 1
1

S S

S S

P C cmc
x

C cmc

υ − + + − υ − 
.

Согласно уравнениям (29) и (30), наличие
второго компонента следует учитывать даже

при фиксированной его концентрации. Кон-
центрация модификатора влияет на степень
связывания противоионов мицеллами ПАВ, а
концентрация ПАВ — на распределение мо-
дификатора между водной фазой и мицел-
лярной псевдофазой.

Модель проверена на экспериментальных
данных по разделению пяти антибиотиков
ряда рубомицина [49] с мицеллярной подвиж-
ной фазой на основе додецилсульфата на-
трия, модифицированного 1-пентанолом или
изопентанолом. При наличии трех подгоноч-
ных параметров модель адекватно описыва-
ет экспериментальные данные в диапазоне
концентрации SDS от 0.025 моль/л до
0.25 моль/л, и диапазоне объемной доли
спирта от 0.5 % до 2.5-3 %. Следует отметить,
что на столь широких диапазонах концентра-
ций наблюдаются существенные отклонения
экспериментальных данных от линейных за-
висимостей (3-6, 17).

Уравнение (28) получено при условии
Cs · (1-β) >> β · cmc. Оно удовлетворительно
выполняется уже при минимальной из иссле-
дуемых концентраций SDS: при Сs =
0.025 моль/л, cmc = 2 · 10-3 моль/л, β = 0.6 ле-
вая часть неравенства составляет 0.01, пра-
вая - 1 · 10-4.

Знаки полученных оценок x и y (коэффи-
циенты уравнения (21)) соответствуют тому,
что переход сорбата из подвижной фазы на
неподвижную сопровождается отщеплением
молекул спирта-модификатора. Иными сло-
вами, соотношение спирт: ПАВ в «полуми-
целлах» неподвижной фазы меньше, чем в
мицеллах подвижной фазы.

Модель позволяет прогнозировать эффек-
ты замены модификатора и априорно оцени-
вать возможные помехи за счет сопутствую-
щих компонентов, влияющих на мицелляр-
ные характеристики элюента.

4. Проблемы эффективности,
селективности и оптимизации в МЖХ

Уже упоминавшуюся проблему низкой
эффективности «чистых» растворов ПАВ в
качестве мицеллярных элюентов можно
объяснить сопротивлением массопереносу
сорбата из мицеллярной псевдофазы элюен-
та на неподвижную фазу [93, 94] и медленной
десорбцией последнего с неподвижной фазы
[95]. Авторы [95] показали, что для того, что-
бы сорбат перешел из мицеллы в неподвиж-
ную фазу, необходима определенная ориен-
тация мицеллы по отношению к неподвиж-
ной фазе. Для обратного перехода определен-
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ной ориентации не требуется: сорбат может
войти в мицеллу в любой точке.

Резкое улучшение эффективности и фор-
мы хроматографического пика при введении
в состав подвижной фазы органических мо-
дификаторов, чаще всего спиртов, объясня-
ется как увеличением растворимости сорба-
та в подвижной фазе, так и уменьшением
сродства сорбата к поверхности неподвиж-
ной фазы, модифицированной ПАВ [30, 94].

Введение органического модификатора
влияет не только на эффективность, но и на
селективность разделения (Рис 5). Достаточ-
но подробно изучено влияние нормальных
спиртов на эффективность и селективность
разделения в МЖХ. В некоторых случаях
возможно и применение изоспиртов. Одна-
ко на примере разделения антибиотиков ряда
рубомицина обнаружена неоднозначность
влияния изоспиртов на эффективность и се-
лективность [49]: в одних случаях замена нор-
мального спирта разветвленным изомером
сопровождалась улучшением эффективности
и селективности, в других – ухудшением
(Рис. 6). К сожалению, подробное исследова-
ние влияния изоспиртов на эффективность и
селективность разделения различных клас-
сов соединений пока что не проводилось.

В работах [75, 96] различия селективнос-
ти разделения в МЖХ и в обращенно-фазо-
вой хроматографии проанализированы с точ-
ки зрения закономерностей изменения удер-
живания в гомологических рядах и при изме-
нении структуры сорбата. В обращенно-фа-
зовой хроматографии удерживание гомоло-
гов связано с числом атомов углерода следу-
ющим линейным соотношением:

( )2lg ' lg lgCk CH n= ⋅ +α β (31)

где:
nC – число атомов углерода в гомологе;
α(CH2) – неспецифическая селективность

по метиленовой группе (гидрофоб-
ная селективность);

β – вклад в удерживание общих для
данного гомологического ряда
групп.

В МЖХ удерживание гомологов не соот-
ветствует линейной зависимости от числа уг-
леродных атомов как при использовании «чи-
стых», так и гибридных мицеллярных элюен-
тов. Для гомологических серий н-алкилбензо-
лов, 2-алкилантрахинонов и н-алкилфенолов
в МЖХ зависимость lg k' от nC удалось опи-
сать, добавив слагаемое, учитывающее ми-

Рисунок 5

без модификатора

метанол

2-пропанол

Хроматограммы разделения смеси
полиароматических углеводородов (ПАУ) в
зависимости от состава подвижной фазы

(а) – 0.15 М SDS;
(b) – 0.15 М SDS и 15 % метанол;
(с) – 0.15 М SDS и 15 % 2-пропанол
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Рисунок 6
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целлярные взаимодействия каждого гомоло-
га [75, 96]:

( )2

2lg ' lg lg lgC Ck n CH n= ⋅ + ⋅ +γ α β (32)

где:
γ – вклад в удерживание мицеллярных вза-

имодействий.

Обнаружена также специфика влияния
функциональных групп на селективность
разделения в ОФ ВЭЖХ и МЖХ. При разде-
лении гомологов алкилфенилкетонов и ал-
килбензолов с использованием мицеллярных
и водно-органических элюентов установлен
разный характер зависимостей селективно-
сти по карбонильной группе α(СО) от числа
атомов углерода (Рис. 7) [75, 96].

При использовании водно-органических
элюентов селективность по карбонильной
группе практически постоянна для гомологов
с разным числом атомов углерода; для мицел-
лярных элюентов такая селективность зави-
сит от длины цепи гомолога.

Основная причина различий селективно-
сти разделения в МЖХ и ОФ ВЭЖХ —нео-
днородность свойств мицеллярных микроаг-
регатов. Место локализации сорбата в мицел-
ле зависит от гидрофобности вещества, и в
данном мицеллярном элюенте разные гомо-
логи могут оказаться в микроокружении с
различной полярностью. Тогда разным гомо-
логам серии соответствуют разные значения
гидрофобной селективности α(CH2), которая,
как известно, обратно пропорциональна по-
лярности микроокружения. Эта ситуация

сильно отличается от ситуации в гомогенных
водно-органических фазах, где на все сорба-
ты воздействует одна и та же полярность под-
вижной фазы. То же различие можно увидеть
и на Рис. 7: в водно-органической системе
карбонильная селективность остается посто-
янной, тогда как в случае с мицеллярными
элюентами она зависит от глубины погруже-
ния гомологов в мицеллу и, следовательно, от
длины углеводородной цепи в гомологичес-
ких сериях.

На эффективность и селективность разде-
ления ионогенных сорбатов в МЖХ большое

Рисунок 6 (продолжение)

Влияние нормальных и изо-спиртов на времена удерживания, асимметрию пика и селективность

(мицеллярный раствор – 0.05 М SDS).

Под рисунками указано: эффективность колонки по пику (5) / асимметрия пика (5) / степень разделе-
ния пиков (1) и (2) / степень разделения пиков (3) и (4). 1 – рубомицинон; 2 – доксорубицинон; 3 –
доксорубицина гидрохлорид; 4 – эпирубицина гидрохлорид; 5 – рубомицина гидрохлорид.

384/1.21/1.05/

Рисунок 7

Зависимость ααααα(СО) от числа атомов углерода

для МЖХ и ОФ ВЭЖХ [1]
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влияние оказывает рН подвижной фазы, тем
более что в мицеллярной среде изменяются
кислотно-основные свойства растворенных
веществ [53]. При разделении ряда диурети-
ков изучено влияние рН, концентрации SDS
и объемной доли органического модификато-
ра (ацетонитрила) на асимметрию хромато-
графического пика, эффективность, селек-
тивность, разделение и время анализа [97].
Показано, что экспериментальные данные
для ионогенных сорбатов могут быть описа-
ны эмпирическим уравнением, аналогичным
уравнениям (5-7) для неионогенных сорба-
тов:

[ ] [ ]0 1 2 3 12

1
a a M a a pH a M

k
= + + ϕ + + ϕ +

′

[ ] 2 2

13 23 33 233a M pH a pH a pH a pH+ + ϕ + + ϕ +
3

333a pH+ (33)

где: а0, а1, а2, а3, а12, а13, а23, а33, а233, а333 – эмпи-
рические коэффициенты, которым не припи-
сывают определенного физического смысла.

При разделении сорбатов, находящихся в
катионной форме, даже небольшое измене-
ние рН подвижной фазы может привести к
кардинальному изменению селективности и
других характеристик хроматографической

системы в МЖХ (Рис. 8). Это объясняется
сильным электростатическим взаимодей-
ствием протонированных сорбатов с отрица-
тельно заряженной поверхностью неподвиж-
ной фазы, модифицированной анионным
SDS.

Принимая во внимание специфику МЖХ,
можно сделать следующий вывод: традици-
онный подход к оптимизации эффективнос-
ти и селективности разделения, используе-
мый в ОФ ВЭЖХ, не будет эффективен в
МЖХ. Если в ОФЖХ используют последова-
тельную стратегию оптимизации (селектив-
ность обеспечивают выбором типа органи-
ческого модификатора, а силу растворителя
корректируют за счет его концентрации), то
в МЖХ следует использовать одновременную
оптимизацию обоих параметров путем как
выбора ПАВ и модификатора, так и варьиро-
вания их концентраций. В случае ионогенных
сорбатов к варьированию ПАВ и модифика-
тора, как показано в [97], необходимо еще
прибавить варьирование рН.

Одним из подходов к одновременной оп-
тимизации состава подвижной фазы в МЖХ
является метод итерационной регрессии,
предложенный Страстерсом с соавторами
[77]. Суть метода заключается в том, чтобы на
основании минимального количества исход-

Хроматограммы, полученные с использованием мицеллярной подвижной фазы состава

ацетонитрил-вода (11-89) с 0.075 М SDS и рН: (а) 5.07 и (b) 5.27

CHIZ – хлортиазол;
ACE – ацетазоламид;
FUR – фуросемид;
TRIZ – трихлорметиазид;
CHLOR – хлорталидон;
ALTZ – алтиазид;
BENZ – бензтиазид;
PIR – пиретанид;
PROB – пробенецид;
BEN – бендрофлуметиазид;
BUM – буметанид;
AMI – амилорид;
SPI – спиронолактон;
XIP – ксипамид;
TAT – триамтерен.

Рисунок 8
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ных экспериментов (около пяти) получить эм-
пирические зависимости типа (5-7) от двух
переменных – равновесной концентрации
мицеллизированного ПАВ и объемной доли
модификатора. Далее эти зависимости мож-
но использовать для нахождения оптималь-
ного соотношения ПАВ-модификатор.

Эмпирические уравнения Страстерса и
различные варианты трехфазной модели
(уравнения 5-7, 13, 18-20 и их вариации [3])
используются в качестве описывающих
функций в компьютерной программе
«MICHROM», предназначенной для оптими-
зации состава мицеллярного элюента и ха-
рактеристик хроматографического разделе-
ния в МЖХ. Программа является приложе-
нием к монографии Гарсии-Алварез-Кокуи и
Бертода [3].

Проведя предварительный эксперимент в
соответствии с планом факторного простран-
ства, рассчитывают коэффициенты регрес-
сии и выбирают лучшую описывающую фун-
кцию. На ее основе с использованием пара-
метров, описывающих форму пиков, выпол-
няют моделирование хроматограмм для за-
данных значений переменных. Описание пи-
ков проводится с помощью линейно модифи-
цированной модели гауссиана, представлен-
ной в виде:

( ) ( )
( )[ ]

2

2

0 1

1
exp

2

R

R

t t
h t H

s s t t

 −
 = ⋅ − + − 

, (34)

где:
Н – высота пика (связанная с площадью

пика, который является параметром,
изменяемым пользователем);

tR – время удерживания;
s0 – измеренная ширина пика в максимуме;
s1 – фактор искажения.

Точность модели может быть улучшена до-
бавлением большего количества членов в по-
лином. Простейшая модель всего с двумя ко-
эффициентами (s0, s1) точно обеспечивает мо-
делирование для асимметричных пиков с
асимметрией 2.5 или даже больше.

На Рис. 9 сопоставлены хроматограммы,
смоделированные при помощи программы
«MICHROM» и реальная хроматограмма раз-
деления витаминов группы В [98].

5. Аналитическое применение МЖХ

Первые статьи о применении МЖХ в ана-
литической химии были опубликованы прак-
тически сразу же после основополагающих
работ Армстронга и Нома; к числу первых от-
носятся опубликованные в 1984 году работы
по использованию мицеллярных подвижных
фаз при анализе протеинов [99] и пестицидов
[100].

Наряду с использованием МЖХ в хими-
ческом анализе важнейшими направлениями
исследований в МЖХ было и остается иссле-
дование механизма удерживания в хромато-
графических системах [3, 57, 78-80, 86] и ис-

Рисунок 9

Хроматограмма, которая смоделирована при помощи программы «MICHROM» (слева) и реальная

хроматограмма разделения витаминов группы В (справа), полученная с использованием подвижной

фазы 0.1 М SDS – 4 % 1-пентанол, рН = 3 [98]

1 – рибофлавин; 2 – никотинамид; 3 – пиридоксин; 4 – пиридоксамин; 5 – тиамин.
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следование взаимосвязи удерживание –
строение (гидрофобность) сорбата [37-44, 57,
78-80, 86]. Появились работы, посвященные
использованию МЖХ для изучения констант
равновесий [16], кинетики реакций [101, 102],
изучению экотоксичности химических ве-
ществ [42].

В основном МЖХ используется для анали-
за органических соединений [104-112], но
описано также применение мицеллярных
элюентов для определения неорганических
анионов [8,103] и катионов [8,104], хелатов
металлов [105,106], соединений мышьяка
[107], селена [108], ртути [109] и других неор-
ганических соединений. Использованию ми-
целлярных элюентов для определения неор-
ганических соединений был посвящен обзор
Окады [8].

В Табл. 5 приведены некоторые примеры
использования МЖХ в аналитической химии
для анализа различных веществ.

Одно из преимущества МЖХ — усиление
аналитического сигнала — реализуется при
использовании детекторов по флуоресцен-
ции [116-118]. Усиление сигнала обусловлено
двумя причинами:

1) в мицеллярных средах усиливается ин-
тенсивность флуоресценции соединений,
связываемых мицеллярной псевдофазой; мо-
гут претерпевать изменения и такие парамет-
ры как длины волн возбуждения и поглоще-
ния, квантовый выход, время флуоресцен-
ции, что можно использовать в аналитичес-
ких целях [3];

2) мицеллярная среда влияет на кислотно-
основные свойства растворенных соедине-

ний: в присутствии анионных мицелл увели-
чивается сила оснований, в присутствии ка-
тионных ПАВ увеличивается сила кислот [53].
Соответствующий выбор мицеллярной сре-
ды позволяет смещать равновесие в сторону
протолитической формы, обладающей более
интенсивной флуоресценцией.

Усиление флуоресценции обычно измеря-
ется фактором мицеллярного усиления, кото-
рый определяется как отношение между ин-
тенсивностью флуоресценции в мицелляр-
ном растворе к интенсивности флуоресцен-
ции в немицеллярном растворителе. Так, на
Рис. 10 показано усиление флуоресценции
ацикловира при концентрации SDS выше
ККМ [119]. Его можно объяснить увеличени-
ем константы протонирования ацикловира в
среде анионных мицелл SDS: флуоресценци-
ей обладает протонированная форма ацикло-
вира.

С другой стороны, добавка органического
модификатора в мицеллярную подвижную
фазу приводит к уменьшению флуоресцен-
ции ацикловира по сравнению с «чистым»
мицеллярным раствором. Однако при исполь-
зовании «чистых» мицеллярных фаз время
удерживание ацикловира на силикагеле с
привитыми октадецильными группами оказа-
лось слишком большим. Поэтому для увели-
чения эффективности разделения и умень-
шения времени анализа в состав подвижной
фазы пришлось вводить изопропанол, час-
тично жертвуя интенсивностью флуоресцен-
ции [119].

Âåùåñòâà Îáúåêò àíàëèçà Óñëîâèÿ; ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ
Ëèòå-

ðàòóðà

ôóãíèöèäû � ðàçëè÷íûå

N-çàìåùåííûå

äèòèîêàðáàìàòû

âîäà â áàññåéíàõ
µ-Bondapak CN; ìåòàíîë � 0.018 Ì ôîñôàòíûé

áóôåðíûé ðàñòâîð ðÍ 6.8 (30-70), ñîäåðæàùèé 0.0125 Ì

ÑÒÀÂ; ÓÔ-254 íì

100

âàíèëèí, ýòèëâàíèëèí òàáàê Radialpak C18; 6 % Brij-35; ÓÔ-280 íì 110

ôåíîòèàçèíû ðàñòâîðû
LiChrosorb C8; 0.005 ÑÒÀÂ â 0.1 Ì ôîñôàòíîì

áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 4.6; ÓÔ-254 íì
111

êîíñåðâàíòû êîñìåòèêà
Hypersil C8; 0.1 Ì SDS � 10 % 2-ïðîïàíîë � 0.3 %

òðèýòèëàìèí ñ ðÍ 30; ÓÔ-300 íì
112

ãèäðàçèíà ìàëåàò òàáàê
Hypersil C18; 0.004 Ì ÑÒÀÂ â 0.04 Ì ôîñôàòíîì

áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 7.0; ÓÔ-330 íì; 20 ìã/ã
113

ãîðìîí ðîñòà ÷åëîâåêà
ôåðìåíòàòèâíûé

áóëüîí

Nucleosil C4; 0.035 Ì SDS � 25 % 1-ïðîïàíîë ñ ðÍ 6.4;

ÓÔ-214 íì; 10 ìêã/ìë
114

ôóíãèöèä òèðàì ðå÷íàÿ âîäà

Spherisorb ODS-2; 0.01 Ì ÑÒÀÂ � 20 % àöåòîíèòðèë â

0.01 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 6.2; ÓÔ-254;

25 íã/ìë

115

Таблица 5
Примеры использования МЖХ в химическом анализе
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Рисунок 10

Изменение флуоресценции в «чистых» и

гибридных мицеллярных подвижных фазах

В Табл. 6 приведены пределы детектиро-
вания в МЖХ и обращенно-фазовой хрома-
тографии с флуоресцентным детектировани-
ем для ряда полиароматических углеводоро-
дов. Из таблицы видно, что при использова-
нии мицеллярных подвижных фаз пределы
детектирования ниже, чем в случае водно-
органического элюента.

6. МЖХ в фармацевтическом анализе

Метод МЖХ находит широкое практичес-
кое применение при анализе фармацевтичес-
ких препаратов.

Мицеллярные подвижные фазы во многих
случаях могут заменить традиционные водно-
органические подвижные фазы при контро-
ле качества лекарственных субстанций и го-
товых лекарственных средств [162, 163]. При-
менение МЖХ позволило во многих случаях
разработать методики анализа с улучшенны-
ми метрологическими характеристиками, и

ряд таких методик включен в Фармакопеи
ведущих стран.

В Табл. 7 приведены лекарственные веще-
ства, для контроля качества которых соответ-
ствующими монографиями предусмотрено
использовать мицеллярные подвижные
фазы.

Сейчас использование мицеллярных фаз
при контроле качества лекарственных суб-
станций составляет примерно 5 % от общего
числа монографий в Европейской Фармако-
пее и Фармакопее США – показатель до-
вольно низкий. Отчасти это связано с тем, что
МЖХ является достаточно новым хромато-
графическим методом, а Фармакопеи извес-
тны своим консерватизмом по части введе-
ния новых методов анализа.

На данном этапе развития МЖХ не оста-
ется места опасениям в том, что методики с
использованием мицеллярных подвижных
фаз будут обладать меньшей чувствительно-
стью и/или плохой воспроизводимостью по
сравнению с традиционной обращенно-фа-
зовой хроматографией. В Табл. 8 сопоставле-
ны данные по пределам детектирования для
различных веществ в традиционной обра-
щенно-фазовой хроматографии и хромато-
графии с использованием мицеллярных элю-
ентов.

Как видно из Табл. 8, методики с исполь-
зованием МЖХ характеризуются практичес-
ки такими же значениями предела детекти-
рования, как и методики ОФ ВЭЖХ.

При использовании МЖХ в фармацевти-
ческом анализе следует учесть, что пробопод-
готовку необходимо проводить с использова-
нием мицеллярных растворов ПАВ. В [3] даны
основные рекомендации по пробоподготовке
лекарственных средств для дальнейшего при-
менения МЖХ:
– для таблеток, драже и капсул– для таблеток, драже и капсул– для таблеток, драже и капсул– для таблеток, драже и капсул– для таблеток, драже и капсул: точную

навеску порошка растертых таблеток или

Ñîåäèíåíèå
ÌÆÕ,

0.035 Ì SDS

ÎÔ

MeOH:H2O 30:70
[120]

Ñîåäèíåíèå
ÌÆÕ,

0.024 Ì SDS;

ÎÔ

MeOH:H2O 40:60
[121]

àöåíàôòèëåí 100 270 àíòðàöåí 0.2 0.2

1,2-áåíçàíòðàöåí 0.5 2,0 áåíç[å]ïèðåí 0.2 0.5

áåíç[à]ôëóîðåí 270 480 áèôåíèë 0.2 0.7

ïèðåí 1.7 17.4 ôëóîðàíòåí 2.5 3.8

íàôòàëèí 0.3 1.2

ïèðåí 0.25 2.6

Таблица 6
Сравнение пределов флуоресцентного детектирования ПАУ (нг/мл)

с использованием МЖХ и ОФ ВЭЖХ
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Таблица 7
Рекомендации по использованию мицеллярных элюентов в методиках хроматографического анализа

лекарственных субстанций, описанных в Фармакопеях

Âåùåñòâî Òèï êîëîíêè Ïîäâèæíàÿ ôàçà

Êîíöåí-
òðàöèÿ
ÏÀÂ,

ììîëü/ë

Åâðîïåéñêàÿ Ôàðìàêîïåÿ, 4 èçäàíèå [122]

àëêóðîíèÿ õëîðèä Ñ18

ñìåñü ìåòàíîëà, àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 6.82 ã/ë êàëèÿ äè-

ãèäðîôîñôàòà â ñîîòíîøåíèè 20:40:40, ñîäåðæàùàÿ 2.18 ã/ë

SDS è äîâåäåííàÿ äî ðÍ 5.4 êèñëîòîé ôîñôîðíîé

7.6

àòðîïèí Ñ18

ñìåñü ðàñòâîðà 7.0 ã/ë êàëèÿ äèãèäðîôîñôàòà, äîâåäåííîãî

äî ðÍ 3.3 êèñëîòîé ôîñôîðíîé è àöåòîíèòðèëà, â ñîîòíî-

øåíèè 606:320 ñ 3.5 ã/ë SDS

12.2

áåíôëóîðåêñà ãèäðîõëî-

ðèä
Ñ18

ñìåñü ðàâíûõ îáúåìîâ àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 2.18 ã/ë êà-

ëèÿ äèãèäðîôîñôàòà è 6.5 ã/ë SDS, äîâåäåííàÿ äî ðÍ 2.5

êèñëîòîé ôîñôîðíîé

22.6

áåòàãèñòèíà ìåçèëàò Ñ18

ñìåñü 10 % ðàñòâîðà êèñëîòû ñåðíîé, ðàñòâîðà 17.0 ã/ë òåò-

ðàáóòèëàììîíèÿ ãèäðîñóëüôàòà, âîäû è àöåòîíèòðèëà â ñî-

îòíîøåíèè 15:35:650:300, ñîäåðæàùàÿ 2.0 ã/ë SDS

6.9

ãèäðàçèíà ãèäðîõëîðèä CN
ñìåñü àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 1.44 ã/ë SDS, 0.75 ã/ë òåòðà-

áóòèëàììîíèÿ ãèäðîêñèäà, äîâåäåííîãî äî ðÍ 3 ðàñòâîðîì

êèñëîòû ñåðíîé, â ñîîòíîøåíèè 22:78

3.9

ãèîñöèíà áóòèëáðîìèä Ñ18
ñìåñü 0.001 Ì ðàñòâîðà êèñëîòû õëîðèñòîâîäîðîäíîé è ìå-

òàíîëà â ñîîòíîøåíèè 37:68, ñîäåðæàùàÿ 2.0 ã/ë SDS
6.9

äàóíîðóáèöèíà ãèäðî-

õëîðèä
Ñ18

ñìåñü ðàâíûõ îáúåìîâ àöåòîíèòðèëà è âîäû, ñîäåðæàùàÿ

2.88 ã/ë SDS è 2.25 ã/ë êèñëîòû ôîñôîðíîé
10.0

äåêñèïðîïîêñèôåíà

ãèäðîõëîðèä
Si

ñìåñü 0.2 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà ðÍ 7.5, òåòðà-

ãèäðîôóðàíà, ìåòàíîëà è âîäû â ñîîòíîøåíèè

50:84:350:516, ñîäåðæàùàÿ 0.9 ã/ë CTAB

2.5

äèãèäðàëàçèíà ñóëüôàò CN

ñìåñü àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 1.44 ã/ë SDS, 0.75 ã/ë òåòðà-

áóòèëàììîíèÿ áðîìèäà, äîâåäåííîãî äî ðÍ 3 ðàñòâîðîì êè-

ñëîòû ñåðíîé, â ñîîòíîøåíèè 22:78

3.9

äîêñîðóáèöèíà ãèäðî-

õëîðèä
Ñ18

ñìåñü ðàâíûõ îáúåìîâ àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 2.28 ã/ë

SDS è 2.25 ã/ë êèñëîòû ôîñôîðíîé
4.0

çîïèêëîí Ñ18

ñìåñü àöåòîíèòðèëà ñ ðàñòâîðîì 1.6 ã/ë íàòðèÿ äèãèäðî-

ôîñôàòà è 8.1 ã/ë SDS, äîâåäåííîãî äî ðÍ 3.5 êèñëîòîé
ôîñôîðíîé, â ñîîòíîøåíèè 38:62

17.4

íèêîòèí Ñ18
ñìåñü àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 13.6 ã/ë êàëèÿ äèãèäðîôîñ-

ôàòà, äîâåäåííîãî äî ðÍ 4.5 ðàñòâîðîì íàòðèÿ ãèäðîêñèäà,

â ñîîòíîøåíèè 25:75, ñîäåðæàùèé 2.31 ã/ë SDS

8.0

íèêîòèíà ðåçèíàò Ñ18

ñìåñü àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 13.6 ã/ë êàëèÿ äèãèäðîôîñ-

ôàòà, äîâåäåííîãî äî ðÍ 4.5 ðàñòâîðîì íàòðèÿ ãèäðîêñèäà,

â ñîîòíîøåíèè 25:75, ñîäåðæàùèé 2.31 ã/ë SDS

8.0

ïåôëîêñàöèíà ìåçèëàò

äèãèäðàò
Ñ18

ñìåñü àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 2.7 ã/ë CTAB, 6.18 ã/ë êè-

ñëîòû áîðíîé, äîâåäåííûé äî ðÍ 8.3 ðàñòâîðîì íàòðèÿ ãèä-

ðîêñèäà, â ñîîòíîøåíèè 30:70, ñîäåðæàùèé 2% (îá/îá) òèî-

äèýòèëåíãëèêîëÿ

***5.2

ïèðåíçèïèíà ãèäðîõëî-

ðèä
Ñ18

ñìåñü ðàñòâîðà 2.0 ã/ë SDS, äîâåäåííîãî äî ðÍ 3.2 êèñëîòîé

óêñóñíîé, àöåòîíèòðèëà è ìåòàíîëà â ñîîòíîøåíèè 55:15:30
3.8

ïèðèäîñòèãìèíà áðîìèä Ñ18 BDS
ñìåñü àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 4.33 ã/ë SDS, äîâåäåííîãî

äî ðÍ 2.0 êèñëîòîé ôîñôîðíîé, â ñîîòíîøåíèè 30:70
10.5

Ïðîïðàíîëîëà ãèäðî-

õëîðèä
Ñ18

ñìåñü àöåòîíèòðèëà, âîäû è êèñëîòû ñåðíîé â ñîîòíîøåíèè

550:450:1, ñîäåðæàùàÿ 1.6 ã/ë SDS è 0.31 ã/ë òåòðàáóòèëàì-

ìîíèÿ äèãèäðîôîñôàò

5.6

òðàíåêñàìîâàÿ êèñëîòà Ñ18

ñìåñü 600 ìë ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 11.0 ã íàòðèÿ äèãèäðî-

ôîñôàòà, 5 ìë òðèýòèëàìèíà, 1.4 ã SDS, äîâåäåííîãî äî ðÍ

2.5 êèñëîòîé ôîñôîðíîé, ñ 400 ìë ìåòàíîëà

4.9

Ä
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Âåùåñòâî Òèï êîëîíêè Ïîäâèæíàÿ ôàçà

Êîíöåí-
òðàöèÿ
ÏÀÂ,

ììîëü/ë

õëîðïðîñèêñåíà ãèäðî-

õëîðèä
Ñ18 BDS

ñìåñü ìåòàíîëà, àöåòîíèòðèëà è âîäû â ñîîòíîøåíèè

50:400:550, ñîäåðæàùàÿ 6.0 ã/ë êàëèÿ äèãèäðîôîñôàòà,
2.9 ã/ë SDS è 9 ã/ë òåòðàáóòèëàììîíèÿ áðîìèäà

10.1

ýïèðóáèöèíà ãèäðîõëî-

ðèä

òðèìåòèë-

ñèëèë-

ñèëèêàãåëü

ñìåñü ìåòàíîëà, àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 3.7 ã/ë SDS ñ

2.8 % (îá/îá) êèñëîòû ôîñôîðíîé, â ñîîòíîøåíèè 17:29:54
6.9

ýòèëýôðèíà ãèäðîõëî-

ðèä
Ñ18

ñìåñü àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà 1.1 ã/ë SDS, äîâåäåííîãî äî

ðÍ 2.3 êèñëîòîé ôîñôîðíîé, â ñîîòíîøåíèè 35:65
2.5

Ôàðìàêîïåÿ ÑØÀ, 24 èçäàíèå [123]

àöåáóòîëîëà ãèäðîõëî-

ðèä
Ñ18

ñìåñü ìåòàíîëà, 0.3 % ðàñòâîðà SDS, êèñëîòû óêñóñíîé â

ñîîòíîøåíèè 675:325:20
3.4

àëòåïëàçà
ïîëèìåðíûå

ñìîëû

âîäíûé ðàñòâîð 27.6 ã/ë íàòðèÿ äèãèäðîôîñôàòà è 1.0 ã/ë

SDS, äîâåäåííûé äî ðÍ 6.8 íàòðèÿ ãèäðîêñèäîì
3.5

äèáóêàèí Ñ18

ðàñòâîð: 1.2 ã SDS, 0.2 ã íàòðèÿ àöåòàòà, 2 ìë òðèýòèëàìèíà

â 300 ìë âîäû. Ñìåñü ìåòàíîëà è ðàñòâîðà â ñîîòíîøåíèè

70:30

4.2

äèïåâèôðèíà ãèäðîõëî-

ðèä
Ñ18

ñìåñü 0.014 Ì ðàñòâîðà SDS, àöåòîíèòðèëà è êèñëîòû óê-

ñóñíîé â ñîîòíîøåíèè 15:24:1
2.1

äîêñîðóáèöèíà ãèäðî-

õëîðèä

òðèìåòèë-

ñèëèë-
ñèëèêàãåëü

ñìåñü âîäû, àöåòîíèòðèëà, ìåòàíîëà è êèñëîòû ôîñôîðíîé

â ñîîòíîøåíèè 540:290:170:2, ñîäåðæàùàÿ 1.0 ã/ë SDS, äî-
âåäåííàÿ äî ðÍ 3.6 ðàñòâîðîì íàòðèÿ ãèäðîêñèäà

3.5

ãèäðàçèíà ãèäðîõëîðèä CN

ðàñòâîð: 1.44 ã SDS è 0.75 ã òåòðàáóòèëàììîíèÿ áðîìèäà â

770 ìë âîäû. Ñìåñü àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà â ñîîòíîøå-

íèè 77:23, äîâåäåííàÿ äî ðÍ 3.0 êèñëîòîé ñåðíîé

5.0

èäàðóáèöèíà ãèäðîõëî-

ðèä

òðèìåòèë-

ñèëèë-

ñèëèêàãåëü

ñìåñü âîäû, àöåòîíèòðèëà, ìåòàíîëà è êèñëîòû ôîñôîðíîé

â ñîîòíîøåíèè 540:290:170:2, ñîäåðæàùàÿ 1.0 ã/ë SDS, äî-

âåäåííàÿ äî ðÍ 3.6 ðàñòâîðîì íàòðèÿ ãèäðîêñèäà

3,5

íèêîòèíà ïîëàêðèëåêñ Ñ18

ðàñòâîð: 18.02 ã SDS è 25 ìë êèñëîòû óêñóñíîé äîâîäÿò äî

îáúåìà 250 ìë âîäîé. Ñìåñü âîäû, 1 Ì ðàñòâîðà íàòðèÿ

àöåòàòà, ðàñòâîðà, àöåòîíèòðèëà â ñîîòíîøåíèè
640:50:40:270

10.0

ïðîëàíòåëèíà áðîìèä Ñ8

ðàñòâîð: 17.3 ã SDS, 10 ìë êèñëîòû ôîñôîðíîé, 250 ìë 0.5

Ì ðàñòâîðà íàòðèÿ ãèäðîêñèäà äîâîäÿò äî îáúåìà 2 ë âî-

äîé, äîâåäåííûé äî ðÍ 3.5. Ñìåñü àöåòîíèòðèëà è ðàñòâîðà

â ñîîòíîøåíèè 55:45

13.5

ïðîïðàíîëîëà ãèäðîõëî-

ðèä
Ñ8

0.5 ã SDS, 18 ìë 0.15 Ì ðàñòâîðà êèñëîòû ôîñôîðíîé, 90 ìë

àöåòîíèòðèëà è 90 ìë ìåòàíîëà äîâîäÿò äî îáúåìà 250 ìë

âîäîé

6.9

Таблица 7 (продолжение)

содержимого капсул помещают в мерную

колбу (сосуд) и проводят процедуры ра-

створения с использованием 0.05-0.1 М

раствора ПАВ в подходящем растворите-

ле, используя, если это возможно, ультра-

звуковую баню;

– для гелей– для гелей– для гелей– для гелей– для гелей: точная навеска геля должна

быть растворена в 0.05-0.1 М растворе

ПАВ;

––––– для инъекционных/инфузионных средств,для инъекционных/инфузионных средств,для инъекционных/инфузионных средств,для инъекционных/инфузионных средств,для инъекционных/инфузионных средств,
капель, спреевкапель, спреевкапель, спреевкапель, спреевкапель, спреев: аликвота раствора долж-

на быть смешана с 0.05-0.1 М раствором

ПАВ;

––––– для суспензийдля суспензийдля суспензийдля суспензийдля суспензий: аликвота гомогенизирован-

ной суспензии должна быть смешана с 0.05-

0.1 М раствором ПАВ или навеска порошка

для приготовления суспензии  растворяет-

ся в растворе, содержащем 0.05-0.1 моль/л

ПАВ;

– лекарственные средства на масляной ос-– лекарственные средства на масляной ос-– лекарственные средства на масляной ос-– лекарственные средства на масляной ос-– лекарственные средства на масляной ос-
новеновеновеновенове: аликвота раствора смешивается с

подходящим объемом раствора ПАВ с кон-

центрацией 0.1 моль/л для образования

эмульсии, которую растворяют в растворе

ПАВ при помощи встряхивания или ульт-

развука до получения прозрачного раство-

ра.
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При необходимости полученные растворы
могут быть отфильтрованы с применением
тефлоновых мембранных фильтров с разме-
ром пор 0.45 мкм.

Использованию мицеллярных подвижных
фаз для хроматографического контроля со-
держания лекарственных веществ в биологи-
ческих объектах посвящены обзоры
[1,6,9,126].  Эта техника открывает широкие
возможности для изучения терапевтическо-
го действия лекарственного средства (адсор-
бция лекарственного вещества организмом
[41]), его токсичности, метаболических про-
цессов, а также для изучения стабильности
препарата, кинетики деструкции. Возможно
также использование МЖХ для клинической
химии и судебно-медицинской экспертизы
[127].

При контроле качества лекарственных ве-
ществ методом МЖХ находит широкое при-
менение и использование дериватизацион-
ной техники (предколоночной и постколо-
ночной дериватизации) [32,45,46]. Поскольку
и дериватизационный реагент, и продукты
реакции могут быть солюбилизированы ми-

целлярным раствором ПАВ, при пробоподго-
товке возможно исключить стадии экстрак-
ции и выпаривания, опасные как потерями
образца, так и появлением дополнительных
продуктов разложения. Особенно перспек-
тивна такая методология для анализа ве-
ществ, которые не поглощают в УФ-области
спектра, например, аминокислот. Использо-
вание в МЖХ препаратов биологических ма-
териалов (препараты плаценты, экстракты из
биологических образцов, препараты крови)
создает возможности для решения новых за-
дач, например, определения аминокислотно-
го состава препаратов плаценты.

В последнее время появляется все больше
публикаций, в которых для контроля качества
лекарственных средств предложено исполь-
зовать МЖХ. В Табл. 9 обобщены литератур-
ные данные, наглядно иллюстрирующие воз-
можности МЖХ как при анализе субстан-
ций, так и при анализе готовых лекарствен-
ных форм и биологических объектов (плазма,
сыворотка крови, моча).

Таблица 8
Сравнение пределов детектирования для веществ, определенных

при помощи методов ОФ ВЭЖХ и МЖХ

Âåùåñòâî ÎÔ ÂÝÆÕ ÌÆÕ

[98]

êîëîíêà; ïîäâèæíàÿ ôàçà
Kromasil C18; ìåòàíîë-âîäà (60:40)

ðÍ 3.0

Kromasil C18; 0.1 Ì SDS � 4 %

ïåíòàíîë ðÍ 3.0

íèêîòèíàìèä 12 íã/ìë 10 íã/ìë

ïèðèäîêñàìèí 20 íã/ìë 5 íã/ìë

ïèðèäîêñèíà ãèäðîõëîðèä 12 íã/ìë 12 íã/ìë

ðèáîôëàâèí 4 íã/ìë 3 íã/ìë

òèàìèíà ãèäðîõëîðèä 25 íã/ìë 20 íã/ìë

[36]

Êîëîíêà; ïîäâèæíàÿ ôàçà

XÒerra C18; àöåòîíèòðèë � 0.05 Ì

ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð ðÍ 3.0

(30:70)

Zorbax Eclipse XDB C8; 0.075 Ì

SDS � 6 % ïåíòàíîë � 0.05 Ì

ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð ðÍ 3.0

àìèòðèïòèëëèí 0.02 ìã/ìë 0.54 ìã/ìë

êëîìèïðàìèí 0.19 ìã/ìë 0.18 ìã/ìë

äîêñåïèí 0.03 ìã/ìë 0.24 ìã/ìë

ìàïðîòèëëèí 0.21 ìã/ìë 1.70 ìã/ìë

íîðòðèïòèëëèí 0.22 ìã/ìë 0.40 ìã/ìë

òðèìèïðàìèí 0.04 ìã/ìë 0.09 ìã/ìë

[124]

êîëîíêà; ïîäâèæíàÿ ôàçà
Nucleosil 100-10 C18; àöåòîíèòðèë �

0.05 Ì ðàñòâîð êèñëîòû ôîñôîðíîé

(30:70)*

Spherisorb ODS-2; 0,05 Ì SDS �

1.5 % 1-ïðîïàíîë � 0.05 Ì

ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð ðÍ 7.0

êîôåèí 5.2 ìã/ìë 6.0 ìã/ìë

* –по данным [125]
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Âåùåñòâà
Êîëîíêà; ïîäâèæíàÿ ôàçà; ìåòîä

äåòåêòèðîâàíèÿ; ïðåäåë äåòåêòèðîâàíèÿ
Ëèòåðà-

òóðà

êèñëîòà àöåòèëñàëèöèëîâàÿ (I), õëîðàìôåíèêîë

(II), òåîôèëëèí (III), àöåòàìèíîôåí (IV),

êàðáàìàçåïèí (V), ôåíîáàðáèòàë (VI), ôåíèòîèí

(VII), ïðîêàèíàìèä (VIII), õèíèäèí (IX).

Supelcosil LC-18 (I, II), µ-Bondapak C18 (III),
Supelcosil LC-CN (IV-IX); 0.02-0.10 Ì SDS èëè
Brij-35, ðÍ=3; ÓÔ 254 íì (I-VIII), Ôë 336/370 íì
(IX); 0.2-3 (I-VIII), 0.3 (IX) ìêã/ìë

128,

129

êàðáàìàçåïèí (I), òåîôèëëèí (II)
Supelcosil LC-CN (I), Supelcosil LC-18 (II); 0.02 Ì

SDS (I), 0.05 Ì SDS (I); ÓÔ 254 íì
130

òåîôèëëèí
µ-Bondapak phenyl; 0.001 Ì Ñ12 DAPS-3 % 1-ïðî-
ïàíîë; ÓÔ 273 íì; 0.5 ìêã/ìë

131

êîôåèí (I) è åãî ìåòàáîëèòû, òåîôèëëèí (II),

òåîáðîìèí (III)

Spherisorb ODS-2; 0.075 Ì SDS-1.5 % 1-ïðîïàíîë;

ÓÔ 273 íì; 1.2 (I), 0.4 (II, III) ìêã/ìë
132

àöåòàìèíîôåí (ïàðàöåòàìîë)
Nucleosil C18; 0.05 Ì SDS-3.0 % 1-ïðîïàíîë;

Àìï; 0.02 ìêã/ìë
133

öåôàëîñïîðèíû: öåôìåíîêñèìà ãåìèãèäðîõëîðèä

è öåôîòàìà äèãèäðîõëîðèä

Nucleosil C18; 0.08 Ì SDS-8.0 % 2-ïðîïàíîë â 0.05

Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ñ ðÍ 3.0;

ÓÔ 260 íì; 2 ìêã/ìë

134

öåôàëîñïîðèíû: öåôàëåêñèì (I), öåôðàäîèí (II),

öåôîòàêñèì (III), öåôìåíîêñèì (IV)

Develosil ODS; 0.02 Ì SDS â 0.05 Ì ôîñôàòíîì

áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 6.1 (I, II) è 0.15 Ì SDS â

0.05 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 3.1 (III,

IV) ïðè òåìïåðàòóðå 40  Ñ;ÓÔ 254 íì

135

àöèêëîâèð

Separon SGX C18; 0.02 Ì SDS â 0.05 Ì

ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 2.0;

Ôë 285/370 íì; 0.08 ìêã/ìë

119

ñóëüôîíàìèäû: ñóëüôàöåòàìèä, ñóëüôàäèàçèí,

ñóëüôàìåðàçèí, ñóëüôàòèàçîë, ñóëüôàìåòàçèí,

ñóëüôàìåòîêñèïèðèäàçèí, ñóëüôàõëîðïèðèäàçèí,

ñóëüôàìîíîìåòîêñèí, ñóëüôàáåíçàìèä,

ñóëüôàäèìåòîêñèí, ñóëüôàõèíîêñàëèí,

ñóëüôèñîìèäèí

Ãèäðîôèëüíàÿ ýíäêåïïèðîâàííàÿ ODS ïðè 40 °Ñ;

0.07 Ì SDS-6,0% 1-ïðîïàíîë; ÓÔ 254 íì
67

ñóëüôîíàìèäû: ñóëüôàäèàçèí (I), ñóëüôàãóàíèäèí

(II), ñóëüôàìåòèçîë (III), ñóëüôàìåòîêñàçîë (IV),
ñóëüôàòèàçîë (V)

Spherisorb ODS-2; 0,05 Ì SDS-2,4% 1-ïåíòàíîë,

ïðåäêîëîíî÷íàÿ äåðèâàòèçàöèÿ (ïîëó÷åíèå àçî-

ïðîèçâîäíûõ); Âèä 550 íì; 0.1 (I, IV), 0.2 (II, V),

0.3 (III) ìêã/ìë

136

áóìåòàíèä

Nucleosil C18; 0.10 Ì SDS-3.0 % 1-ïðîïàíîë â

 0.05 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 3.5;

ÓÔ 305 íì

137

ãèäðîõëîðòèàçèä
Hypersil C18; 0.02 Ì Brij 35-0.004 Ì SDS â 0.01 Ì

ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 6.5; ÓÔ 271 íì
138

áåíäðîôëóìåòèàçèä, õëîðòàëèäîí
Spherisorb ODS-2; 0.05 Ì SDS-5 % ìåòàíîë ïðè

òåìïåðàòóðå 50 °Ñ; ÓÔ 224 íì; 0.1-0.05 ìêã/ìë
139

àìèëîðèä (I), áåíäðîôëóìåòèàçèä (II), áóìåòàíèä

(III), õëîðòàëèäîí (IV), ýòàêðèíîâàÿ êèñëîòà (V),

ôóðîñåìèä (VI), ñïèðîíàëàêòîí (VII), òðèàìòåðåí

(VIII), êñèïàìèä (IX), ïðîáåíåöèä (X)

Spherisorb ODS-2; 0.042 Ì SDS-4 % 1-ïðîïàíîë â

0.01 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 4.5;

ÓÔ 254 íì; 0.8 (I, V), 0.4 (III, VI, VII), 0.3 (IV), 0.2

(VIII, X), 0.08 (IX) ìêã/ìë

140

àëòèàçèä (I), áåíäðîôëóìåòàçèä (II), õëîðòèàçèä

(III), ãèäðîõëîëðòèàçèä (IV), ãèäðîôëóìåòèàçèä

(V), òðèõëîðòèàçèä (VI), ôóðîñåìèä (VII)

Spherisorb ODS-2; 0.05 Ì SDS-8 % 1-ïðîïàíîë,

ïðåäêîëîíî÷íàÿ äåðèâàòèçàöèÿ (ïîëó÷åíèå àçî-

ïðîèçâîäíûõ); Âèä 550 íì; 2.9 (I), 2.5 (II),

2.2 (IV), 2.0 (VI), 1.7 (VII) ìêã/ìë

141

àìèëîðèä (I), áåíäðîôëóìåòàçèä (II), áóìåòàíèä

(III), ãèäðîôëóìåòèàçèä (IV), ïèðåòàíèä (V),

òðèàìòåðåí (VI)

Spherisorb ODS-2; 0.055 Ì SDS-8 % 1-ïðîïàíîë;

Ôë 270/430 íì; 9.7 (I), 10 (II), 1.4 (III), 7.1 (IV),

54 (V), 1.7 (VI) íã/ìë

142

àöåáóòîëîë (I), àòåíîëîë (II), öåëèïðîëîë (III),

ëàáåòàëîë (IV), ìåòîïðîëîë (V), íàäîëîë (VI),
ïðîïðàíîëîë (VII)

Spherisorb ODS-2; 0.1 Ì SDS-15 % 1-ïðîïàíîë-

1 % òðèýòèëàìèí â 0.02 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì

ðàñòâîðå ðÍ 3; Ôë 230/440 (I, III, IV), 230/300 (II,

V, VI), 230/340 (VII) íì; 30 (I), 19 (II), 200 (III), 20

(IV), 16 (V), 8 (VI), 3 (VII) íã/ìë

71

Таблица 9
Применение МЖХ в фармацевтическом и биофармацевтическом анализе

Ä
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Âåùåñòâà
Êîëîíêà; ïîäâèæíàÿ ôàçà; ìåòîä

äåòåêòèðîâàíèÿ; ïðåäåë äåòåêòèðîâàíèÿ
Ëèòåðà-

òóðà

àìèëîðèä (I), áåíäðîôëóìåòàçèä (II), ïèðåòàíèä

(III), òðèàìèòåðåí (IV), àöåáóòîëîë (V), àòåíîëîë

(VI), ëàáåòàëîë (VII), ìåòîïðîëîë (VIII), íàäîëîë

(IX), ïðîïðàíîëîë (X)

Spherisorb ODS-2; 0.11 Ì SDS-8 % 1-ïðîïàíîë;

Ôë 230/440 (I-V, VII), 230/440 (VI, VIII, IX, X) íì;

10.6 (I), 17.5 (II), 12.3 (III), 2.8 (IV), 27.6 (V), 3.8

(VI), 28.3 (VII), 19.2 (VIII), 12.3 (IX),
11.8 (X) íã/ìë

143

êîäåèí (I), ìîðôèí (II), ïðîïðàíîëîë (III),

õèíèäèí (IV), õèíèí (V)

µ-Bondapak C18 è Supelcosil LC-CN; 0.02-0.05 Ì
SDS �10 % 1-ïðîïàíîë; Ôë 215/300 íì; 0.3 (I, II),
0.01 (III), 0.03 (IV, V) ìêã/ìë

144

àìèôåíàçîë (I), àìèëîðèä (II), àìôåòàìèí (III),

êëîñòåáîë (IV), ýôåäðèí (V), ôåíèëïðîïàíîëàìèí

(VI), ìåòàíäèåíîí (VII), ìåòîêñèôåíàìèí (VIII),

íàíäðîëîí (IX), ñïèðîíîëàêòîí (X)

Spheri-5 RP-18; 0.2 Ì SDS � 3 % 1-ïåíòàíîë;

ÓÔ 260 íì; 2.6 (I), 11 (II), 4.1 (III), 1.2 (IV), 4.2 (V),

2.2 (VI), 0.4 (VII), 8.7 (VIII), 0.07 (IX),

1.6 (X) ìêã/ìë

145

áîëàñòåðîí (I), êîðòèçîí (II), ìåòèëòåñòîñòåðîí

(III), ïðîãåñòåðîí (IV), òåñòîñòåðîí (V),

òåñòîñòåðîíà àöåòàò (VI)

Ñ18; 0.1 Ì SDS � 20 % àöåòîíèòðèë-0.01 Ì

Tb(NO3)3; Ôë 254/547; 10 (I, IV, VI),

50 (II, III, V) íã/ìë

116

ãèäðîêñèêîðòåêîñòåðîí (I), êîðòèêîñòåðîí (II),

íîðãèñòåðîí (III), òåñòîñòåðîí (IV),

ìåäðîêñèïðîãåñòåðîíà àöåòàò (V),
ïðîãåñòåðîí (VI)

Spheri-5 RP-18; 0.05 Ì SDS � 9 % 1-áóòàíîë;

ÓÔ 245 íì; 50 (I, II), 100 (III-VI) íã/ìë
146

íèêîòèí (I), êîòèíèí (II)
Econospher CN; 0.2 Ì SDS � 3 % 2-ïðîïàíîë ñ
ðÍ 4.6 è 40 °Ñ; ÓÔ 260 íì; 0.2 (I), 0.1 (II) ìêã/ìë

147

6-ìåðêàïòîïóðèí (I), 6-òèîãóàíèí (II), 6-

ìåðêàïòîïóðèí ðèáîçèä (III), 6-òèîãóàíèí ðèáîçèä

(IV), 6-òèîêñàíòèí (V)

LiChrosorb RP-18; 0.08 Ì SDS â 0.01 Ì ôîñôàòíîì

áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 3.0 ïðè òåìïåðàòóðå 30 °Ñ;

ÓÔ 320 íì; 0.56 (I), 0.21 (II), 0.10 (IV) ìêã/ìë

148

ìåòîòðåêñàò

LiChrospher 100 RP-18; 0.08 Ì SDS â 0.05 Ì

ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 5.5; ÓÔ 305 íì;

90 íÌ

149

òåíèïîçèä
Chromospher C18; 0.04 Ì SDS � 0.5 Ì 1-ïðîïàíîë;

Àìï; 500 íã/ìë
150

òèíèäàçîë
Bondapak CN; 0.05 Ì SDS � 6 % 1-ïðîïàíîë;

ÓÔ 320; 0.1 ìêã/ìë
151

ïðîëèí

Ñ18; 0.03 Ì SDS � 8 % 1-ïðîïàíîë â 0.01 Ì
àöåòàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 5.3 è 40 °Ñ.
Ïðåäêîëîíî÷íàÿ äåðèâàòèçàöèÿ ñ 0.001 Ì Cu2+;
ÓÔ 235; 10 ìêã/ìë

152

äîïàìèí
Micropak ODS; 0.01 Ì SDS � 3 % 1-ïðîïàíîë â

0.01 Ì öèòðàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 4.15 è

0.001 Ì ÝÄÒÀ; Àìï; 4 ïã/ìë

153

ñîåäèíåíèÿ ìûøüÿêà: äèìåòèëàðñåíîâàÿ êèñëîòà

(I), ìîíîìåòèëàðñåíîâàÿ êèñëîòà (II),  As(III) (III)

è As(V) (IV)

Hamilton PRP-1; 0.05 Ì ÑÒÀÂ � 10 % 1-ïðîïàíîë

â 0.02 Ì áîðàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 10.2;

ISP-MS; 90 (I), 300 (II-V) ïã

107

àëþìèíèé
Capcell Pak MF pH-1; 0.01 Ì SDS � 20 %

àöåòîíèòðèë. Ïðåäêîëîíî÷íàÿ äåðèâàòèçàöèÿ ñ

8-õèíîëèíîì; Ôë 370/504; 1 íã/ìë

105

ìåäü (I), ñâèíåö (II), êàäìèé (III), íèêåëü (IV),

êîáàëüò (V), ìîëèáäåí (VI), ñåëåí (IV) (VII), ðòóòü

(VIII), òàëëèé (IX), õðîì (VI) (X)

Nucleosil 100-5 C18; ìåòàíîë-àöåòîíèòðèë-âîäà-

äèèçîïðîïèëîâûé ýôèð (42:20:31:7) ñ 1% SDS.

Äåðèâàòèçàöèÿ ñ áèñ(ýòîêñèýòèë)-

äèòèîêàðáàìàòîì; ÓÔ 254 íì; 100 (I), 170 (II), 200

(III-V), 500 (VI), 700 (VII), 830 (VIII), 1400 (IX),

1700 (X) íã

106

ãèäðîêñèòåñòîñòåðîí, êåòîòåñòîñòåðîí, áîëäåíîí,

òåñòîñòåðîí, àíäðîñòåíîëîí, áîëàñòåðîí,

ýïèòåñòîñòåðîí, êîðòèçîí, êîðòèçîë,

êîðòèêîñòåðîí, ãèäðîêñèïðîãåñòåðîí,

äåîêñèêîðòåêîñòåðîí, äåãèäðîýïèàíäðîñòåðîí,
ìåòèëòåñòîñòåðîí

Hypersil ODS; 0,04 Ì SDS � 5 % 1-ïðîïàíîë ïðè
òåìïåðàòóðå 60 °Ñ; ÓÔ 254 íì; 10 ìêã/ìë

21
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Âåùåñòâà
Êîëîíêà; ïîäâèæíàÿ ôàçà; ìåòîä

äåòåêòèðîâàíèÿ; ïðåäåë äåòåêòèðîâàíèÿ
Ëèòåðà-

òóðà

áàðáèòàë, äèàëëèëáàðáèòóðàò, àïðîáàðáèòàë,

áðàëîáàðáèòàë, ôåíîáàðáèòàë, ãåêñîáàðáèòàë,

áóòàáàðáèòàë, áóòåòàë, áóòàëáèòàë, ìåôîáàðáèòàë,

ñåêîáàðáèòàë, àìîáàðáèòàë, ïåíòîáàðáèòàë

Spherisorb ODS2; 0.15 Ì SDS â 0.05 Ì ôîñôàòíîì

áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 3.5 èëè 0.02 Ì Brij 35 â

0.05 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 7.4 èëè

0.05 Ì CTAB â 0.05 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì
ðàñòâîðå ðÍ 3.5; ÓÔ 254 íì

154

õëîðôåíèðàìèí (I), äåêñõëîðôåíèðàìèí (II),

ôåíèëýôðèí (III), ôåíèëïðîïàíîëàìèí (IV),

ïðñåâäîýôåäðèí (V) (òàáëåòêè, êàïñóëû)

ODS-2; 0.15 Ì SDS � 6 % 1-ïåíòàíîë â 0.05 Ì

ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 7.0; ÓÔ 254 íì;

16.9 (I-II), 9.1 (III), 2.8 (IV), 2.7 (V) ìêã/ìë

35

ôóðîñåìèä è åãî ìåòàáîëèòû

(òàáëåòêè, êàïñóëû, èíúåêöèè, êàïëè)

ODS-2; 0.04 Ì SDS � 2 % 1-ïðîïàíîë â 0.05 Ì

ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 3.0; ÓÔ 274 íì
2

àêìàòèí (I), êàäàâåðèí (II), ãèñòàìèí (III),

ôåíèëýòèëàìèí (IV), ïóòðåñöèí (V), ñïåðìèäèí

(VI), ñïåðìèí (VII), òðèïòàìèí (VIII), òèðàìèí

(IX)

LiChrospher 100 RP-18; 0.4 Ì SDS â 0.02 Ì

ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 3.0 �

àöåòîíèòðèë. Ãðàäèåíò îò 70-30 äî 50-50.

Äåðèâàòèçàöèÿ ñ áåíçîèë õëîðèäîì; ÓÔ 254 íì;

40 (I), 22 (II), 33 (III), 100 (IV), 15 (V), 80 (VI),

45 (VII), 55 (VIII), 50 (IX) ìêã/ìë

46

àìèòðèïòèëëèí (I), êëîìèïðàìèí (II), äîêñåïèí

(III), ìàïðîòèëëèí (IV), íîðòðèïòèëëèí (V),

òðèìèïðàìèí (VI)

Zorbax Eclipse XDB C8; 0.075 Ì SDS � 6 %

1-ïåíòàíîë â 0.05 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì

ðàñòâîðå ðÍ 3.0; ÓÔ 254 íì; 0.54 (I), 0.18 (II),

0.24 (III), 1.7 (IV), 0.40 (V), 0.09 (VI) ìêã/ìë

155

æåëåçî, êàäìèé, öèíê, ìåäü, ìàðãàíåö, êîáàëüò,

íèêåëü

Inertsil ODS-2; 0.0945 Ì SDS â 0.0684 Ì

òàðòðàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 4.2; ÓÔ 540 íì.

Ïîñòêîëîíî÷íàÿ äåðèâàòèçàöèÿ ñ

ïèðèäèëàçîðåçîðöèíîì

8

íèêîòèíàìèä (I), ïèðèäîêñàìèí äèìãèäðîõëîðèä

(II), ïèðèäîêñèíà ãèäðîõëîðèä (III), ðèáîôëàâèí

(IV), òèàìèíà ãèäðîõëîðèä (V) (êàïñóëû, äðàæå,

ñèðîï)

Kromasil C18; 0.1 Ì SDS � 4 % 1-ïåíòàíîë â 0.05

Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 3.0; ÓÔ 270;

(I, IV, V), 290 (III), 325 (II) íì; 10 (I), 5 (II), 12 (III),

3 (IV), 20 (V) íã/ìë

98

áðîìàçåïàì (I), äèàçåïàì  (II), ôëóíèòðàçåïàì (III),

ãàëàçåïàì (IV), ìåäàçåïàì (V), íèòðàçåïàì (VI),

îêñàçåïàì (VII), òåòðàçåïàì (VIII)

Zorbax Eclipse XDB C8; 0.06 Ì SDS � 5 % 1-

áóòàíîë â 0.05 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå

ðÍ 7.0; ÓÔ 230 íì; 2 (I), 3 (II), 3 (III), 5 (IV), 6 (V),

2 (VI), 2 (VII), 3 (VIII) íã/ìë

156

õëîðòåòðàöèêëèí (I), äîêñèöèêëèí (II),

ìèíîöèêëèí (III), îêñèòåòðàöèêëèí (IV),

òåòðàöèêëèí (V) (òàáëåòêè)

Hypersil ODS; 0.05 Ì SDS � 5 % 1-áóòàíîë â 0.01

Ì öèòðàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 3.0;

ÓÔ 270 íì; 0.07 (I), 0.2 (II), 0.1 (III), 0.002 (IV),

0.04 (V) ìêã/ìë

157

àëòèàçèä (I), àìèëîðèä (II), áåíäðîôëóìåòèàçèä

(III), áåíçòèàçèä (IV), áóìåòàíèä (V), õëîðòàëèäîí

(VI), ýòàêðèíîâàÿ êèñëîòà (VII), ôóðîñåìèä (VIII),

ïèðåòàíèä (IX), òðèàìòåðåí (X), òðèõëîðìåòèàçèä

(XI), êñèïàìèä (XII)

ODS-2; 0.055 Ì SDS � 5.6 % 1-ïðîïàíîë â 0.05 Ì

ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 5.4; ÓÔ 274 íì;

6.9 (I), 86 (II), 7.1 (III), 18 (IV), 30 (V), 49 (VI),

22 (VII), 6,5 (VIII), 61 (IX), 64 (X), 11 (XI),

18 (XII) íã/ìë

29

àòåíîëîë, ïðàêòîëîë, ñîòàëîë, êàðòåîëîë, íàäîëîë,

ïèíäîëîë, àéåáóòîëîë, öåëèïðîëîë, ýñìîëîë,

ìåòîïðîëîë, òèìîëîë, áèñîïðîëîë, ëàáåòàëîë,

îêñïðåíàëîë, ïðîïðàíîëîë, àëïðåíîëîë

Spherisorb ODS-2; 0.10 Ì SDS � 15 % 1-ïðîïàíîë;

ÓÔ 225 íì
34

êàðáàìàçåïèí (I), áåíòàçåïàì (II), ãàëàçåïàì (III),

îêñàçåïàì (IV), ïèíàçåïàì (V), òåòðàçåïàì (VI)

(òàáëåòêè, êàïñóëû)

ODS-2; 0.10 Ì SDS � 3 % 1-áóòàíîë � 0.1 %

òðèýòèëàìèí � 0.01 Ì ôîñôàòíûé áóôåðíûé

ðàñòâîð ðÍ 3.0; ÓÔ 230 íì; 30 (I), 50 (II), 100 (III),

20 (IV), 10 (V), 30 (VI) íã/ìë

158

ïðîïèëãàëëàò (I), òðåòáóòèëãèäðîõèíîí (II),

îêòèëãàëëàò (III), áóòèëãèäðîêñèàíèçîë (IV)

Spherisorb ODS-2; 0.10 Ì SDS � 2.5 % 1-ïðîïàíîë

� 0.01 Ì ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð ñ ðÍ 3.0;

ÓÔ 290 íì; 0.2 (I), 0.5 (II), 1.3 (III), 1.2 (IV) íã/ìë

159

êîôåèí

Spherisorb ODS-2; 0.05 Ì SDS � 1.5 % 1-ïðîïàíîë

� 0.01 Ì ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð ðÍ 7.0;

ÓÔ 273 íì; 6.0 ìêã/ìë

124

Таблица 9 (продолжение)
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Заключение

Мицеллярная жидкостная хроматогра-
фия — разновидность жидкостной хромато-
графии со специфическими возможностями
управления селективностью и эффективнос-
тью разделения полярных и неполярных со-
единений. МЖХ нашла широкое примене-
ние в фармацевтическом анализе и смежных
областях анализа, таких как определение ле-
карственных соединений и других компонен-
тов в биологических жидкостях. Существую-
щая методология МЖХ включает модели и
программы для оптимизации состава гибрид-
ной подвижной фазы и позволяет разрабаты-
вать методики определения с улучшенными
метрологическими характеристиками (повы-
шение чувствительности и селективности, со-
кращение трудоемкости и длительности ана-
лиза, снижение стоимости и токсичности ре-
агентов).

Следует надеяться, что метод МЖХ в ско-
ром времени займет свое достойное место в
ряду хроматографических методов фарма-
цевтического анализа.
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ìåòèë-, ýòèë-, ïðîïèë-, áóòèëïàðàáåíû (êðåìû,

ëîñüîíû, øàìïóíè)

Spherisorb ODS2; 0.1 Ì SDS � 2.5 % 1-ïðîïàíîë â

0.01 Ì ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ðÍ 3.0;

ÓÔ-280 íì; 0.10 íã
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Резюме
Куліков А.Ю., Логінова Л.П., Самохіна Л.В.

Міцелярна рідинна хроматографія у

фармацевтичному аналізі та інших областях аналізу

(огляд)

Розглянуто недавно виниклий різновид рідинної
хроматографії - міцелярну рідинну хроматографію
(МРХ), новий вид хроматографії для фармацевтичного
аналізу. Обговорені принципові особливості МРХ, її
переваги та недоліки порівняно з обернено-фазовим та
іон-парним варіантами рідинної хроматографії. Розгля-
нуто вплив різних факторів на ефективність і селек-
тивність розділення, підходи до оптимізації у МРХ. На-
ведено емпіричні та фізико-хімічні моделі утримуван-
ня у МРХ. Наведено приклади застосування МРХ у фар-
мацевтичному, біофармацевтичному та деяких суміж-
них областях аналізу.

Summary
Kulikov A.U., Loginova L.P., Samokhina L.V.

Micellar liquid chromatography in pharmaceutical

analysis and other analytical areas (review)

In the review of the recently originated variety of liquid
chromatography - micellar liquid chromatography (MLC),
a new chromatography version for the pharmaceutical ana-
lysis, is considered. The fundamental features of MLC, its
advantages and defaults in comparison with reversed-phase
and ion – paired chromatographies are discussed. An in-
fluence of various factors on efficiency and selectivity, ap-
proaches to MLC optimization were considered. The em-
pirical and physico-chemical retention models in MLC were
considered. The examples of MLC applications in pharma-
ceutical, biopharmaceutical and other related areas of ana-
lysis are given.
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Ñîëîäêà: òåõíîëîãèÿ ïðåïàðàòîâ (êðàòêèé îáçîð)

Обобщены сведения по основным технологическим разработкам, представленным в доступной патентной и перио-
дической научной литературе за последние десятилетия и отражающим методы комплексной переработки солодки,
получения из нее очищенных субстанций, используемых для создания медицинских препаратов и других продук-
тов.

Солодковый корень (солодка, лакрица) –
природное растительное лекарственное и
техническое сырье. На территории стран
СНГ солодковый (сладкий) корень применя-
ется издавна, и сведения о нем приводятся во
многих известных травниках [1, 2]. Солодка
описана в Фармакопеях СССР и зарубежных
Фармакопеях [3, 4].

По природным запасам и заготовкам со-
лодкового корня бывший Советский Союз
занимал ведущее место в мире [3, 5].

Растения рода солодка издавна привлека-
ли внимание как источник природного сырья
для получения ценных лекарственных, пище-
вых, парфюмерно-косметических, техничес-
ких и других продуктов.

В настоящее время из множества обнару-
женных групп биологически активных соеди-
нений (БАС) солодки (сапонины, фенольные
соединения, аминокислоты, углеводы, пекти-
ны, смолы, микроэлементы и др.) непосред-
ственное применение находят или суммар-
ные экстракты, или только несколько основ-
ных групп БАС. Из тритерпеновых соедине-
ний – глицирризиновая кислота (ГК) и ее
производные, ее агликон - глицерритиновая
(глицирретовая) кислота (Гк) и ее производ-
ные; из фенольных соединений – флавоно-
иды; из углеводов – полисахариды [6-10].

Работу по изучению солодки в СССР ко-
ординировала общенациональная программа
«Солодка» (теперь «Российская солодка» в
РФ), в 1991 году был проведен последний, 4-й
Всесоюзный симпозиум по этой проблеме
[17].

За рубежом основные исследования в
этой области проводятся в Японии, США,
Германии, Китае, Индии и ряде других стран.

Цель настоящего сообщения - критичес-
кое обобщение обширного литературного
материала по технологии получения препара-
тов и субстанций из солодки.

При сборе и анализе источников патент-
ной литературы по применению солодки
нами выявлено свыше 700 источников ин-

формации за последние 50 лет. Эта информа-
ция была частично опубликована [10], кроме
того, известно множество публикаций в пе-
риодической научной печати.

Всё это позволяет составить довольно пол-
ную картину изысканий не только в области
изучения, создания и применения различных
препаратов, продуктов из солодки, средств на
ее основе и применения её в составе различ-
ных комбинаций, но и, в первую очередь, в
области технологий получения из нее суб-
станций и отдельных индивидуальных соеди-
нений, которые в дальнейшем становятся
компонентами оригинальных лекарственных
препаратов и ценных комбинированных про-
дуктов.

Имеющийся в нашем распоряжении об-
ширный материал необходимо было диффе-
ренцировать, учитывая как последователь-
ность его краткого изложения, так и химичес-
кую классификацию выделяемых из расти-
тельного сырья компонентов БАС и техноло-
гических методов их получения. Поэтому из-
ложение материала представлено нескольки-
ми разделами, раскрывающими поставлен-
ную задачу. Основной упор при выполнении
поставленной задачи сделан прежде всего на
анализ патентной литературы, так как в ней
отражены оригинальность и новизна предла-
гаемых технологических разработок, анализ
дополнен также сведениями из других публи-
каций.

1. Получение извлечений из сырья солодки

Получение извлечений из растительного
сырья (солодки) в патентной литературе
представлено разнообразными методами, ко-
торые можно систематизировать по основ-
ным параметрам: вид экстрагента (экстраген-
тов), температура экстрагирования, дальней-
шая обработка извлечения, форма конечно-
го продукта и некоторые другие.

Следует отметить, что самым распростра-
ненным экстрагентом является вода с добав-
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лением некоторых реагентов, затем спирт
этиловый и некоторые другие растворители.

1. Обработка подготовленного сырья горя-
чей водой (29)* или водой с добавлением не-
большого количества аммиака (щелочи) (8),
водорода пероксида (1), физиологическим
раствором (1), минеральной водой (2), кисло-
той уксусной (2).

2. Обработка растительного сырья спир-
том различной концентрации (18).

3. Первичная обработка растительного сы-
рья другими растворителями: ацетоном (ке-
тоном) (5), хлороформом (3), метанолом (2),
хлористым метиленом (2), различными эфи-
рами (2), этилацетатом (1), диоксаном (1), гек-
саном (1), диоксидами азота, углерода, фто-
руглерода (1), растительным маслом (2).

Полученные извлечения сгущают с целью
полного или частичного удаления экстраген-
та и для дальнейшей обработки (в зависимо-
сти от поставленной цели) подвергают или
сушке (распылением, лиофильной), или очи-
стке путем осаждения различными реагента-
ми, или пропускают через различные сорбен-
ты (оксиды металлов или органические смо-
лы) с последующим получением целевых про-
дуктов. Общее число источников (81).

2. Получение глицирризиновой кислоты и
препаратов из нее

Известны способы выделения глицирри-
зина (глицирризиновой кислоты) из расти-
тельного материала различными методами:

1. Обработка растительного сырья подще-
лоченной водой, в качестве щелочного аген-
та используют раствор аммиака (4), раствор
натрия гидроксида (4) при нагревании до тем-
пературы 100 °С. Затем извлечения подкисля-
ют крепкими растворами минеральных кис-
лот (серной, азотной) для получения «сырой»
глицирризиновой кислоты (ГК) и далее, в за-
висимости от цели, ведут выделение или чи-
стой ГК, или ее солей (натриевой, калиевой,
чаще аммониевой, так называемого глицира-
ма). Очистку солей производят методом пере-
осаждения из смеси растворителей или на
различных сорбентах (синтетические смо-
лы (2), иониты (2), полиамид (2)).

2. Обработка растительного материала во-
дой или подщелоченной водой, затем извле-
чения сразу пропускаются через сорбенты:
полиамиды (2), различные синтетические
смолы: амберлит, дайон, полиакрилаты (5),
иониты (2).

3. Известны разнообразные методы полу-
чения глицирама – отечественной моноам-
монийной соли ГК (7), очистку его на после-
дних стадиях получения проводят на ионитах
или переосаждением из различных реагентов
(спирт, кислота уксусная ледяная и др.).

4. Первичная обработка растительного сы-
рья: ацетоном (5), метанолом (2), трис-буфер-
ным раствором (1) с последующей многоста-
дийной очисткой выделяемых конечных про-
дуктов.

За последние годы ХХ века в бывшем
СССР получены многочисленные (несколько
десятков) производные глицирризиновой
кислоты с различными классами химических
БАС, имеющие ценные фармакологические
свойства. Получаемые производные ГК мож-
но разделить на ряд вполне определенно на-
правленных по назначению новых проле-
карств.

В этих работах использованы традицион-
ные химические методы получения: солеоб-
разование, конденсация, ионизация, комп-
лексообразование и др., в зависимости от
структуры (класса) присоединяемых к ГК (Гк)
химических компонентов.

1. Соли ГК – мононатриевая соль (1), мо-
нокалий-дилитиевая соль (1), пента-О-нико-
тинат (ниглизин) (1), трис(диизопропокси)-
алюминиевая соль (1).

2. Амиды – амид пентаацетил ГК с окта-
дециламином (1), амид фенилбороновой кис-
лоты с ГК, триамиды пентаацетил ГК (1), пен-
таацетил ГК с N-холин-6-иламидом (1).

3. Амиды ГК с аминокислотами – амид ГК
с метиловым эфиром L-гистидина (1).
4. Амиды ГК с урацилами – амид ГК с 6-ами-
ноурацилом (1), амид ГК с 6-амино-2-тиоура-
цилом (1).

5. Гликопептиды ГК с аминокислотами –
с диметиловым эфиром кислоты L-аспараги-
новой (1), с метиловым эфиром глицил-L-ва-
лина (1), с дибутиловым эфиром - кислоты
L-глутаминовой (2).

Получены комплексные соединения ГК с
различными веществами: с кислотой ацетил-
салициловой (1), с инодометацином (1), с на-
триевой солью 2-фенилуксусной кислоты (1),
с дифенилбутилпиразолидиндионом (1), с фе-
нилдиметилметиламинопиразолон-5-метан-
сульфатом натрия (1), с различными тиоура-
цилами (5), с различными простагландинами
(4), с алкалоидами: глауцином (1), ди- и три-

*В круглых скобках приведено число патентных источников, сгруппированных по данному виду приемов техноло-
гии получения.



55

ÔÀÐÌÀÊÎÌ         1-2004

берберинами (1). Всего источников информа-
ции (68).

Технологические приемы получения ком-
плексов ГК с другими соединениями, образу-
ющими с ней так называемые «пролекар-
ства», приобретающие определенные фарма-
кологические свойства, как правило, улучша-
ющие фармакологические свойства исход-
ных соединений, c высоким процентом выхо-
да целевых продуктов, изложены в ориги-
нальных публикациях и обобщены в опубли-
кованном обширном обзоре [6].

3. Получение глицирретиновой кислоты, ее
производных и препаратов

Свободная глицирретовая (глицирретино-
вая) кислота (Гк) в нативном состоянии в ра-
стительном сырье, как правило, не содержит-
ся. Для ее получения необходимо из сырья
выделить сначала глицирризин – глицирри-
зиновую кислоту или ее соли, а затем, с по-
мощью гидролиза или других приемов, полу-
чить Гк – агликон ГК. Поэтому патентован-
ных способов получения Гк непосредственно
из сырья всего несколько, больше представ-
лено способов получения ее уже из исходной
ГК. Следует отметить, что тритерпеновая мо-
лекула Гк содержит две основные функцио-
нальные группы: по С-3 атому – гидроксиль-
ную (спиртовую) группу и по С-30 (29) ато-
му –карбоксильную (кислотную) группу.
Обычно они и служат реакционными центра-
ми для присоединения различного рода про-
изводных к Гк в зависимости от цели получа-
емых конечных продуктов, несущих опреде-
ленно заданную химическую или фармаколо-
гическую нагрузку.

Получение Гк из растительного сырья:
1. Первичная обработка растительного сы-

рья водой (1), затем обработка извлечения
кислотой уксусной концентрированной с до-
бавлением кислоты серной, отделение и суш-
ка осадка, экстракция его хлороформом с по-
лучением «сырой» Гк, обработка осадка
спиртом, удаление смеси растворителей, про-
мывка водой остатка с получением ацетил-
глициррената, из которого с помощью хими-
ческих превращений получают конечный
продукт - 18β-Гк.

2. Обработка сырья диоксидом азота или
углерода (1) в надкритическом состоянии под
давлением 70-500 кг/см2 и при температуре
30-100 °С, выделение конечного продукта по
обычной схеме.

3. Обработка сырья водой или органичес-
ким растворителем (1), обработка экстракта

сополимерами стирола и дивинилбензола, со-
держащими амино- или амидные группы, де-
сорбирование конечного продукта аммиач-
ным или щелочным водным раствором.

4. Исходный экстракт, полученный из сы-
рья, растворяют в воде с добавлением мине-
ральной кислоты (1), выделяемый осадок про-
мывают водой и экстрагируют спиртом, к
спиртовому излечению добавляют раствор
водной щелочи до нейтральной реакции, вод-
ный раствор пропускают через порошок най-
лона 6 или найлона 66, отделяя примеси (гли-
цирретин при этом адсорбируется на порош-
ке найлона), и далее получают целевые про-
дукты в виде производных Гк.

Известны способы получения α- или β-
изомеров глицирретиновой кислоты:

1. Получение 18 α-изомера из 18 β-изме-
ра (2) путем обработки раствора Гк раство-
ром щелочи при нагревании в течение не-
скольких часов, подкисления раствора и от-
деления конечного продукта, анализа чисто-
ты и измерения физических констант полу-
ченного продукта.

2. Получение β-измера Гк путем гидроли-
за ГК или глицирризина (солей): ферментом
β-глюкуронидазой, получаемым из культуры
микроорганизмов (1) или действием микро-
организмов Acromonas в присутствии азота,
кислоты фосфорной и калия (1).

3. Получение производных 3 α-3Н-Гк, ис-
пользуемых для радиоиммунологического
анализа (2), и способ количественного опре-
деления глицирретина (1).

4. Получение из экстракта солодки голой
кислоты ликвиритиновой (3 β-окси-11-оксо-
18 β-олеан-12-ен-29-овой кислоты) путем кри-
сталлизации её ацетата из метанола, последу-
ющего анализа чистоты по физическим пара-
метрам получаемого продукта.

5. Получение 28-гидрокси- и 23,28-дигид-
рокси-Гк (1).

Получение по С-3 атому - производных Гк:
1. Получение карбеноксолона –динатри-

евой соли гемисукцината Гк (1) и наиболее
известного производного, предложенного ан-
глийской фирмой «Biorex Lab.Ltd.», - цикло-
оксолона натрия (1).

2. Получение сложных 3-ацетил-производ-
ных Гк: карбоксипропионила (2), соли с ме-
таллами (2), с алкилами и циклоалкилами (2),
аминокислотами (2).

Получение по С-30 атому - производных
Гк:

1. Получение С-30 спиртов (-олов): гомо- и
гетероаннулярных диенов, в качестве БАС (1).
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2. Получение сложных производных, со-
держащих по С-30 остатки сульфокислоты,
замещеной этилхлорформиатом, галоидан-
гидридом, аминоалкансульфокислотой (1).

Получение сложных производных, содер-
жащих заместители одновременно при С-3 и
при С-30 (2), а также некоторых С-2 произ-
водных (1) и С-26 производных, например,
глицирретината колхицина (молекулярное
соединение Гк и алкалоида колхицина) (1).

В СНГ (Республика Казахстан) получены
18-дегидро-Гк (глидеринин) и её натриевая
соль (1), а также 3-амино-Гк (1) и натриевая
соль ∆'-3-кето-Гк (1).

Получаемые производные входят в состав
ряда комбинированных фармакологических
средств (10) или «пролекарств», в которых Гк
(ГК) выступают не только в качестве необыч-
ного транспортного средства для доставки
лекарства к цели, но и сами являются лекар-
ственным средством. Подробные методы по-
лучения оригинальных соединений с высо-
ким процентом выхода изложены в много-
численных частных публикациях и обобще-
ны в опубликованных обзорах [6, 7]. Всего
источников информации (42).

4. Получение флавоноидных (фенольных)
соединений и препаратов

Спазмолитические свойства, противовос-
палительный и противоязвенный эффекты,
обнаруженные еще в начале 50-х годов ХХ
века в корнях солодки и экстрактах из нее,
предварительно освобожденных от глицир-
ризина, были отнесены на счет флавоноид-
ных соединений солодки. Установлено, что
среди флавоноидов корней солодки основ-
ным является флаванон-халконовый комп-
лекс гликозидов и агликонов. Исследования
зарубежных [11-13] и отечественных [14] уче-
ных расширили эти представления, что спо-
собствовало более углубленному изучению
всего комплекса фенольных соединений под-
земной и надземной частей солодки, их вы-
делению, изучению индивидуальных веществ
и суммарных препаратов представителей
данного класса БАС [8, 14-16].

Так, в 50-60-х годах ХХ века за рубежом
были запатентованы способы получения:
флаванонового дигликозида (1) и халконово-
го гликозида (1) из корней солодки. Первич-
ная обработка корней солодки проводилась
95 % этанолом и изобутанолом, сгущение из-
влечений - под вакуумом.

В первом случае остаток смешивали с эти-
лацетатом, фильтровали и удаляли раствори-

тель, затем смешивали с петролейным эфи-
ром и кристаллизовали, перекристаллизацию
проводили из смеси этанол-этилацетат-вода с
получением конечного продукта. Во втором -
остаток обрабатывали смесью серного и пет-
ролейного эфиров, сушили под вакуумом над
фосфора пентаоксидом. Затем продукт очи-
щали, растворяя при нагревании в этаноле,
охлаждали, фильтровали, смешивали с петро-
лейным эфиром, отстаивали в течение 1 сут.
Полученный продукт растворяли в абсолют-
ном этаноле, смешивали с изобутанолом при
нагревании, концентрировали под вакуумом
и кристаллизовали при охлаждении с выделе-
нием конечного продукта.

Представлены способы получения спазмо-
литического средства из корней с. голой пу-
тем многостадийной обработки водно-спир-
товых извлечений слабыми растворами ще-
лочей и кислоты хлористоводородной (3) с
последующей очисткой на оксиде алюми-
ния (1). Для получения целевого продукта пред-
ложен способ обработки спиртового извлече-
ния из корней солодки солью Рейнике или дру-
гими реагентами с последующей обработкой
осадков органическими растворителями (1).

Известны патенты на способы получения
суммарных флавоноидных препаратов из
корней солодки для лечения язвенных болез-
ней. Способы основаны на обработке корней
органическими экстрагентами (низшие спир-
ты или кетоны) с последующим высаливани-
ем целевого продукта солями неорганичес-
ких кислот в растворителях различной поляр-
ности (2); обработкой слабой кислотой (1) или
очисткой на сорбенте (1). Эти способы, как
правило, приводили к частичному разруше-
нию природных флавоноидных соединений.

Затем предложены способы последова-
тельного разделения и выделения из экстрак-
тов глицирризина и флавоноидов с помощью
различных растворителей, химических реа-
гентов и сорбентов (4). Заслуживают внима-
ния патенты на методы получения флавоно-
идов с помощью полиамида (1) и других сор-
бентов (3); интересны способы выделения
ряда индивидуальных флавоноидных соеди-
нений. Так, из коммерческого экстракта солод-
ки либо из неочищенного глицирризина по-
средством обработки кислотой в жестких усло-
виях и очистки получают гликозид флавано-
на (1). Этот способ запатентован в СССР (1).

В США японскими учеными запатентован
способ синтеза эхинатина - халконового гли-
козида, впервые выделенного из корней
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с. щетинистой и обладающего лимфобласто-
идной активностью (1).

Предложен способ получения ликвирити-
на путем экстракции корней солодки метано-
лом или этанолом, затем извлечения упарива-
ют при температуре ниже 60 °С, концентрат
подвергают распределительной экстракции с
использованием водного этанола и н-бутано-
ла, бутанольный слой промывают водой,
фильтруют, концентрируют, отстаивают для
отделения нерастворимых примесей, осев-
ший осадок растворяют в горячей воде, ох-
лаждают для отделения ликвиритина и пере-
кристаллизовывают его из водного низшего
спирта (1).

Известны способы получения препарата с
противоопухолевой и антиаллергической ак-
тивностью на основе выделяемых экстракци-
ей смесью гексана и ацетона или этанола из
корней 3-х видов солодки гидрофобных фла-
воноидов (2). Предложен способ получения
фармакологически активных флавоноидов
путем экстракции измельченных корней ра-
створом аммиака в свободном спирте при по-
вышенной температуре, подкисления вытяж-
ки, отделения осаждаемой глицирретиновой
кислоты, нейтрализации фильтрата аммиа-
ком, концентрирования и сушки готового
продукта (1). Это одна из первых попыток
последовательного получения одновременно
сапонинов и флавоноидов солодки.

Предложен способ получения флавоноид-
ного соединения путем экстракции корней
солодки уральской водой и/или спиртом с
удалением растворителя, растворения остат-
ка в воде, экстракцией гексаном и хлорофор-
мом и очисткой целевого продукта на сорбен-
те (1).

Получение ликвиритина, ликуразида, лик-
виритигенина, нарингенина из водных и/или
спиртовых экстрактов корней солодки, очи-
стка их с помощью гельфильтрации на колон-
ке с сефадексом (2).

Предложен способ получения ликохалко-
на А, изоликофлаванола, гликокумарина пу-
тем обезжиривания сырья корня солодки
гексаном, экстрагирования его этилацетатом,
удаления растворителя, очищения остатка
хроматографией на силикагеле, элюирования
целевых продуктов смесью хлороформа и
метанола (1).

Ранее за рубежом предложены способы
целенаправленного получения глицирризи-
новой кислоты и очищенной суммы флавоно-
идов:

1. Измельченные корни солодки экстраги-
руют водой, отфильтровывают и фильтрат
пропускают через колонку с зернистым по-
лиамидом, промывают водой, затем элюиру-
ют 99 % метанолом флавоноидную фракцию,
далее элюируют 85 % метанолом, содержа-
щим 1 н. раствор аммиака, элюат сгущают и
получают глицирризат аммония (1).

2. Корни солодки обрабатывают водной
щелочью при нагревании, экстракт обраба-
тывают кислотой хлористоводородной, оса-
док фильтруют и обрабатывают метанолом,
раствор пропускают через анионит, промы-
вают водой и элюируют 50 % метанолом, со-
держащим аммиак, элюат сгущают, остаток
растворяют в 50 % метаноле и пропускают че-
рез катионит, элюат упаривают и получают
чистую ГК. Упариванием подкисленной
фракции получают флаванон  ликвиритиге-
нин (1).

Пожалуй, это всего лишь два известных
нам способа получения одновременно и ГК,
и флавоноидов с использованием полиамида
и ионообменников.

В странах СНГ предложено несколько
средств и препаратов на основе флавоноидов
из надземной части солодки.

Описан способ выделения пиноцембрина
путем экстракции надземной части хлоро-
формом, упаривания извлечения, хроматог-
рафирования на силикагеле смесью хлоро-
форма и петролейного эфира и последующей
кристаллизацией целевого продукта из сме-
си хлороформ-гексан, с выходом до 0.9 % от
массы сырья. Целевой продукт активнее ами-
допирина, индометацина и гидрокортизона
(1).

Предложен способ выделения гипохолес-
теринемического средства путем обезжири-
вания сырья хлористым метиленом, затем
ацетоном, его экстракции 70-75 % водным
ацетоном, удаления экстрагента и сушки сум-
марного фенольного целевого продукта с вы-
ходом до 13 % от массы сырья (1).

На основе выделяемых флавоноидных
продуктов запатентовано около десятка раз-
личных лекарственных средств [10]. Всего ис-
точников информации (44).

Следует отметить, что еще в 60-х годах
ХХ века в ГП ГНЦЛС (бывший ХНИХФИ,
ВНИИХТЛС, г. Харьков) были разработаны,
а затем начали выпускаться медицинской
промышленностью оригинальные препараты
из солодки (способы их получения были за-
щищены авторскими свидетельствами
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СССР): ликвиритон - очищенная сумма фла-
ваноновых гликозидов из корней солодки; ле-
карственное средство - комбинированный
препарат, содержащий халконовый биозид
(ликуразид); защищен метод контроля этого
средства по (1). Запатентован способ получе-
ния левовращающего ликвиритигенина (1) и
способ извлечения германия с использовани-
ем фенольных комплексов корня солодки (1).
Ликвиритон и ликуразид в промышленности
получали из 92-96 % этанольных экстрактов
из корня солодки путем хроматографической
очистки и разделения на полиамидном сор-
бенте с последующим выделением целевых
продуктов с выходами до 1.0 % и 0.1 %, соот-
ветственно [8,10, 14,17,18].

Позднее (в 70-80-х годах ХХ века) в
ГП ГНЦЛС была разработана комплексная
технология переработки солодки [19] и запа-
тентованы [10] по этой технологии способы
получения: ликвиритона; ликуразида; суммы
халконовых гликозидов; ликвиритина; а так-
же глицирама и сухого экстракта из подзем-
ной части солодки по (1); гипохолестеринеми-
ческого средства, выделяемого из травы со-
лодки голой (1). Для осуществления этой тех-
нологии в промышленности разработаны и
защищены: способ получения извлечений из
растительного сырья; экстрактор для их по-
лучения и способ получения полиамида в гра-
нулах для промышленной хроматографии
флавоноидов солодки по (1).

Суть комплексной технологии [19] заклю-
чалась в предварительном измельчении под-
земной части солодки голой или солодки
уральской вальцеванием до порошка и в пос-
ледовательном экстрагировании из расти-
тельного сырья в специальном экстракторе
сначала фенольной, а затем тритерпеновой
составляющих. Экстрагентами для этого слу-
жили сначала 90 % водный ацетон, затем аце-
тон, подкисленный 3 % азотной кислотой. Фе-
нольная фракция служила для получения
флавоноидных препаратов (ликвиритона,
ликвиритина, ликуразида и халкорина), а три-
терпеновая – для получения глицирама.
Шрот сырья после ацетоновой экстракции
использовался для получения медицинского
экстракта солодкового корня, шрот сырья
после кислоацетоновой экстракции – для
получения технического экстракта солодко-
вого корня.

Выделение флавоноидов: ацетоновый эк-
стракт сгущали до удаления ацетона, остаток
экстрагировали горячей водой с отделением
полимерных твердых остатков. Водное извле-

чение наносили на батарею адсорберов, за-
полненных гранулами полиамидного сорбен-
та, и элюировали с заданной скоростью ра-
створами водного спирта в градиенте различ-
ных концентраций.

Элюаты с 20 % концентрацией спирта со-
держали сумму флаваноновых гликозидов, из
которой кристаллизацией из сгущенных кон-
центратов выделяли ликвиритин с выходом
0.05 %-0.10 % от массы сырья, а остаток - ма-
точник сушили распылением с получением
препарата «Ликвиритон» с выходом до 2 % от
массы сырья.

Элюаты с 50 % концентрацией спирта сгу-
щали и из концентратов путем кристаллиза-
ции и перекристаллизации из спиртовых ра-
створов получали субстанцию ликуразид с
выходом до 0.2 % от массы сырья.

Маточники от перекристаллизации ис-
пользовали для получения суммы халконовых
гликозидов.

Элюаты с 70 % концентрацией спирта в
элюенте сгущали, присоединяли маточники
от выделения ликуразида и сушили распыле-
нием с получением субстанции для препара-
та «Халкорин» с выходом до 1.0 % -1.5 % от
массы сырья.

Выделение глицирама: кислый ацетоно-
вый экстракт обрабатывали 25 % водным ам-
миаком (или газообразным аммиаком) с по-
лучением осадка триаммонийной соли ГК.
Осадок отделяли, растворяли при нагревании
в концентрированной (ледяной) уксусной
кислоте для перевода триаммонийной соли в
моноаммонийную соль, охлаждали для крис-
таллизации продукта, фильтровали осадок.
Очистку проводили перекристаллизацией из
кислоты уксусной ледяной на первой стадии
и из 85 % этанола на последней стадии с по-
лучением целевого продукта – моноаммо-
нийной соли ГК (глицирама), с выходом до
2.0 % - 2.5 % от массы сырья. Маточники (сгу-
щенные концентраты после обработки амми-
аком и кислотой уксусной) объединяли, ней-
трализовывали (щелочью или кислотой) и ис-
пользовали для получения технического экст-
ракта солодкового корня.

Получение суммарных экстрактов: шрот
после ацетоновой экстракции (или кислоаце-
тоновой экстракции) обрабатывали горячей
водой, содержащей 0.25 % аммиака, отделяли
жидкую фазу от твердой (шрота) с помощью
центробежной центрифуги. Жидкую фазу
сгущали до получения густого экстракта со-
лодки или кубовые остатки сушили на распы-
лительной сушилке до получения сухого ме-
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дицинского экстракта солодкового корня или
сухого технического экстракта солодкового
корня с выходом 20.0 % – 25.0 % от массы сы-
рья (шрота).

Предложенная комплексная технология
была апробирована в промышленных услови-
ях на ПХФО «Здоровье» (ныне «ООО фарма-
цевтическая компания «Здоровье»» г. Харь-
ков).

Спустя десятилетие (в конце ХХ века) в
Российской Федерации предложены вариан-
ты осуществления комплексной технологии
переработки солодки: корней [20] и травы
[21].

По предложенной [20] технологии исполь-
зуется экстрагент (возможно водно-спирто-
вая смесь), который позволяет совместить ис-
черпывающие извлечения из сырья гликози-
лированных форм тритерпеноидов и флава-
ноидов. Затем отделяют нативную суммы
флавоноидов, одновременно обогащая экст-
ракт ГК. Из нативной суммы флавоноидов по-
лучают субстанцию проликвиритон, содер-
жащую до 20 % флавоноидов, из которой 4-х
кратной экстракцией смесью растворителей:
н-бутанол-этилацетат-вода выделяют ликви-
ритон, затем промывают его водой, сгущают,
растворяют в спирте и сушат. Из тритерпе-
ноидной фракции путем ее очистки получа-
ют глицирам или сухой и густой очищенные
экстракты.

По предложенной [21] комплексной тех-
нологии измельченную траву солодки экстра-
гируют сначала 95 % ацетоном с получением
гидрофобной фракции, затем удаляют аце-
тон, сухой остаток, содержащий не менее
40 % флавоноидных агликонов предложен
для производства 3 % мази антимикробного
действия. Далее растительный материал об-
рабатывают 70 % водным ацетоном, удаляют
экстрагент, сухой остаток сапонино-флаво-
ноидной фракции, содержащий 28 % тритер-
пеновых и 12 % флавоноидных гликозидов,
предложен для производства 5 % мази проти-
вовоспалительного и ангиопротекторного
действия. Шрот сырья обрабатывают горячей
водой, экстракт концентрируют, полисахари-
ды осаждают ацетоном, твердый остаток
фильтруют, очищают и сушат продукт, содер-
жащий не менее 10 % нейтральных сахаров и
белковых веществ. После отделения полиса-
харидов фильтрат концентрируют и сушат с
получением аминокислотной фракции, со-
держащей не менее 22 % суммы аминокислот
и 2.5 % оксикоричных кислот. Полисахарид-

ная и аминокислотная фракции в виде гранул
предложены в качестве иммуностимулирую-
щего и желчегонного препаратов, соответ-
ственно. Оставшийся растительный матери-
ал после сушки может быть использован в
качестве корма для животных.

5. Получение полисахаридов (очищенные
фракции углеводов)

Из других основных БАС солодки запатен-
тован ряд способов получения высокомоле-
кулярных углеводов (полисахаридов).

В одном случае корни солодки обрабаты-
вают горячей водой, извлечение сгущают, за-
тем с помощью диализа получают сумму по-
лисахаридов (1).

В другом - полученный из корня солодки
подщелоченный водный экстракт после отде-
ления глицирризина фракционируют мето-
дом ультрафильтрации на различных мембра-
нах с получением фракций высокомолеку-
лярных соединений, в т.ч. полисахаридов с
молекулярной массой в пределах 1-30 тыс (1).

В зарубежной литературе описаны мето-
ды получения и химической расшифровки
некоторых очищенных субстанций фракций
полисахаридов: глицирризана GA, получен-
ного из столонов с.голой, глицирризана UA,
выделенного из корней с.уральской [22, 23] и
полисахаридов из корней с.уральской: гли-
цирризана UA и глицирризана UВ [24]. Так,
корни солодки из Китая первоначально экст-
рагируют горячей водой, извлечение осажда-
ют этанолом, осадок обрабатывают горячей
водой, центрифугируют, обрабатывают реа-
гентами и получают фракции с выходом
0.15 % и 0.015 %. Далее гомогенезат обрабаты-
вают с помощью гель-хроматографии, выде-
ляя очищенные фракции названных полиса-
харидов, проводят расшифровку углеводных
последовательностей и характеризуют. На-
пример, глицирризан UС характеризуют как
арабино-3,6-галактоглюкановый тип полиса-
харида с молекулярной массой 69 тыс, состо-
ящий из L-арабинозы, D-галактозы, D-глюко-
зы, L -рамнозы в молярном соотношении
10:30:27:1, полисахарид линейно-разветвлен-
ного типа [25].

Предварительные исследования отече-
ственных авторов также дают возможность
характеризовать выделяемые фракции поли-
сахаридов из травы с.голой как гликуроно-
гликаны, состоящие в основном из кислоты
галактуроновой , галактоарабана с включени-
ями глюкозы, рамнозы и ксилозы, из корней
- как глюкан (крахмал) и полисахарид груп-
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пы гликуроногликанов, состоящий в основ-
ном из кислоты галактуроновой, галактоаро-
бана с включением рамнозы и ксилозы. По-
лучаемые фракции полисахаридов выделяют
из обезжиренной надземной части или сра-
зу из корней с помощью обычных методов эк-
стракции, фракционирования и очистки уг-
леводов [26].

Таким образом, представленные в крат-
ком обзоре технологические приемы выделе-
ния и получения некоторых компонентов, со-
держащихся в солодке БАС, очищенных суб-
станций и индивидуальных соединений сви-
детельствуют о многообразии методов полу-
чения, постоянном их совершенствовании и
перспективах дальнейшего исследования в
этой области с целью создания новых техно-
логий различных лекарственных препаратов
из солодки.

6. Получение препаратов различного
назначения

В патентной литературе и научной перио-
дике приведены многочисленные технологи-
ческие приемы получения препаратов и ком-
бинированных продуктов для косметично-
парфюмерного применения, ветеринарной
медицины и для создания различных биоло-
гически активных добавок (БАД) или пище-
вых добавок. В них солодка применяется или
как растительное сырье в сборах с другими
растениями, например, для создания различ-
ных алкогольных или безалкогольных напит-
ков, бальзамов или пищевых добавок, или как
сырье для выделения БАС и комплексов, вво-
димых в различные продукты.

Технологии получения таких продуктов
общеизвестны и особого интереса не пред-
ставляют, то есть это приемы получения кос-
метических препаратов, пищевых продуктов
или БАД, напитков или бальзамов и других
продуктов, содержащих компоненты, выде-
ляемые из солодки: суммарные извлечения,
индивидуальные ГК и Гк (их производные),
флавоноиды, полисахариды и другие компо-
ненты. Масштаб таких сведений только па-
тентной информации довольно внушителен:
для зарубежных стран он составляет около
100 источников, а для стран СНГ - свыше 50
источников [10].

Всего по источникам патентной информа-
ции только по технологии получения различ-
ных продуктов зафиксировано около 390 ис-
точников от общего числа около 700, т.е. 55 %
от всей зафиксированной патентной инфор-
мации.

Выводы

Анализируя источники патентной инфор-
мации, научной периодики по технологии пе-
реработки солодки и получения продуктов из
нее, следует отметить стабильный интерес к
солодке как источнику сырья для получения
целого ряд БАС и других полезных соедине-
ний и средств. Об этом свидетельствует по-
стоянный рост числа охранных документов
по общему использованию солодки и получа-
емых из нее препаратов, в том числе и по тех-
нологиям получения субстанций.

Следует отметить, что большинство патен-
тованных технологических разработок на по-
лучение средств и препаратов приходится на
само растительное сырье – солодку, а также
на тритерпеновые соединения и получаемые
на их основе различные производные и мо-
лекулярные комплексы с широким спектром
лечебного и биологического действия.

В последнее время предложен ряд ориги-
нальных методов получения препаратов на
основе флавоноидных и тритерпеновых со-
единений солодки, выпускаемых в России
[18].

Все это подтверждает то, что солодка выш-
ла на первое место среди цветковых лекар-
ственных растений по частоте применения в
медицине [27]. Лекарственные средства из
солодки относятся к 12 фармакотерапевти-
ческим группам [28]. Продолжается интен-
сивное изучение сапонинового (тритерпено-
вого) и фенольного комплексов солодки [29,
30], применение в БАД [31].

Солодка нашла широкое применение не
только в медицине и ветеринарии, но и в пи-
щевой промышленности, а также в составе
косметических, парфюмерных средств и пре-
паратов общего использования.

Большие потенциальные возможности
имеются также в области создания техноло-
гий выделения и применения средств на ос-
нове других БАС и комплексов (например,
аминокислот, пектинов, углеводов, микроэле-
ментов и др.), содержащихся в солодке.
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Резюме
Аммосов О.С., Литвиненко В.І.

Солодка: технологія препаратів (стислий огляд)

Узагальнено відомості з основних технологічних
розробок, представлених у доступній патентній і нау-
ковій періодичній літературі за останні десятиріччя, що
відбивають методи комплексної переробки солодки,
одержання з неї очищених субстанцій, що використо-
вуються для створення медичних препаратів та інших
продуктів.

Summary
Ammosov A.S., Litvinenko V.I.

Licorice: technology of preparations (brief overview)

The data on basic technological developments presen-
ted in available patent and periodical scientific literature
for last decades and reflecting the methods of licorice com-
plex processing, as well as of obtaining of purified sub-
stances used for medicinal preparation and other products
from one are summarized.

Аммосов Алексей Серафимович Аммосов Алексей Серафимович Аммосов Алексей Серафимович Аммосов Алексей Серафимович Аммосов Алексей Серафимович (р. 1940).
Окончил Ленинградский химико-фармацевтичес-
кий институт. Работает в ГП ГНЦЛС (с 1970).
К.фарм.н. (1988). Ст. науч. сотрудник сектора хи-
мии и технологии фенольных препаратов.

ЛитвиненкоЛитвиненкоЛитвиненкоЛитвиненкоЛитвиненко Василий ИвановичВасилий ИвановичВасилий ИвановичВасилий ИвановичВасилий Иванович (р. 1932).
Окончил Харьковский фармацевтический инсти-
тут (1959). Д.х.н. (1990). Профессор (1991). Акаде-
мик ИА Украины (2000). Зав. сектором химии и
технологии фенольных препаратов ГП ГНЦЛС.
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Представлен обзор современных данных по изучению химического состава и применения видов фиалки. Фиалка
трехцветная и фиалка полевая отличаются большим разнообразием биологически активных веществ (флавоноидов,
кумаринов, фенолкарбоновых кислот, полисахаридов) и обладают широким спектром фармакологического действия:
отхаркивающим, антимикробным, мочегонным, противовоспалительным, антиаллергическим. Эти виды, наряду с
другими видами фиалок, могут быть использованы для дальнейшего изучения и разработки новых лекарственных
препаратов.

Род фиалка (Viola L.) относится к семей-
ству фиалковых (Violaceae), широко распро-
страненному по всему земному шару, особен-
но в тропических и субтропических областях
[22].

Род фиалка – единственный представи-
тель во флоре нашей страны этого обширно-
го и многообразного семейства [25].

Род фиалка (Viola) включает 900 видов,
ареал которых распространяется от Арктики
на севере до Огненной Земли и Фолкленд-
ских островов, а также Австралии, Новой Зе-
ландии - на юге [25].

Жизненные формы фиалок разнообраз-
ны, они представлены многолетними, редко
однолетними травянистыми растениями (в
России), с развитым олиственным стеблем
или бесстебельные растения с розеткой при-
корневых листьев, нередко со столонами;
еще реже полукустарниками. Некоторые фи-
алковые (ползучие кустарники или лианы
влажного тропического леса) совершенно не
похожи на те, что растут у нас [25].

Растения рода фиалка имеют очередные
листья, иногда собранные в прикорневую ро-
зетку. Цветки неправильные, одиночные, па-
зушные, на цветоножках с 2 прицветниками.
Чашечка из 5 почти одинаковых чашелистни-
ков с небольшими, обращенными книзу при-
датками. Нижний лепесток со шпорцем или
мешковидным выростом. Тычинки с широки-
ми свободными, очень короткими нитями и
со связниками, оттянутыми в треугольные
придатки, 2 передние тычинки с нектарника-
ми при основании. Столбик обычно изогну-
тый, нередко с клювиком. У многих видов на-
блюдаются нераскрывающиеся клейстогам-
ные цветки с недоразвитым венчиком и 2 –
5 тычинками. Плод – коробочка, обычно ра-
стрескивающаяся 3 створками и разбрасыва-
ющая семена. Семена с мясистым присемян-
ником или без него [25].

Фиалка трехцветная – европейский вид,
встречающийся в Сибири лишь как заносное
растение. Широко распространена по всей
европейской части страны [25].

Фиалка полевая – распространена в Ев-
ропейской части России и Западной Сибири
[25].

Места обитания фиалок также разнооб-
разны. Фиалки приспособлены к различным
экологическим условиям: обитают на опуш-
ках, полях, просеках, среди зарослей кустар-
ников, на лугах, на склонах балок и оврагов;
на сельскохозяйственных угодьях, сухих за-
лежах, паровых полях, в посевах различных
культур, парках, на огородах, обочинах дорог,
железнодорожных насыпях. В тропических и
субтропических областях фиалки растут в го-
рах, встречаясь на высоте до 4600 м в Перу и
Боливии [25].

Лечебные свойства фиалок были извест-
ны с глубокой древности.

На Руси длительное время фиалку приме-
няли при чесотке, дерматитах, хронической
экземе [34]. В римской мифологии она упоми-
нается как «цветок Юпитера» [34].

Рядом авторов проводилось изучение био-
логически активных веществ, содержащихся
в фиалке трехцветной и фиалке полевой.
Было установлено наличие фенольных соеди-
нений, сапонинов, полисахаридов и других
соединений. Наиболее широко в изучаемых
растениях представлены фенольные соеди-
нения. Из них обнаружены и идентифициро-
ваны флавоноиды, фенолкарбоновые кисло-
ты, кумарины, дубильные вещества [20].

Флавоноиды обнаружены как в фиалке
трехцветной, так и в фиалке полевой, но наи-
более полно они изучены в фиалке трехцвет-
ной. Флавоноидные соединения фиалки
трехцветной представлены кверцетином,
лютеолином, лютеолин-7-гликозидом, рути-
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ном (виолакверцетином). Содержание рути-
на в листьях фиалки составляет до 0.15 %, в
стеблях - до 0.1 %, в корнях – 0.05 %, в семе-
нах и цветках – следы. Наряду с О-гликози-
дами флавоноидов из травы фиалки трех-
цветной выделен целый ряд С-гликозидов-
флавонов: витексин и изовитексин (сапона-
ретин), (8-С- и, соответственно, 6-С – глюко-
зилапигенин); ориентин и изоориентин (8-С
и 6-С –глюкозиллютеолин), виценин – 2 и
виолантин (6,8 – ди – С и, соответственно,
6 – С-рамнозил-8-С-глюкозилапигенин),
скопарин, сапонарин. В фиалке полевой об-
наружен только рутин; его содержание ко-
леблется от 0.15 % до 0.45 % в траве; в листь-
ях - до 0.13 %, в стеблях – 0.08 % [20, 30, 34].

В цветках фиалки трехцветной найдены
антоцианы: виоланин, дельфинидин и его 3-
глюкозид, цианидин, 3-глюкозид пеонидина,
которые обуславливают их окраску [28, 32,
33]. Антоциан виоланин обнаружен и в цвет-
ках фиалки полевой [20].

Фенолкарбоновые кислоты фиалки трех-
цветной представлены кофейной, n-кумаро-
вой, гентизиновой, протокатеховой кислота-
ми. Их содержание составляет 0.18 %. Наря-
ду с ними содержится кислота салициловая и
ее производные, такие как метилсалицилат и
виолютозид (глюкозидоарабинозид метило-
вого эфира кислоты салициловой). Фиалка
полевая содержит кислоту салициловую и ее
метиловый эфир [27, 34, 20].

Дубильные вещества обнаружены только
в траве фиалки трехцветной; их содержание
составляет 2.4 % – 4.5 % [16, 20].

В траве фиалки трехцветной установлено
и наличие кумарина умбеллиферона [2].

Литературные данные о наличии сапони-
нов в фиалке трехцветной спорные. Одни ав-
торы указывают на их наличие, другие гово-
рят об их отсутствии, а указывают на нали-
чие гемолитически активных пептидов [34].

Как фиалка полевая, так и фиалка трех-
цветная содержат эфирное масло, состоящее
в основном из метилового эфира кислоты са-
лициловой. Его содержание в фиалке трех-
цветной и полевой составляет 0.01 % [20].

Другим, не менее важным классом биоло-
гически активных соединений, содержащих
в фиалках, являются углеводы. Углеводы фи-
алки трехцветной представлены полисахари-
дами, в т.ч. и пектиновыми веществами. На-
личие полисахаридов установлено в надзем-
ной части, их выход составил от 8.5 % до 13 %.
Максимальное количество полисахаридов
накапливается в период цветения. Методом

хроматографического анализа на бумаге
было доказано наличие в гидролизатах поли-
сахаридных комплексов глюкозы, галактозы,
арабинозы, ксилозы, рамнозы, галактуроно-
вой кислоты [8, 29]. При проведении иссле-
дований по выявлению во флоре Литвы ви-
дов, накапливающих слизи, литовские уче-
ные установили, что у видов рода Viola L. ос-
новное накопление слизи происходит в над-
земной части, в основном в эпидермисе лис-
тьев [19].

Пектиновые вещества были получены эк-
стракцией травы фиалки трехцветной сме-
сью 0.5 % растворов кислоты щавелевой и ок-
салата аммония (1:1) при температуре 70 °С.
Выход их составил 4.6 %. В гидролизатах пек-
тиновых веществ методом бумажной хрома-
тографии идентифицировали кислоту галак-
туроновую, глюкозу, галактозу [8].

При изучении фиалок внимание исследо-
вателей привлекали и витамины. Присут-
ствие кислоты аскорбиновой обнаружено в
фиалке трехцветной и фиалке полевой.

Наличие каротиноидов в фиалке полевой
установлено только качественно, а в фиалке
трехцветной они разделены на отдельные
компоненты и установлена их структура. Ка-
ротиноиды фиалки трехцветной представле-
ны виолоксантином, ауроксантином, флаво-
ксантином, зеаксантином, лютеином, лютео-
ксантином, каротином, ликонином и их про-
изводными [20]. Кроме каротиноидов и вита-
мина С листья фиалки полевой содержат ви-
тамин К, а листья фиалки трехцветной - ви-
тамин Р.

Среди других классов природных соеди-
нений в семенах фиалки трехцветной и фиал-
ки полевой найдено жирное масло. В корнях
фиалок содержится алкалолид виолаэметин
[20].

В настоящее время в научной медицине
России фиалка трехцветная и фиалка полевая
используются в качестве отхаркивающего
средства [6, 13]. Отхаркивающий эффект свя-
зан, главным образом, с содержанием в рас-
тении сапонинов и слизеподобных веществ.
Прием настоя фиалки вызывает усиление
секреции бронхиальных желез, облегчает от-
деление мокроты, успокаивает кашель [8, 9,
23, 24]. Назначают ее при воспалительных
заболеваниях органов дыхания (острых рес-
пираторных заболеваниях, трахеитах, брон-
хитах, бронхопневмониях) [7, 9, 23, 24]. Од-
нако в больших дозах настой фиалки может
вызвать рвоту (раздражающее действие «са-
понинов») [9, 23]. Трава фиалки в медицинс-
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кой практике используется для приготовле-
ния настоя, а также входит в состав отхарки-
вающих сборов [23, 26].

Трава фиалки трехцветной в смеси с дру-
гими растениями: корнями и корневищами
девясила, семенами тмина, травой сессюреи
входит в состав средства, применяемого для
лечения бронхиальной астмы [18].

Не менее известна фиалка и как диурети-
ческое средство и в связи с этим назначает-
ся при застойных явлениях, заболеваниях
мочевого пузыря, для лечения мочекаменной
болезни [22, 23, 9]. Мочегонное действие фи-
алок оспаривается, т.к. после принятия на-
стоя внутрь количество выделяемой мочи не
увеличивается, но усиливается выделение
хлоридов [34].

Наличие в растении слизеподобных ве-
ществ и эфирного масла оказывают противо-
воспалительное действие, которое использу-
ют для лечения воспалительных процессов в
желудочно-кишечном тракте и дизентерии
[17, 31]. Не менее активным компонентом
травы фиалки считается и флавоновый гли-
козид виолакверцетин (рутин), который при
местном и при резорбтивном действии спо-
собствует уплотнению клеточных мембран,
замедляя всасывание различных веществ
воспалительными тканями, что характерно
для противовоспалительного действия флаво-
ноидов [34].

При приеме препаратов фиалки внутрь
кроме местного противовоспалительного эф-
фекта наблюдается также некоторое спазмо-
литическое и желчегонное действие. Препа-
раты фиалки подобно рутину тормозят раз-
витие травматического отека у крыс, оказы-
вают противовоспалительное действие на
модели декстранового отека, а также снижа-
ют проницаемость сосудов и дают выражен-
ный гипосенсибилизирующий эффект [34].
Настой фиалки трехцветной оказывает губи-
тельное действие на простейших [17]. Фиал-
ка трехцветная и сборы, ее содержащие, бла-
годаря содержащимся флавоноидам, ненасы-
щенным жирным кислотам, слизям, солям
магния могут применяться для предупрежде-
ния инфаркта миокарда [31]. Препараты тра-
вы фиалки оказывают антисептическое и де-
сенсибилизирующее действие. Она применя-
ется в стоматологической практике при лече-
нии воспалительных процессов слизистой
оболочки полости рта, при пародонтозе, зуб-
ной боли и гиповитаминозе С [11].

Противовоспалительные и противоаллер-
гические свойства фиалок положительно

проявляются при аллергическом дерматите
(диатезе), экземе, псориазе, трофических яз-
вах [34].

Фиалка трехцветная находит применение
и в акушерско-гинекологической практике.
Она способствует сокращению матки в пос-
леродовом периоде [14].

Женщинам, перенесшим тяжелые роды,
бабки-повитухи давали чай, состоящий из 2
частей травы фиалки трехцветной и равных
частей травы череды, листьев грецкого оре-
ха и листьев земляники, обладающий, по их
мнению, «кровоочистительным» действием,
а также с целью ускорения сокращения мат-
ки в послеродовый и послеабортный период.
Вышеуказанный настой использовали и при
обильных менструациях, связанных с воспа-
лительными заболеваниями матки [15].

В народной медицине широко использу-
ются и другие свойства фиалки трехцветной
и фиалки полевой.

Водный настой, сироп и сок из свежей тра-
вы в смеси с медом применяется в качестве
отхаркивающего и противовоспалительного
средства при сильном кашле, бронхите, груд-
ных болях, воспалении легких, туберкулезе,
воспалении горла [9, 15]. Настой растений
рекомендуется и при простудных заболева-
ниях, сопровождающихся высокой темпера-
турой [15].

В народной медицине фиалку употребля-
ют при различных кожных заболеваниях –
экземе, псориазе, аллергическом дерматите,
экссудативном диатезе, угрях, язвах, чешуй-
чатом лишае [4, 17]. В таких случаях она од-
новременно используется внутрь и наружно
в виде примочек, компрессов, обмываний. В
виде примочек наружно находит применение
при жирной себорее кожи лица и головы [3].
Для лечения диатеза популярен так называе-
мый «аверин чай», в состав которого входит
трава фиалки, череды и паслена сладкого в
соотношении 4:4:1 [15, 4].

Настой травы рекомендуется при атеро-
склерозе, сердечных приступах, воспалении
суставов и рахите у детей, что связано с до-
статочно большим содержанием в ней вита-
мина С и каротиноидов [5, 9].

Настой фиалки трехцветной известен и
как народное средство против амебной ди-
зентерии [20].

Народные целители рекомендуют исполь-
зовать фиалку трехцветную для лечения рака
любой локализации, в том числе и его наруж-
ных форм, в виде припарок из листьев [1], а
также для лечения  венерических заболева-
ний [15].
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Как мочегонное, а отчасти потогонное, ре-
гулирующее обмен, кровоочистительное
средство, чай из травы фиалки применяют
при ревматизме, подагре, артритах [4, 5, 15].

Фиалка трехцветная и фиалка полевая об-
ладают также седативным действием и нахо-
дят применение при эпилепсии, бессоннице,
нервных расстройствах [3, 20].

В литературе имеются данные об исполь-
зовании цветков и листьев фиалок в смеси с
семенами укропа и лакричного корня для ле-
чения желтухи [20].

Кроме этого, корни фиалки полевой и
фиалки трехцветной используются в народе
как рвотное средство при отравлениях [12],
а надземная часть фиалки полевой - при ас-
тении и анемии [21].

Фиалка трехцветная нашла широкое при-
менение не только в России, но и за рубежом.
Она описана в Фармакопеях Нидерландов,
Югославии, Германии, Польши, Австрии,
Турции [20].

Так, например, в болгарскими медиками
она рекомендуется при кожных заболевани-
ях, ревматизме, подагре, атеросклерозе. На-
значается при заболеваниях верхних дыха-
тельных путей и как мочегонное средство
[10].

За рубежом выпускаются препараты, при-
готовленные из фиалки трехцветной. На-
стойка анютиных глазок входит в состав пре-
парата для лечения кожных заболеваний
«Antipsoricum N Truw», масло фиалки трех-
цветной вместе с другими растительными эк-
страктами входят в состав дерматологическо-
го препарата «Befelka» [34].

Таким образом, фиалка трехцветная и
фиалка полевая отличаются наличием боль-
шого разнообразия биологически активных
веществ (флавоноидов, кумаринов, фенол-
карбоновых кислот, полисахаридов) и обла-
дают широким спектром фармакологическо-
го действия: отхаркивающим, антимикроб-
ным, мочегонным, противовоспалительным,
антиаллергическим. Фиалка трехцветная и
фиалка полевая, наряду с другими видами фи-
алок, могут быть использованы для дальней-
шего изучения и разработки новых лекар-
ственных препаратов.
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Резюме
Литвиненко В.І., Бубєнчиков Р.О., Попова Н.В.

Фіалка триколірна та фіалка польова: хімічний

склад та застосування

Представлено огляд сучасних даних із вивчення
хімічного складу та застосування видів фіалки. Фіалка
триколірна та фіалка польова відрізняються великим
різноманіттям біологічно активних речовин (флаво-
ноїдів, кумаринів, фенолкарбонових кислот, полісаха-
ридів) і мають широкий спектр фармакологічної дії:
відхаркувальну, антимікробну, сечогінну, протизапаль-
ну, антиалергічну. Ці види, поряд з іншими видами фіа-

лок, можуть бути використані для подальшого вивчен-
ня та розробки нових лікарських препаратів.

Summary
Litvinenko V.I., Bubenchikov R.A., Popova N.V.

Viola tricolor and Viola arvensis: chemical composition

and use

The review of modern data on study of chemical com-
position and use of violet species is presented. Viola tricolor
(garden violet) and Viola arvensis (field violet) are charac-
terized by a great variety of biologically active substances
(flavonoids, coumarins, phenol carboxylic acids, polysac-
charides) and possess a wide spectrum of pharmacological
effects: expectorative, antimicrobial, diuretic, anti-inflam-
matory, antiallergic. These species, together with other vi-
olet species, may be used for further study and develop-
ment of new medicinal products.
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Разработана методика количественного определения остаточных количеств воды в лиофилизированных препара-
тах методом газовой хроматографии (ГХ). Методика позволяет определять содержание воды в диапазоне до 15 %
при массе содержимого флакона от 10 мг. Определение проводят без вскрытия флакона, что позволяет снизить ошиб-
ку определения.

В тех случаях, когда сохранность действу-
ющего вещества, используемого в инъекци-
онном лекарственном препарате, не может
быть обеспечена в растворенном состоянии,
используют лиофилизацию, т.е. сублимацию
замороженного раствора действующего ве-
щества при низких температурах и понижен-
ном атмосферном давлении. При лиофилиза-
ции биологически активные вещества пре-
терпевают минимальные химические превра-

щения, а сами лиофилизированные препара-
ты способны продолжительное время хра-
ниться без изменения фармакологических
свойств [1,2].

Одним из основных дестабилизирующих
факторов, влияющих на сохранность лиофи-
лизированных препаратов, является количе-
ство остаточной воды в лиофилизированной
массе, поэтому контроль за содержанием
воды в препарате является актуальной зада-
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чей в производстве лиофилизированных ле-
карственных форм.

Основными методами определения воды в
лиофилизированных лекарственных формах
являются метод К. Фишера и метод опреде-
ления потери в массе при высушивании в ва-
кууме над фосфора пентаоксидом. Эти мето-
ды требуют взятия точной навески лиофили-
зированного препарата в количестве не ме-
нее 0.5 г. Поскольку практически все лиофи-
лизированные препараты являются крайне
гигроскопичными веществами, все работы,
включая вскрытие флаконов, взятие навесок,
проведение самих измерений, необходимо
выполнять в герметичных боксах с тщатель-
но высушенным воздухом или инертным га-
зом. Даже принимая такие меры предосто-
рожности, нельзя гарантировать получение
достоверных результатов традиционными
методами, так как в процессе проведения
всех операций в сухой атмосфере возможна
частичная потеря воды из пористой массы
препарата. Поэтому разработка методики,
которая позволяла бы быстро и достоверно
определять содержание остаточных коли-
честв воды в лиофилизированной массе, ос-
тается весьма актуальной задачей для произ-
водства и контроля лиофилизированных инъ-
екционных препаратов.

Представленная ниже методика была раз-
работана для определения остаточных коли-
честв воды в препарате «Винкристин, поро-
шок лиофилизированный для инъекций»,
представляющем собой гигроскопичную по-
ристую лиофилизированную массу во флако-
не вместимостью 10 мл следующего состава:
винкристина сульфата 1.0 мг или 0.5 мг, вспо-
могательных веществ – около 10 мг. Пре-
дельно допустимая концентрация воды для
данного препарата 7 %, что составляет около
0.7 мг на флакон. Из этих данных можно вы-
числить, что если растворить содержимое
флакона в 0.2 мл безводного растворителя,
концентрация воды в растворе может дости-
гать 3.5 мг/мл. При вскрытии флакона объём-
ная пористая масса препарата в течение
1-10 мин расплывается на воздухе из-за по-
глощения воды, поэтому при разработке ме-
тодики было принято решение готовить ис-
пытуемый раствор в самом флаконе, без на-
рушения герметизации.

Для растворения большинства подобных
препаратов удобно использовать диметил-
сульфоксид. Это вещество легкодоступно,
имеется в продаже необходимой чистоты с
содержанием воды менее 0.1 %, а при необ-

ходимости, легко может быть высушено и
очищено от сопутствующих примесей [3]. Ди-
метилсульфоксид хорошо растворяет практи-
чески все биологически активные вещества,
в том числе многие органические вещества,
которые могут быть использованы в качестве
внутренних стандартов. В данном случае в
качестве внутреннего стандарта был выбран
метанол, хроматографическая зона которого
полностью отделяется от хроматографичес-
кой зоны воды при хроматографировании
практически на всех типах сорбентов [4, 5].
Дозирование и введение раствора внутрен-
него стандарта во флакон препарата осуще-
ствляли шприцем вместимостью 250 мкл
(производство фирмы «Hamilton»), прокалы-
вая резиновую пробку флакона. Для повыше-
ния воспроизводимости объёма вводимого во
флаконы раствора внутреннего стандарта
шприц был оснащен приспособлением Чани,
которое ограничивает ход плунжера шприца
[6, 7, 8]. При аккуратном использовании
шприц, оснащенный приспособлением Чани,
позволяет дозировать объём в 250 мкл с отно-
сительным стандартным отклонением менее
0.1 %.

Экспериментальная часть

Приготовление раствора внутреннего
стандарта

Концентрация внутреннего стандарта в
приготовленном растворе должна быть та-
кой, чтобы площади пиков определяемого ве-
щества и внутреннего стандарта были по воз-
можности близки. Принимая во внимание
отличие в чувствительности термокондукто-
метрического детектора (катарометра) по от-
ношению к воде и к метанолу [9], а также
объём раствора, необходимый для полного
растворения препарата в одном флаконе,
можно рассчитать, что концентрация метано-
ла в растворе должна быть около 6 мг/мл. Для
приготовления такого раствора 0.2 мл мета-
нола помещают в мерную колбу вместимос-
тью 25 мл, доводят объём диметилсульфокси-
дом до метки и перемешивают.

Приготовление испытуемых растворов

В 5 флаконов с лиофилизированной мас-
сой, прокалывая резиновую пробку шприцем
вместимостью 250 мкл, оснащенным устрой-
ством Чани, вводят по 200 мкл раствора внут-
реннего стандарта и осторожно перемеши-
вая, чтобы раствор не попал на резиновую
пробку, растворяют содержимое флаконов.
Далее другим, чистым и сухим шприцем вме-
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стимостью 1 мл, из флаконов извлекают по-
лученные растворы, объединяя их непосред-
ственно в используемом шприце. При этом
для предотвращения попадания атмосферной
воды в испытуемый раствор через иглу шпри-
ца, иглу предварительно пропускают через
резиновую мембрану от испарителя газово-
го хроматографа и каждый раз после извле-
чения иглы из флакона закрывают конец
иглы резиновой мембраной [10]. Объединен-
ный раствор помещают в сосуд автоинжекто-
ра вместимостью 1.1 мл и используют для ана-
лиза.

В случае необходимости определения
воды в каждом флаконе, например для уста-
новления однородности процесса лиофили-
зации, испытуемый раствор из каждого фла-
кона может быть перенесен в сосуд автоин-
жектора вместимостью 200 мкл и проанали-
зирован отдельно.

Приготовление растворов сравнения воды

Концентрация воды в диметилсульфокси-
де, используемом для приготовления испыту-
емых растворов и растворов сравнения, как
правило, неизвестна. Поэтому для получения
достоверных результатов калибровку газово-
го хроматографа предлагаем проводить по 5
растворам с концентрацией воды 2 мг/мл,
4 мг/мл, 6 мг/мл, 8 мг/мл и 10 мг/мл, что пе-
рекрывает весь возможный диапазон содер-
жания воды в препаратах. Промежуточные и
используемые для калибровки хроматографа
растворы воды готовят из исходного раство-
ра воды.

Приготовление исходного раствора воды

5.0 г (точная навеска) воды помещают в
мерную колбу вместимостью 25 мл, растворя-
ют в диметилсульфоксиде, доводят объём
раствора этим же растворителем до метки и
перемешивают. Концентрация воды в исход-
ном растворе 200 мг/мл.

Приготовление промежуточных растворов
1, 2, 3, и 4 воды

По 1.0 мл, 2.0 мл, 3.0 мл, 4.0 мл исходного рас-
твора воды в диметилсульфоксиде помещают,
соответственно, в 4 мерные колбы вместимос-
тью 5 мл, доводят объёмы растворов раствором
диметилсульфоксида до метки и перемешива-
ют. Концентрация воды в полученных раство-
рах составляет 40 мг/мл, 80 мг/мл, 120 мг/мл, и
160 мг/мл, соответственно.

Приготовление стандартных образцов (СО)
воды

В 4 герметично закрываемых сосуда вме-
стимостью 2 мл, с помощью микрошприца,

оснащенного приспособлением Чани, поме-
щают по 50 мкл промежуточных растворов 1,
2, 3 и 4 воды, соответственно, а в 5-й сосуд по-
мещают 50 мкл исходного раствора воды. В
каждый сосуд прибавляют по 1.0 мл раство-
ра внутреннего стандарта и перемешивают.
Концентрация воды в приготовленных ра-
створах воды составляет 2 мг/мл, 4 мг/мл,
6 мг/мл, 8 мг/мл и 10 мг/мл, соответственно,
т.е. соответствует концентрации воды в пре-
парате от 4 % до 20 %, что перекрывает весь
диапазон реально встречающихся концент-
раций воды в лиофилизированных препара-
тах.

Хроматографирование

Методика была разработана и опробиро-
вана на газовом хроматографе модели
GC-14B, оснащенным устройством автомати-
ческого ввода проб АОС-14 и компьютеризи-
рованным интегратором С-R7a, производства
фирмы «Шимадзу», Япония.

Даже на коротких колонках с полимерны-
ми сорбентами пики воды и метанола разде-
ляются практически полностью. Единствен-
ное осложнение, возникающее при хрома-
тографировании растворов воды и метанола
в диметилсульфоксиде в изотермических ус-
ловиях, заключается в значительном (около
50 мин) времени удерживания самого раство-
рителя при температурах колонки, обеспечи-
вающих полное разделение пиков воды и ме-
танола. Поэтому для данного случая был вы-
бран режим программирования температуры
термостата колонки. На первой температур-
ной ступени при температуре 160 °С в изо-
термическом режиме в течение 3 мин проис-
ходит разделение хроматографических зон
воды и метанола, а затем температуру колон-
ки для быстрого удаление растворителя из
колонки повышают до температуры 220 °С.

Программирование температуры колонок
при использовании термокондуктометричес-
кого детектора (катарометр) возможно толь-
ко на приборах с достаточно хорошей термо-
изоляцией детектора от самого термостата. В
хроматографе типа GC-14B, катарометр име-
ет отдельный от других детекторов термо-
стат, причем газовый поток из колонки вна-
чале проходит через отдельно термостатиру-
емый блок других детекторов, а затем посту-
пает в термостатируемый блок катарометра.
Такое двойное термостатирование позволяет
исключить влияние изменения температуры
термостата колонок на сигнал детектора.

Хроматографирование проводят в следу-
ющих условиях:



69

ÔÀÐÌÀÊÎÌ         1-2004

– колонка стеклянная, размером (110 × 0.3) см;
– сорбент Витопол Б (сопилимер стирола и

дивинилбензола) с размером частиц 0.18 –
0.20 мм;

– температура испарителя 220 °С;
– температура блоков детекторов 200 °С;
– температура термостата катарометра

200 °С;
– температуру колонки программируют: на-

чальную температуру 160 °С выдерживают
в течение 3 мин; прирост температуры со
скоростью 15 °С/мин до температуры
220 °С/мин, температуру 220 °С выдержи-
вают в течение 6 мин.

– газ-носитель гелий, водород;
– скорость газа-носителя 28 мл/мин;
– детектор термокондуктометрический (ка-

тарометр);
– ток накала – 120 мА

Хроматографируют поочередно по 1 мкл
испытуемого раствора и растворов 1 – 5 СО
воды, получая 5 хроматограмм испытуемого
раствора и по 2 хроматограммы растворов
1 – 5 СО воды.

Типичные хроматограммы растворов 1-5
СО воды, а также испытуемого раствора пре-
парата приведены на Рис. 1 и Рис. 2.

Время получения одной хроматограммы
составляет около 15 мин, а полный цикл из-
мерений, включая калибровку прибора, мож-
но провести за 4 ч. Параметры калибровки
прибора, если не менять установок скорости
потока газа-носителя, сохраняются в течение
недели, что позволяет каждый раз не тратить
время на калибровку прибора, при этом про-
водить измерения концентрации воды в пре-
паратах за время, равное около 1.5 часа.

Расчет результатов

Содержание воды в лиофилизированном
препарате (Х), в процентах, вычисляют по
формуле:
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где
B1 – среднее значение отношения площа-

дей пиков воды к площадям пиков
внутреннего стандарта, вычисленное
из хроматограмм испытуемого рас-
твора;

ms – средняя масса содержимого флако-
на, в миллиграммах;

a и b – коэффициенты, вычисленные мето-
дом наименьших квадратов [11] из
хроматограмм растворов 1 – 5 СО
воды по формулам:
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где:
Bi – среднее значение отношения площадей

пиков воды к площадям пиков внутрен-
него стандарта, вычисленное из хрома-
тограмм растворов 1 – 5 СО воды
(2 хроматограммы каждого раствора);

Рисунок 1

Хроматограммы растворов 1 –5 СО воды (пик

растворителя не показан)

Рисунок 2

Типичная хроматограмма испытуемого

раствора препарата «Винкристин, порошок

лиофилизированный для инъекций»,

полученная в условиях количественного

определения воды (пик растворителя не

показан)
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Сi – содержание добавленной воды в ра-
створах 1 – 5 СО воды, в миллиграммах
в 1 мл;

10 – количество измерений растворов 1, 2, 3,
4 и 5 СО воды.

Содержание воды в растворах 1 –
5 СО воды (Сi), в миллиграммах в 1 мл, вычис-
ляют по формуле:

0
0

0.05 1000
0.2

25 5

i
i i

m V
C m V

⋅ ⋅ ⋅
= = ⋅ ⋅

⋅
,

где:
mo – масса навески воды, в граммах, взятая

для приготовления исходного раствора;
Vi – объём исходного раствора, взятый для

приготовления промежуточных раство-
ров 1 – 4 воды. Для раствора 5 СО воды
значение Vi принимают 5 мл.

Метрологические характеристики
методики

Метрологические характеристики мето-
дики во многом определяются качеством ка-
либровки используемой мерной посуды, ка-
чеством шприцев, с помощью которых про-
водят дозирование раствора внутреннего
стандарта, а также стабильностью работы
хроматографа, автоинжектора и правильно-
стью выбора параметров обработки хрома-
тограмм. В связи с этим теоретический рас-
чет неопределенности получаемых результа-
тов по предложенной методике затруднен.
Поэтому метрологические характеристики
методики были оценены методом «введено-
найдено». В качестве вещества - стандарта,
содержащего воду, был выбран лактозы мо-
ногидрат, качество которого соответствовало
требованиям статьи «Lactose-Monohydrat»
Фармакопеи Германии 10 изд. с содержани-
ем воды 5.06 % (метод К. Фишера). При вы-
полнении измерений хроматографическая
система имела следующие параметры:

– эффективность хроматографической
колонки, рассчитанная по пику воды, соот-
ветствовала 500 теоретическим тарелкам;

– коэффициент разделения пиков воды и
внутреннего стандарта – более 2.

Приготовление испытуемых образцов
стандартного вещества проводили по следу-
ющей методике. Навески лактозы моногид-
рата массой 10 – 11 мг, взвешенные на весах,
с погрешностью взвешивания ± 1 мкг, поме-
щали в 5 флаконов вместимостью 10 мл. Фла-
коны герметизировали резиновыми пробка-
ми с обжимными алюминиевыми колпачками
и проводили определение воды по описанной
выше методике. Суммарная навеска лактозы
моногидрата, помещенная в 5 флаконов, со-
ставляла 53.5620 мг, что соответствовало
2.7102 мг воды.

Рисунок 3

График и параметры линейной зависимости

отношения площадей пиков воды к площадям

пиков внутреннего стандарта

Калибровочный график и параметры за-
висимости отношения площадей пиков воды
к площадям пиков внутреннего стандарта, оп-
ределенные по результатам хроматографиро-
вания растворов 1- 5 СО воды представлены
на Рис. 3, а результаты определения воды в
стандартных образцах лактозы моногидрата
с метрологическими характеристиками пред-
ставлены в Таблице.

µ % f Õi Xñð S2 S P t (P,f) ∆X ε, %

5.053

5.083

5.06 4 5.064 5.067 0.00034 0.0184 95 2.776 0.051 1.01

5.048

5.090

Таблица
Метрологические характеристики методики количественного определения воды в препарате

«Винкристин, порошок лиофилизированный для инъекций»
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Как видно из представленных данных, ре-
зультаты количественного определения воды
не отягощены систематической ошибкой, и
методика позволяет проводить количествен-
ное определение воды в препарате «Винкри-
стин, порошок лиофилизированный для инъ-
екций» с относительным стандартным откло-
нением около 1 %, что полностью соответ-
ствует требованиям к метрологическим ха-
рактеристикам методик предельных тестов.

Данная методика была также использова-
на для определения воды в ряде лиофилизи-
рованных препаратов при отработке режи-
мов лиофильной сушки.

Выводы

1. Разработана методика (метод ГХ) коли-
чественного определения остаточных коли-
честв воды в лиофилизированных препара-
тах, в частности в препарате «Винкристин,
порошок лиофилизированный для инъек-
ций», позволяющая получать достоверные
результаты.

2. Приготовление испытуемых растворов
предложено проводить во флаконах с препа-
ратом, без вскрытия флакона. Методика по-
зволяет значительно сократить время анали-
за.

3. Методика позволяет количественно оп-
ределять содержание воды в одном флаконе,
что может быть использовано при отработке
режимов лиофильной сушки.
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Резюме
Зинченко О.А., Котова Е.Е., Чібіляєв Т.Х.

Визначення залишкових кількостей води в

ліофілізованих лікарських препаратах методом

газової хроматографії

Розроблено методику кількісного визначення за-
лишкових кількостей води в ліофілізованих препаратах
методом газової хроматографії (ГХ). Методика дозволяє
визначати вміст води в діапазоні до 15 % при масі вмісту
флакона від 10 мг. Визначення проводять без розкрит-
тя флакона, що дозволяє знизити похибку визначення.

Summary
Zinchenko A.A., Kotova E.E., Chibilyaev T.H.

Determination of residual water in lyophilized medicinal

products by a gas chromatography method

The procedure of quantitative determination of residual
water in lyophilized medicinal products by a gas chroma-
tography (GC) method has been developed. The procedure
makes it possible to determine residual water content in the
range up to 15 %, when the weight of vial content ? 10 mg.
The determination is performed without vial opening that
allows the determination error to be reduced.
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Êîíòðîëü êà÷åñòâà ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå L-àðãèíèíà L-ãëóòàìàòà

Разработаны показатели качества препаратов: Глутаргин, таблетки 0.25 г, Глутаргин, раствор для инъекций 4 % и
Глутаргин, концентрат для инфузий 40 %. Эти показатели включены в аналитическую нормативную документацию
на перечисленные лекарственные формы. Препараты серийно выпускаются ООО «Фармацевтическая компания
«Здоровье»»

В настоящее время вопрос разработки
препаратов для лечения заболеваний печени
очень актуален. К таким препаратам относит-
ся препарат Глутаргин, в основу которого лег-
ла синтезированная в секторе химии и техно-
логии комбинированных препаратов лабора-
тории физической химии ГП ГНЦЛС суб-
станция L-аргинина L-глутамат.

Целью настоящей работы является разра-
ботка методов анализа полученной субстан-
ции и методов контроля качества препаратов
на ее основе.

L-Аргинина L-глутамат {(S)-2-амино-5-гу-
анидинопентановой кислоты (S)-2-аминоглу-
тарат} был синтезирован в ГП ГНЦЛС по
оригинальной технологии [1] и представляет
собой соль двух аминокислот: L-аргинина и
кислоты L-глутаминовой. Структурная фор-
мула приведена ниже.
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На основе L-аргинина L-глутамата
ГП ГНЦЛС и ООО «Фармацевтическая ком-
пания «Здоровье»» разработаны препараты:
Глутаргин, таблетки 0.25 г, Глутаргин, ра-
створ для инъекций 4 % и Глутаргин, концен-
трат для инфузий 40 %.

Разработанные препараты обладают гипо-
аммониемическим и гепатопротекторным
действием, применяются при гепатитах раз-
личной этиологии, включая вирусный гепа-
тит, циррозе печени, отравлениях гепато-
тропными ядами, состоянии гипераммоние-
мии и крайних ее формах проявления – пе-
ченочной энцефалопатии, прекоме и коме,
лептоспирозе, в том числе и при тяжелых
формах с острой печеночной недостаточно-
стью.

Для контроля качества выпускаемых пре-
паратов ГП ГНЦЛС и ООО «Фармацевтичес-
кая компания «Здоровье»» разработали ана-
литическую нормативную документацию

(АНД). В проекты АНД на Глутаргин, раствор
для инъекций 4 % и Глутаргин, концентрат
для инфузий 40 % введены следующие пока-
затели: описание, идентификация, прозрач-
ность, цветность, рН, вещества, обнаружива-
емые нингидрином, номинальный объем, сте-
рильность, пирогенность, токсичность, меха-
нические включения, количественное опре-
деление. В проект АНД на Глутаргин, таблет-
ки 0.25 введены следующие показатели: опи-
сание, подлинность, средняя масса, распада-
емость, вещества, обнаруживаемые нингид-
рином, растворение, микробиологическая
чистота и количественное определение.

Для определения посторонних приме-
сей – веществ, обнаруживаемых нингидри-
ном, во всех трех лекарственных формах
применяют метод ТСХ с использованием пла-
стинок Сорбфил ПТСХ-П-А или Кизель-
гель 60. Нами были апробированы подвиж-
ные фазы (ПФ), рекомендуемые в ГФУ [2] и
зарубежных Фармакопеях [3, 4, 5] для конт-
роля посторонних примесей в аргинине гид-
рохлориде и кислоте глутаминовой. Были ис-
следованы ПФ следующего состава: раствор
аммиака концентрированный - изопропанол
(3:7); кислота уксусная ледяная – вода - н-бу-
танол (1:1:3); кислота уксусная ледяная –
вода - н-бутанол (1:1:2). Было установлено, что
наибольшее ∆Rf между пятнами аргинина и
кислоты глутаминовой (Рис. 1) наблюдается
при использовании ПФ состава: кислота ук-
сусная ледяная – вода - н-бутанол (1:1:3).

Для количественного определения амино-
кислот по данным, представленным в литера-
туре [2, 3, 4, 5, 6], чаще всего используется ме-
тод неводного титрования. В разделе «Коли-
чественное определение» определение L-ар-
гинина L-глутамата в таблетках, растворе для
иньекций и концентрате для инфузий прово-
дят потенциометрическим титрованием 0.1 М
раствором кислоты хлорной в среде уксусной
и муравьиной кислот, предварительно упари-
вая раствор для инъекций и инфузий до су-
хого остатка.
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Кривая титрования представлена на
Рис. 2.

1 мл 0.1 М раствора кислоты хлорной со-
ответствует 0.01071 г С11Н23N5О6. Так как тит-
руются три аминогруппы: две - в аргинине,
одна - в кислоте глутаминовой, эквивалент
аргинина глутамата равен 1/3 молекулярной
массы вещества.

Результаты количественного определения
аргинина глутамата были обработаны мето-
дом математической статистики. Относи-
тельная ошибка определения составляет око-
ло ± 0.9 %.

В тесте «Растворение» для препарата Глу-
таргин, таблетки 0.25 г для получения досто-
верных результатов при титриметрическом
методе анализа (титрант – 0.1 М раствор кис-
лоты хлорной) необходимо использование
значительного количества таблеток (не менее

8 при обьеме среды растворения 400 мл). Пе-
ред титрованием испытуемый водный ра-
створ (обьем примерно 5-10 мл) должен быть
упарен под вакуумом, что увеличивает про-
должительность анализа. L-аргинин L-глута-
мат представляет собой соль двух аминокис-
лот, каждая из которых, как нами было уста-
новлено, дает окрашенное соединение с ал-
локсана гидратом. Максимум поглощения
этого соединения и для аргинина, и для кис-
лоты глутаминой определяют при длине вол-
ны 523 нм (Рис. 3). В тесте “Растворение” был
использован метод анализа, основанный на
образовании окрашенного соединения меж-
ду аминокислотой и аллоксана гидратом (ме-
зоксазолилмочевиной), которое обладает до-
статочной устойчивостью в диметилформа-
миде [7, 8].

В качестве раствора сравнения использу-
ют раствор аргинина глутамата. Концентра-
ция аргинина глутамата в спектрофотометри-
руемых растворах составляет около 0.001%.
Зависимость оптической плотности раство-
ров от концентрации L-аргинина L-глутама-
та – линейная. Она сохраняется до концен-
трации около 0.0013 %.

В качестве компенсационного раствора
нами были апробированы диметилформамид

           1              2                  3             4

Хроматограмма, полученная при определении

посторонних примесей в препарате Глутаргин,

таблетки 0.25 г

1 – раствор препарата;
2 – раствор СО L-аргинина L-глутамата;
3 – раствор СО кислоты глутаминовой (для кон-
троля примесей);
4 – раствор для проверки пригодности хрома-
тографической системы

Рисунок 1
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Кривая потенциометрического титрования
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и компенсационный раствор, приготовлен-
ный аналогично испытуемому раствору: 10 мл
воды доводили до объема 25 мл диметилфор-
мамидом. Для анализа использовали 1 мл по-
лученного раствора. Результаты определения
показали, что оптическая плотность приго-
товленного таким образом раствора, по срав-
нению с оптической плотностью диметил-
формамида, равна 0. Поэтому в проекте АНД
предложено в качестве компенсационного
раствора использовать диметилформамид.

Разработанные АНД на три лекарствен-
ные формы утверждены, препараты выпус-
каются ООО «Фармацевтическая компания
«Здоровье»».

Вывод

В результате проведенных исследований
разработаны методы анализа субстанции L-
аргинина L-глутамат и методы контроля каче-
ства препаратов на ее основе: таблеток, рас-
твора для инъекций и концентрата для инфу-
зий.
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Контроль якостi препаратiв на основi L-аргiнiну

L-глутамату

Розроблені показники якості препаратів: Глутаргiн,
таблетки 0.25 г, Глутаргiн, розчин для ін’єкцій 4 % і
Глутаргiн, концентрат для інфузій 40 %. Ці показники
включено до аналітичної нормативної документації на
перелічені лікарські форми. Препарати серійно випус-
каються ТОВ «Фармацевтична компанія «Здоров’я»».

Summаry
Kharchenko О.V., Shein А.T., Moroziuk А.V.

Quality control of preparations on a basis of L-arginine

L-glutamate

The quality indices were worked up for preparations:
Glutargin, tablets 0.25 g, Glutargin, injection solution 4 %,
and Glutargin, infusion concentrate, 40 %. These indices
were included in analytic normative documentation on enu-
merated drug dosage forms. The preparations  are produced
serially by  «Pharmaceutical company «Zdorovye», Ltd.
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химический факультет Харьковского государ-
ственного университета (1970). Зав. сектором хи-
мии и технологии комбинированных препаратов
ГП ГНЦЛС.

Морозюк Анжела Владимировна.Морозюк Анжела Владимировна.Морозюк Анжела Владимировна.Морозюк Анжела Владимировна.Морозюк Анжела Владимировна. Окончила в
1993 г. Харьковскую фармацевтическую акаде-
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мических процессов ГП ГНЦЛС.
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3 – плацебо.
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Ê³ëüê³ñíå âèçíà÷åííÿ ôåíîëüíèõ ñïîëóê Ðopulus tremula L.

Представлено результати кількісного визначення основних груп діючих речовин фенольної природи (оксикорич-
них кислот, флавоноїдів, дубильних речовин) у листі, корі Populus tremula L., а також в екстрактах, одержаних із цієї
сировини.

Фенольні сполуки широко розповсюджені
у рослинному світі. Вони відіграють важливу
фізіологічну роль у рослинах, беруть участь
в окиснювально-відновних процесах, ди-
ханні.

Увагу дослідників фенольні сполуки при-
вертають як біологічно активні речовини, які
зумовлюють фармакологічну активність ве-
ликої кількості лікарських форм на основі
рослинної сировини [4, 13].

Незважаючи на широке розповсюдження
фенольних сполук у рослинному світі, для
одержання фітопрепаратів використовують
обмежену кількість лікарських рослин. Це
пояснюється браком відомостей про хімічний
склад, сировинну базу рослин, що накопичу-
ють фенольні сполуки.

Тополя тремтяча (Populus tremula L.) або
осика родини вербові (Salicaceae) є однією з
рослин, для якої характерний високий вміст
речовин фенольної природи [12, 13]. Осика
здавна використовується у народній меди-
цині при лихоманці, малярії, при хронічному
бронхіті, туберкульозі легенів, гастриті, про-
носі, захворюваннях печінки, жовчних
шляхів та селезінки [1].

Раніше на кафедрі фармакогнозії НФаУ
було проведено фітохімічне дослідження ве-
гетативних та генеративних органів Populus
tremula L. На підставі якісних реакцій, тонко-
шарової та паперової хроматографії за флуо-
ресценцією у фільтрованому УФ-світлі та за
величинами Rf було визначено наявність фла-
воноїдів, фенологлікозидів, кумаринів, ду-
бильних речовин та оксикоричних кислот [10,
11]. Комплекси фенольних сполук, одержані
з листя та кори осики, в експерименті вияви-
ли протизапальну, анальгетичну, діуретичну,
антиоксидантну, антиексудативну активність
та мали низьку токсичність [2, 3, 7, 9].

Метою нашого дослідження стало вивчен-
ня вмісту фенольних сполук у корі, листі
Populus tremula L. та деяких екстрактах, одер-
жаних із цієї сировини.

Матеріали та методи

Об’єктами дослідження були зразки лис-
тя та кори Populus tremula L., заготовлені у
2002-2003 роках у Харківській області (кора -
навесні на початку сокоруху, листя – влітку);
водний екстракт кори осики; водно-спиртові
екстракти кори та листя осики.

Повітряно-суху сировину подрібнювали
до розміру часток 1 мм. Вологість сировини
визначали за загальноприйнятою методикою
[5]. Для одержання комплексу фенольних
сполук сировину попередньо вичерпно екст-
рагували хлороформом в апараті Сосклета
для очищення від ліпофільних речовин. Зне-
жирену сировину сушили до видалення за-
лишку хлороформу і вичерпно екстрагували
у колбі з відповідним екстрагентом (гаряча
вода або 70 % спирт) у співвідношенні сиро-
вина – екстрагент 1:10, при нагріванні на
киплячій водяній бані протягом 30 хв. Одер-
жані екстракти об’єднували, випарювали у
вакуумі до повного видалення розчинників та
одержання сухих екстрактів.

Аналіз біологічно активних речовин про-
водили за допомогою фармакопейних ме-
тодів [5, 6] а також із використанням паперо-
вої хроматографії.

Визначення вмісту оксикоричних кислот у
досліджуваній сировині проводили спектро-
фотометричним методом за методикою
ТФС 429-6/37-232-96 на траву злинки ка-
надської. Оптичну густину розчинів вимірю-
вали за довжини хвилі 327 нм у кюветах із
товщиною шару 10 мм на спектрофотометрі
СФ-46.

Вміст суми оксикоричних кислот, у пере-
рахунку на хлорогенову кислоту, обчислюва-
ли за формулою:
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D1 – оптична густина випробовуваного
розчину;

а1 – маса наважки сировини, г;
1%

1ñì
E – питомий показник поглинання хлоро-

генової кислоти (531);
W – втрата в масі при висушуванні, %.

Для аналізу суми флавоноїдів застосовува-
ли спектрофотометричний метод із викорис-
танням реакції комплексоутворення флаво-
ноїдів із алюмінію хлоридом [6]. Як стандар-
тний зразок використовували ДСЗ рутину.
Оптичну густину розчинів вимірювали за
довжини хвилі 410 нм у кюветах із товщиною
шару 10 мм на спектрофотометрі СФ-46.

Вміст суми флавоноїдів, у перерахунку на
рутин і абсолютно суху сировину, обчислю-
вали за формулою:
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де:
D – оптична густина випробовуваного роз-

чину;
D0 – оптична густина розчину ДСЗ рутину;

m – маса наважки сировини, г;
m0 – маса наважки ДСЗ рутину, г;
W – втрата в масі при висушуванні, %.

Кількісний аналіз суми дубильних речовин
проводили фармакопейним і комплексоно-
метричним методом [5, 15].

Результати досліджень та їх обговорення

Із листя та кори Populus tremula L. за на-
веденою вище методикою були одержані сухі
екстракти, як екстрагенти використовували
воду та 70 % спирт. Вихід екстрактів склав:
при водній екстракції кори – 11 %, при екст-
ракції кори 70 % спиртом – 12 %, при екст-
ракції листя 70 % спиртом– 28 %. Одержані
екстракти являють собою гігроскопічні по-
рошки від світло- до темно-брунатного кольо-
ру, гіркуваті на смак, зі слабким своєрідним
запахом, розчинні у воді та спирті, не роз-
чинні у хлороформі.

Якісними реакціями та хроматографічним
аналізом було визначено, що в корі та листі
осики містяться оксикоричні кислоти. УФ-
спектри розчинів екстрактів осики та хлоро-
генової кислоти наведені на Рисунку. В УФ–
спектрах випробовуваних об’єктів
відмічається максимум поглинання в межах
325-330 нм, що дозволило використати хлоро-

Рисунок

УФ-спектри екстрактів листя та кори осики та розчину хлорогенової кислоти
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генову кислоту в якості стандартного зразка.
Результати досліджень зі встановлення
вмісту оксикоричних кислот, у перерахунку
на хлорогенову кислоту, у корі, листі та екст-
рактах осики наведені в Таблиці. Дані
свідчать про значний вміст оксикоричних
кислот у сировині та екстрактах Populus
tremula L., якій склав: у листі – 2.85 %, у корі
– 2.07 %, при водній екстракції кори –
5.17 %, при екстракції кори 70 % спиртом –
4.50 %, при екстракції листя 70 % спиртом –
9.52 %. Найбільший вміст цих сполук в екст-
ракті з листя осики.

Методом двомірної хроматографії на па-
пері в системах н-бутанол - кислота оцтова -
вода (4:1:2) і 15 % кислота оцтова, якісними
реакціями зі специфічними реактивами, за
флуоресценцією в УФ-світлі в екстрактах із
кори та листя осики було визначено від 29 до
36 речовин фенольної природи. 7 речовин за
хроматографічною рухливістю, забарвлен-
ням в УФ-світлі віднесені до флавонолових
глікозидів, 4 - до флавоноїдних агліконів, 6 -
до фенольних глікозидів, 9 - до похідних ок-
сикоричних кислот, 3 - до похідних галової
кислоти. У досліджуваних об’єктах ідентифі-
кований рутин, тому був проведений
кількісний аналіз вмісту суми флавоноїдів, у
перерахунку на рутин. Результати дослід-
жень наведені в Таблиці. Вміст флавоноїдів,
у перерахунку на рутин, склав: у корі –
0.14 %, листі – 1.91 %; при екстракції листя
70 % спиртом – 3.79 %, при водній екстракції
кори та екстракції кори 70 % спиртом –
1.37 % та 1.88 %, відповідно. За даними, наве-
деними в Таблиці, найбільша кількість флаво-
ноїдів накопичується у листі осики.

На основі якісних реакцій та хроматогра-
фічного аналізу було визначено, що листя та
кора осики містять значну кількість дубиль-
них речовин, що гідролізуються. Це дозволи-
ло нам провести кількісний аналіз суми ду-
бильних речовин фармакопейним і комплек-

сонометричним методом. Фармакопейний
метод заснований на окисненні дубильних
речовин перманганатом калію. Результати
визначення кількісного вмісту дубильних ре-
човин перманганатометричним методом на-
ведені в Таблиці. Аналіз даних, поданих у таб-
лиці, показав, що найбільшу їх кількість
містить екстракт листя осики (70 % спирт)
(11.41 %). Однак, цим методом визначається
не тільки вміст власно дубильних речовин,
але й усіх окиснювальних сполук: простих
фенолів, фенолкарбонових кислот та інших
поліфенолів. Тому було проведене кількісне
визначення дубильних речовин у сировині
комплексонометричним методом, який, на
відміну від перманганатометричного методу,
дозволяє виключити вплив на результати ана-
лізу супутніх таніну інших фенольних сполук.
Метод комплексонометричного титрування
заснований на осадженні дубильних речовин
аміачним розчином цинку оксиду, видаленні
осаду центрифугуванням, руйнуванні комп-
лексу цинк – дубильна речовина мінераль-
ною кислотою та титруванні катіонів цинку
розчином натрію едетату у присутності інди-
катору ксиленового оранжевого. Результати
комплексонометричного визначення дубиль-
них речовин наведені в Таблиці та дають пев-
ну уяву про їх вміст у листі та корі Populus
tremula L. (3.38 % і 5.17 %, відповідно).

Висновки

Вперше проведено кількісне визначення
основних груп діючих речовин фенольної
природи в корі, листі та екстрактах осики: ду-
бильних речовин, оксикоричних кислот, фла-
воноїдів. Тополя тремтяча має великий прак-
тичний інтерес як джерело для одержання
фітопрепаратів різнобічної фармакологічної
дії за рахунок вмісту значної кількості фе-
нольних сполук.

ЛІТЕРАТУРА
1. Болтарович З.Е. Народна медицина українців. - К.:
Наук. думка, 1990. – 230 с.

Äîñë³äæóºìèé îá�ºêò
Îêñèêîðè÷í³

êèñëîòè
Ôëàâîíî¿äè

Äóá³ëüí³ ðå÷îâèíè
(ïåðìàíãàíàòîìåòðè÷-

íèé ìåòîä)

Äóá³ëüí³ ðå÷îâèíè
(êîìïëåêñîíî-

ìåòðè÷íèé ìåòîä)

êîðà îñèêè 2.07 ± 0.02 0.14 ± 0.05 9.72 ± 0.27 5.17 ± 0.02

ëèñòÿ îñèêè 2.85 ± 0.09 1.91 ± 0.02 7.45 ± 0.12 3.38 ± 0.02

âîäíèé åêñòðàêò êîðè îñèêè 5.17 ± 0.10 1.37 ± 0.01 10.62 ± 0.11

åêñòðàêò êîðè îñèêè

(70 % ñïèðò)
4.50 ± 0.06 1.88 ± 0.03 8.51 ± 0.02

åêñòðàêò ëèñòÿ îñèêè

(70 % ñïèðò)
9.52 ± 0.23 3.79 ± 0.03 11.41 ± 0.03

Таблиця
Кількісний вміст фенольних сполук в листі, корі та екстрактах листя та кори осики



78

1-2004              ÔÀÐÌÀÊÎÌ

2. Волковой В.А., Деркач Н.В. Антиоксидантная актив-
ность водного экстракта коры осины // Наука і соці-
альні проблеми суспільства: медицина, фармація, біо-
технологія: Тез. доп. ІІІ Міжнар. наук.-практ. конф. –
Харків: Вид-во НФаУ, 2003. – С. 69.
3. Волковой В.А., Деркач Н.В., Бородина Н.В. Исследо-
вание антиэкссудативной активности экстракта коры
осины // Тез. докл. IX Российского национального кон-
гресса «Человек и лекарство». – М., 2002. – С. 595.
4. Георгиевский В.П., Комиссаренко Н.Ф., Дмитрук С.Е.
Биологически активные вещества лекарственных рас-
тений. – Новосибирск: Наука, Сиб. отд-ние, 1990. –
333 с.
5. Государственная фармакопея СССР. Вып. 1. Общие
методы анализа / МЗ СССР. – 11-е изд., доп. – М.: Ме-
дицина, 1987. – 336 с.
6. Государственная фармакопея СССР. Вып. 2. Общие
методы анализа. Лекарственное растительное сырьё /
МЗ СССР. – 11-е изд., доп. – М.: Медицина, 1989. –
400 с.
7. Деркач Н.В., Решетняк Н.В. Волковой В.А. Определе-
ние острой токсичности и эффективной дозы биологи-
чески активных веществ коры осины // Лекарства –
человеку: Мат. науч.-практ. конф. – Харьков, 2002. –
Т. XVII, № 2. – С. 85-87.
8. Дикорастущие полезные растения России / Отв. ред.
А.Л. Буданцев, Е.Е. Лесиовская. – СПб., 2001. – С. 510-
512.
9. Изучение некоторых видов биологической активно-
сти экстрактов из листьев и коры осины / Ворони-
на Л.Н., Набока О.И., Бородина Н.В. и др. // Лекар-
ства – человеку: Мат. науч.-практ. конф. – Харьков,
2001. – Т. XV, № 1-2. – С. 122-125.
10. Ковальов В.М., Бородіна Н.В. Тополя тремтяча –
нове джерело отримання фенольних сполук // Вчені
України – вітчизняній фармації: Мат. наук.-практ.
конф. – Харків: Вид-во НФАУ, 2000. – С. 146-147.
11. Ковальов В.М., Бородіна Н.В. Фенольні сполуки кори
осики // Досягнення сучасної фармації та перспекти-
ви її розвитку у новому тисячолітті: Мат. V нац. з’їзду

фармацевтів України. – Харків: Вид-во УкрФА, 1999. –
С. 303-304.
12. Растительные ресурсы России и сопредельных го-
сударств. – СПб.: Мир и семья, 1996. – С. 173.
13. Растительные ресурсы СССР: Цветковые растения,
их химический состав и использование; Семейство
Paeoniaceae-Thymeliaceae. – Л.: Наука, 1986. – С. 106-
113.
14. Сравнительная количественная оценка содержания
дубильных веществ у Alnus glutinosa (L.) Gaertn. / Хво-
рост О.П., Беликов В.В., Сербин А.Г., Комиссарен-
ко Н.Ф. // Раст. ресурсы. – 1986. – Т. 22. - Вып. 2. –
С. 258-262.

Резюме
Бородина Н.В., Ковалев В.Н.

Количественное определение фенольных соединений

Рopulus tremula L.

Представлены результаты количественного опреде-
ления основных групп действующих веществ феноль-
ной природы (оксикоричных кислот, флавоноидов, ду-
бильных веществ) в листьях, коре Populus tremula L., а
также в экстрактах, полученных из этого сырья.

Summary
Borodina N.V., Kovaliov V.N.

Quantitative determination of Populus tremula L.

phenolic compounds

Results of quantitative determination of the basic
groups of active substances of the phenolic nature (hy-
droxy-cinnamic acids, flavonoids and tannin) in leaf, bark
of Populus tremula L. and also in the extracts obtained from
this raw material are presented.
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Статья посвящена актуальным вопросам современного состояния фармацевтического производства Украины: тре-
бованиям к материалам, используемым для производства контейнеров для глазных капель, и необходимости изуче-
ния их совместимости с конкретным препаратом при проведении фармацевтической разработки.

Требования к материалам для производ-
ства контейнеров, предназначенных для фар-
мацевтической продукции, являются одной
из составных частей раздела Европейской
Фармакопеи, касающегося первичной упа-
ковки лекарственных средств (ЛС).

В настоящее время при разработке, про-
изводстве и контроле предъявляются высо-
кие требования к обеспечению качества ле-
карственных средств. Одним из факторов,
обеспечивающих качество ЛС в процессе
хранения, является первичная упаковка и,
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прежде всего, материал, из которого изготов-
лен контейнер. Серьезной комплексной про-
блемой при выборе материала упаковки яв-
ляется отсутствие взаимодействия между ма-
териалом упаковки и лекарственным препа-
ратом, что устанавливается, прежде всего,
при проведении фармацевтической разра-
ботки. При этом материалы, используемые
для изготовления упаковки, должны обеспе-
чивать не только сохранность препарата, но
и не изменять свои физико-химические свой-
ства в процессе контакта с лекарственной
средой, быть инертными. При выборе упако-
вочного материала для контейнеров лекар-
ственных средств руководствуются жестки-
ми требованиями, регламентируемыми наци-
ональными и международными нормативны-
ми документами. Эти требования направле-
ны, прежде всего, на обеспечение основной
задачи – не навредить здоровью человека.

Важность и необходимость соблюдения
всех требований к упаковке ЛС наглядно
можно проследить на примере глазных ка-
пель - лекарственной формы с высокими тре-
бованиями к составу, условиям производства
и применения [1].

В статье [2] рассмотрены основные фарма-
копейные требования к упаковке глазных ка-
пель, типы контейнеров, их достоинства и
недостатки, проблемы проведения контроля
качества глазных капель в контейнерах из
различных материалов.

Цель настоящей работы – на примере
упаковочных материалов контейнеров для
глазных капель показать актуальность и не-
обходимость изучения в процессе фармацев-
тической разработки защитного действия
упаковки, совместимости ЛС и материалов
упаковки как факторов обеспечения каче-
ства новых оригинальных препаратов и пре-
паратов-генериков.

Объекты и  методы исследования

В данной статье анализ материалов для
контейнеров проведен на примере первич-
ной упаковки глазных капель, выпускаемых
за рубежом, а также фармацевтическими
предприятиями Украины:

1. контейнеров вместимостью 1 мл и 10 мл
из полиэтилена низкой плотности (высокого
давления) с капельным устройством, получа-
емым при вскрытии упаковки (ОАО «Кон-
церн Стирол», ОАО «Фармак»);

2.  контейнеров вместимостью 5 мл и  10 мл
из нейтрального стекла с прилагаемой крыш-
кой-капельницей из полиэтилена высокого

давления в стерильной вакуумной упаковке
(ГП «ОЗ ГНЦЛС», ЗАО «Биофарма»,
ОАО «Фитофарм).

Результаты и их обсуждение

Ввиду высоких требований к офтальмоло-
гическим препаратам [1, 3], в нормативных
документах, посвященных упаковке лекар-
ственных средств, особо конкретизуются
требования к материалам для контейнеров
офтальмологических препаратов [4-8].

К материалу первичной упаковки глазных
капель предъявляются следующие общие
требования:

– материал упаковки не должен оказы-
вать негативного воздействия на качество
препарата, компоненты препарата не долж-
ны адсорбироваться на поверхности матери-
ала и мигрировать в материал или на поверх-
ность упаковки и, соответственно, в окружа-
ющую среду;

– материал упаковки должен служить ба-
рьером для жидкостей, водяных паров и га-
зов;

– материал упаковки должен быть непро-
ницаем для микроорганизмов, то есть наря-
ду (совместно) с конструкцией контейнера
обеспечивать стерильность препарата;

– материал упаковки должен соответ-
ствовать условиям технологического процес-
са (стерилизация) производства глазных ка-
пель.

Для изготовления контейнеров для глаз-
ных капель применяют стекло и полимерные
материалы - полиэтилен низкой плотности
(высокого давления) и полипропилен. Эле-
менты укупорки, согласно [4], являются час-
тью контейнера. Для стеклянных флаконов
предусматривается укупорка резиновыми
пробками и обкатка металлическими колпач-
ками, капельницами из стекла и резины или
капельницами из полимерных материалов,
дополнительно сверху закрывающихся
крышкой. Последние два вида укупорки
встречается все реже из-за частого несоот-
ветствия требованиям по воздухонепроница-
емости и, как следствие, изменения объема
содержимого и необходимости постоянного
вертикального расположения флакона, а так-
же способности эластомеров, применяемых
для изготовления капельниц, адсорбировать
различные ПАВ, входящие в состав офталь-
мологических растворов [9]. Рассмотрим
каждый из разрешенных к применению ма-
териалов.

По традиции стекло является наиболее ча-
сто и давно применяемым материалом для
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упаковки глазных капель. Этот вид материа-
ла при соответствующей укупорке флакона
надежно защищает содержимое упаковки от
воздействия внешней среды. Вопросам ста-
бильности препаратов в стеклянной упаков-
ке посвящено большое количество работ, на-
пример [10-13]. Необходимо отметить, что в
зависимости от состава стекла возможна кор-
розия поверхности, контактирующей с ра-
створом, что может привести как к измене-
нию внешнего вида раствора (механические
частицы), так и к изменению показателей его
качества. Остановимся подробнее на требо-
ваниях к стеклу как материалу упаковки оф-
тальмологических ЛС.

Стеклянные контейнеры для использова-
ния в фармации представляют собой изделия
из стекла, предназначенные для непосред-
ственного контактирования с фармацевти-
ческими препаратами [4]. Химическая ста-
бильность стеклянных контейнеров выража-
ется гидролитической стойкостью, т.е. стой-
костью к вымыванию растворимых мине-
ральных веществ в воду в предписанных ус-
ловиях контакта между внутренней поверх-
ностью контейнера и воды. В соответствии с
гидролитической стойкостью классифициру-
ют 4 класса стеклянных контейнеров. Для
упаковки глазных капель возможно примене-
ние стеклянных контейнеров первых двух
классов.

Согласно [4], контейнеры из стекла I гид-
ролитического класса (нейтральное стекло)
могут применяться для всех препаратов,
предназначенных как для парентерального,
так и не для парентерального применения, то
есть и для глазных капель. Нейтральное стек-
ло представляет собой боросиликатное стек-
ло, содержащее значительные количества ок-
сида бора, алюминия или оксидов щелочных
металлов. Благодаря своему составу, бороси-
ликатное стекло характеризуется высокой
термической и гидролитической стойкостью.

Учитывая тот факт, что по требованиям к
составу и условиям производства глазные
капли близки к препаратам для парентераль-
ного применения, возможно применение
контейнеров и из стекла II гидролитическо-
го класса (силикатное стекло с высокой гид-
ролитической стойкостью благодаря соответ-
ствующей обработке поверхности), предна-
значенных для препаратов для парентераль-
ного применения. Само по себе известково-
натриевое стекло – это стекло на основе ди-
оксида кремния, содержащее оксиды щелоч-
ных металлов, в основном оксид натрия, и

оксиды щелочно-земельных металлов, в ос-
новном оксид кальция. Благодаря своему со-
ставу известково-натриевое стекло характе-
ризуется только средней гидролитической
стойкостью. При контакте с лекарственными
препаратами в виде растворов оно может из-
менять их рН вследствие вымывания компо-
нентов стекла в раствор, что сказывается на
стабильности препаратов в процессе хране-
ния [14]. Высокая гидролитическая стойкость
этого стекла достигается соответствующей
обработкой внутренней поверхности, что
дает возможность применения флаконов из
такого стекла для упаковки растворов лекар-
ственных сред с кислым или нейтральным
значением рН.

Внутренняя поверхность стеклянных кон-
тейнеров может быть подвергнута специаль-
ной обработке для улучшения гидролитичес-
кой стойкости, для придания водоотталкива-
ющих свойств и др. Внешняя поверхность
также может быть подвергнута обработке,
например, для снижения трения и улучшения
сопротивления абразивному износу. Обра-
ботка наружной поверхности не должна вы-
зывать загрязнения внутренней поверхности
контейнера.

Для контейнеров глазных капель можно
использовать как бесцветное, так и окрашен-
ное стекло. Бесцветное стекло обладает вы-
сокой прозрачностью в видимой области
спектра. Окрашенное стекло получают до-
бавлением небольших количеств оксидов ме-
таллов, выбранных в соответствии с необхо-
димой спектральной поглощающей способ-
ностью, в основном для придания ему свето-
защитных свойств.

В качестве укупорочных средств для стек-
лянных контейнеров с глазными каплями
применяют пробки из различных эластичных
материалов с обкаткой металлическими кол-
пачками (для дальнейшего использования
прилагается крышка-капельница в стериль-
ной вакуумной упаковке) или капельные ус-
тройства из полимерных материалов. Проб-
ки обычно изготовлены из натурального ка-
учука, бромкаучука и хлоркаучука.

В Украине составные элементы стеклян-
ных контейнеров, применяемых отечествен-
ными предприятиями при производстве глаз-
ных капель, выпускаются в соответствии с
нормативными документами из следующих
материалов, разрешенных МЗУ к использо-
ванию для изготовления первичной упаков-
ки лекарственных средств:

1. Флаконы типа ФЛП номинальной вмес-
тимостью 5 мл и 10 мл с водостойкостью внут-
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ренней поверхности класса А из стекла меди-
цинского марки УСП – 1 - согласно
ТУ У 00480945-006-98 (ОАО «Полтавский за-
вод медицинского стекла»). Стекло медицин-
ское марки УСП–1 (ТУ У 00480945-002-96) по
гидролитической стойкости соответствует I
гидролитическому классу. До недавнего вре-
мени использовались флаконы российского
производства из нейтрального стекла марки
НС-1.

2. В качестве укупорочных средств приме-
няются только пробки из резиновых смесей
(бромкаучук) ИР-119, 52-599/1, И-51-1, И-
51-2, выпускаемые двумя предприятиями:

• для флаконов вместимостью 5 мл – со-
гласно ТУ У 21254680.004-96 (АО «Автозап-
часть», г. Харьков);

• для флаконов вместимостью 10 мл – со-
гласно ТУ У 6-00152253.013-96 (ОАО «Киевгу-
ма»).

3. Колпачки алюминиевые – согласно
ТУ У 14257180.003–98  (Черновицкий завод
медицинских изделий)

4. Прилагаемые к стеклянным флаконам
крышки-капельницы из полиэтилена марки
ПЭВД 15803-020 в стерильной вакуумной упа-
ковке из пленки полиэтиленовой и бумаги ла-
минированной – согласно ТУ У 22480288.003-99
(ООО НПФ «Реафарм», г. Одесса). В соответ-
ствии с требованием [3], крышки-капельни-
цы должны выдерживать испытание на сте-
рильность, а также в процессе эксплуатации
после вскрытия флакона обеспечивать сохра-
нение качества препарата и своих физико-
механических характеристик на весь предпи-
санный период применения.

Основные проблемы стабильности глаз-
ных капель в стеклянных контейнерах связа-
ны с укупорочными средствами, которые яв-
ляются главным источником загрязнения ра-
створов механическими частицами и их спо-
собностью адсорбировать ПАВ (консерван-
ты) из растворов глазных капель [9], тем са-
мым изменяя качество препарата. Совмести-
мость материала укупорочного средства, как
с активными компонентами, так и с консер-
вантом, должна оцениваться в процессе фар-
мацевтической разработки препарата [5].

Недостатками стеклянных контейнеров
являются: масса флаконов, хрупкость, боль-
шие энерго- и трудозатраты при подготовке
упаковки.

Для лекарственных средств стекло всегда
было и остается наиболее подходящим мате-
риалом. Однако с 1970 года, когда были созда-
ны физиологически безвредные пластмассы,

позволившие решить энергетические затруд-
нения, связанные со стадиями подготовки
упаковки из стекла, эти материалы получили
широкое признание в качестве упаковочных
для контейнеров офтальмологических ра-
створов. По сравнению со стеклянными фла-
конами полимерные контейнеры имеют
меньшую массу, более устойчивы к механи-
ческим воздействиям при транспортировке и
обращении, имеют более низкую стоимость
и больше возможностей для дизайна, имеют
меньшую толщину стенки, что определяет
гибкость, эластичность и жесткость флакона.

В общем случае, материалы, из которых
изготавливают контейнеры для фармацевти-
ческих препаратов, состоят из одного или бо-
лее полимеров, в которые могут быть вклю-
чены определенные добавки. Эти материалы
не включают никаких веществ, которые мог-
ли бы экстрагироваться содержимым контей-
нера в таких количествах, чтобы повлиять на
эффективность, стабильность препарата или
придать ему токсические свойства.

Природа и количество добавок определя-
ются типом полимера, технологией перера-
ботки полимера в изделие и предполагаемой
областью  применения. Добавки могут вклю-
чать антиоксиданты, стабилизаторы, пласти-
фикаторы, смазывающие вещества, красите-
ли и модификаторы ударостойкости.

При выборе подходящего пластмассового
контейнера необходимо знать полный состав
пластического материала при его производ-
стве, включая все материалы, применяемые
в процессе формования контейнера, для того,
чтобы оценить потенциальные риски.

Пластмассовый контейнер, выбранный
для любого конкретного препарата, должен
отвечать следующим условиям:

– ингредиенты продукта, находящегося в
контакте с пластическим материалом, не дол-
жны адсорбироваться его поверхностью и
мигрировать внутрь пластика или сквозь него
в значительной степени;

– пластический материал не должен вы-
делять в содержимое контейнера никаких ве-
ществ в количествах, достаточных для того,
чтобы воздействовать на стабильность препа-
рата или являться потенциально опасными в
отношении токсичности;

– материал упаковки должен служить ба-
рьером для жидкостей, водяных паров и га-
зов.

Используя материал или материалы, вы-
бранные в соответствии с этими критериями,
готовят определенное число идентичных об-
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разцов контейнеров, используя хорошо отра-
ботанную методику, и подвергают их практи-
ческим испытаниям в условиях, воспроизво-
дящих условиях их предполагаемого исполь-
зования, включая, если это целесообразно,
стерилизацию. Для того, чтобы подтвердить
совместимость контейнера и его содержимо-
го и убедиться в отсутствии изменений, ока-
зывающих отрицательное воздействие на ка-
чество препарата, проводят различные испы-
тания, такие как проверка отсутствия изме-
нений физических характеристик; оценка
любых потерь или прироста, связанных с
проницаемостью; определение изменений
рН; оценка изменений, вызванных воздей-
ствием света; химические испытания; биоло-
гические испытания.

Метод производства полимера должен
обеспечивать возможность его воспроизве-
дения  для последующего производства в
больших объемах, а условия производства
выбираются таким образом, чтобы предот-
вратить возможность загрязнения другими
пластическими материалами или их ингреди-
ентами. Производитель продукта обязан га-
рантировать, что контейнеры, изготавливае-
мые в условиях производства, во всех отно-
шениях подобны типовым образцам.

В принципе, не существует абсолютно
инертных упаковочных материалов, и, за ис-
ключением металла и стекла, ни один матери-
ал не обеспечивает полностью непроницае-
мый барьер для газов, включая водяные пары.

Для полимерных материалов механизм
взаимодействия препарат / контейнер / ок-
ружающая среда включает:

1. Поверхность контакта  препарат / кон-
тейнер.

• Вещества, диффундирующие из матери-
алов контейнера в препарат:

– добавки;
– мономеры, димеры, олигомеры, низко-

молекулярные полимеры;
– остаточные растворители;
– остатки катализаторов;
– влага;
– продукты термической и окислитель-

ной деструкции и разложения под действием
света.

• Вещества, диффундирующие из препа-
рата в материалы контейнера: растворители,
влага, жиры; масла, низкомолекулярные про-
дукты.

2. Поверхность контакта полимер / поли-
мер: диффузия полимеров на поверхности
контакта, миграция адгезива из этикетки.

3. Поверхность контакта контейнер / ок-
ружающая среда.

• Вещества, диффундирующие из окру-
жающей среды в препарат или из препарата
в окружающую среду (газы, летучие веще-
ства), а также запахи.

В соответствии с фармакопейными требо-
ваниями и положениями GMP для определе-
ния степени взаимодействия препарата и ма-
териала упаковки применяют следующие ме-
тоды испытаний: высокоэффективная жид-
костная хроматография, газовая и тонкослой-
ная хроматография, ИК – спектроскопия и
др.

Контейнер считают подходящим для пред-
полагаемых целей использования, если он
выдерживает испытание на совместимость с
содержимым контейнера.

Согласно Европейской Фармакопее и
Фармакопее США наиболее часто использу-
емыми полимерами для контейнеров глазных
капель являются полиэтилен низкой плотно-
сти (без добавок и с добавками) и полипро-
пилен.

Эти материалы относятся к полиолефи-
нам – термическим полимерам, мономеры
которых состоят минимум из двух атомов уг-
лерода. Полиэтилен без добавок для контей-
неров глазных капель получают полимериза-
цией этилена под высоким давлением в при-
сутствии кислорода или инициаторов образо-
вания свободных радикалов в качестве ката-
лизаторов. Относительная плотность состав-
ляет от 0.910 до 0.937. Размягчается при тем-
пературе выше 65 °С. Для выполнения защит-
ных функций от воздействия света в состав
полиэтилена вводят оксиды металлов, чаще
всего – диоксид  титана. Такой полиэтилен
имеет более широкий интервал значений от-
носительной плотности (0.890 – 0.965) и тем-
пературы размягчения (между 70 °С и
140 °С).

Для изготовления флаконов способом
Blow-Fill-Seal packaging system (выдувающая-
наполняющая-герметизирующая упаковоч-
ная система), который применяется отече-
ственными фармацевтическими предприяти-
ями (ОАО «Фармак», ОАО «Концерн «Сти-
рол»), используется полиэтилен низкой плот-
ности марки Lupolen 3020 D производства
фирмы «BASF» (Германия). Полиэтилен дан-
ной марки разрешен МЗУ к использованию
в фармацевтической промышленности для
изготовления контейнеров для жидких ле-
карственных средств. В бывшем СССР фар-
мацевтическими предприятиями (Каунас-
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ский завод эндокринных препаратов, завод
«Белмедпрепараты») для изготовления кон-
тейнеров данным способом в производстве
глазных капель применялся материал с близ-
кими характеристиками - полиэтилен низкой
плотности (высокого давления) марки ПЭВД
15803-020, разрешенный для изготовления
упаковки лекарственных средств. Контейне-
ры из этого материала обеспечивают ста-
бильность целого ряда офтальмологических
препаратов [15-18].

К недостаткам полиэтилена низкой плот-
ности (ПЭНП) как упаковочного материала
относятся: проницаемость для паров и газов,
и, как следствие, уменьшение объема содер-
жимого упаковки и изменение концентрации
компонентов препарата; образование тре-
щин от напряжения в процессе использова-
ния; изменение характеристик вследствие
повторного нагревания, УФ-облучения; ад-
сорбция компонентов препарата, находяще-
гося с ним в контакте.

Для полиэтилена так же, как и для резино-
вых материалов, в процессе фармацевтичес-
кой разработки препарата должна быть тща-
тельно исследована совместимость с компо-
нентами препарата. Наряду с кристалличес-
кой областью в структуре полиэтилена при-
сутствует и аморфная, в которой может про-
исходить адсорбция компонентов содержи-
мого упаковки. Неоднократно приводились
сообщения о сорбции консервантов (хлорбу-
танола, тиомерсала и фенилртутных солей)
из составов глазных капель, помещенных во
флаконы из ПЭНП [19, 20]. В упаковке из
ПЭНП может происходить разложение ве-
ществ, склонных к окислению [21].

Полипропилен состоит из гомополимера
пропилена или сополимера пропилена с не
более 25 % этилена или смеси полипропиле-
на с не более 25 % полиэтилена. В состав про-
пилена вводят определенное количество до-
бавок с целью обеспечения пригодности при-
менения по назначению. Данный полимер
размягчается при температуре около 120 °С.
Полипропилен, по сравнению с полиэтиле-
ном, характеризуется более высокой термо-
устойчивостью и высокой прочностью (жест-
костью), однако становится хрупким при низ-
ких температурах. Применение полипропи-
лена в качестве материала для упаковки сте-
рильных растворов в настоящее время рас-
ширяется, что связано с разработкой нового
термоформующего оборудования. Удачным
решением применения полипропилена явля-
ются одноразовые контейнеры для растворов

для обработки контактных линз. В Украине
производство глазных капель в контейнерах
из полипропилена отсутствует.

На фармацевтический рынок Украины
глазные капли поступают в различных видах
первичной упаковки, в том числе и в тех, про-
изводство и применение которых на отече-
ственных предприятиях отсутствует. Поэто-
му к вопросу стабильности разрабатываемых
препаратов-генериков в первичных упаков-
ках, выполненных из материала, отличающе-
гося от материала упаковки оригинальных
препаратов, необходимо подходить ответ-
ственно. Не всегда препарат-генерик, являю-
щийся полным аналогом выбранного ориги-
нального препарата, оказывается стабиль-
ным в упаковке, изготовленной из материа-
ла, отличающегося от материала упаковки
оригинального препарата, что должно опре-
деляться в процессе фармацевтической раз-
работки ЛС.

Выводы

1. Одним из факторов, обеспечивающих
сохранность лекарственного препарата в
процессе хранения, является материал пер-
вичной упаковки.

2. Выбор материалов контейнера должен
основываться на результатах, проведенных
при фармацевтической разработке исследо-
ваний:

– его защитного действия на содержимое
упаковки от внешних факторов;

– взаимодействия контейнер/содержи-
мое;

– влияния условий производственного
процесса на контейнер.
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Первинна упаковка офтальмологічних розчинів:

матеріали, що використовуються для виробництва

контейнерів, і фармацевтична розробка

Стаття присвячена актуальним питанням сучасного
стану фармацевтичного виробництва України: вимогам
до матеріалів, що використовуються для виробництва
контейнерів для очних крапель, та необхідності вивчен-
ня їх сумісності з конкретним препаратом при прове-
денні фармацевтичної розробки.

Summary
Andrykova L.N.

Containers for ophthalmologic solutions: materials used

for container production and pharmaceutical

development

This article is devoted to the matters of current state of
pharmaceutical manufacture in Ukraine: requirements for
materials used for production of containers for eye drops,
and the need in study of compatibility of ones with an in-
dividual drug when pharmaceutical development carrying
out.

Андрюкова Лариса Николаевна.Андрюкова Лариса Николаевна.Андрюкова Лариса Николаевна.Андрюкова Лариса Николаевна.Андрюкова Лариса Николаевна. Окончила
Харьковский политехнический институт. Работа-
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бораторией глазных, ушных и назальных лекар-
ственных форм (ЛГУНЛФ).

Ôàðìàêîëîã³÷í³ äîñë³äæåííÿ

ÓÄÊ 615.03

Õîõëåíêîâà Í.Â., Ëèáèíà Â.Â., Ðåçíè÷åíêî À.À.
Ãîñóäàðñòâåííîå ïðåäïðèÿòèå «Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íûé öåíòð ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ»

Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ìàçè «Ïðîëèäîêñèä»

Изучены основные параметры фармакокинетики и системная биодоступность фенольного гидрофобного препара-
та прополиса (ФГПП), входящего в состав мази «Пролидоксид», при накожном нанесении кроликам в норме и при
экспериментальной патологии. Установлено, что ФГПП быстро проникает через все слои кожи в системный крово-
ток. За счет состава мази трансдермальное всасывание носит продолжительный характер. Мазь «Пролидоксид» ока-
зывает как местное, так и системное действие, обусловливающее его высокую фармакологическую активность.

Учитывая высокий уровень травматизма,
большую численность послеоперационной и
ожоговой патологии, создание и внедрение в
медицинскую практику новых высокоэффек-
тивных и достаточно безопасных комбиниро-
ванных препаратов на основе биологически
активных веществ природного происхожде-
ния, обладающих широким спектром фарма-

кологических свойств, является актуальной
задачей фармации и медицины. Для реализа-
ции данной задачи разработана оригиналь-
ная мазь под условным названием «Проли-
доксид» [1].

Мазь «Пролидоксид» представляет собой
мягкую лекарственную форму для накожно-
го применения на основе фенольного гидро-
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фобного препарата прополиса (ФГПП), пред-
назначенную для лечения I фазы раневого
процесса, ожоговой болезни, пролежней.
ФГПП обуславливает антимикробную, про-
тивовоспалительную, репаративную актив-
ность мази «Пролидоксид»; лидокаин обеспе-
чивает местноанестезирующее действие [2].

Мазь «Пролидоксид» рекомендуется при-
менять для лечения патологических процес-
сов, которые затрагивают не только поверх-
ностные слои кожи, но и распространяются
на подлежащие ткани, в связи с чем, систем-
ная биодоступность препарата является кли-
нически значимой для его фармакотерапев-
тической эффективности.

Целью настоящей работы является иссле-
дование степени и кинетики трансдермаль-
ного всасывания основной действующей суб-
станции мази «Пролидоксид» – фенольного
гидрофобного препарата прополиса при на-
кожном нанесении животным. Поскольку
трандермальное всасывание лекарственных
средств в значительной степени зависит от
состояния кожного покрова, системную био-
доступность мази «Пролидоксид» исследова-
ли у животных в норме (без нарушения це-
лостности кожи) и при экспериментальной
патологии (на фоне скарификации эпидерми-
са).

Экспериментальная часть

Объектом исследования явилась мазь
«Пролидоксид» на гидрофильной основе
(ПЭО-400 и ПЭО-1500), содержащая
ФГПП – 5 % и лидокаина гидрохлорид – 5 %.

Комплексными химическими, микробио-
логическими и фармакологическими иссле-
дованиями доказано, что биологическая ак-
тивность ФГПП обусловлена, в первую оче-
редь, фенольными соединениями [3]. Иссле-
дования, проведенные методом тонкослой-
ной хроматографии, позволили идентифици-
ровать в составе ФГПП следующие флавоно-
иды: кверцетин, кемпферол, апигенин и лю-
теолин [4]. В настоящем исследовании для
изучения фармакокинетики в качестве «мар-
кера» использовали кверцетин.

Исследования проведены в соответствии
с рекомендациями Государственного фарма-
кологического центра МЗ Украины «Докли-
ническое изучение фармакокинетики лекар-
ственных средств» [5] и с соблюдением тре-
бований Европейской конвенции о защите
позвоночных животных, используемых для
исследовательских и других научных целей
[6].

Опыты проведены на половозрелых кро-
ликах обоего пола породы шиншилла со сред-
ней массой тела 4.0 кг. Первой группе кроли-
ков предварительно (за 20 ч) до аппликации
мази «Пролидоксид» депилировали участок
кожи на спине, не нарушая ее целостности,
площадью 100 см2. На подготовленный учас-
ток кожи наносили тонким слоем исследуе-
мую мазь в количестве 5 г. С целью исследо-
вания влияния кожной патологии на транс-
дермальное всасывание ФГПП, второй груп-
пе кроликов после предварительной депиля-
ции, но непосредственно перед нанесением
мази в той же дозе, проводили скарифика-
цию эпидермиса.

Кровь для анализа отбирали из краевой
вены уха кроликов в течение 6 ч после накож-
ной аппликации мази.

Плазму крови получали центрифугирова-
нием (3000 об/мин, 5 мин). Аналитические
процедуры проводили непосредственно пос-
ле получения плазмы.

Для аналитического определения концен-
траций кверцетина в плазме использовали
разработанный нами метод жидкостной хро-
матографии (ЖХ) с предварительной жидко-
фазной экстракцией и концентрированием
тестируемого вещества. Количественное оп-
ределение содержания кверцетина в плазме
проводили с использованием ЖХ-системы
GILSON (Франция) с ультрафиолетовым де-
тектором UV-VIS Holochrome. С целью разде-
ления пика кверцетина и пиков эндогенных
веществ плазмы, использовали подход двух-
ступенчатого элюирования.

Экстракцию кверцетина из плазмы прово-
дили диэтиловым эфиром в течение 15 мин с
последующим выпариванием органической
фазы под вакуумом до сухого остатка и его
растворением в подвижной фазе для хрома-
тографирования. Степень экстракции квер-
цетина из плазмы составила 93 %.

Условия хроматографирования: хромато-
графическая колонка размером 100 мм х 4 мм,
SEPARON CGX C18, 5 мкм; подвижная фаза
А (7 мин): ацетонитрил – вода - кислота ук-
сусная концентрированная (30:69:1); подвиж-
ная фаза В: ацетонитрил – вода – кислота
уксусная концентрированная (70:29.5:0.5);
скорость подвижной фазы - 0.65 мл/мин; дли-
на волны детектирования - 265 нм. Время
удерживания тестируемого компонента -
10.5 мин.

Предварительная проверка методики по-
казала, что при ее использовании достигает-
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ся воспроизводимость результатов и доста-
точное для количественного определения
разделение пика кверцетина от пиков экст-
рактивных веществ плазмы. Типичная хрома-
тограмма плазмы, содержащей кверцетин,
представлена на Рис. 1. Как видно, на хрома-
тограмме имеются пики, соответствующие
эндогенным веществам плазмы, кверцетину,
а также еще одному флавоноиду, входящему
в состав ФГПП, идентифицированному как
кемпферол.

Количественное содержание кверцетина
определяли методом внешнего стандарта. В
диапазоне концентраций от 0.2 мкг/мл до
2.5 мкг/мл существует линейная зависимость
между площадью пика и концентрацией
кверцетина.

Фармакокинетические параметры рассчи-
тывали модельно-независимым методом ста-
тистических моментов с использованием
прикладной программы M-ind [7]. Рассчиты-
вали следующие фармакокинетические пара-
метры: максимальная концентрация (Сmax),
время ее достижения (Тmax), константа всасы-
вания (K01), период полувыведения препара-
та (T1/2), константа элиминации (Кel), среднее
время удерживания препарата в крови
(MRT), площадь под фармакокинетической
кривой в пределах длительности наблюдения
за концентрацией лекарственного вещества
(AUC0→t), площадь под фармакокинетической
кривой в пределах от 0 до ∞ (AUC0 → ∞), отно-

шение Сmax/AUC0 → ∞, характеризующее ско-
рость всасывания, а также относительную
биодоступность (f', %) препарата в условиях
патологии кожи по сравнению с нормой, рас-
считанную как AUC0 → ∞

P/AUC0 → ∞
N и

AUC0 → t
P/AUC0 → t

N.
Полученные экспериментальные данные

статистически обработаны с помощью про-
граммы MICROCAL ORIGIN® (MicroSoft Inc.,
США). Для каждого показателя рассчитыва-
ли: среднее арифметическое значение
(Mean), стандартное отклонение среднего
результата (SD) и стандартную ошибку (SE).
Достоверность различий между средними
значениями определяли по t-критерию Стью-
дента. Вероятность полученных результатов
оценивали на уровне значимости не менее
95 % ( р ≤ 0.05).

Результаты исследований и их обсуждение

Фармакокинетические кривые, отражаю-
щие динамическое изменение уровня дей-
ствующего вещества в плазме кроликов,
представлены на Рис. 2.

Как свидетельствуют представленные дан-
ные, после аппликации кроликам мази «Про-
лидоксид» в норме (без повреждения кожно-
го покрова) уже через 15 мин регистрирует-
ся высокий уровень кверцетина в плазме, что
свидетельствует о быстром начальном всасы-
вании препарата в системный кровоток.
Средняя концентрация кверцетина в этот пе-
риод (С0.25) составляет 0.75 мкг/мл, что прак-

Рисунок 1

Типичная хроматограмма плазмы крови

кролика, содержащей кверцетин

1 – эндогенные вещества плазмы;
2 – кверцетин (tR=10.5 мин);
3 – кемпферол (tR=16.0 мин).
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тически равно ее максимальным значениям
в плазме. В течение следующих 45 мин на
фармакокинетической кривой отмечается
незначительная тенденция в сторону сниже-
ния уровня кверцетина в плазме (С0.5 =
0.60 мкг/мл, С1.0 = 0.61 мкг/мл), с последую-
щим его повышением ко 2-му часу после на-
несения препарата. Регистрируемое измене-
ние концентрации кверцетина в течение пер-
вых двух часов в целом можно рассматривать
как период установления равновесия между
скоростью всасывания кверцетина в кровь и
его распределения в ткани. При этом, как
видно, трансдермальное всасывание действу-
ющего вещества из мази “Пролидоксид” но-
сит постепенный, поддерживающий харак-
тер, что обеспечивает в итоге длительную
циркуляцию препарата в крови без резких
пиковых значений. Максимальная концен-
трация (Сmax) кверцетина составляет
0.80 мкг/мл, а время ее достижения (Тmax) –
в среднем равно 2 ч. Далее на фармакокине-
тической кривой наблюдается постепенное
снижение уровня кверцетина, обусловлен-
ное преобладанием процесса его плазменной
элиминации за счет распределения в ткани,
метаболизма и выведения. К 6-му часу после
накожного нанесения мази «Пролидоксид» в
крови регистрируются концентрации квер-
цетина, составляющие в среднем около 50 %
от максимальных значений кверцетина в
плазме.

При нарушении целостности кожного по-
крова, вызванном скарификацией эпидерми-
са, наблюдается значительное повышение

степени трансдермального всасывания мази
«Пролидоксид» по сравнению с нормой. Так,
через 15 мин после аппликации мази концен-
трация кверцетина в плазме составляет
1.58 мкг/мл, что в 2 раза выше аналогичного
значения у кроликов без повреждения кожи.
Плазменное содержание препарата поддер-
живается практически на данном уровне до
2 ч (С2.0 = 1.56 мкг/мл). Сmax  составляет
1.59 мкг/мл и регистрируется через 0.5 ч пос-
ле нанесения мази. Преобладание процессов
элиминации препарата наблюдается, начиная
со 2 часа. Через 6 ч после нанесения мази в
крови определяется около 40 % от максималь-
ной концентрации кверцетина.

Следует отметить, что концентрация квер-
цетина в плазме крови кроликов с патологи-
ей кожи в течение всего периода наблюдения
достоверно выше, чем в норме. При этом
фармакокинетические кривые у двух групп
животных имеют аналогичный профиль: вы-
сокий начальный уровень, поддерживающее
плато до 2-ого часа с последующим постепен-
ным снижением.

Анализ результатов количественного оп-
ределения кверцетина показывает, что инди-
видуальная вариабельность концентраций те-
стируемого вещества в плазме крови кроли-
ков в норме очень незначительна, о чем сви-
детельствуют коэффициенты вариации, ле-
жащие в диапазоне от 11 % до 25 %. При па-
тологии кожи, вызванной скарификацией
эпидермиса, индивидуальный разброс ре-
зультатов повышается.

Ïàðàìåòðû ôàðìàêîêèíåòèêè Íîðìà Ïàòîëîãèÿ

Ñmax, ìêã/ìë 0.80 1.59

Òmax, ÷ 2.0 0.5

K01, ÷
-1 0.01 0.009

Êel, ÷
-1 0.155 0.239

Ò1/2, ÷ 4.47 2.90

MRT, ÷ 6.96 4.67

ÀUÑ 0→t,  ìêã ÷/ìë 3.74 7.51

ÀUÑ 0→∞
,  ìêã ÷/ìë 6.56 10.26

Ñmax / ÀUÑ 0
→∞

, ÷-1 0.122 0.155

ÑmaxP /ÑmaxN - 1.99

f ', % 100.0 156.4 (200.8)*

Таблица
Основные фармакокинетические параметры кверцетина при однократном накожном нанесении

кроликам мази «Пролидоксид»

Примечание
* – в скобках приведены значения относительной биодоступности, рассчитанные как AUC0→6

P / AUC0→6
N



88

1-2004              ÔÀÐÌÀÊÎÌ

В Таблице представлены основные фарма-
кокинетические параметры мази «Пролидок-
сид», рассчитанные модельно-независимым
методом статистических моментов на основа-
нии данных о концентрации кверцетина в
плазме крови кроликов в норме и в условиях
патологии после однократного нанесения
препарата.

Как видно из приведенных данных, у кро-
ликов без патологии мазь «Пролидоксид» до-
статочно быстро проникает через кожный
барьер и всасывается в системный кровоток,
что подтверждается величиной значений
фармакокинетических параметров, характе-
ризующие скорость всасывания кверцетина
(tmax = 2 ч, K01 = 0.01 ч-1, Сmax/AUC0→∞=
0.122 ч-1).

Препарат относительно длительно цирку-
лирует в крови: среднее время удерживания
кверцетина в крови (MRT) и время его полу-
выведения (Т1/2) для мази «Пролидоксид» со-
ставляют соответственно: 6.96 ч и 4.47 ч; кон-
станта элиминации (Кel) – 0.155 ч-1. Посколь-
ку известно [8, 9], что для кверцетина, как и
других флавоноидов, характерен очень быс-
трый метаболизм и высокая скорость выве-
дения при инъекционном и пероральном пу-
тях введения, установленные особенности
его фармакокинетики при накожном нанесе-
нии можно объяснить поддерживающим ха-
рактером трансдермального всасывания,
обусловленного составом мази «Пролидок-
сид».

При повреждении кожи время достиже-
ния максимальной концентрации кверцети-
на в крови регистрируется значительно быст-
рее, чем в норме (Tmax = 0.5 ч), при этом ве-
личина Cmax в 2 раза выше. Отношение
Сmax P/Сmax N составляет 1.99. Расчет и соотно-
шение площадей под фармакокинетически-
ми кривыми у двух сравниваемых групп жи-
вотных свидетельствуют о более высокой
степени трансдермального всасывания пре-
парата при патологии кожи. Степень относи-
тельной биодоступности (f’) при нарушении
целостности кожного покрова составляет
200.8 % в интервале периода регистрации
концентраций кверцетина и  156.4 % - при эк-
страполяции фармакокинетической кривой
от 0 до ∞. Таким образом, системная биодос-
тупность мази «Пролидоксид» при патологии
в 1.5-2 раза выше, чем в норме. При этом кон-
станты, характеризующие скорость распре-
деления и выведения препарата (Кel, Т1/2  и
MRT) в условиях патологии составляют, соот-
ветственно, 0.239 ч-1, 2.9 ч и 4.67 ч.

Выводы

1. Рассчитаны системные константы фар-
макокинетики, характеризующие степень и
скорость всасывания фенольного гидрофоб-
ного препарата прополиса в форме гидро-
фильной мази «Пролидоксид» в кровь, дина-
мику его распределения в ткани и выведения
из организма при накожных аппликациях
животным в норме и при экспериментальной
патологии.

2. Установлено, что фенольный гидрофоб-
ный препарат прополиса быстро проникает
через все слои кожи в системный кровоток.
За счет состава вспомогательных веществ
мази трансдермальное всасывание носит
продолжительный, поддерживающий харак-
тер, что обеспечивает хорошее распределе-
ние действующих веществ препарата в тка-
ни и их длительную циркуляцию в крови.

3. При патологии, связанной с нарушени-
ем целостности кожного покрова или нару-
шением сосудисто-тканевой проницаемости
(I фаза раневого процесса, ожоговая болезнь,
пролежни), системная биодоступность фе-
нольного гидрофобного препарата прополи-
са значительно выше, чем в норме.

4. Мазь «Пролидоксид» при накожном на-
несении животным оказывает как местное,
так и общерезорбтивное действие, обуслов-
ливающее его высокую фармакологическую
активность. Учитывая, что вышеуказанные
патологические процессы, для лечения кото-
рых рекомендуется мазь «Пролидоксид», за-
трагивают не только поверхностные слои
кожи, но и вызывают серьезные нарушения
в подлежащих тканях, высокая системная
биодоступность разработанного препарата
является принципиально важной для его фар-
макотерапевтической эффективности.
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Резюме
Хохленкова Н.В., Лібіна В.В., Резниченко А.А.

Фармакокінетичне досліждення мазі «Пролідоксид»

Досліджено основні параметри фармакокінетики та
системна біодоступність фенольного гідрофобного пре-
парату прополісу (ФГПП), який входить до складу мазі
«Пролідоксид», при нашкірному нанесенні кроликам у
нормі та за експериментальної патології. Встановлено,
що ФГПП швидко проникає крізь усі шари шкіри до си-
стемного кровотоку. За рахунок складу мазі трансдер-
мальне усмоктування має довготривалий характер.
Мазь «Пролідоксид» виявляє як місцеву, так і систем-
ну дію, яка обумовлює її високу фармакологічну ак-
тивність.

Summary
Khokhlenkova N.V., Libina V.V., Reznichenko A.A.

Pharmacokinetic research of «Prolidoxyd» ointment

The basic pharmacokinetics parameters and system bio-
availability of phenolic hydrophobic preparation of pro-
polis (PHPP) included in composition of «Prolidoxyd» oint-
ment were studied when cutaneous applying to the normal
rabbits and rabbits  with experimental pathology. It was es-
tablished, that PHPP penetrates quickly through all the skin
layers in the bloodstream. Due to the ointment composi-
tion the transdermal absorption is of long-term character.
The  «Prolidoxyd» ointment has both the local and the  sys-
tem effect, resulting in its high pharmacological activity.
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Експериментально визначені фармакокінетичні параметри лікарських плівок «Віруплен» у крові щурів. Встановлені
числові значення періоду напіввиведення, кліренсу, сумарної площі під фармакокінетичною кривою «концентра-
ція-час», об’єму розподілу, констант швидкості всмоктування та елімінації тощо. Одержані результати дозволяють
припустити, що лікарські плівки «Віруплен» мають безумовний інтерес для терапії герпес-вірусної інфекції.

За останні роки у зв’язку з динамізмом
створення нових лікарських засобів (ЛЗ) про-
блема їх раціонального використання при-
вертає увагу світової громадськості з тим,
щоб зробити медикаментозну терапію по
можливості більш оптимальною та безпеч-
ною.

Для раціонального використання нових
ЛЗ, досягнення максимальної терапевтичної
дії та послаблення перебігу побічних реакцій
необхідні дослідження, які дозволять одержа-
ти всебічну характеристику препарату. Із мо-
менту надходження ЛЗ в організм до розвит-
ку відповідного клінічного ефекту можна
умовно виділити три фази або стадії: фарма-
цевтичну, фармакокінетичну та фармакоди-

намічну. Фармацевтична фаза залежить від
швідкості та характеру вивільнення діючих
речовин із лікарської форми, а також від
фізико-хімічних властивостей ЛЗ, тобто від
біофармацевтичних факторів, а також від
стану органів, в яких відбувається його
адсорбція. Цей показник корелює з розчин-
ністю ЛЗ при надходженні його в біологічні
рідини організму [5-7].

Фармакокінетична фаза включає, в основ-
ному, класичну тетраду: процеси абсорбції,
розподілу, метаболізму та екскреції лікарсь-
ких речовин.

Сьогодні неможливо уявити створення
ліків, доклінічні та першу фазу клінічних ви-
пробувань без фармакокінетичних досліджень.
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Метою даного повідомлення стало вивчен-
ня фармакокінетичних параметрів лікарсь-
ких плівок (ЛП) «Віруплен» у крові щурів.

ЛП «Віруплен», розроблені на кафедрі тех-
нології ліків та клінічної фармації КМАПО ім.
П.Л. Шупика, являють собою полімерні пла-
стинки масою 16 мг і містять основну діючу
речовину ацикловір у кількості 680 мкг. По-
передніми біофармацевтичними досліджен-
нями було обгрунтовано концентрацію дію-
чих та допоміжних речовин, а також розроб-
лено технологію та вивчено стабільність пре-
парату [1,2].

Для дослідження фармакокінетичних па-
раметрів ЛП «Віруплен» була використана
однокамерна модель [3, 4].

Експериментальна частина

Фармакокінетичні параметри ЛП «Віруп-
лен» досліджували у крові білих щурів лінії
Вистар (n = 5) після однократного сублінг-
вального аплікаційного введення препарату.
Після введення препарату в організм через
певні проміжки часу (від 3.75 хв до 480 хв) із
хвостової вени щурів відбирали проби крові
та за допомогою органічних розчинників про-
водили екстракцію діючої речовини. Час, що
відповідав моменту взяття проб, послідовно
подвоювався. Цей прийом дозволив звести до
мінімуму кількість вимірів за експоненціаль-
ного падіння концентрації препарату у крові.
Після екстракції діючої речовини ефірні ви-
тяги упарювали до сухого залишку, який роз-
чиняли у 500 мкл метанолу. Метанольний роз-
чин досліджували хромато-мас-спектромет-
ричним методом (ГХ-МС), визначаючи ацик-
ловір. При цьому застосовували метод у ре-
жимі селективного моніторингу обраних
іонів (SIM) 0.005 мкг/мл, який дозволяє про-
водити кількісне визначення ацикловіру. Чут-
ливість методу становить 10-15 г.

Визначення проводили за таких умов: хро-
матограф – фирми «Agilent Technologics»,
модель 6850; мас-селективний детектор – мо-
дель 5973; колонка капілярна HP-5MS, розмі-
ром 25 м × 0.25 мм; температура інжектора -

280 °С; температура інтерфейса – 250 °С;
температуру колонки програмують: темпера-
туру 90 °С витримують протягом 2 хв, підви-
щення температури зі швидкістю 20 °С/хв до
300 °С, температуру 300 °С витримують про-
тягом 10 хв; об'єм проби, що уводиться,
3 мкл (split).

Умови детектування: енергія іонізації
70 еВ; режим сканування від 32 абсолютних
одиниць маси до 800 абсолютних одиниц
маси.

Характерні піки мас-спектру ациклові-
ру –m/z: 81, 124, 54, 53, 125, 171, 42, 45.

Результати та їх обговорення

Результати досліджень представлені в
Табл. 1.

Використовуючи одержані результати, бу-
дували фармакокінетичну криву «концентра-
ція – час» (Рисунок) для ацикловіру.

Оскільки нам відома введена доза ацикло-
віру, можна оцінити фармакокінетичні пара-
метри.

Щурам масою по 200 г була введена доза
ацикловіру в ЛП D = 680 мкг. Отже, доза на

1 г маси щура складала D/г =
680

3.40ìêã ã
200

= .

Величини доз і частоту їх введення щурам
визначав ряд патологічних і фізіологічних
процесів. Стан щурів із точки зору фармако-
кінетики оцінювався за допомогою специфіч-
них фармакокінетичних змінних. Основні з
них – об’єм розподілу та кліренс.

Об’єм розподілу Vd, у мкг/г, визначали за
формулою:

dV 20
0

D

C
= = , (1)

де:
D – доза лікарського засобу, мкг/г;
С0 – уявна початкова концентрація діючої

речовини, мкг/мл.

Для кількісної характеристики процесу
елімінації використовували значення пара-
метру «період напіввиведення лікарського
препарату з організму», що характеризує

Таблиця 1

Концентрація ацикловіру у крові щурів (Р = 95 %; t = 2.74; X = 5)

×àñ (õâ)
Àöèêëîâ³ð

3.75 7.5 15 30 60 120 240 480

êîíöåíòðàö³ÿ,

Ñ, ìêã/ìë

0.018 ±

± 0.001

0.024 ±

± 0.002

0.029 ±

± 0.002

0.048 ±

± 0.004

0.029 ±

± 0.002

0.004 ±

± 0.0006
- -

- діючих речовин не знайдено
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швидкість падіння вмісту препарату в дослі-
джуваних рідинах і тканинах організму. Час
напіввиведення препарату на ділянці кривої,
що характеризує виведення (T1/2 ke),  обчис-
лювали із фармакокінетичної кривої. Він ста-
новить 30 хв. Час напіввиведення препарату
на ділянці кривої, що характеризує всмокту-
вання, становить (T1/2 kа) – 85.8 хв.

Параметр, який характеризує особливості
зміни кількості лікарського препарату в
об’ємі розподілу однокамерної фармакокіне-
тичної моделі - константу швидкості елімі-
нації препарату (ke,), у 1/хв, визначали за
формулою:

e

1/ 2 1/ 2

ln/ 2 0.693 0.693
k 0.023

30T T
= = = = , (2)

де:
T1/2 – час напіввиведення, хв.

За (2) визначали константу швидкості
всмоктування препарату kа, що для ациклов-
іру становить 0.0081 1/хв. Виходячи зі зна-
чень констант ke и kа, можна сказати, що апл-
ікаційне введення ЛП на ясна щурів являє
приклад фліп-флоп феномена, тому що для
ЛП константа швидкості елімінації ациклові-
ру більше константи швидкості його всмок-
тування.

Параметр «час досягнення максимальної
концентрації у тканинах пародонта» (tmax) є
функцією, що відображає співвідношення
між величинами констант швидкості всмок-
тування й елімінації. tmax, у хвилинах, визна-
чали за формулою:

max

ln

t 69.79

a

e

a e

k

k

k k
= =

−
, (3)

де:
ke – константа швидкості еліминації діючої

речовини, 1/хв;
kа – константа швидкості всмоктування

діючої речовини, 1/хв.
tmax – для ацикловіру становить 69.79 хв.

Кліренс препарату пов’язаний із констан-
тою швидкості елімінації та об’ємом розподі-
лу таким чином:

Cl= ke 
. Vd= 0.46, (4)

де:
Cl – кліренс препарату, мл/(хв·г);
ke – константа швидкості елімінації препа-

рату, 1/хв;
Vd – об'єм розподілу, мл/г

Кліренс ацикловіру, у перерахунку на 200
г маси щурів: Cl200 = 92 мл/хв.

Площу під фармакокінетичною кривою
(AUC) - концентрацію лікарського препара-
ту від моменту його введення в організм до
повного видалення з нього - обчислювали за
формулою:

AUS 7.39
D

Cl
= = , (5)

де:
AUC – площа під фармакокінетичною кри-

вою, мкг·хв/мл;
D – доза лікарського препарату, мкг/г;
Cl – кліренс препарату, мл/(хв·г).

Середній час утримування (MRT) лікарсь-
кої речовини, у хвилинах, визначали за фор-
мулою:

1
MRT 43.7

ek
= = , (6)

де:
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ke – константа швидкості елімінації препа-
рату, 1/хв.

Сумарну площу під фармакокінетичною
кривою за певний час AUMC, у мкг·хв/мл,
визначали за формулою:

AUMC=  MRT .  AUC = 321, (7)

де:
MRT – середній час утримування, хв;
AUC – площа під фармакокінетичною кри-

вою, мкг·хв/мл.

Зведені фармакокінетичні параметри для
ацикловіру наведені в Табл. 2.

Таким чином, одержані дані свідчать, що
ЛП «Віруплен» мають переважно місцеву дію
та завдяки швидкій елімінації не чинять не-
гативного впливу на організм.

Висновок

1. Експериментально визначено фармако-
кінетичні параметри плівок „Віруплен” у
крові щурів. Зокрема, встановлені числові
значення параметрів: період напіввиведення,
кліренс, сумарна площа під фармакокінетич-
ною кривою “концентрація-час”, об’єм роз-
поділу, константа швидкості всмоктування та
елімінації тощо.

2. Встановлено, що лікарські плівки «Віру-
плен» мають переважно місцеву дію.

Результати експерименту дають мож-
ливість прогнозувати дію стоматологічних
плівок «Віруплен» на організм людини і бу-

дуть покладені в основу програми клінічних
досліджень.
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Определение фармакокинетических параметров

лекарственных пленок «Вируплен» в крови крыс

Экспериментально определены фармакокинетичес-
кие параметры лекарственных пленок «Вируплен» в

¹ ï/ï Ôàðìàêîê³íåòè÷í³ ïàðàìåòðè
Çíà÷åííÿ

ïàðàìåòð³â

1 D � äîçà ë³êàðñüêîãî ïðåïàðàòó, ìêã 680

2 D/ã - äîçà ë³êàðñüêîãî ïðåïàðàòó íà 1 ã ìàñè ùóðà, ìêã/ã 3.40

3 Ñmax � ìàêñèìàëüíà êîíöåíòðàö³ÿ, ìêã/ìë 0.048

4 Ñî � óÿâíà ïî÷àòêîâà êîíöåíòðàö³ÿ ä³þ÷î¿ ðå÷îâèíè, ìêã/ìë 0.17

5 Vd � îá�ºì ðîçïîä³ëó, ìë/ã 20

6
T1/2 ke � ÷àñ íàï³ââèâåäåííÿ ïðåïàðàòó íà ä³ëÿíö³ ôàðìàêîê³íåòè÷íî¿ êðèâî¿, ùî

õàðàêòåðèçóº âèâåäåííÿ, õâ
30

7
T1/2 kà � ÷àñ íàï³ââèâåäåííÿ ïðåïàðàòó íà ä³ëÿíö³ ôàðìàêîê³íåòè÷íî¿ êðèâî¿, ùî
õàðàêòåðèçóº âñìîêòóâàííÿ, õâ

85.8

8 ke � êîíñòàíòà øâèäêîñò³ åë³ì³íàö³¿ ïðåïàðàòó, 1/õâ 0.023

9 kà � êîíñòàíòà øâèäêîñò³ âñìîêòóâàííÿ ïðåïàðàòó, 1/õâ 0.0081

10 tmax � ÷àñ äîñÿãíåííÿ ìàêñèìàëüíî¿ êîíöåíòðàö³¿ ó êðîâ³, õâ 69.79

11 Cl � êë³ðåíñ, ìë/(õâ·ã) 0.46

12 Cl 200 � êë³ðåíñ íà 200 ã ìàñè ùóð³â, ìë/õâ 92

13 AUC � ïëîùà ï³ä ôàðìàêîê³íåòè÷íîþ êðèâîþ, ìêã·õâ/ìë 7.39

14 MRT � ñåðåäí³é ÷àñ óòðèìóâàííÿ, õâ 43.47

15 AUMC � ñóìàðíà ïëîùà ï³ä ôàðìàêîê³íåòè÷íîþ êðèâîþ, ìêã·õâ/ìë 321

Таблиця 2
Фармакокінетичні параметри ацикловіру
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крови крыс. Установлены числовые показатели перио-
да полувыведения, клиренса, суммарной площади под
фармакокинетической кривой «концентрация-время»,
объема распределения, констант скорости всасывания
и элиминации и др. Полученные результаты позволяют
предположить, что лекарственные пленки «Вируплен»
представляют несомненный интерес для терапии гер-
пес-вирусной инфекции.

Summary
Koritnyk R.S., Davtyan L.L,.Koritnyk A.Y, Sereda P.I.

Definition of pharmacokinetic  parameters of «Viruplen»

medicinal films in blood of rats

The pharmacokinetics parameters of  «Viruplen» me-
dicinal films in blood of rats have been experimentally stud-
ied. The numerical values of excretion half-cycle, clearance,
total area under curve «concentration – time», volume of
distribution, constants of absorption and elimination rate,
etc., have been established.

The  results obtained  allow to assume, that «Viruplen»
medicinal films represent a doubtless interest for therapy
of herpes - virus infections.
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Ïèâåíü Å.Ï., Äèõòÿðåâ Ñ.È.
Ãîñóäàðñòâåííîå ïðåäïðèÿòèå «Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íûé öåíòð ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ»

Ðàçðàáîòêà íàó÷íûõ ïîäõîäîâ ê îöåíêå êîíêóðåíòîñïîñîáíîñòè
òåõíîëîãèé ïðîèçâîäñòâà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ

Разработаны методологические и методические подходы к оценке конкурентоспособности технологии производ-
ства лекарственных средств. Оценку конкурентоспособности предложено проводить на основе комплексных пока-
зателей потребительной стоимости технологического процесса и потребительной стоимости лекарственного сред-
ства. Определены основные группы показателей, которые наиболее полно отображают потребительские свойства
технологического процесса. Разработана модель формирования конкурентоспособности технологии производства
лекарственного средства и алгоритм ее оценки. Для оценки конкурентоспособности технологии производства пред-
ложено использовать показатели, которые отображают соотношение экономических выгод производителя и зат-
рат, связанных с приобретением и освоением технологий.

Повышение уровня, качества и конкурен-
тоспособности процессов и технологий –
одна из актуальных задач научно-исследова-
тельских организаций по разработке лекар-
ственных средств (ЛС), реализующих свою
научно-техническую продукцию (НТП) на
рынке. Это связано с тем, что создание новых
прогрессивных технологий производства ле-
карственных средств потенциально позволя-
ет найти для них рынок сбыта не только сре-
ди отечественных производителей, но и за
рубежом.

Нельзя не согласиться с мнением авторов
[1, 2, 4, 9, 10, 11], что оценка конкурентоспо-
собности технологии приносит наибольший
коммерческий результат, как правило, при ее

проведении на всех основных стадиях созда-
ния НТП, начиная с этапа планирования на-
учно-исследовательской разработки (НИР) и
заканчивая наработкой опытно-промышлен-
ной серии. Необходимость оценки конкурен-
тоспособности технологии на основных эта-
пах ее создания связана с тем, что в случае
получения отрицательного результата в отно-
шении перспективности технологии на всех
этапах НИР, возникает необходимость разра-
ботки и принятия ряда мер по повышению ее
уровня, т.е. усовершенствованию технологи-
ческих и экономических показателей НТП
[10].

Оценка конкурентоспособности техноло-
гии производства лекарственного препарата
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на стадии его разработки сталкивается со
значительными  трудностями, в первую оче-
редь, связанными с определенными рисками
в отношении ее технических и экономичес-
ких характеристик. Но именно на этом этапе
такая оценка представляет наибольший инте-
рес для разработчика.

Как показал анализ методических подхо-
дов, используемых специалистами для оцен-
ки и отбора технологий, наряду с экспертны-
ми и параметрическими методами оценки
конкурентоспособности значительное рас-
пространение получили подходы, основан-
ные на применении показателей, имеющих
реальное экономическое содержание [1, 5,
10, 11]. При этом коммерческая перспектив-
ность технологии обязательно рассматрива-
ется в комплексе с оценкой преимуществ
продукции, выпускаемой на ее основе. В свя-
зи с этим основными критериями оценки тех-
нологии  производства ЛС являются особен-
ности и преимущества технологических и
экономических показателей. Наряду с техни-
ко-экономическими преимуществами техно-
логии используется прогноз потребности
рынка в соответствующей продукции и уро-
вень экономических выгод, которые может
получить производитель. В то же время, ме-
тодологические подходы к оценке конкурен-
тоспособности технологии производства ле-
карственных средств на основе их потреби-
тельной стоимости в сфере фармацевтичес-
кого производства отсутствуют.

Целью данной работы является разработ-
ка методических подходов к оценке конку-
рентоспособности технологии производства
лекарственных средств на основе показате-
ля потребительной стоимости.

Сущность данного подхода заключается в
том, что в основе конкурентоспособности
технологии производства ЛС лежит единство
стоимости (цена потребления технологии) и
его потребительной стоимости. Поэтому для
оценки уровня конкурентоспособности тех-
нологии производства ЛС, также как и в це-
лом конкурентоспособности самого ЛС, це-
лесообразно использовать комплексный по-
казатель (индекс) потребительной стоимости,
рассчитанный на основании групп показате-
лей, которые наиболее полно отражают  по-
требительские свойства технологии, и комп-
лексный показатель потребительной стоимо-
сти ЛС [8, 9].

Основным методологическим принципом
оценки конкурентоспособности технологии
производства ЛС на основе его потребитель-

ной стоимости является  равенство конкурен-
тоспособности технологических процессов
(ТП) при одинаковых потребительских, эко-
номических и нормативных показателях.

Если потребительная стоимость ЛС осно-
вана на его потребительских свойствах [8, 9],
то  потребительная стоимость технологии
производства ЛС может быть установлена на
основе комплексной оценки следующих
групп его потребительских свойств, характе-
ризующих соответствующий уровень произ-
водства и позволяющих получить продукцию
заданного качества (потребительной стоимо-
сти) и технического уровня: показатели тех-
нологичности, техно- и эко- безопасности,
надежности технологии, законодательно-
нормативные показатели, защита охранными
документами объектов интеллектуальной
собственности, показатели экономического
эффекта от использования технологии.

Показатели технологичности отражают
две взаимосвязанные совокупности характе-
ристик технологического процесса [1]:

– в технологическом аспекте - технологи-
ческую рациональность и преемственность
решений (применяемость оборудования, про-
цессов и повторяемость технологических
приемов);

– в экономическом аспекте – трудоем-
кость, материалоемкость, энергоемкость, ве-
личину потерь и др.

К показателям технологичности необхо-
димо отнести [11, 12, 13]:

– расходные коэффициенты сырья и ма-
териалов, используемых в производстве ЛС;

– степень использования основного сы-
рья в производстве ЛС (субстанции или гото-
вого ЛС);

– расходные коэффициенты энергоре-
сурсов (электроэнергия, пар, газ и др.);

– степень унификации технологического
процесса (оборудования);

– продолжительность технологического
цикла;

– технологическая трудоемкость изготов-
ления ЛС (единицы продукции) и др.

Экологические показатели характеризуют
уровень вредных воздействий технологичес-
кого процесса на окружающую среду. При
выборе и определении этих показателей учи-
тываются требования охраны окружающей
среды конкретной страны. Технология про-
изводства ЛС не может быть признана кон-
курентоспособной на исследуемом рынке,
если в результате ее реализации нарушают-
ся установленные государством правила,
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нормы и требования к  охране окружающей
среды, в том числе расходы на их выполнение
значительно повышают издержки производ-
ства, в результате чего выпуск ЛС становит-
ся неконкурентоспособным (нерентабель-
ным).

Показатели безопасности основного тех-
нологического процесса характеризуют его
особенности, обусловливающие безопас-
ность производства лекарственного средства
на предприятии.

Показатели надежности технологическо-
го процесса характеризуют его особенности,
обусловливающие надежность производства
лекарственного средства на предприятии.

К законодательно нормативным показате-
лям технологического процесса относится
его соответствие требованиям GMP [6, 7, 13].

Исходя из требований, которые предъяв-
ляются к разработке, производству и реали-
зации готовых лекарственных средств (ГЛС)
в Украине, а также с учетом сферы их при-
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Рисунок 1

Модель формирования конкурентоспособности технологии производства лекарственного средства
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менения, объектами защиты интеллектуаль-
ной собственности охранными документами
являются [3]:

– способ получения вещества (субстан-
ции, вспомогательного вещества);

– способ получения ГЛС;
– устройства для получения субстанции,

ГЛС;
– методы анализа вещества и ГЛС;
– вещество (биологически активное со-

единение – субстанция, вспомогательное ве-
щество);

– готовое лекарственное средство (ком-
позиция биологически активного соединения
и вспомогательных веществ);

– защита наименования лекарственного
средства знаком для товаров и услуг;

– защита внешнего вида лекарственного
средства промышленным образцом (лекар-
ственная форма, упаковка).

Показатели прогнозируемого экономи-
ческого эффекта характеризуют экономичес-
кие выгоды, которые производитель потен-
циально может получить в результате органи-
зации производства лекарственного сред-
ства, и уровень окупаемости расходов произ-
водителя (лицензиата) на приобретение (раз-
работку) и освоение технологического про-
цесса.

Так как конкурентоспособность техноло-
гии получения ЛС, как комплексный показа-
тель, является рыночной категорией, ее уро-
вень определяется не только техническими и
экономическими характеристиками самой
технологии, но зависит и от величины спро-
са на выпускаемую продукцию. В результате
конкурентоспособность технологии произ-
водства лекарственного средства формирует-
ся под воздействием значительного количе-
ства факторов, основные из которых пред-
ставлены на Рис. 1. На основании анализа
этих факторов разработана модель формиро-
вания конкурентоспособности технологии
производства ЛС.

Для оценки конкурентоспособности тех-
нологии производства ЛС, основанной на от-
ношении потребительной стоимости техно-
логического процесса и потребительной сто-
имости лекарственного средства к цене по-
требления технологии (для производителя) и
к цене потребления ЛС, выбираются показа-
тели как для конечных продуктов (ГЛС, суб-
станций), так и для технологии. Данная зави-
симость может быть описана следующей
функцией:

1 1

. .ÒÏ ÍÒÏ ÒÏ ÖÏ ÍÎÐÌ ÝÊÎÍ
Ê I I I I I I− −= ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ , (1)

где:
КТП – конкурентоспособность оценивае-

мой технологии производства ЛС по
сравнению с базисной;

IНТП – индекс нормативных показателей,
характеризующих соответствие тех-
нологии правилам, стандартам и нор-
мам, принятым в стране (принимает-
ся значение 0 или 1);

IТП – индекс потребительной стоимости
оцениваемой технологии по сравне-
нию с базисной;

IЦП – индекс цены потребления оценивае-
мой технологии для производителя
по отношению к базисной;

IНОРМ.– индекс нормативных показателей,
характеризующих соответствует ли
ЛС стандартам и нормам, принятым
в стране (может принимать только
значение 0 или 1);

I – индекс потребительной стоимости
ЛС к базисному ЛС;

IЭКРН. – индекс экономических показателей
ЛС к базисному ЛС.

Индекс нормативных показателей техно-
логии производства ЛС рассчитывается по
формуле:

1

c

ÍÒÏ q

q

I Sα
=

= ∏ , (2)

где:
Saq – абсолютные  значения,  характеризу-

ющие  q-й   нормативный показатель
исследуемой α технологии.

Индекс потребительной стоимости техно-
логии производства ЛС рассчитывается по
формуле:

1

1
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ÒÏ Z

z ÁZ

t
I V

t

±
α

=

 
= ⋅ 

 
∑ , (3)

где:
taZ и tБZ – абсолютные значения, характеризу-

ющие z-е потребительское свойство
оцениваемой (α) и базисной (Б) тех-
нологии  производства ЛС, соответ-
ственно;

VZ – коэффициент весомости z-го потре-
бительского свойства;

u – количество рассматриваемых пара-
метров (потребительских свойств)
технологии производства ЛС;
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±1 – показатель степени, который пока-
зывает направление  улучшения па-
раметра:

+1, если показатель максимизи-
руется;

-1, если показатель минимизиру-
ется.

( )
1

.
u

Z

Z

V const
=

=∑
Индекс цены потребления технологии для

производителя относительно базисной опре-
деляется по формуле:

Ï
ÖÏ

ÏÁ

Ö

Ö

αΙ = , (4)

где:
ЦПa – цена потребления оцениваемой тех-

нологии производства ЛС;
ЦПБ – цена потребления базисной техноло-

гии производства ЛС;
IНОРМ., I и IЭКОН. рассчитываются в соответ-
ствии с разработанной методикой, приведен-
ной в [9].

Формальное выражение определения кон-
курентоспособности технологии производ-

ства лекарственного средства (1) в разверну-
том виде может быть представлено функци-
ей:
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где:
Pij, PБj и PЭj – абсолютные  значения,  харак-

теризующие  j-е потребитель-
ское свойство  оцениваемого і-
го,  базисного и эталонного ЛС,
соответственно;

Мj – коэффициент весомости j-го
потребительского свойства;

m – количество параметров (потре-
бительских свойств) ЛС.

При КТП > 1 технология производства ЛС
является конкурентоспособной на рассмат-
риваемом рынке по отношению к базисной.

Рисунок 2

Обобщенный алгоритм оценки конкурентоспособности технологии производства лекарственного

средства на основе  потребительной стоимости
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Обобщенный алгоритм оценки конкурен-
тоспособности технологии производства ЛС
на основе потребительной стоимости пред-
ставлен на Рис. 2.

Показателями технологии производства
ЛС, характеризующими цену ее потребле-
ния, являются:

– стоимость разработки НТП;
– капитальные вложения для внедрения и

освоения технологии;
– издержки эксплуатации ТП.
В качестве базисной выбирается анало-

гичная технология производства ЛС, реально
существующего на рынке, потребительские
свойства которого максимально приближены
к лекарственному средству, произведенному
по оцениваемой технологии.

Возможен также вариант закупки лицен-
зии на технологию. Если стоимость лицензии
(НТП) на технологию, выбранную в качестве
базисной, не известна, то в расчетах исполь-
зуются только показатели, характеризующие
капитальные затраты на приобретение тех-
нологического оборудования, установок и
эксплуатационные издержки ТП.

В условиях, когда технологии оцениваемо-
го процесса и базисного (аналога) – различ-
ные, а лекарственные средства, получаемые
на их основе, одинаковые по качеству, тера-
певтической эффективности (потребитель-
ной стоимости), оценка конкурентоспособ-
ности ТП осуществляется только по экономи-
ческим показателям (цена потребления, из-
держки производства, отдельные статьи зат-
рат на производство и др.). Если технологии
и получаемые на их основе ЛС, например,
субстанции оцениваемого процесса и анало-
га различаются по показателям потребитель-
ной стоимости, то определение конкурентос-
пособности осуществляется по (1). В этом
случае выбираются показатели, характеризу-
ющие потребительную стоимость технологий
и ЛС (конечных продуктов) оцениваемого
процесса и базисного, а также экономичес-
кие показатели  этих процессов.

Если оценка конкурентоспособности осу-
ществляется в отношении отдельных стадий
ТП, которые применяются в производстве
различных ЛС, то сопоставляются показате-
ли только самого технологического процесса.
В этом случае зависимость принимает следу-
ющее выражение:

1

ÒÏ ÍÒÏ ÒÏ ÖÏ
K I I I −= ⋅ ⋅ (6)

Предприятия-производители при органи-
зации производства ЛС заинтересованы ре-

ализовывать продукцию по ценам, которые с
учетом  эластичности спроса на рынке обес-
печивают максимальную прибыль при мини-
мальных затратах на ее изготовление. Поэто-
му потенциальный лицензиат предпочтет тот
технологический процесс, который обеспе-
чит ему наибольшие экономические выгоды
при наименьших издержках производства.

В связи с изложенным, наиболее адекват-
но уровень конкурентоспособности техноло-
гии производства ЛС может быть выражен
через  соотношение экономических выгод
потенциального производителя и затрат, свя-
занных с приобретением и освоением техно-
логии. Поэтому для оценки конкурентоспо-
собности целесообразно использовать пока-
затель окупаемости затрат, величину, обрат-
ную окупаемости затрат (уровень прибыли,
приходящийся на единицу затрат), или вели-
чину расходов, связанных с производством
продукции по сравниваемым технологиям.
Выбор экономического показателя, на осно-
вании которого предполагается провести
оценку конкурентоспособности технологии,
зависит от объекта исследования, условий,
сложившихся на рынке, и доступного инфор-
мационного материала.

Расчет конкурентоспособности техноло-
гии производства лекарственного средства в
соответствии с выбранными экономически-
ми показателями проводится по формуле:
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, (7)

где:
ЭПα, ЭПБ – экономический показатель оцени-

ваемой α и базисной технологии
производства ЛС, соответственно.

В соответствии с предложенной методи-
кой оценки конкурентоспособности техноло-
гии производства ЛС, анализ конъюнктуры
рынка проводится на основании результатов
исследований состояния и тенденций разви-
тия соответствующих рынков технологий и
лекарственной продукции. В результате
обобщения информации, характеризующей
технико-экономические показатели техноло-
гий, наличие соответствующих производ-
ственных мощностей, величину спроса на
препараты-аналоги, уровень их потребитель-
ских свойств, уровень цен, определяется, ка-
кой же из технологических процессов может
быть выбран в качестве базы для сравнения.
Достигнутый или прогнозируемый уровень
исследуемой технологии оценивается, исхо-
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дя из основных технических и нормативных
показателей. При этом обеспечивается усло-
вие сопоставимости показателей исследуемо-
го и базисного технологических процессов.

Выбор методов оценки конкурентоспо-
собности технологии зависит от конкретных
условий и доступной информационной базы,
обеспечивающей сопоставимость показате-
лей сравниваемых технологических процес-
сов.

Выводы

1. Основными критериями оценки техно-
логии производства ЛС являются преимуще-
ства в отношении технических и экономичес-
ких показателей, характеризующих как саму
технологию, так и лекарственные средства,
получаемые на ее основе.

2. Для оценки конкурентоспособности
технологии производства ЛС целесообразно
использовать комплексные показатели по-
требительной стоимости этой технологии и
потребительной стоимости ЛС, которые рас-
считываются на основании основных групп
показателей, наиболее полно отражающие
потребительские свойства ТП и ЛС.

3. Основным методологическим принци-
пом оценки конкурентоспособности техноло-
гии производства ЛС на основе его потреби-
тельной стоимости является равенство кон-
курентоспособности ТП при одинаковых по-
требительских, экономических и норматив-
ных показателях.

4. Оценку конкурентоспособности техно-
логии производства ЛС целесообразно также
проводить на основе показателей, отражаю-
щих соотношение экономических выгод про-
изводителя и затрат, связанных с приобрете-
нием и освоением технологии.

5. Выбор методов оценки конкурентоспо-
собности технологии зависит от объекта ис-
следования, условий, сложившихся на рынке,
и доступной информационной базы, обеспе-
чивающей сопоставимость показателей срав-
ниваемых технологических процессов.

6. Предложенная методика позволяет
объективно проводить оценку конкуренто-
способности разрабатываемой технологии
производства ЛС, оценить перспективность
закладываемых технических и экономичес-
ких показателей будущего способа получе-
ния соответствующего ЛС еще на стадии по-
исковых исследований.
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Резюме
Півень О.П., Діхтярьов С.І.

Розробка наукових підходів до оцінки

конкурентоспроможності технологій  виробництва

лікарських засобів

Розроблено методологічні та методичні підходи до
оцінки конкурентоспроможності технології виробниц-
тва лікарських засобів. Оцінку конкурентоспромож-
ності запропоновано проводити на основі комплексних
показників споживчої вартості технологічного проце-
су і споживчої вартості лікарського засобу. Визначені
основні групи показників, які найбільш повно відобра-
жають споживчі якості технологічного процесу. Розроб-
лена модель формування конкурентоспроможності тех-
нології виробництва лікарського засобу й алгоритм її
оцінки. Для оцінки конкурентоспроможності технології
виробництва лікарського засобу запропоновано вико-
ристовувати показники, які відображають співвідно-
шення економічних вигод виробника та витрат, пов’я-
заних із придбанням та освоєнням технології.
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Summary
Piven E.P., Dikhtyaryov S.I.

Development of scientific approaches to evaluation of

competitiveness of drug production technologies

The methodological and methodical approaches to
evaluation of competitiveness of drug production technolo-
gy have been developed. It has been proposed to perform
the competitiveness evaluation on basis of complex indi-
ces of the technological process use value and the drug va-
lue in use. The main groups of indices reflecting the con-
sumer characteristics of technological process most com-
pletely were determined. A model of forming of drug pro-
duction technology competitiveness, as well as an algo-
rithm of evaluation of one, were developed. It was proposed
to use the indices, reflecting the ratio of economical bene-
fits of producer and the costs concerned with acquisition

and conversion of technologies, for evaluation of produc-
tion technology competitiveness.

Пивень Елена ПетровнаПивень Елена ПетровнаПивень Елена ПетровнаПивень Елена ПетровнаПивень Елена Петровна. Окончила Харьков-
ский инженерно-экономический институт (1977).
Работает в ГП ГНЦЛС. Зав. лабораторией марке-
тинговых и технико-экономических исследова-
ний (1999). Канд. фарм. наук (1988).

Дихтярев Сергей Иванович Дихтярев Сергей Иванович Дихтярев Сергей Иванович Дихтярев Сергей Иванович Дихтярев Сергей Иванович (р. 1951). Окончил
Харьковский фармацевтический институт (1973).
Работает в ГП ГНЦЛС (с 1975). Зам. директора по
научной работе (1990). Зав. лабораторией химии
и технологии биополимеров (1995).Д.фарм.н.
(1992). Профессор (2002).


	     
	   çàïðîâàäæåííÿ Äåðæàâíî¿ Ôàðìàêîïå¿ Óêðà¿íè
	         Ä.À., Ãðèçîäóá Î.²., Ï³äïðóæíèêîâ Þ.Â., ²âàíîâ Ë.Â.
	            îãëÿä
	        À.Þ., Ëîã³íîâà Ë.Ï., Ñàìîõ³íà Ë.Â.
	        Î.Ñ., Ëèòâèíåíêî Â.².
	           Â.²., Áóáºí÷èêîâ Ð.Î., Ïîïîâà Í.Â.
	               ë³êàðñüêèõ çàñîá³â
	         Î.Â., Øå¿í À.Ò., Ìîðîçþê À.Â.
	            äîñë³äæåííÿ
	         Í.Â., Êîâàëüîâ Â.Ì.
	          âèçíà÷åííÿ ôåíîëüíèõ ñïîëóê Ðopulus tremula L. 
	       ë³êàðñüê³ çàñîáè
	          Ë.Ì.
	               äîñë³äæåííÿ
	
	         Ð.Ñ., Äàâòÿí Ë.Ë., Êîðèòíþê Î.ß., Ñåðåäà Ï.².
	           ôàðìàêîê³íåòè÷íèõ ïàðàìåòð³â  ë³êàðñüêèõ ïë³âîê «Â³ðóïëåí» ó êðîâ³ ùóð³â 
	       -åêîíîì³÷í³ òà ìàðêåòèíãîâ³ äîñë³äæåííÿ
	       Î.Ï., Ä³õòÿðüîâ Ñ.².


