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5 серпня 2017 р. виповнилось 75 років відо-
мому українському фармакологу Чайці Леоні-
ду Олександровичу.

Леонід Олександрович Чайка закінчив 
Харківський державний медичний інститут у 
1965 р., після чого протягом 1965-67 рр. працював 
лікарем-епідеміологом і лікарем-інфекціоністом 
центральної районної лікарні (м. Турійськ, Во-
линська обл.), а у 1967-68 рр. став аспірантом 
Українського інституту вдосконалення ліка-
рів (м. Харків).

У 1968 р. Леонід Олександрович почав пра-
цювати на посаді молодшого наукового спів-
робітника у Харківському науково-дослідному 
хіміко-фармацевтичному інституті (у подаль-
шому — ВНДІХТЛЗ, ДНЦЛЗ). У 1981 р. захис-
тив кандидатську дисертацію під керівництвом 
проф. Хаджая Я. І. за темою «Фармакологіч-
не дослідження етил-3,5,6-три-О-бензил-Д-
глюкофуранозиду» та здобув ступінь кандидата 
медичних наук за спеціальністю «фармакологія». 
Далі (з 1982 р.) Л. О. Чайка працював старшим 
науковим співробітником, а у 1990 р. обійняв 
посаду завідувача лабораторії загальної фарма-
кології ДНЦЛЗ. У 1991 р. Чайці Леоніду Олек-
сандровичу присвоєне вчене звання старшого 
наукового співробітника. Водночас (з 1993 р.) 
він є старшим науковим співробітником, а да-
лі — провідним науковим співробітником Фар-
макопейного комітету МОЗ України (у подаль-
шому — ДП «НЕФЦ», ДП «УНФЦКЯЛЗ»).

Леонід Олександрович Чайка — досвідчений 
фармаколог і талановитий організатор, який 
об’єднав навколо себе працездатний колек-

тив висококваліфікованих професіоналів, що 
мають ґрунтовні теоретичні знання і значний 
експериментальний досвід у різних напрямах 
фармакології.

На початку 90-х років, коли Україна відчу-
вала найгостріший дефіцит ліків, а вітчизняна 
фармацевтична промисловість була у глибо-
кій кризі, лабораторія загальної фармакології, 
очолювана Л. О. Чайкою, активно включилася 
у реалізацію державної «Комплексної програми 
розвитку медичної і мікробіологічної промис-
ловості і поліпшення забезпечення населення 
лікувальними засобами на 1992-96 рр.». У цей 
складний період для української фармації та у 
подальші роки очолювана ним лабораторія за 
безпосередньої участі Леоніда Олександрови-
ча, співпрацюючи з фахівцями технологічних 
і аналітичних підрозділів ДП «ДНЦЛЗ», розро-
бляє з впровадженням у виробництво:
— Перші вітчизняні моно- і комбіновані 

анальгетики-антипіретики масового попиту, а 
за підтримки МОЗ України і «Укрмедбіопрому» 
на заміну застарілим і вкрай небезпечним 
фенацетину й амідопірину була створена 
серія комбінованих препаратів з парацета-
молом, що дозволило розпочати масштабне 
виробництво цієї актуальної групи засобів 
на провідних заводах України («Дарниця», 
«Здоров’я», «Галичфарм», «Лубнифарм») і 
повністю задовольнити у них нагальні по-
треби сектора охорони здоров’я.

— Оригінальні вітчизняні препарати на основі 
амінокислот та інших субстанцій у різних 
лікарських формах — «Ацелізин», «L-Лізину 
есцинат», «Глутаргін», «Октамін», «Факовіт», 
«Нуклеїнат кардіоаргінін», «Печаєвський 
валідол-натур» та інші — деякі з них потім 
стали відомими українськими брендами, 
що випускаються низкою фармацевтичних 
підприємств України: «Київмедпрепарат», 
«Галичфарм», «Здоров’я», «Технолог», 
«Біосел».

— Перші на теренах колишнього СРСР пре-
парати групи статинів — симвастатин та 
ірбесартан. Наразі ведуться дослідження з 
пошуку нових оригінальних гіполіпідемічних 
засобів фітохімічного походження («Дарни-
ця», «Київський вітамінний завод»).

— Велику групу вітчизняних очних кра-
пель, які випускаються фармацевтичними 
підприємствами «Фармак», «Дарниця».

— Понад 200 імпортозаміщуючих вітчизняних 
засобів різних фармакотерапевтичних груп у 

До 75-річчя з дня народження 
Чайки Леоніда Олександровича
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твердих, м’яких і рідких лікарських формах 
на замовлення, переважно, фармацевтичних 
підприємств України, а також підприємств 
Росії, Грузії.

Водночас у лабораторії загальної фармако-
логії з середини 80-х років у комплексі з тех-
нологічними підрозділами ДНЦЛЗ проводили-
ся масштабні фармакокінетичні дослідження, 
спрямовані на створення оптимального складу, 
підвищення ефективності і безпечності твердих 
і м’яких лікарських форм.

З 1995 р. лабораторія загальної фармаколо-
гії регулярно атестувалася Державним фарма-
кологічним центром МОЗ України як база для 
доклінічних досліджень.

Напрямом науково-практичної діяльності 
Леоніда Олександровича Чайки є фармако-
логічні дослідження лікарських засобів різної 
спрямованості дії. Також він є фахівцем у га-
лузі біологічного контролю якості ліків, будучи 
спів автором кількох відповідних монографій 
для Державної Фармакопеї України.

Наразі Леонід Олександрович Чайка є ав-
тором 326 наукових праць у вітчизняних і за-
кордонних виданнях, зокрема 37 патентів та 
однієї монографії.

На початку 90-х років Л. О. Чайка працю-
вав у групі фахівців, що займалася науково-
організаційними питаннями створення першо-
го в незалежній Україні регуляторного органу 
з експертизи та реєстрації лікарських засобів 
— Фармакологічного комітету МОЗ України 
(зараз — ДП «Державний експертний центр 
МОЗ України»).

Л. О. Чайка є членом вченої ради ДП «ДНЦЛЗ». 
У різні роки був членом президії Фармаколо-
гічного комітету МОЗ України, членом вченої 
ради ДП «Державний фармакологічний центр». 
Під керівництвом Л. О. Чайки захищені 5 кан-
дидатських дисертацій з актуальних проблем 
фармакології.

За значний особистий внесок у розвиток фар-
мацевтичної промисловості, зміцнення струк-
тури галузі охорони здоров’я, забезпечення на-
селення якісними медикаментами, відданість 
справі, успішну наукову діяльність та активну 
громадську позицію Чайка Л. О. неодноразо-
во заохочувався почесними грамотами і подя-
ками Державного комітету України з медичної 
промисловості (1996 р.), Харківської обласної 
Державної адміністрації (2001 р.), Міністра охо-
рони здоров’я України (2000-2002 рр.), прези-
дента Об’єднання роботодавців медичної про-
мисловості України (2005 р.), оргкомітету Наці-
онального рейтингу учасників фармацевтично-
го ринку України (2006 р.), Державної служби 
України з лікарських засобів (2014 р.), заводів 
галузі та керівництва ДП «ДНЦЛЗ».

Леонід Олександрович Чайка — дуже тур-
ботлива людина, він виховав чудових сина та 
доньку, опікується не тільки родиною, але й 
усіма співробітниками колективу, який він 
очолює.

Колектив ДП «ДНЦЛЗ», ДП «Фармакопей-
ний центр» і редакція журналу «Фармаком» 
щиро вітають Леоніда Олександровича Чайку 
з ювілеєм та бажають міцного здоров’я, творчої 
наснаги, довгих років плідної праці.

Колектив ДП «ДНЦЛЗ»
Колектив ДП «Фармакопейний центр»

Редакція журналу «Фармаком»
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Стандартизація лікарських засобів 
і валідація методик контролю якості

УДК 543.544.5.068.7+543.8+615.07

Андрющенко Т. Л., Верушкин А. Г., Куликов А. Ю., Верушкина О. С.
Государственное предприятие «Украинский научный фармакопейный центр качества 
лекарственных средств»
Санитарно-гигиенический отдел воинской части А4510, г. Харьков

Разработка и валидация методики количественного определения 
аллантоина в препарате «Йодиксол» методом обращенно-фазовой ВЭЖХ
Разработана экономичная методика для количественной оценки содержания аллантоина в препарате «Йодиксол» с 
использованием метода обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Отделение 
аллантоина от других действующих и вспомогательных компонентов проводили на С18-сорбентах с внедренными 
полярными группами типа Symmetry Shield, Supelcosil LC-ABZ с использованием фосфатного буферного раствора 
рН 3.0 в качестве подвижной фазы. Для разработанной методики проведена процедура валидации в соответствии 
с требованиями Государственной Фармакопеи Украины. Показано, что методика по валидируемым параметрам 
(специфичность, линейность, диапазон применения, правильность, прецизионность, робастность) удовлетворяет 
рассчитанным критериям и может быть рекомендована фармпедприятиям для количественного определения 
аллантоина в препарате «Йодиксол» или его аналоге.

Ключевые слова: аллантоин, «Йодиксол», обращенно-фазовая ВЭЖХ, валидация.

Аллантоин (2,5-диоксо-4-имидазолидинил-
мочевина) — гетероциклическое органиче-
ское соединение, производное пурина (Рис. 1). 
Основные химические свойства аллантоина за-
ключаются в вяжущем и противовоспалитель-
ном эффекте; он также широко используется 
для заживления поврежденных тканей — по-
сле его нанесения на кожу происходит быстрая 
регенерация клеток за счет их пролиферации. 
Это обусловило применение аллантоина в кос-
метических средствах (смягчение и увлажнение 
кожи, ранозаживляющее действие), а также в 
клинической практике для лечения медленно 
заживающих ран, ожогов и повреждений ко-
жи [1-3]. Согласно требованиям документации 
FDA (Управление по санитарному надзору за 
качеством пищевых продуктов и медикаментов 
— агентство Министерства здравоохранения и 
социальных служб США) [4, 5] допустимое со-
держание аллантоина в препаратах составляет 
от 0.1 % до 2.0 %.

Рисунок 1
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Структурная формула аллантоина

Количественное определение аллантоина 
как в косметических средствах, так и в фарма-
цевтических препаратах проводят хроматогра-
фическими методами, в основном используя 
высокоэффективную жидкостную хромато-
графию (ВЭЖХ); хотя в литературе описаны и 
спектрофотометрические методики, и методи-
ки кислотно-основного титрования [6].

Можно выделить 3 основных хроматогра-
фических метода для определения аллантоина: 
ВЭЖХ на нормально-фазовых сорбентах (си-
ликагель с привитыми аминными группами), 
HILIC-хроматография (хроматография гидро-
фобных взаимодействий) и обращенно-фазовая 
хроматография (ОФ-ВЭЖХ) с использованием 
предколоночной дериватизации.

Наиболее распространенным является метод 
ВЭЖХ на аминофазах [7-9]. При всех преиму-
ществах данной методики, она обладает двумя 
существенными недостатками: большой расход 
органического растворителя (ацетонитрила) и 
малый срок службы хроматографической ко-
лонки при анализе аллантоин-содержащих пре-
паратов — привитые аминогруппы образуют 
основания Шиффа, вследствие чего сорбент 
теряет свои химические и хроматографиче-
ские свойства (Рис. 2).

Хроматография гидрофобных взаимодей-
ствий в настоящее время широко рекламиру-
ется и продвигается разработчиками HILIC-
сорбентов для применения в том числе и в фар-
мацевтическом анализе. Опубликован ряд ра-
бот [10-13], в которых описано использование 
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HILIC-сорбентов для количественного опреде-
ления аллантоина в косметических средствах. 
К сожалению, использование подвижных фаз 
с большим содержанием органического моди-
фикатора (70-90 %) делает данный метод доро-
гостоящим при его использовании в рутинном 
анализе.

Высокая гидрофильность аллантоина 
(ClogP = –2.34) затрудняет использование 
обращенно-фазовой ВЭЖХ для его количествен-
ного определения. Поэтому для его определения 
либо используют производные аллантоина, на-
пример, с 2,4-динитрофенилгидразоном [14, 15], 
либо применяют введение в состав подвижной 
фазы ион-парных реагентов для увеличения его 
удерживания [16, 17].

Использование хроматографических методов 
для количественного определения аллантоина 
в готовых лекарственных средствах дает воз-
можность его быстрого (экспрессность) и точ-
ного определения с минимальными затратами 
(экономичность) и минимальным влиянием 
других компонентов лекарственного средства 
[18]. В утвержденном аналитическом норма-

тивном документе (АНД) на препарат «Йодик-
сол» количественное определение аллантоина 
проводят методом ВЭЖХ с использованием 
хроматографического сорбента с привиты-
ми аминогруппами. Такая методика оказалась 
не вполне приемлемой для поточного анализа 
(Рис. 2), так как при длительном использовании 
колонки начинает изменяться форма хромато-
графического пика, что отрицательно влияет на 
количественную оценку содержания алланто-
ина в препарате и в конечном итоге делает ее 
невозможной.

Поэтому целью данной работы была разра-
ботка и валидация хроматографической мето-
дики для количественной оценки содержания 
аллантоина в препарате «Йодиксол», которая 
позволяла бы проводить длительный поточный 
хроматографический анализ готового лекар-
ственного средства.

Экспериментальная часть

Реактивы и растворы

Субстанция аллантоина с содержанием 
основного вещества 99.9 % была предоставлена 

Рисунок 2

ВЭЖХ-хроматограммы определения аллантоина в препарате «Йодиксол» на новой колонке 

(аминофаза) (А) и после 3 месяцев поточных анализов препарата (Б)
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ООО «Микрофарм» и использовалась в каче-
стве стандартного образца аллантоина. Лития 
дигидрофосфат, этанол 96 %, пропиленгликоль, 
фосфат натрия додекагидрат, кислота лимон-
ная безводная, кислота фосфорная концен-
трированная — производства Sigma-Aldrich. 
Субстанция повидон-йод с содержанием йо-
да 11.7 % (производство Ashland, США) также 
была любезно предоставлена ООО «Микро-
фарм». Реактивы и субстанции соответствуют 
требованиям Государственной Фармакопеи 
Украины (ГФУ).

Препарат «Йодиксол» различных серий 
производства был предоставлен ООО «Ми-
крофарм».

Оборудование

Хроматографические измерения были про-
ведены на жидкостном хроматографе Shimadzu 
LC-20 (Shimadzu Corp, Duisburg, Germany). Хро-
матографические колонки: Symmetry Shield RP18 
(150 мм × 4.6 мм, 5 мкм, Waters Corp, Milford, 
USA) и Supelcosil LC-ABZ (150 мм × 4.6 мм, 
5 мкм, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Germany). Разделение проводили при темпера-
туре (30.0 ± 0.1) °С; скорость подвижной фазы 
составляла 1.0 мл/мин; объем вводимой про-
бы — 10 мкл; длина волны детектирования — 
220 нм.

Значение рН подвижных фаз контролиро-
валось с помощью рН-метра Beckman Ф-200 
pH meter (Beckman Instruments, Fullerton, CA, 
USA).

Обработку хроматограмм проводили с ис-
пользованием программы LCSolution (Shimadzu 
Corp, Duisburg, Germany).

Приготовление растворов

Стандартный раствор аллантоина готови-
ли следующим образом: 0.0265 г стандартно-
го образца аллантоина помещали в мерную 
колбу вместимостью 50 мл, растворяли в 10 мл 
96 % этанола, доводили объем раствора водой 
до метки и перемешивали. Срок годности рас-
твора при его хранении в темном прохладном 
месте — 14 сут.

Рабочие растворы аллантоина готовили раз-
бавлением стандартного раствора подвижной 
фазой до получения необходимой концентра-
ции. Растворы использовали свежеприготов-
ленными.

Раствор плацебо готовили следующим об-
разом: навески повидон-йода, этанола 96 %, 
пропиленгликоля и других вспомогательных 
компонентов (согласно прописи готового ле-
карственного средства) помещали в емкость 

вместимостью 100 мл и получали 60 г раствора 
плацебо «Йодиксола». Раствор плацебо храни-
ли в плотно укупоренной таре в защищенном 
от света месте при температуре около 10 °С и 
использовали в течение 7 сут.

Модельную смесь препарата готовили следу-
ющим образом: в мерную колбу вместимостью 
25 мл помещали 2.0 мл стандартного раствора 
аллантоина, 1.00 г раствора плацебо «Йодиксо-
ла», доводили объем раствора подвижной фа-
зой до метки и перемешивали. Раствор исполь-
зовали свежеприготовленным.

Испытуемый раствор препарата готовили 
следующим образом: 1.00 г (точная навеска) 
препарата помещали в мерную колбу вместимо-
стью 25 мл, доводили объем раствора подвиж-
ной фазой до метки и перемешивали. Раствор 
использовали свежеприготовленным.

Результаты и обсуждение

Выбор состава подвижной фазы и 
хроматографических условий

Высокая гидрофильность аллантоина делает 
затруднительным его количественное опреде-
ление с использованием метода ОФ-ВЭЖХ, так 
как его удерживание на сорбентах с привитыми 
С18-группами достаточно слабое. В настоящее 
время для анализа соединений высокой гидро-
фильности все чаще используют специфические 
сорбенты с включенными полярными группами 
[19] — сорбенты с полярным эндкеппингом или 
с внедренными полярными группами. Особен-
ность таких сорбентов заключается в том, что 
внедренные полярные группы создают вокруг 
сорбента «электростатический щит», который 
в значительной степени меняет селективность 
С18 сорбентов в сторону увеличения удержи-
вания гидрофильных соединений.

Работа на таких фазах требует использо-
вания подвижных фаз с низким содержанием 
органического модификатора или даже вообще 
без него. Так, адениновые нуклеотиды на та-
ких сорбентах разделяются с использованием 
фосфатных буферных растворов с различной 
величиной рН [19].

Аллантоин является неким «структурным 
аналогом» адениновых нуклеотидов, и поэтому 
было решено использовать фосфатный буфер-
ный раствор в качестве начального приближе-
ния для удерживания аллантоина и отделения 
его от вспомогательных веществ препарата.

Были проведены исследования по влиянию 
катиона (натрий, калий, литий, аммоний) фос-
фатного буферного раствора и величины его 
рН (от 2.0 до 5.0, с шагом 0.5 единицы рН) на 
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удерживание и асимметрию пика аллантоина 
и на его способность отделяться от вспомога-
тельных вещества препарата «Йодиксол». Было 
отмечено, что использование фосфата аммо-
ния как компонента буферного раствора зна-
чительно уменьшает удерживание аллантои-
на, сдвигая его к мертвому времени колонки. 
Поэтому от использования данного компонен-
та отказались.

Замена других катионов практически не 
оказывает влияния на удерживание и форму 
хроматографического пика, в отличие от рН. 
Отмечалось, что в кислых средах наблюдается 
более приемлемое удерживание и асимметрия 
пика аллантоина. Поэтому на основании про-
веденных предварительных исследований и с 
целью увеличения срока службы колонки бы-
ло решено использовать в качестве подвижной 
фазы буферный раствор на основе фосфата 
лития с рН 3.0. С выбранной подвижной фазой 
была разработана методика количественного 
определения аллантоина в препарате «Йодик-
сол» и проведена ее валидация.

Методика количественного определения 
аллантоина в препарате «Йодиксол»

Испытуемый раствор: около 1.00 г (точная 
навеска) препарата помещают в мерную колбу 
вместимостью 25 мл, доводят объем раствора 
подвижной фазой до метки и перемешивают. 
Раствор используют свежеприготовленным.

Раствор сравнения: около 0.025 г (точная на-
веска) стандартного образца аллантоина (EP SCR 
или ФСО ГФУ) помещают в мерную колбу вме-
стимостью 50 мл, растворяют в 10 мл 96 % эта-
нола, доводят объем раствора 96% этанолом до 
метки и перемешивают. Срок годности раство-
ра — 14 сут. 2.0 мл полученного раствора по-
мещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, 
доводят объем раствора подвижной фазой до 
метки и перемешивают. Раствор используют 
свежеприготовленным.

По 10 мкл раствора сравнения и испытуемо-
го раствора хроматографируют на жидкостном 
хроматографе со спектрофотометрическим де-
тектором в следующих условиях:
— хроматографическая колонка Symmetry 

Shield RP18 или Supelcosil LC-ABZ размером 
150 мм × 4.6 мм, заполненная сорбентом с 
размером частиц 5 мкм;

— подвижная фаза: 0.01 М раствор дигидро-
фосфата лития, доведенный до рН 3.0 кис-
лотой фосфорной концентрированной (по-
тенциометрически);

— температура термостата колонки — 30 °С;
— скорость подвижной фазы — 1.0 мл/мин;

— длина волны детектирования — 220 нм.

Содержание аллантоина (Х) в 1 г препарата, 
в миллиграммах, рассчитывают по формуле:

0 0

0 0

2 25 1000 0.4 ,
50 25 100

i iS m P S m PX
S m S m
× × × × × × × ×

= =
× × × × ×

где Si — средняя площадь пика аллантоина, 
рассчитанная из хроматограмм ис-
пытуемого раствора;

S0 — средняя площадь пика аллантоина, 
рассчитанная из хроматограмм рас-
твора сравнения;

m0 — масса навески стандартного образца 
аллантоина, в граммах;

m — масса навески препарата, в грам-
мах;

P — содержание основного вещества в 
стандартном образце аллантоина, в 
процентах.

Содержание аллантоина в 1 г препарата 
должно быть от 0.90 мг до 1.10 мг.

Результаты считаются достоверными, если 
выполняются следующие условия:
— коэффициент симметрии пика аллантоина 

должен быть не более 1.5;
— эффективность хроматографической си-

стемы, рассчитанная по пику аллантоина 
из хроматограмм испытуемого раствора и 
раствора сравнения, должна быть не менее 
1600 теоретических тарелок;

— относительное стандартное отклонение пло-
щадей пиков аллантоина, рассчитанное по 
пику аллантоина из хроматограмм испытуе-
мого раствора и раствора сравнения, должно 
соответствовать требованиям ГФУ, 2.2.46.

Валидация методики количественного 
определения аллантоина в препарате 
«Йодиксол»

Валидацию методики проводили в соответ-
ствии с требованиями ГФУ [20] и Руководства 
СРМР/ICH/381/95.

Для метода количественного определения 
валидация проводится по следующим харак-
теристикам: специфичность, правильность, 
прецизионность, линейность, диапазон приме-
нения. Также должна быть рассчитана полная 
неопределенность методики количественного 
определения аллантоина.

Содержание аллантоина в 1 г препарата долж-
но быть от 0.90 мг до 1.10 мг (номинальное со-
держание — 1 мг/г препарата), то есть ± 10 % 
от номинального содержания (В = 10). Следо-
вательно, максимально допустимая неопреде-
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ленность результатов количественного опреде-
ления аллантоина должна составлять:

ΔAs ≤ В × 0.32 = 10 × 0.32 = 3.2 %.

Неопределенность пробоподготовки долж-
на быть незначимой по сравнению с макси-
мально допустимой неопределенностью ана-
лиза [ГФУ]:

ΔSp < ΔAs × 0.32 = 3.2 × 0.32 = 1.024 %.

Специфичность методики

Критерии приемлемости для характеристи-
ки «Специфичность» следующие: 1) на хрома-
тограмме раствора плацебо должны отсутство-
вать пики со временем удерживания, совпада-
ющим со временем удерживания пика аллан-
тоина, и 2) время удерживания пика аллантои-
на на хроматограммах испытуемого раствора 
должно совпадать со временем удерживания 
пика аллантоина на хроматограммах раство-
ра сравнения с точностью, не превышающей 
статистически значимую разницу между вре-
менами удерживания.

На Рис. 3 приведены хроматограммы, по-
лученные при изучении специфичности ме-
тодики.

Как видно из Рис. 3, в области выхода пика 
аллантоина (около 3.25 мин) на хроматограмме 

раствора плацебо (Рис. 3Б) не наблюдается до-
полнительных пиков, и, следовательно, первый 
критерий выполняется. Выполнение второго 
критерия наглядно демонстрируют хромато-
граммы, приведенные на Рис. 3А (раствор стан-
дартного образца аллантоина) и Рис. 3В (испы-
туемый раствор препарата); времена выхода 
пика аллантоина на обоих приведенных хро-
матограммах различаются незначимо.

Из всего вышесказанного можно сделать 
вывод, что методика определения аллантоина 
в препарате «Йодиксол» методом ВЭЖХ явля-
ется специфичной.

Линейность методики

Зависимость между введенным (Сi/Сst) и 
найденным (Si/Sst) количеством определяемого 
вещества в области действия методики должна 
быть линейной (в нормализованной системе ко-
ординат), и быть представленной уравнением 
вида (Si/Sst) × 100 = b × (Сi/Сst) × 100 + a.

Для характеристики «Линейность» должны 
выполняться следующие условия:

1) Свободный член (а) должен быть стати-
стически неотличим от нуля.

Критерий статистической незначимости па-
раметра а не должен превышать свой довери-

Рисунок 3

Хроматограммы стандартного раствора аллантоина (А), раствора плацебо (Б) и испытуемого раствора 

препарата (В), полученные в предлагаемых условиях хроматографирования
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тельный интервал, а именно (для 11 растворов 
и 3 параллельных определений): 

а ≤ Δа = t(95%,n — 2) × Sa = 1.6973 × Sa.

Критерий практической незначимости рас-
считывают в случае, если не выполняется кри-
терий статистической незначимости, по фор-
муле (В = 10 % и Хmin = 75 %):

min

0.32 (%) 0.32 3.2 4.096.
1 ( /100) 1 (75 /100)

Asa
X
× Δ ×

≤ = =
− −

2) Относительное остаточное стандартное 
отклонение (RSD0 — отношение остаточного 
стандартного отклонения RSDrest к тангенсу уг-
ла наклона регрессионной прямой b) не долж-
но превышать:

0 /
(95 %, 2)

3.2 1.885 %.
1.6973

As
restRSD RSD b

t n
Δ

= ≤ =
−

= =

3) Коэффициент корреляции (r), рассчитан-
ный с использованием величины RSDY = 16.583 %, 
должен превышать величину

2 2
0 1.8851 1 0.99352.

16.583Y

RSDr
RSD

⎛ ⎞ ⎛ ⎞≥ − = − =⎜ ⎟⎜ ⎟ ⎝ ⎠⎝ ⎠

Линейность исследовали в диапазоне кон-
центраций аллантоина от 75 % до 125 % по от-
ношению к номинальному значению; измере-
ния проводили для 11 растворов с шагом 5 % в 

3 параллельных определениях. График линей-
ной зависимости найденного количества ал-
лантоина от введенного представлен на Рис. 4, 
а результаты расчета параметров линейной 
зависимости и соответствие их рассчитанным 
критериям — в Табл. 1.

Как видно из данных, приведенных на Рис. 4 
и в Табл. 1, предлагаемая методика удовлетво-
ряет всем рассчитанным критериям; методика 
линейна в изучаемом диапазоне концентраций 
аллантоина — от 75 % до 125 % по отношению к 
номинальному содержанию аллантоина.

Прецизионность (сходимость) и 
правильность методики

Для оценки сходимости используют отно-
сительный доверительный интервал, который 
должен быть меньше максимально допусти-
мой неопределенности результатов анализа: 
ΔAs ≤ 3.2 % (при В = 10 %).

Для оценки правильности определяется сте-
пень соответствия между известным истин-
ным значением и значением, полученным по 
данной методике, то есть методика не долж-
на иметь значимой систематической погреш-
ности: Δ = |Z  – 100| должна незначимо отли-
чаться от нуля.

Для характеристики «правильность» долж-
ны выполняться следующие условия:

1) Критерий статистической незначимости (для 
33 точек измерения): Δ% ≤ ΔAs / √n = 3.2/5.74 = 
0.557.

2) Критерий практической незначимости: 
Δ% ≤ 0.32 × 3.2 = 1.024 %.

Рисунок 4

График линейной зависимости найденного количества аллантоина от введенного
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Диапазон применения методики для коли-

чественного определения — от 75 % до 125 % 
от номинального содержания аллантоина в 
препарате.

Характеристики исследовали на модельных 
растворах в диапазоне от 75 % до 125 % (шаг 5 %) 
от номинального содержания аллантоина в пре-
парате. Модельные растворы готовили с исполь-
зованием раствора плацебо препарата.

Правильность и прецизионность методики 
были проверены методом «введено/найдено». 
Результаты количественного определения каж-
дого из компонентов в модельных растворах в 

исследуемой области концентраций и расчет 
метрологических характеристик приведены 
в Табл. 2.

Из данных, приведенных в Табл. 2, следует, 
что методика количественного определения 
аллантоина характеризуется достаточной пра-
вильностью и прецизионностью (сходимостью) 
во всем диапазоне концентраций (от 75 % до 
125 %), так как полученные значения довери-
тельного интервала и систематической погреш-
ности не превышают рассчитанных критиче-
ских величин. Методика является корректной 

Таблица 1

Характеристики линейной зависимости найденной концентрации аллантоина от введенной

Параметры Значения Критерии приемлемости Заключение

b 0.9877
Sb 0.0080

a 1.3054 < 1.3767 < 4.096
Выдерживается по обоим 

критериям
Sa 0.8111

RSD0 1.5886
RSD0/b 1.6084 < 1.885 Выполняются

r 0.99967 > 0.99352 Выполняются

Таблица 2
Результаты анализа модельных смесей препарата и их статистическая обработка

№ р-ра
Концентрация 

аллантоина в мг/мл

Введено в %

от номинальной

концентрации (Xi, 

факт., %)

Средняя 

площадь пика

Найдено в % к 

концентрации 

раствора 

сравнения (Yi, %)

Найдено в % 

к введенному, 

Zi = 100 × (Yi/Xi)

1 0.0318 75.00 333787.6 74.33 99.11

2 0.0339 80.00 358528.3 79.94 99.92

3 0.0360 85.00 381210.3 85.08 100.09

4 0.0382 90.00 406733.3 90.86 100.96

5 0.0403 95.00 424539.3 94.90 99.89

6 0.0424 100.00 446719.8 99.92 99.92

7 0.0445 105.00 470294.3 105.27 100.25

8 0.0466 110.00 492501.3 110.30 100.27

9 0.0488 115.00 513467.7 115.05 100.05

10 0.0509 120.00 533284.7 119.54 99.62

11 0.0530 125.00 556513.2 124.81 99.85

Среднее, Z , % = 99.99

Относительное стандартное отклонение, RSDz, % = 0.45

Относительный доверительный интервал 
Δz % = t(95 %,n – 2) × RSDz = 1.6973 × 0.45 =

0.77

Критическое значение для сходимости результатов δAs, % = 3.2

Систематическая ошибка δ % = 0.01

Критерий статистической незначимости δ < 0.557

Критерий практической незначимости δ < 1.024
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и не имеет практически значимой системати-
ческой ошибки.

Прогнозирование полной неопределенности 
методики

Для подтверждения корректности методи-
ки при ее воспроизведении в других лабора-
ториях была рассчитана полная неопределен-
ность методики (ΔAs

calc), которая включает в се-
бя неопределенность пробоподготовки (ΔSP) и 
неопределенность конечной аналитической 
операции (ΔFAO).

2 2calc
As SP FAOΔ = Δ + Δ .

Рассчитанная полная неопределенность ме-
тодики не должна превышать максимально до-
пустимую неопределенности результатов ана-
лиза: ΔAs ≤ 3.2 % (при В = 10 %).

В Табл. 3 приведены данные и расчет полной 
неопределенности методики.

Таким образом, полная прогнозируемая нео-
пределенность результатов при количественном 
определении аллантоина не превышает критиче-

ское значение 3.2 %, и, следовательно, при вос-
произведении в других лабораториях методика 
будет давать корректные результаты.

Робастность методики

Для подтверждения работоспособности ме-
тодики была проверена ее робастность, то есть 
влияние небольших изменений в условиях хро-
матографирования на результаты определения 
аллантоина.

Проведенные исследования показали, что 
изменения скорости подвижной фазы (± 10 %), 
температуры колонки (± 5 °С), длины волны 
детектирования (± 2 нм) и рН подвижной фа-
зы (± 0.1 единица рН) не оказывают замет-
ного влияния на результаты количественной 
оценки содержания аллантоина в препарате 
«Йодиксол».

Наиболее сильное изменение при прове-
дении количественного определения аллан-
тоина было отмечено при замене колонки 
Symmetry Shield RP18 на аналогичную ей ко-
лонку Supelcosil LC-ABZ (оба сорбента отно-
сятся к группе «сорбент на основе силикагеля 

Таблица 3
Расчет неопределенности методики количественного определения аллантоина

Расчет неопределенности пробоподготовки

Раствор сравнения Испытуемый раствор

Аналитическая операция Неопределенность, % Аналитическая операция Неопределенность, %

Взятие навески СО 
аллантоина (25 мг)

0.80
Взятие навески СО 

аллантоина (1000 мг)
0.02

Доведение до объема в 
мерной колбе 50 мл

0.17
Доведение до объема в 

мерной колбе 25 мл
0.23

Аликвота 2.0 мл 0.50

Доведение до объема в 
мерной колбе 25 мл

0.23

Неопределенность пробоподготовки ΔSP = 1.012 ≤ ΔSPmax = 1.024.

Расчет неопределенности конечной аналитической операции

Раствор сравнения Испытуемый раствор

Площадь хроматографического 
пика

447096
447741
446953
447128
447348

447592
447846
448728
447821
447955

Среднее значение 447253 447988
RSD, % 0.069 0.097

0
1 (95%, 1)
5

i
FAO it n RSDΔ = × − × 0.062 0.087

Неопределенности конечной аналитической операции ΔFAO = 0.107 %.
Полная неопределенность методики ΔAs

calc = 1.018 % ≤ ΔAs = 3.2%.
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с привитыми полярными группами»). На Рис. 5 
приведены хроматограммы раствора плацебо 
препарата «Йодиксол», раствора стандартного 
образца и испытуемого раствора препарата, по-
лученные на колонке Supelcosil LC-ABZ. Можно 
отметить, что хроматографическое поведение 
аллантоина практически одинаково на обеих 
колонках, в то время как удерживание осталь-
ных компонентов препарата «Йодиксол» доста-
точно заметно отличается (Рис. 2 и 5).

Сравнение результатов количественного 
определения модельных смесей препарата «Йо-
диксол», полученных на колонках Symmetry 
Shield RP18 и Supelcosil LC-ABZ, с использо-
ванием F-критерия показало, что результаты 
различаются незначимо, и, следовательно, вы-
шеуказанные колонки являются взаимозаме-
няемыми.

Выводы

1. Разработана экспрессная и экономичная 
методика количественного определения ал-
лантоина в препарате «Йодиксол». Для разра-
ботанной методики была проведена процеду-
ра валидации в соответствии с требованиями 
фармакопеи Украины.

2. Показано, что по изучаемым валидаци-
онным характеристикам (специфичность, 
правильность, прецизионность, линейность, 
диапазон применения, робастность) разрабо-
танная методика удовлетворяет требованиям, 
описанным в ГФУ.

3. Рассчитана полная неопределенность ме-
тодики количественного определения алланто-
ина для оценки возможности воспроизведения 
методики в других лабораториях и получения 
корректных результатов.
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Розробка та валідація методики кількісного визначення 

алантоїну в препараті «Йодиксол» методом обернено-

фазової ВЕРХ

Розроблено економічну методику для кількісної оцінки 
вмісту алантоїну в препараті «Йодиксол» з використанням 
методу обернено-фазової ВЕРХ. Відділення алантоїну від 
інших діючих та допоміжних речовин проводили з вико-
ристанням С18-сорбентів з інкорпорованими полярними 
групами, таких як Symmetry Shield, Supelcosil LC-ABZ, з 
використанням фосфатного буферного розчину рН 3.0 як 
рухомої фази. Для розробленої методики проведено проце-
дуру валідації відповідно до вимог Державної Фармакопеї 
України. Доведено, що методика за параметрами, що ва-
лідуються (специфічність, лінійність, межа застосування, 
правильність, прецизійність, робасність), відповідає роз-
рахованим критеріям та може бути рекомендована фар-
мацевтичним підприємствам для кількісного визначення 
алантоїну в препараті «Йодиксол» або його аналогу.

Ключові слова: алантоїн, «Йодиксол», обернено-фазова 
ВЕРХ, валідація.
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Development and validation of allantoin assay method in 

pharmaceutical drug «Iodiksol» using reversed-phased 

HPLC

The economic method for allantoin assay in pharmaceitu-
cal drug «Iodiksol» with using reversed-phase HPLC was de-
veloped and validated. Allantoin separation from other active 
ingredients (ethanol, povidone-iodine, menthol) and addi-
tives was done with using C18-sorbents with polar-embedded 
groups such as Symmetry Shield, Supelcosil LC-ABZ; lithium 
phosphate buffer solution pH 3.0 was used as mobile phase. 
At mobile phase flow-rate 1.0 ml/min the allantoin retention 
time was about 3.3 min, and total analysis time was near 15 min, 
depends on the used chromatographic column. The validation 
procedure according to the requirements of the State Pharma-
copoeia of Ukraine was carried out for the development meth-
od. It was demonstrated, that the proposed method according 
to the validation parameters (specificity, linearity, range, pre-
cision, accuracy) was satisfied to the calculated criterion. Pro-
posed method is characterized good chromatographic stability 
and can be recommended to the drug manufacturers for the 
allantoin assay in medicinal drug «Iodiksol» or its analogue 
during routine analysis.

Keywords: allantoin, Iodiksol, reversed-phase HPLC, vali-
dation.
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Разработка методики контроля сопутствующих примесей субстанции 
энисамиума йодида
Разработана методика контроля примесей субстанции энисамиума йодида с использованием метода высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Состав подвижной фазы, скорость ее потока, тип хроматографической 
колонки подобраны таким образом, что позволяют определять примеси в единых хроматографических условиях.
Выбраны длины волн, оптимальные для детектирования примесей. Также подобрана концентрация испытуемого рас-
твора. Успешно выбран ион-парный реагент, обеспечивающий достаточное время удерживания пиков примесей, а 
также пиков основного компонента.
В результате проведения стрессовых исследований, при которых субстанцию подвергали действию повышенной тем-
пературы, окислению, кислотному и щелочному гидролизу, а также влиянию света, подтверждено, что методика явля-
ется специфической по отношению к определению продуктов деградации субстанции энисамиума йодида.
Допустимые пределы содержания примесей для субстанции энисамиума йодида установлены в соответствии c реко-
мендациями Международной конференции по гармонизации технических требований к регистрации лекарственных 
препаратов для человека (ICH).

Ключевые слова: энисамиума йодид, субстанция, ICH Q3A, сопутствующие примеси, ВЭЖХ.

Введение

В связи с необходимостью повышения эф-
фективности и безопасности лекарственных 
средств повышаются требования к их качеству. 
Так, например, в рекомендациях ICH Q3A [1] 
представлена информация относительно под-
ходов к расчету допустимого содержания при-
месей в активных фармацевтических ингреди-
ентах (АФИ).

Препараты на основе энисамиума йодида 
являются одними из широко используемых ле-
карственных препаратов при ОРВИ [2-4].

В научной литературе не описаны методики 
контроля, позволяющие выполнять контроль 
примесей энисамиума йодида на рекоменду-
емом ICH уровне. Существует метод тонкос-
лойной хроматографии для определения со-
путствующих примесей, но чувствительность 
метода недостаточна для обеспечения контроля 
примесей на уровне не более 0.05 %.

Целью данной работы является разработка 
методики контроля сопутствующих примесей 
энисамиума йодида: бензиламина, изоникоти-
новой кислоты, бензиламида изоникотиновой 
кислоты и других неизвестных примесей.

В данной работе впервые представлены ре-
зультаты разработки ВЭЖХ-методики контро-
ля примесей АФИ энисамиума йодида.

Метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ) был выбран в связи 
с необходимостью достижения высокой чув-
ствительности и селективности анализа, так 
как предел содержания примесей установлен 
на уровне «не более 0.05 % каждой индивиду-
альной примеси».

Материалы и методы

В качестве исследуемого материала исполь-
зовали субстанцию энисамиума йодида с. 10415 
производства ПАО «Фармак».

При разработке методики были задействова-
ны следующие приборы: жидкостный хромато-
граф производства Agilent Technologies серии 
1260, весы электронные Mettler Toledo AB54S 
(Швейцария), спектрофотометр Specord 250 Plus 
(Германия). Также была использована мерная 
посуда класса А фирмы Simax (Чехия).

В процессе приготовления проб и подвижной 
фазы использовали следующие реактивы и стан-
дарты: натрия октан-1-сульфоната моногидрат 
Sigma-Aldrich, кат. № 74882; динатрия гидроген-
фосфат безводный Sigma-Aldrich, кат. № 04276; 
ацетонитрил Sigma-Aldrich, кат. № 34851; фос-
форная кислота 85% Sigma-Aldrich, кат. № 04107; 
натрия гидроксид Sigma-Aldrich, кат. № 06203; 
вода очищенная, полученная на установке Milli Q 
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производства Millipore Corporation (Германия); 
бензиламин Sigma-Aldrich, кат. № 185701; изони-
котиновая кислота Sigma-Aldrich, кат. № I17508; 
стандартный образец энисамиума йодида про-
изводства ПАО «Фармак» с. 07-16; стандартный 
образец бензиламида изоникотиновой кисло-
ты производства ПАО «Фармак» с. 10413. Для 
проведения стрессовых испытаний использо-
вали раствор перекиси водорода Sigma-Aldrich, 
кат. № 216763, хлористоводородную кислоту 
Merck, кат. № 1.00317, натрия гидроксид Sigma-
Aldrich, кат. № 06203. Для изучения влияния 
света на субстанцию в рамках подтверждения 
селективности методики использовали каме-
ру изучения фотостабильности производства 
Binder, Германия.

Результаты исследований и их обсуждение

На начальном этапе разработки аналити-
ческой методики необходимо было устано-
вить перечень потенциальных примесей, а за-
тем рассчитать допустимые пределы в соот-
ветствии с международными требованиями, 
и, исходя из необходимой чувствительности 
определения примесей, разработать аналити-
ческую методику.

При оценке возможных примесей во внима-
ние была принята схема синтеза субстанции, 
где в качестве исходных материалов использу-
ют изоникотиновую кислоту и бензиламин, а 
промежуточным продуктом реакции является 
бензиламид изоникотиновой кислоты [5].

Структурные формулы энисамиума йоди-
да и трех известных примесей представлены 
на Рис. 1.

Международным документом по установ-
лению пределов содержания сопутствующих 
примесей в АФИ являются рекомендации 
ICH Q3A.

В соответствии с рекомендациями ICH Q3A 
при расчете допустимого содержания иден-
тифицированных и неидентифицированных 
примесей пользуются данными, представлен-
ными в Табл. 1.

Таким образом, для установления пределов 
содержания примесей необходимо руководство-
ваться максимальной суточной дозой АФИ.

Согласно инструкции по применению гото-
вой лекарственной формы препарата энисами-
ума йодида («Амизон Макс», капсулы 0.5 г) [6] 

Таблица 1
Рекомендации ICH Q3A относительно допустимых пределов содержания примесей в АФИ

Максимальная 

суточная доза АФИ

Порог 

информирования
Порог идентификации Порог квалификации

≤ 2 г/сутки 0.05 %
0.10 % или

1.0 мг/сутки (в зависимости 
от того, что меньше)

0.15 % или
1.0 мг/сутки (в зависимости 

от того, что меньше)
> 2 г/сутки 0.03 % 0.05 % 0.05 %

Таблица 2
Нормирование содержания примесей в субстанции энисамиума йодида согласно рекомендациям 

ICH Q3A

Наименование примеси Допустимое содержание

Бензиламин Не более 0.05 %
Изоникотиновая кислота Не более 0.05 %
Бензиламид изоникотиновой кислоты Не более 0.05 %
Любая неидентифицированная примесь Не более 0.05 %

Рисунок 1
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максимальная суточная доза АФИ для пациен-
та составляет 2.0 г. Поэтому, согласно между-
народным рекомендациям, нормирование со-
держания примесей должно быть на числовых 
уровнях, представленных в Табл. 2.

В данном случае порог информирования 
примесей установлен на уровне 0.03 %.

Учитывая достаточно жесткие пределы со-
держания примесей, а также необходимость 
хроматографического разделения как мини-
мум трех примесей и основного компонента, 
возникла необходимость в использовании ме-
тода ВЭЖХ.

Энисамиума йодид является ионной мо-
лекулой, поэтому применение таких хрома-
тографических колонок, как Discovery Cyano 
4.6 мм × 150 мм с размером частиц 5 мкм, 
Luna NH2 4.6 мм × 150 мм с размером частиц 
5 мкм, Nova-Pack Phenyl 3.9 мм × 150 мм с раз-
мером частиц 4 мкм, с использованием под-
вижной фазы (вода-ацетонитрил) не привело к 
надлежащему удерживанию пиков основного 
компонента и пиков примесей.

Одним из способов решения такой задачи 
оказалось применение ион-парных реагентов, 
которые способствуют разделению ионных мо-
лекул, в том числе молекул, содержащих ами-
ногруппу [7, 8].

В качестве ион-парных реагентов приме-
нялись тетрабутиламония гидроксид и октан-
сульфонат натрия.

По результатам проведенных эксперимен-
тов в качестве ион-парного реагента был вы-
бран натрия октан-1-сульфонат моногидрат, 
при использовании которого достигается раз-
деление хроматографических пиков, а также 
обеспечиваются их характеристики, необхо-
димые для соблюдения пригодности хрома-
тографической системы. При использовании 
тетрабутиламмония гидроксида сложнее бы-
ло обеспечить разделение пика энисамиума с 
пиком бензиламида изоникотиновой кислоты. 
Динатрия гидрогенфосфат безводный выбран 
в качестве буферного реагента.

Для выбора оптимального значения рН гото-
вили буферные растворы с рН от 2.0 до 7.0.

Оптимальное значение рН буферного рас-
твора установлено на уровне рН 2.5, а органи-
ческой составляющей элюента выбран ацето-
нитрил.

При понижении значения рН буферного 
раствора до рН 2.0 ухудшалось разделение пика 
енисамиума с пиком бензиламида изоникоти-
новой кислоты, а при повышении рН более 2.5 
ухудшалось разделение пика йодид-иона с изо-
никотиновой кислотой. Экспериментально было 

установлено, что октадецилсилильная хромато-
графическая колонка размером 150 мм ×4.6 мм 
с размером зерна 5 мкм является оптимальной, 
так как обеспечивалось разделение пиков и 
при этом время хроматографирования одного 
образца составляло не более 15 мин. Скорость 
потока подвижной фазы — 0.5 мл/мин. В про-
цессе исследований была подтверждена необ-
ходимость использования в качестве раствори-
теля проб подвижной фазы, что способствует 
улучшению чувствительности системы, увели-
чивая соотношение «сигнал/шум».

Оптимальная концентрация испытуемо-
го раствора составляет 0.4 мг/мл, так как при 
большей концентрации, к примеру 1 мг/мл, на-
блюдается ухудшение симметрии пика эниса-
миума, что может препятствовать определению 
бензиламина и неизвестных примесей. При 
меньшей концентрации испытуемого раствора 
не достигается достаточная чувствительность 
методики, позволяющая детектировать при-
меси на предварительно установленном уров-
не — 0.05 %.

Для правильного установления длины вол-
ны детектирования были проведены работы 
по определению максимумов поглощения ис-
следуемых веществ в ультрафиолетовой (УФ) 
и видимой (Вид) областях света.

Изучение максимумов поглощения извест-
ных примесей проводили на спектрофотометре 
Specord 250 Plus (Германия) [9].

Спектры примесей представлены на 
Рис. 2.

Для бензиламина установлена длина волны 
детектирования 205 нм. Учитывая то, что погло-
щение бензиламида изоникотиновой кислоты 
при длине волны 205 нм имеет большую абсорб-
цию, чем при 263 нм, и учитывая необходимость 
достижения высокой чувствительности методи-
ки, для бензиламида изоникотиновой кислоты 
была установлена такая же длина детектирова-
ния, как и для бензиламина, — 205 нм.

Для изоникотиновой кислоты на начальном 
этапе разработки предложена длина волны де-
тектирования 261 нм, но при дополнительных 
исследованиях, с учетом неполного разделения 
изоникотиновой кислоты с йодид-ионом, а так-
же учитывая низковолновой максимум йодид-
иона, в качестве длины волны для детектиро-
вания изоникотиновой кислоты была выбрана 
величина 265 нм.

Чтобы установить длину волны для детек-
тирования неизвестных примесей, а также в 
рамках подтверждения селективности мето-
дики касательно потенциальных неизвестных 
примесей, проводились стрессовые испыта-
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Рисунок 2

A. УФ/Вид-спектр бензиламина

B. УФ/Вид-спектр изоникотиновой кислоты

C. УФ/Вид-спектр бензиламида изоникотиновой кислоты

УФ/Вид-спектры исследуемых примесей
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ния: влияние повышенной температуры, воз-
действие окислителя, кислотный и щелочной 
гидролиз, а также влияние света [10].

Условия стрессовых испытаний, которым под-
вергался энисамиума йодид, а также основные 
продукты разложения приведены в Табл. 3.

В результате проведения стрессовых испы-
таний было установлено, что субстанция эни-
самиума йодид стабильна и основными про-

дуктами разложения являются бензиламин и 
изоникотиновая кислота. В связи с высокой 
абсорбцией исходных компонентов синтеза и 
промежуточного продукта при 205 нм для де-
тектирования неизвестных примесей установ-
лена длина волны 205 нм.

Примеры хроматограмм образца АФИ, ко-
торый подвергался стрессовым испытаниям, 
представлены на Рис. 3.

Таблица 3
Условия проведения стрессовых испытаний и их результаты

Условия Временные точки контроля Полученные продукты разложения

Температура 100 °С 0, 5, 10 суток
Бензиламин

Изоникотиновая кислота

Перекись водорода 6% 0, 5, 10 суток
Бензиламин

Изоникотиновая кислота
Неизвестные примеси

Хлористоводородная кислота 1 М 0, 5, 10 суток
Не наблюдается образования 

продуктов разложения

Натрия гидрокcид 0.1 М 0, 5, 10 суток
Бензиламин

Изоникотиновая кислота

Влияние света
Общее воздействие света не 
менее 1200000 люкс/часов и 

источник УФ-света 200 Вт⋅ч/м2

Не наблюдается образования 
продуктов разложения

Рисунок 3
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А. Хроматограмма образца АФИ после воздействия стрессовых условий
(Хроматограмма при длине волны 205 нм)
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В. Хроматограмма образца АФИ после воздействия стрессовых условий
(Хроматограмма при длине волны 265 нм)

Хроматограммы исследуемого раствора (образца АФИ, который подвергался стрессовым 

испытаниям), полученные при длинах волн 205 нм и 265 нм
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Рисунок 4
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A. Хроматограмма раствора сравнения, полученная при длине волны 205 нм
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B. Хроматограмма раствора сравнения, полученная при длине волны 265 нм
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C. Хроматограмма испытуемого раствора, полученная при длине волны 205 нм
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D. Хроматограмма испытуемого раствора, полученная при длине волны 265 нм

Хроматограммы раствора сравнения и испытуемого раствора, полученные при длинах волн 205 нм 

и 265 нм
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Также проводилась оценка потенциальных 

примесей в УФ-диапазоне, отличающемся от 
длин волн 205 нм и 265 нм, в результате чего бы-
ло подтверждено отсутствие дополнительных 
неизвестных примесей, которые поглощали 
бы в другом диапазоне детектирования. Такая 
оценка проводилась после получения хромато-
граммы с использованием диодно-матричного 
детектора.

Для оценки пригодности хроматографиче-
ской системы готовили раствор с содержанием 
основных примесей на уровне 0.03 % по отно-
шению к концентрации энисамиума йодида в 
испытуемом растворе.

Хроматограммы вышеупомянутого раство-
ра сравнения и испытуемого раствора, полу-
ченные при длинах волн 205 нм и 265 нм, пред-
ставлены на Рис. 4.

Для оценки пригодности хроматографиче-
ской системы, а также возможности воспроиз-
ведения методики на других приборах, в том 
числе и в других лабораториях, были установ-
лены требования к пригодности хроматогра-
фической системы [11].

Финальные хроматографические условия, а 
также методика приготовления необходимых 
растворов для определения сопутствующих 
примесей описаны ниже.

Приготовление подвижной фазы

Буферный раствор рН 2.5: 1.085 г натрия 
октан-1-сульфоната моногидрата и 1.000 г ди-
натрия гидрофосфата безводного растворя-
ют в 900 мл воды очищенной, доводят рН рас-
твора фосфорной кислотой до (2.5 ± 0.05) и 
доводят объем раствора водой очищенной до 
1000.0 мл.

Конечный состав подвижной фазы: к 300 мл 
буферного раствора рН 2.5 прибавляют 440 мл 
воды очищенной и 260 мл ацетонитрила, пере-
мешивают и фильтруют сквозь фильтр с раз-
мером пор 0.45 мкм.

Приготовление испытуемого раствора. 
К 0.4000 г испытуемой субстанции прибавля-
ют 80 мл подвижной фазы, перемешивают до 
полного растворения, доводят объем раствора 
тем же растворителем до 100 мл, перемешива-
ют. 10.0 мл полученного раствора доводят под-
вижной фазой до объема 100.0 мл.

Приготовление растворов сравнения. При-
готовление промежуточного раствора бен-
зиламина: 0.100 г бензиламина растворяют в 
10 мл ацетонитрила и доводят объем раство-
ра подвижной фазой до 100.0 мл. 10.0 мл полу-
ченного раствора доводят подвижной фазой до 
объема 100.0 мл.

Приготовление промежуточного раствора 
бензиламида изоникотиновой кислоты: 0.010 г 
бензамида изоникотиновой кислоты растворя-
ют в 10 мл ацетонитрила и доводят объем рас-
твора подвижной фазой до 100.0 мл.

Приготовление промежуточного раствора 
изоникотиновой кислоты: 0.100 г кислоты изо-
никотиновой растворяют в 10 мл 0.1 М раствора 
натрия гидроксида и доводят подвижной фазой 
до 100.0 мл. 10.0 мл полученного раствора дово-
дят подвижной фазой до объема 100.0 мл.

Приготовление промежуточного раствора 
энисамиума йодида: 0.400 г стандартного об-
разца энисамиума йодида растворяют в 80 мл 
подвижной фазы и доводят объем раствора до 
100.0 мл тем же растворителем.

Приготовление конечного раствора сравне-
ния: к 10 мл промежуточного раствора эниса-
миума йодида прибавляют по 0.2 мл промежу-
точных растворов бензиламина, бензиламида 
изоникотиновой кислоты и изоникотиновой 
кислоты, перемешивают и доводят объем рас-
твора до 100.0 мл.

Приготовление раствора для проверки 
пригодности хроматографической системы. 
К 10 мл промежуточного раствора энисамиу-
ма йодида прибавляют по 0.12 мл промежу-
точных растворов бензиламина, бензиламида 
изоникотиновой кислоты и изоникотиновой 
кислоты, перемешивают и доводят объем рас-
твора до 100.0 мл.

Хроматографическая колонка — Zorbax 
Eclipse XDB-C18 размером 150 мм ×4.6 мм, за-
полненная сорбентом октадецилсилильным.

Скорость потока — 0.5 мл/мин.
Длина волны детектирования — 205 нм 

и 265 нм.
Температура термостата колонки — 30 °С.
Хроматографическая система считается при-

годной, если для хроматограмм раствора для 
проверки пригодности хроматографической 
системы выполняются следующие условия:
— число теоретических тарелок, рассчитанное 

по пику бензиламина, должно быть не менее 
2500 (при длине волны 205 нм);

— коэффициент симметрии пика бензиламина 
— от 0.8 до 1.5 (при длине волны 205 нм);

— соотношение «пик/впадина» для йодид-иона 
и пика изоникотиновой кислоты должно быть 
не менее 1.1 (при длине волны 265 нм);

— соотношение «пик/впадина» для пика эни-
самиума и пика бензиламида изоникотино-
вой кислоты должно быть не менее 1.1 (при 
длине волны 205 нм).
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Для оценки содержания примесей площади 
пиков на хроматограмме испытуемого раство-
ра сравнивают с площадями пиков на хромато-
грамме раствора сравнения.

Выводы

Разработана методика определения сопут-
ствующих примесей энисамиума йодида. Усло-
вия хроматографирования подобраны таким 
образом, что позволяют контролировать при-
меси в условиях единой хроматографической 
методики.

Проведены стрессовые испытания образца 
энисамиума йодида в условиях воздействия по-
вышенной температуры, окисления, щелочно-
го и кислотного гидролиза, воздействия света, 
после чего была подтверждена специфичность 
разработанной методики.

Проведена оценка возникновения потенци-
альных примесей, а также возможности кон-
троля этих примесей в условиях разработан-
ной методики.

Установлен предел содержания и разработа-
на ВЭЖХ-методика контроля примесей в суб-
станции энисамиума йодида в соответствии с 
рекомендациями ICH Q3A.

Таким образом, после проведения валидации, 
методика может быть использована для контро-
ля качества субстанции энисамиума йодида.
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УДК 543.612:543.544.5.068.7:615.238
Резюме
Бурмака О. В., Гуреєва С. М., Маргітич В. М.
ПАТ «Фармак», м. Київ

Розробка методики контролю супровідних домішок 

субстанції енісаміуму йодиду

Розроблено методику контролю домішок субстанції 
енісаміуму йодиду з використанням методу високоефек-
тивної рідинної хроматографії (ВЕРХ). Склад рухомої фа-
зи, швидкість її потоку, тип хроматографічної колонки 
підібрано таким чином, щоб визначати домішки в єдиних 
хроматографічних умовах.

Вибрано довжини хвиль, що є оптимальними для детек-
тування домішок. Також підібрана концентрація випробо-
вуваного розчину. Успішно вибрано іон-парний реагент, 
що забезпечує достатній час утримування піків домішок, 
а також піків основного компонента.

У результаті проведених стресових випробувань, ко-
ли субстанцію піддавали впливу підвищеної температури, 
окисненню, кислотному та лужному гідролізу, а також 
впливу світла, підтверджено, що методика є специфічною 
щодо визначення продуктів деградації субстанції енісамі-
уму йодиду.

Встановлено допустимі межі вмісту домішок для суб-
станції енісаміуму йодиду відповідно до рекомендацій Між-
народної конференції з гармонізації технічних вимог до 
реєстрації лікарських препаратів для людини (ICH).

Ключові слова: енісаміуму йодид, субстанція, ICH Q3A, 
супровідні домішки, ВЕРХ.
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Summary
Burmaka O. V., Gureyeva S. M., Margitich V. M.
Farmak JSC, Kiev, Ukraine

Development of HPLC method for the determination of 

related substances in API enisamium iodide

The HPLC method was developed, where sodium 1-octane-
sulfonate was used as an ion-pair reagent. The pH of buffer so-
lution was 2.5, and acetonitrile was chosen as an organic part of 
mobile phase. For detection of benzylamine, isonicotinic acid 
benzylamide and unknown impurities the wavelength 205 nm 
was chosen. Wavelength 265 nm was provided for detection 
of isonicotinic acid.

The composition of mobile phase, its flow rate and kind 
of the chromatographic column was chosen in such manner, 
that it is possible to control benzylamine, isonicotinic acid and 
isonicotinic acid benzylamide in the same conditions.

The limits of impurities for the substance enisamium io-
dide were established in accordance with ICH Q3A at the level 
not more than 0.05 % of each impurity. The potential impuri-
ties are benzylamine, isonicotinic acid and isonicotinic acid 
benzylamide.

On the base of the results force degradation study, the de-
veloped method is selective. The present method can be used 
for control API of enisamium iodide.

Keywords: enisamium iodide, substance, ICH Q3A, related 
substances, HPLC.
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Валидация аналитической методики количественного определения 
примесей кетопрофена методом жидкостной хроматографии
Проведена валидация разработанной ранее методики предельного определения примесей кетопрофена методом 
жидкостной хроматографии как количественного испытания неидентифицированных примесей, определяемых 
по кетопрофену, примеси А и кетопрофена этилового эфира. Исследованы такие валидационные характеристики, 
как специфичность, правильность, сходимость, внутрилабораторная прецизионность и линейность в требуемых 
диапазонах применения; установлены также пределы количественного определения указанных веществ. Результаты 
валидации подтвердили корректность методики количественного определения примесей кетопрофена. Оценена 
стабильность исследованных модельных растворов.

Ключевые слова: кетопрофен, примесь А, кетопрофена этиловый эфир, неидентифицированная примесь, 
аналитическая методика, валидация, специфичность, диапазон применения, сходимость, внутрилабораторная 
прецизионность, линейность, предел количественного определения, стабильность.

Кетопрофен и декскетопрофен, который 
является S(+)-энантиомером кетопрофена, яв-
ляются нестероидными противовоспалитель-
ными средствами и входят в составы многих 
препаратов в разных лекарственных формах, 
в частности, гелей для накожного примене-
ния [1, 2, 3]. Кетопрофен представляет собой 
(2RS)-2-(3-бензоилфенил)пропановую кисло-
ту (рацемическую смесь двух энантиомеров) 
и стандартизован в монографии «Ketoprofen» 
Европейской Фармакопеи [4]. В этой моногра-
фии приведены структурные формулы и на-
звания 12 сопут ствующих примесей кетопро-
фена, которым даны буквенные обозначения: 
A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L. Это примеси, ко-
торые образуются или потенциально могут об-
разовываться при производстве кетопрофена. 
В разделе «Related substances» («Сопутствую-
щие примеси») указанной монографии к спе-
цифицированным примесям отнесены примеси 
A, B, C, D, E, F, предельное содержание каждой 
из которых, определяемое методом жидкост-
ной хроматографии, нормируется на уровне 
не более 0.2 %. Предельное содержание любой 
другой неспецифицированной примеси уста-
новлено на уровне не более 0.1 %. Суммарное 
содержание всех примесей (кроме примесей А 
и С) должно быть не более 0.4 %. Не учитыва-
ются сопутствующие примеси с содержанием 
≤ 0.05 % [4].

Кетопрофен содержит карбоксильную группу 
и образует соли с органическими и неоргани-
ческими основаниями, а также сложные эфи-
ры с веществами, содержащими гидроксиль-
ные группы [5]. Поскольку основным компо-
нентом основ для гелей кетопрофена является 
этанол, в разделе «Related substances» моногра-
фии «Ketoprofen Gel» Британской Фармакопеи 
предусмотрено определение методом тонкос-
лойной хроматографии (ТСХ) кетопрофена 
этилового эфира (КЭЭ), содержание которого 
нормируют не более 4 % [6]. Содержание одной 
неидентифицированной примеси (НИП) долж-
но быть не более 0.5 %; кроме того, допускает-
ся не более трех НИП с содержанием не более 
0.2 % каждая.

Следует отметить, что на этапе фармацевти-
ческой разработки новых лекарственных пре-
паратов с кетопрофеном или декскетопрофе-
ном может возникнуть необходимость ввести 
в состав препарата вспомогательные вещества, 
содержащие гидроксильные группы, например 
гликоли. Так, в составе препарата «Кетопром 
гель 2.5 %» (№ UA/6556/01/01 от 11.06.2007 г.; 
«ГлаксоСмитКляйн Фармасьютикалз С.А.», 
Польша) содержится пропиленгликоль [1], ко-
торый потенциально может образовывать слож-
ные эфиры с кетопрофеном. Ранее нами было 
показано, что при воздействии стрессовых фак-
торов на гель декскетопрофена (УФ-облучение, 
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повышенная температура и др.), кроме КЭЭ, 
образуются такие продукты разложения кето-
профена, как примесь А и две НИП [7].

При разработке новых препаратов следует 
количественно определять образующиеся про-
дукты разложения, чтобы установить, превы-
шает ли их содержание пороги информирова-
ния, идентификации и квалификации [8]. Раци-
онально количественно определять каждую из 
сопутствующих примесей в новых лекарствен-
ных препаратах и в препаратах-генериках, когда 
нормируют их сумму и содержание отдельных 
примесей суммируют. Кроме того, необходимо 
количественно определять продукты разложе-
ния, если они являются достаточно токсичны-
ми веществами.

Ранее нами были проведены исследования 
по валидации методики определения сопутству-
ющих примесей кетопрофена методом высо-
коэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) как предельного испытания [9], резуль-

таты которых подтвердили корректность этой 
методики [7]. Цель данной работы — исследо-
вания по валидации аналитической методики 
определения сопутствующих примесей кето-
профена методом ВЭЖХ как количественно-
го испытания [9].

Объекты и методы

В качестве объектов исследований исполь-
зовали: стандартный образец (СО) кетопро-
фена (BP CRS; Cat. № 668), СО кетопрофена 
примеси А (далее — примесь А) (ЕP СRS; Cat. 
№ K2000010), СО кетопрофена этилового эфи-
ра (далее — КЭЭ) (ВP СRS; Cat. № 667), а также 
модельные растворы указанных СО в метано-
ле Р2. Использовали 2 серии модельных раство-
ров: 1) 9 модельных растворов, содержащих ке-
топрофен в концентрациях от 0.05 % до 0.25 %, 
примесь А в концентрациях от 0.05 % до 0.25 % 
и КЭЭ в концентрациях от 0.05 % до 1.00 %; 

Рисунок 1

Хроматограммы, полученные в условиях количественного определения примесей кетопрофена: 1 — 

раствора плацебо (раствор основы геля); 2 — раствора сравнения, содержащего СО кетопрофена, 

примеси А и КЭЭ; 3 — испытуемого раствора геля кетопрофена 2.5 % (препарата «Ноби гель»®, 

гель 2.5 %)

Примечание: пик со временем удерживания (Rt) около 4.0 мин соответствует кетопрофену; пик с Rt ≈ 5.5 мин — 
примеси А, пик с Rt ≈ 9.5 мин — КЭЭ.
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2) 9 модельных растворов, содержащих КЭЭ в 
концентрациях от 1.0 % до 5.0 %.

Для исследований специфичности исполь-
зовали также разработанный нами препарат 
«Ноби гель»®, гель 2.5 %, [1, 2] и основы гелей, 
содержащие карбомер, органическое основа-
ние (нейтрализатор карбомера), эфирные масла 
(отдушки) и смешанный растворитель, состоя-
щий из воды очищенной, N-метилпирролидона 
и одного из гидрофильных неводных раство-
рителей: этанола (96 %), пропиленгликоля, гли-
церина, диметилсульфоксида, макрогола 400 и 
диэтиленгликоля моноэтилового эфира [4, 10]. 
Основы гелей готовили диспергированием кар-
бомера в воде с дальнейшим его набуханием, 
смешиванием дисперсии с гидрофильными 
растворителями и нейтрализацией карбоме-
ра водным раствором органического основа-
ния до определенного рН при перемешива-
нии. Для изготовления основы геля использо-
вали турбинную мешалку Polytron PT-MR 3100 
(Kinematica AG).

Концентрацию в модельных растворах при-
меси А, КЭЭ и кетопрофена, по которому опре-
деляли содержание НИП, определяли методом 
ВЭЖХ на жидкостном хроматографе модели 
LC-2030С 3D фирмы Shimadzu, оснащенном 
диодно-матричным детектором, по разработан-
ной нами методике [7]. При определении вну-
трилабораторной прецизионности использо-
вали также хроматограф модели LC-2010С HT 
фирмы Shimadzu со спектрофотометрическим 
детектором.

Валидацию разработанной аналитической 
методики количественного определения при-
месей кетопрофена проводили в соответствии 
с принятым методологическим подходом [9].

Результаты исследований и их обсуждение 

Специфичность методики количественно-
го определения примесей кетопрофена в гелях 
методом ВЭЖХ подтверждается хроматограм-
мами, представленными на Рис. 1.

На хроматограммах растворов плацебо, од-
на из которых представлена на Рис. 1, отсут-
ствуют пики, времена удерживания которых 
совпадают со временами удерживания пиков 
СО кетопрофена, примеси А и КЭЭ (Рис. 1). То 
есть, компоненты гелевых основ не мешают 
количественному определению кетопрофена 
и его примесей (примеси А и КЭЭ).

Характеристики правильности, сходимости 
и линейности исследовали на модельных рас-
творах с концентрациями примеси А и кетопро-
фена в пределах от 0.05 % до 0.25 % и с концен-
трациями КЭЭ от 0.05 % до 5.0 % от принятого 

содержания кетопрофена в препаратах, кото-
рое составляет 2.5 г в 100 г геля [1, 2].

При обосновании минимально допустимо-
го диапазона применения методики исходи-
ли из требований к содержанию сопутствую-
щих примесей кетопрофена, установленных 
в монографии «Ketoprofen Gel» Британской 
Фармакопеи [6]. Так, содержание единичной 
НИП в соответствии с указанной монографи-
ей не должно превышать 0.2 %, следовательно 
диапазон применения методики для НИП кето-
профена составляет от 0.05 % до 0.25 % (от 25 % 
до 125 % от предельно допустимой концентра-
ции 0.2 %) [9].

При обосновании минимально допустимо-
го диапазона применения методики количе-
ственного определения примеси А исходили 
из требований, установленных в монографии 
«Ketoprofen» Европейской Фармакопеи (не бо-
лее 0.2 %) [4]. Соответственно, диапазон приме-
нения методики количественного определения 
примеси А также составил от 0.05 % до 0.25 %.

Предельное содержание любой идентифи-
цированной специфицированной примеси в 
субстанции кетопрофена в соответствии с мо-
нографией «Ketoprofen» Европейской Фарма-
копеи должно быть не более 0.2 % [4]. Логично, 
чтобы предельное содержание КЭЭ, который 
также является идентифицированной специ-
фицированной примесью в гелях, при выпуске 
препарата нормировалось на уровне не более 
0.2 %, а в течение срока хранения препарата — 
не более 4 %, что предусмотрено в монографии 
«Ketoprofen Gel» Британской Фармакопеи [6]. 
Поскольку требования к предельному содержа-
нию КЭЭ в препарате существенно отличаются 
при выпуске и в течение срока хранения (0.2 % 
и 4.0 % соответственно), валидационные пара-
метры изучали в двух диапазонах применения 
с использованием двух растворов сравнения: 
1) в диапазоне концентраций от 0.05 % до 1.0 % 
и с концентрацией КЭЭ в растворе сравнения 
0.2 %; 2) в диапазоне концентраций от 1.0 % до 
5.0 % и с концентрацией КЭЭ в растворе срав-
нения 4.0 %.

В соответствии с требованиями Государствен-
ной Фармакопеи Украины (ГФУ) критерии при-
емлемости рассчитывали для Δimp ≤ 5 % [9].

Для оценки сходимости использовали отно-
сительный доверительный интервал (ΔZ), кото-
рый должен быть меньше максимально допу-
стимой неопределенности результатов анализа 
(ΔAs), составляющей 5.0 %.

Для оценки правильности определяли сте-
пень соответствия между известным истинным 
значением и значением, полученным по дан-



3-2017                              ФАРМАКОМ

28

ной методике. Правильность методики опре-
деляется величиной отношения «найденного» 
к «введенному» Z (%) с доверительным интер-
валом. Методика не должна иметь значимой 
систематической погрешности (Δ %); величина 
Δ % = |Z  – 100| не должна значимо отличать-
ся от нуля. Правильность оценивали по двум 
критериям:

1. Критерий статистической незначимо-
сти. Величина Δ % статистически неотличима 
от нуля, если отклонение Z  от 100 % не пре-
вышает доверительный интервал, то есть для 
9 модельных растворов должно выполняться 
неравенство:

δ %
3

Z Z

n
Δ Δ

≤ = .

2. Критерий практической незначимости. 
Если не выполняется требование к критерию 
статистической незначимости, используют кри-
терий практической незначимости по сравне-

нию с максимально допустимой неопределен-
ностью анализа: то есть, должно выполняться 
неравенство: Δ % ≤ 0.32 × 5.0 = 1.6 %.

Результаты исследований сходимости и пра-
вильности даны в Табл. 1.

Как следует из Табл. 1, методика количе-
ственного определения сопутствующих при-
месей кетопрофена (примеси А, КЭЭ и НИП) 
характеризуется достаточной сходимостью в 
исследованных диапазонах концентраций, так 
как найденные значения относительных дове-
рительных интервалов (ΔZ) величины Z  меньше 
критического значения 5.0 %. Методика также 
характеризуется достаточной правильностью, 
так как величины систематической погрешности 
(Δ) соответствуют требованиям критериев ста-
тистической и практической незначимости.

Предусмотрены несколько требований к ли-
нейности [9]. Зависимость между взятым (Хі) 
и найденным (Yі) количеством определяемого 
вещества в области действия методики долж-
на быть линейной:

Таблица 1
Результаты анализа модельных растворов, содержащих кетопрофен, примесь А и КЭЭ, а также 

модельных растворов, содержащих только КЭЭ в диапазоне концентраций от 1.0 % до 5.0 %, в 

нормализованных координатах, их статистическая обработка и оценка

Номер модельного раствора 

(n = 9)

Найдено в % к введенному, Zi = 100 × (Yi/Xi)

Кетопрофен 

(НИП) (диапазон 

0.05–0.25 %)

Примесь А

(диапазон 

0.05–0.25 %)

КЭЭ

(диапазон 

0.05–1.00 %)

КЭЭ

(диапазон 

1.0–5.0 %)

№ 1 104.86 97.99 100.58 98.18
№ 2 96.79 100.17 102.96 102.47
№ 3 98.19 98.69 102.79 102.20
№ 4 99.98 98.63 99.05 99.05
№ 5 98.25 102.76 100.91 103.70
№ 6 101.35 99.10 97.52 101.78
№ 7 97.37 99.74 99.31 97.65
№ 8 100.40 100.00 100.73 97.85
№ 9 99.04 101.42 99.39 101.26

Показатели и критерии 

приемлемости (оценка 

методики)

Среднее значение (Zср) 99.58 % 99.83 % 100.36 % 100.46 %

Δ = | Zср – 100 | 0.42 % 0.17 % 0.36 % 0.46 %
RSDz 2.473 % 1.499 % 1.761 % 2.277 %

ΔZ = t(95 %, n–1) × RSDz 4.599 % 2.787% 3.275 % 4.234 %

ΔAs 5.0 %

Оценка сходимости: 

ΔZ ≤ 5.0 %
4.599 % < 5.0 % 2.787 % < 5.0 % 3.275 % < 5.0 % 4.234 % < 5.0 % 

Оценка правильности*:

1. δ ≤ ΔZ/√n
2. δ ≤ 0.32 × 5.0 %

0.42 % < 1.53 %
0.42 % < 1.6 %

0.17 % < 0.93 %
0.17 % < 1.6 %

0.36 % < 1.09 %
0.36 % < 1.6 %

0.46 % < 1.41 %
0.46 % < 1.6 %

Оценка методики: Корректна Корректна Корректна Корректна



29

ФАРМАКОМ                  3-2017
Yi = b × Xi + a.

Свободный член (а) должен быть статисти-
чески неотличим от нуля и его значение оце-
нивают по двум критериям:

1. Критерий статистической незначимости. 
Величина а статистически незначимо отличает-
ся от нуля, если выполняется неравенство:

α ≤ Δa = t(95 %, n–2) × Sa = 1.8946 × Sa,

где Sa — стандартное отклонение для отрезка, 
который отсекается на оси ординат 
(для рассчитанной регрессионной 
прямой).

2. Критерий практической незначимости. 
Если не выполняется требование к критерию 
статистической незначимости для свободного 
члена (а), используют критерий практической 
незначимости. Вклад свободного члена (а) в 
неопределенность результата анализа должен 
быть незначимым в сравнении с максимально 
допустимой неопределенностью результатов 
анализа. Для Хmin = 25 % должно выполняться 
неравенство:

min

0.32 (%) 0.32 5.0 2.13.
1 ( /100) 1 (25 /100)

Asa
X
× Δ ×

≤ = =
− −

Требования к остаточному стандартному 
отклонению (SD0) и коэффициенту корреля-
ции (r) рассчитывали в соответствии с требо-
ваниями ГФУ [9].

Результаты исследования линейности пред-
ставлены в Табл. 2.

Как следует из Табл. 2, методика количе-
ственного определения кетопрофена (НИП), 

примеси А и КЭЭ соответствует критериям 
приемлемости к параметрам линейной зависи-
мости: свободному члену a, остаточному стан-
дартному отклонению (SD0) и коэффициенту 
корреляции (r), то есть линейность методики 
подтверждается в диапазоне концентраций от 
0.05 % до 0.25 % от содержания кетопрофена 
в препарате для НИП и примеси А, а также от 
0.05 % до 5.0 % для КЭЭ.

На основании результатов, полученных при 
изучении линейности, был рассчитан предел 
количественного определения (ПКО) для при-
меси А, КЭЭ и кетопрофена (НИП). ПКО в про-
центах от максимально допустимого содержа-
ния примеси (в нормализованных координа-
тах) рассчитывали по формуле [9]:

 ПКО = 10 × Sa/b.
ПКО для кетопрофена (НИП) составляет:

 ПКО = 10 × 1.0947 % / 0.98973 =
 = 11.061 % ≤ 32 % (max ПКО).

ПКО в нормализованных координатах для 
кетопрофена (НИП) составляет 11.061 %, что со-
ответствует 0.022 % от номинального содержа-
ния кетопрофена в препарате (2.5 г/100 г).

ПКО для примеси А составляет:

 ПКО = 10 × 0.8657 % / 1.01353 =
 = 8.541 % ≤ 32 % (max ПКО).

ПКО в нормализованных координатах для 
примеси А составляет 8.541 %, что соответству-
ет 0.017 % от номинального содержания кето-
профена в препарате.

ПКО для КЭЭ составляет:

 ПКО = 10 × 1.17454 % / 0.99704 =
 = 11.780 % ≤ 32 % (max ПКО).

Таблица 2

Метрологические характеристики линейной зависимости (Yi = b × Xi + a) найденных концентраций 

кетопрофена, примеси А и КЭЭ от их введенных концентраций и их оценка в соответствии с 

критериями приемлемости

Параметры 

и критерии 

приемлемости

Кетопрофен 

(диапазон 

0.05–0.25 %)

Примесь А

(диапазон 

0.05–0.25 %)

КЭЭ

(диапазон 

0.05–1.00 %)

КЭЭ

(диапазон 

1.0–5.0 %)

b 0.98973 1.01353 0.99704 0.99115
Sb 0.01351 0.01078 0.00467 0.01966
α 0.27343 –0.89593 0.22357 0.94422
Sa 1.09470 0.86570 1.17454 1.68631

SD0 1.31536 1.04022 2.38452 1.99972
r 0.99935 0.99960 0.99992 0.99863

Оценка a:

1. a ≤ Δα = 1.8946 × Sa

2. a ≤ 2.13

0.27343 < |2.07|
0.27343 < |2.13|

–0.89593 < |1.64|
–0.89593 < |2.13|

0.22357 < |2.23|
0.22357 < |2.13|

0.94422 < |3.20|
0.94422 < |2.13|

Оценка SD0:
SD0 ≤ ΔAs/1.8946

1.31536 < 2.64 1.04022 < 2.64 2.38452 < 2.64 1.99972 < 2.64

Оценка r: 0.99935 > 0.99817 0.9996 > 0.99817 0.99992 > 0.99988 0.99863 > 0.99703
Оценка методики: Корректна Корректна Корректна Корректна
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ПКО в нормализованных координатах для 
КЭЭ составляет 11.780 %, что соответствует 
0.024 % от номинального содержания кетопро-
фена в препарате.

Таким образом, значения ПКО для кетопро-
фена, по которому определяют НИП, примеси А 
и КЭЭ соответствуют критерию приемлемости 
(не более 32 %), установленному в ГФУ [9].

В соответствии с требованиями ГФУ [9] была 
также изучена внутрилабораторная прецизион-
ность методики количественного определения 
сопутствующих примесей. Для подтверждения 
внутрилабораторной прецизионности довери-
тельный интервал результатов (Z), получен-
ных в разных условиях, не должен превышать 
максимально допустимую неопределенность 
методики анализа max Δimp. Для этого анализи-
руют по методике n = 9 образцов одной и той 
же серии модельных растворов в m = 2 разных 
дня. Исследование проводят разные аналити-
ки, на разном оборудовании. Все полученные 
результаты должны принадлежать одной и той 
же генеральной совокупности. Поэтому для них 
рассчитывают объединенное среднее значение 
(Zintra), стандартное отклонение (SDz-intra) и отно-
сительный доверительный интервал (Δintra %). Ве-
личина Δintra не должна превышать max Δimp.

 Δintra = t[(95 %, n × m – 1)] × SDZ–intra =
 = 1.7396 × SDZ–intra ≤ max Δimp

Результаты исследования внутрилаборатор-
ной прецизионности валидируемой методики 
представлены в Табл. 3.

Как следует из данных Табл. 3, внутрилабо-
раторная прецизионность методики количе-
ственного определения кетопрофена (НИП), 
примеси А и КЭЭ соответствует критерию 
приемлемости (не более 5.0 %), установленно-
му в ГФУ [9].

Дополнительно была оценена стабильность 
растворов. Положительные результаты, полу-
ченные при исследовании сходимости, правиль-
ности и линейности, являются подтверждением 
необходимой стабильности растворов, так как 
время, затраченное при приготовлении и хро-
матографировании 10 растворов (9 модельных 
растворов и раствора сравнения), существенно 
превышает время анализа нескольких образ-
цов при рутинных испытаниях [11]. С учетом 
того, что время хроматографирования состав-
ляет 20 мин [7], а для одного раствора снима-
ют три хроматограммы, общее время хрома-
тографирования 10 растворов (t) составляет: 
t = 10 × 3 × 20 мин = 600 мин (10 часов).

Другим доказательством стабильности рас-
творов является практически незначимое разли-
чие величин Z для первого и последнего хрома-
тографируемого растворов (|ΔZi| ≤ √2 × max ΔAs) 
[11].

Расчет и оценка стабильности исследованных 
модельных растворов представлены в Табл. 4.

Как видно из данных Табл. 4, исследованные 
модельные растворы можно считать стабиль-
ными на протяжении всего времени анализа, 

Таблица 3
Расчет параметров внутрилабораторной прецизионности для методики определения кетопрофена, 

примеси А и КЭЭ в нормализованных координатах

Номер раствора, 

показатели и 

оценка методики

Найдено в % к введенному, Zi = 100 × (Yi/Xi)

Кетопрофен 

(диапазон 

0.05–0.25 %)

Примесь А

(диапазон 

0.05–0.25 %)

КЭЭ

(диапазон 

0.05–1.00 %)

КЭЭ

(диапазон 

1.0–5.0 %)

1 104.86 100.99 97.99 101.68 100.58 100.23 98.18 100.12
2 96.79 98.29 100.17 104.7.0 102.96 101.58 102.47 101.47
3 98.19 99.75 98.69 100.88 102.79 101.87 102.20 102.56
4 99.98 101.02 98.63 100.45 99.05 100.35 99.05 100.14
5 98.25 99.7.0 102.76 99.21 100.91 101.69 103.7.0 102.55
6 101.35 97.73 99.1.0 100.13 97.52 98.62 101.78 100.96
7 97.37 102.18 99.74 100.79 99.31 100.02 97.65 98.54
8 100.4.0 103.4.0 100.0 98.62 100.73 100.31 97.85 96.57
9 99.04 98.39 101.42 103.91 99.39 100.68 101.26 100.11

Среднее 99.58 100.16 99.83 101.15 100.36 100.59 100.46 100.34
Объединенное 

среднее, Zintra
99.87 100.49 100.48 100.40

Sz, % 2.473 1.898 1.499 1.989 1.761 1.013 2.276 1.900
SDz-intra, % 2.158 1.840 1.398 2.035
∆intra 3.754 3.201 2.432 3.540

Оценка методики: 3.754 ≥ 5.0 % 3.201 ≥ 5.0 % 2.432 ≥ 5.0 % 3.540 ≥ 5.0 %
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так как значения ΔZi не превышают критиче-
ской величины:

ΔZi < √2 × max ΔAs = 7.07.

Результаты валидационных исследований 
методики количественного определения со-
путствующих примесей кетопрофена методом 
ВЭЖХ позволяют считать ее корректной по 
таким валидационным характеристикам, как 
«специфичность», «сходимость», «внутрила-
бораторная прецизионность», «правильность», 
«линейность в указанных диапазонах примене-
ния», а также по характеристике «предел ко-
личественного определения». Исследованные 
растворы были стабильны в течение, как ми-
нимум, 10 часов.

Выводы

1. Показано, что в ряде случаев в лекар-
ственных препаратах следует количественно 
определять продукты разложения, например 
чтобы определить, превышает ли их содержа-
ние пороги информирования, идентификации 
и квалификации после истечения срока хра-
нения нового препарата, при образовании до-
статочно токсичных продуктов разложения, а 
также в случае нормирования суммы примесей. 
Это требует валидации аналитических методик 
определения сопутствующих примесей как ко-
личественного испытания.

2. Отмечено, что кетопрофен, который яв-
ляется органической кислотой, потенциально 
может образовывать сложные эфиры с веще-
ствами, содержащими гидроксильные группы, 
которые становятся примесями в лекарствен-
ных препаратах. Британская Фармакопея в мо-
нографии «Ketoprofen Gel» нормирует только 
предельное содержание кетопрофена этилово-
го эфира и неидентифицированных примесей 
методом ТСХ. В целях разработки новых ле-
карственных препаратов с кетопрофеном или 
декскетопрофеном в форме гелей необходима 
валидированная методика количественного 
определения их продуктов разложения.

3. Проведена валидация разработанной ранее 
методики предельного определения примесей 
кетопрофена методом жидкостной хроматогра-
фии как количественного испытания неиден-

тифицированных примесей, определяемых по 
кетопрофену, примеси А и кетопрофена эти-
лового эфира. Исследованы такие валидаци-
онные характеристики, как специфичность, 
правильность, сходимость, внутрилаборатор-
ная прецизионность и линейность в требуемых 
диапазонах применения; установлены также 
пределы количественного определения указан-
ных веществ. Результаты валидации подтвер-
дили корректность методики количественного 
определения примесей кетопрофена.

4. Оценена стабильность исследованных мо-
дельных растворов кетопрофена, примеси А и 
кетопрофена этилового эфира. Показано, что 
растворы стабильны, как минимум, в течение 
10 часов.
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Таблица 4

Расчет и оценка стабильности растворов

Вещество Zfirst Zlast |∆Zi| |∆Zi| ≤ √2 × max ∆As Вывод

Кетопрофен (НИП) 104.86 99.04 5.82 5.82 < 7.07 Стабильны
Примесь А 97.99 101.42 3.43 3.43 < 7.07 Стабильны

КЭЭ (диапазон 0.05–1.0 %) 100.58 99.39 1.19 1.19 < 7.07 Стабильны
КЭЭ (диапазон 1.0–5.0 %) 98.18 101.26 3.08 3.08 < 7.07 Стабильны
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Резюме
Зінченко І. О., Ляпунов М. О., Безугла О. П.
Державна наукова установа «Науково-технологічний ком-
плекс “Інститут монокристалів” НАН України», Харків, 
Україна

Валідація аналітичної методики кількісного визначення 

домішок кетопрофену методом рідинної хроматографії

Проведено валідацію розробленої раніше методики 
граничного визначення домішок кетопрофену методом рі-
динної хроматографії як кількісного випробування неіден-
тифікованих домішок, які визначають за кетопрофеном, 
домішки А та кетопрофену етилового ефіру. Досліджено 
такі валідаційні характеристики, як специфічність, правиль-
ність, збіжність, внутрішньолабораторна прецизійність та 
лінійність в потрібних діапазонах застосування; установ-
лено також межі кількісного визначення зазначених речо-
вин. Результати валідації підтвердили коректність методи-
ки кількісного визначення домішок кетопрофену. Оцінено 
стабільність досліджених модельних розчинів.

Ключові слова: кетопрофен, домішка А, кетопрофену 
етиловий ефір, неідентифікована домішка, аналітична ме-
тодика, валідація, специфічність, діапазон застосування, 
збіжність, внутрішньолабораторна прецизійність, ліній-
ність, межа кількісного визначення, стабільність.
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Summary
Zinchenko I. О., Lyapunov М. О., Bezuglaya О. P.
State Scientific Institution «Institute for Single Crystals» of 
National Academy of Sciences of Ukraine, Kharkіv, Ukraine

Validation of the analytical procedure for the 

quantification of ketoprofen impurities by liquid 

chromatography

In certain cases the degradation products of active sub-
stances should be quantified in medicinal products, for exam-
ple, in order to determine whether their content exceeds the 
information threshold, identification threshold and/or quali-
fication threshold if toxic degradation products are present af-
ter the new product expiration date as well as in case of total 
impurities determination. In such cases the validation of ana-
lytical procedures for quantitative determination of the impu-
rities is necessary.

It is noted that ketoprofen as an organic acid can poten-
tially form esters with substances containing hydroxyl groups; 
in medicinal prоducts such ketoprofen esters are considered as 
impurities. In the monograph «Ketoprofen Gel» of the British 
Pharmacopoeia only requirements for the limits for ketopro-
fen ethyl ester and unspecified impurities is established; these 
substances are determined by thin layer chromatography. In 
order to develop new drugs with ketoprofen or dexketoprofen 
in the form of gels, a validated procedure for the quantitative 

determination of their degradation products is necessary. Dur-
ing the development of new medicinal products in the such 
dosage form as gel with ketoprofen or dexketoprofen as active 
substance, a validated analytical procedure for the quantitative 
determination of degradation products is necessary.

Validation of the developed procedure for quantification of 
ketoprofen impurity A, ketoprofen ethyl ether as well as quan-
titative determination of unspecified impurities (which are de-
termined by ketoprofen) has been carried out. Such validation 
characteristics as specificity, accuracy, repeatability, interme-
diate precision and linearity have been studied in the necessary 
ranges as well as the quantitation limits for these substances 
have been determined. The specificity of the analytical pro-
cedure has been determined with respect to the components 
of the gel vehicles, including such hydrophilic non-aqueous 
solvents as ethanol (96 %), propylene glycol, glycerol, mac-
rogol 400, diethylene glycol monoethyl ether, dimethylsul-
foxide, N-methylpyrrolidone.

The correctness of the analytical procedure for the quan-
titative determination of ketoprofen impurities has been con-
firmed by the results of validation studies. The stability of the 
model test solutions has been determined; these solutions are 
stable for at least 10 hours.

Keywords: ketoprofen, impurity A, ketoprofen ethyl ester, 
unidentified impurity, analytical procedure, validation, spec-
ificity, range, repeatability, intermediate precision, linearity, 
quantitation limit, stability.
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Ляпунова А. Н., Безуглая Е. П., Шишкина С. В., Баумер В. Н.
Государственное научное учреждение «Научно-технологический комплекс “Институт 
монокристаллов” НАН Украины», Харьков, Украина

Исследование некоторых физико-химических свойств мометазона 
фуроата безводного и мометазона фуроата моногидрата
Исследована растворимость мометазона фуроата (МФ) безводного и МФ моногидрата в воде и смешанных 
растворителях, содержащих воду и 2.2 % (м/м) глицерина или воду и 5 % (м/м) пропиленгликоля (ПГ), при температуре 
25 оС. Предварительно методом порошкового рентгенофазового анализа идентифицированы указанные формы 
МФ, а также разработана и валидирована методика количественного определения МФ в водных растворах методом 
жидкостной хроматографии в необходимом диапазоне применения. Установлено, что растворимость МФ безводного 
приблизительно в 2.3 раза выше, чем МФ моногидрата, а гликоли в низких концентрациях мало влияют на растворимость 
обеих кристаллических форм МФ, которая больше зависит от способа изготовления раствора/суспензии. Разная 
растворимость в воде МФ безводного и МФ моногидрата обусловлена их разными кристаллическими структурами, 
которые были уточнены по результатам рентгенофазового анализа. На основании данных расчета энергии водород-
ных связей показано, что молекулы воды связывают молекулы МФ моногидрата в кристаллической структуре, что 
приводит к понижению его растворимости в воде. Структура, характерная для той или иной формы МФ, присуща 
субстанциям разных производителей. Методом лазерной дифракции установлено, что размер частиц и распределение 
их по размерам в субстанциях МФ безводного и МФ моногидрата от разных производителей существенно отличаются. 
Результаты исследований позволяют обосновать выбор субстанций МФ для назальных и накожных препаратов 
местного действия в форме спреев и кремов, а также способ изготовления суспензий.

Ключевые слова: мометазона фуроат, растворимость, жидкостная хроматография, количественное определение, 
лазерная дифракция, размер частиц, рентгенофазовый порошковый анализ, кристаллическая структура.

Физико-химические свойства и дисперсное 
состояние действующего вещества в лекар-
ственном препарате могут влиять на функцио-
нальные характеристики препарата, эффектив-
ность терапевтического действия, биодоступ-
ность и безвредность. Чтобы препарат местного 
действия был эффективен и безвреден, в част-
ности при нанесении на слизистые оболочки, 
может потребоваться максимально снизить 
проницаемость и биодоступность лекарствен-
ного вещества. Для этого его следует вводить 
в препарат в виде суспензии. Эффективность 
специфического действия суспензионного пре-
парата должна быть тем выше, чем меньше раз-
мер частиц дисперсной фазы, а его системная 
токсичность — тем меньше, чем меньше доля 
лекарственного вещества, которое находится 
в виде раствора и имеет высокую способность 
к проницаемости в отличие от твердых суспен-
дированных частиц [1]. Поэтому при фармацев-
тической разработке суспензионных препара-
тов местного действия необходимо исследовать 
размер частиц действующих веществ и их рас-
творимость в дисперсионной среде. При этом 
следует учитывать такие свойства субстанции, 
которые могут повлиять на ее растворимость и 
биодоступность, например содержание воды и 
кристаллическая структура [2, 3].

Мометазона фуроат (МФ) — нефториро-
ванный глюкокортикостероид, который при-
меняют накожно в форме мази и крема, а так-
же в форме назального спрея [4, 5]. Имеются 
две кристаллические формы МФ: безводного 

вещества (М.м. 521.4; CAS [83919-23-7]), стан-
дартизованного в монографии «Mometasone 
furoate» Европейской Фармакопеи [6], и МФ 
моногидрата (М.м. 539.43; CAS [141646-00-6]) 
[7], не описанного в фармакопеях. Потеря в 
массе при высушивании МФ (безводного) нор-
мируется не более 0.5 % [6], а содержание воды 
в МФ моногидрате составляет около 3.3 %. Обе 
формы можно легко различить с помощью ме-
тода рентгеновской дифракции, поскольку они 
имеют различную дифрактограмму. Кристал-
лы МФ безводного и моногидрата имеют раз-
личия в кристаллическом строении, которые 
были проанализированы в работе [7]. Однако 
результаты этого анализа требуют некоторых 
уточнений. Рентгенограммы, снятые при раз-
ных температурах, свидетельствуют, что МФ 
моногидрат переходит в метастабильную без-
водную форму после дегидратации, трансфор-
мирующуюся в стабильную безводную форму 
после нагревания до температуры свыше 150 °С, 
или быстро переходит в МФ моногидрат при 
температуре 23 °С и относительной влажно-
сти 45 % [7].

МФ безводный и МФ моногидрат практиче-
ски нерастворимы в воде (менее 1 г в 10 000 мл 
при температуре от 15 °С до 25 °С) [6, 7], одна-
ко в мазях и кремах используется только МФ 
безводный, а в назальных спреях — только МФ 
моногидрат [4, 5].

Цель данной работы — исследование рас-
творимости МФ безводного и МФ моногидра-
та в воде и водных растворах гликолей, а также 



3-2017                              ФАРМАКОМ

34

структуры их кристаллов и распределения ча-
стиц по размерам для обоснования их исполь-
зования в разных лекарственных формах.

Объекты и методы

В качестве объектов исследований исполь-
зовали микронизированные субстанции МФ 
безводного производства двух фирм: Symbiotec 
Pharmalab Private Limited (далее — Symbiotec) 
и Shanghai Aurisco Co. Ltd (далее — Aurisco) и 
микронизированные субстанции МФ моноги-
драта производства фирм Symbiotec и Industriale 
Chimica S.r.l.

Растворимость МФ определяли при темпе-
ратуре (25.0 ± 0.5) °С в воде очищенной и двух 
смешанных растворителях, один из которых 
состоял из 2.2 % (м/м) глицерина и 97.8 % (м/м) 
воды очищенной, что соответствует концентра-
ции глицерина в дисперсионной среде препа-
рата в форме назального спрея, а другой — из 
5.0 % (м/м) пропиленгликоля (ПГ) и 95.0 % (м/м) 
воды очищенной [6, 8], что соответствует кон-
центрации ПГ в дисперсионной среде разрабо-
танного нами препарата в форме крема.

Растворимость MФ исследовали изотер-
мическим методом [9], а концентрацию насы-
щенного раствора определяли методом жид-
костной хроматографии [6] по разработанной 
нами методике. Насыщенные растворы полу-
чали двумя способами. По способу 1 избыточ-
ное количество MФ помещали в сосуды с при-

тертыми пробками, заливали растворителем 
соответствующего состава и термостатировали 
при температуре (25.0 ± 0.1) °С при периоди-
ческом перемешивании до наступления термо-
динамического равновесия. Время насыщения 
составляло около 72 ч. По способу 2 сосуды тер-
мостатировали при температуре (60.0 ± 1.0) °С 
при периодическом перемешивании в течение 
24 ч, затем охлаждали и термостатировали при 
температуре (25.0 ± 0.1) °С при периодическом 
перемешивании до наступления термодина-
мического равновесия. Оба способа связаны с 
процессами частичного разрушения кристал-
лической структуры МФ при разных темпера-
турах, а способ 2 — также с кристаллизацией 
МФ при охлаждении.

Контроль за установлением термодинами-
ческого равновесия в системе осуществляли 
путем отбора проб надосадочной жидкости 
(раствора) и определения концентрации МФ. 
Постоянство содержания МФ в серии последо-
вательно отобранных проб свидетельствовало 
о наступлении термодинамического равнове-
сия в исследуемой системе. Затем растворы 
выдерживали 3–4 ч в состоянии покоя при 
температуре (25 ± 0.1) °С, отфильтровывали 
от осадка при этой же температуре и отбирали 
пробы для анализа.

Хроматографирование проводили в следу-
ющих условиях:

Рисунок 1

Хроматограммы испытуемых растворов МФ моногидрата (1) и МФ безводного (2), раствора сравнения 

(3), раствора для проверки чувствительности хроматографической системы (4), смеси воды, ПГ и 

глицерина (5)
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— прибор: хроматограф жидкостный типа 

Shimadzu Prominence-i LC-2030C 3D со спек-
трофотометрическим (диодноматричным) 
детектором;

— колонка: размером 150 мм × 4.6 мм, заполнен-
ная силикагелем для хроматографии окта-
децилсилильным Р с размером частиц 5 мкм 
(«Luna C18(2) 100A», фирмы Phenomenex, 
кат. № 00F-4252-E0);

— подвижная фаза: вода для хроматографии Р 
– ацетонитрил для хроматографии Р – 
(50:50);

— скорость потока: 2.0 мл/мин;
— детектирование: λ = 249 нм;
— температура колонки: 40 °С;
— объем пробы: 20 мкл.

Для методики количественного определения 
МФ в растворах были проведены валидацион-
ные исследования в соответствии с рекоменда-
циями Государственной Фармакопеи Украины 
[10] в соответствующем диапазоне концентра-
ций от 0.100 мкг/мл до 0.500 мкг/мл. Для при-
готовления раствора сравнения и модельных 
смесей использовали стандартный образец 
мометазона фуроата Британской Фармакопеи 
(кат. № 768; сер. № 2875).

Времена удерживания пиков МФ безво-
дного (Rt = 3.639 мин) и МФ моногидрата 
(Rt = 3.645 мин) на хроматограммах испытуе-
мых растворов совпадают со временами удер-
живания пиков мометазона фуроата на хрома-

тограмме раствора сравнения (Rt = 3.633 мин) 
с точностью 0.17 % и 0.33 % соответственно. На 
хроматограмме раствора смеси растворителей 
вода – ПГ – глицерин отсутствуют пики со вре-
менем удерживания, совпадающим со временем 
удерживания пика МФ на хроматограмме рас-
твора сравнения (Рис. 1). Полученные данные 
подтверждают специфичность методики.

Результаты определения прецизионности 
(сходимости), правильности и линейности ме-
тодики представлены в Табл. 1 и на Рис. 2.

Методика количественного определения 
МФ характеризуется достаточной сходимостью 
(прецизионностью) в указанном диапазоне кон-
центраций, так как найденное значение отно-
сительного доверительного интервала величи-
ны Z  составляет всего лишь 1.1668 % (Табл. 1). 
Это, например, меньше критического значения 
1.6 % для сходимости результатов при допусках 
В = ± 5 %. Методика также характеризуется 
достаточной правильностью, так как величина 
систематической погрешности (δ = 1.1138 %) 
удовлетворяет требованиям критерия практи-
ческой незначимости (для В = ± 5 %) (Табл. 1) 
и статистически неотличима от нуля.

Линейность зависимости между взятой и 
найденной концентрацией МФ в диапазоне от 
0.100 мкг/мл до 0.500 мкг/мл подтверждается 
высоким значением коэффициента корреляции 
r = 0.99994, а также тем фактом, что в регрес-
сионном уравнении (Yi = a + b × Xi) свободный 

Таблица 1
Результаты анализа модельных растворов, содержащих от 0.100 мкг/мл до 0.500 мкг/мл МФ, и их 

статистическая обработка

№ 

раствора

Введено:

С, мкг/мл (Xi)

Найдено: 

С, мкг/мл (Yi)

Найдено в % к введеному, 

Zi = 100 × (Yi/Xi)

1 0.103 0.102 99.03
2 0.154 0.154 100.00
3 0.206 0.202 98.06
4 0.257 0.252 98.05
5 0.309 0.306 99.03
6 0.360 0.357 99.17
7 0.412 0.409 99.27
8 0.463 0.458 98.92
9 0.515 0.507 98.45

Среднее, Zср, % = 98.89
Относительное стандартное отклонение, RSDz, % 0.6275

Относительный доверительный интервал, Δz, % 
Δ% = t(95 %, n – 1) × RSDZ = 1.8595 × RSDZ = 1.1668

Оценка сходимости (для В = 5 %): 1.1668 % < 1.6 % Выполняется

Систематическая погрешность, δ = | Zср – 100 |, % 1.1138
Оценка практической незначимости систематической погрешности:

δ < 0.32 × 1.6 % = 0.512 % > 1.1138 % Выполняется
Общий вывод о методике Корректна
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член (а) не превышает свой доверительный ин-
тервал и статистически неотличим от нуля:

а = 0.00034 ≤ t(95 %, n – 2) × Sa = |1.8946 × Sα| 
= |1.8946 × 0.00138| = 0.00261.

Предел количественного определения (ПКО), 
рассчитанный по стандартному отклонению 
свободного члена а линейной регрессии, со-
ставляет:

ПКО = 10 × Sa = 
= 10 × 0.00138 = 0.0138 мкг/мл.

При этом соотношение сигнал/шум (S/N) 
на хроматограмме раствора для проверки чув-
ствительности хроматографической системы 
(Рис. 1), содержащего 0.026 мкг/мл МФ, со-
ставляет 24.83, что больше 10 (критерий при-
емлемости) [10].

Результаты валидационных исследований 
методики количественного определения МФ 
в растворах позволяют считать ее корректной 
в диапазоне концентраций от 0.100 мкг/мл до 
0.500 мкг/мл по характеристикам «специфич-
ность», «сходимость (прецизионность)», «пра-
вильность», «линейность» и «ПКО». Данную 
методику можно использовать для количествен-
ного определения растворенного МФ в воде и 
водно-гликолевых растворителях.

Для идентификации и сравнения субстан-
ций МФ, а также определения их чистоты и 
наличия полиморфных модификаций были 
проведены исследования методом порошковой 
рентгеновской дифракции. Рентгенофазовый 
анализ выполнен на порошковом дифрактоме-
тре Siemens D500 в отфильтрованном медном 

излучении (λ = 1.54184 Å, графитовый моно-
хроматор на вторичном пучке, геометрия Брег-
га - Брентано) при комнатной температуре в ре-
жиме шагового сканирования в интервале углов 
2.5° ≤ 2θ° ≤ 60°, шаг сканирования — 0.02°. Рас-
чет рентгенограмм образцов МФ проводили по 
методу Ритвельда (программа FullProf [11]).

Распределение частиц МФ по размерам 
определяли в суспензиях методом лазерной 
дифракции с помощью лазерного дифракцион-
ного анализатора частиц Shimadzu SALD-2201 
[6]. В качестве дисперсионной среды суспензий 
использовали воду очищенную, в которой МФ 
практически нерастворим, а в качестве смачи-
вателя — полисорбат 80 [6]. Для изготовления 
испытуемой суспензии 2.0 г полисорбата 80 рас-
творяли в 100 г воды очищенной (раствор А). В 
стакан вместимостью 50 мл отвешивали 100 мг 
субстанции МФ и прибавляли 20 мл раствора А. 
Стакан помещали на ультразвуковую баню ти-
па УЗМ (мощностью 250 ВА) и суспензию об-
рабатывали ультразвуком в течение 15 мин при 
температуре 20-25 °С для разрушения агрега-
тов частиц. 1 мл полученной суспензии поме-
щали в мерную колбу вместимостью 50 мл, до-
водили раствором А до метки и перемешивали 
(0.1 мг/мл МФ).

Результаты исследований и их обсуждение

Поиск в Cambridge Structural Database 
(Version 5.38, update February 2017) [19] показал, 
что для МФ известны структуры МФ безводного 
(CCDC = SEGXAE, a = 12.341 Å, b = 13.584 Å, 
c = 14.938 Å, пространст венная группа P212121) 

Рисунок 2

Линейная зависимость найденной концентрации МФ от его введенной концентрации
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и моногидрата (CCDC = SEGXEI, a = 7.321 Å, 
b = 8.477 Å, c = 11.814 Å, α = 73.25°, β = 85.01°, 
γ = 69.34°, пространственная группа P1), све-
дений о полиморфных модификациях нет. На 
Рис. 3 представлены рентгенограммы, получен-
ные для образцов МФ безводного, а на Рис. 4 — 
для образцов МФ моногидрата.

Как следует из Рис. 3, рентгенограммы обо-
их образцов МФ безводного разных произво-
дителей идентичны. Расчет рентгенограммы 
образца МФ безводного фирмы Symbiotec по 
методу Ритвельда (программа FullProf [11], ин-
струментальная функция профиля линий най-
дена по рентгенограмме гексаборида лантана 

Рисунок 3

А

Б

Рентгенограммы образцов МФ безводного фирмы Symbiotec (А) и фирмы Aurisco (Б)
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LaB6, снятой в аналогичных условиях) показал 
(см. Рис. 5), что образец является безводным МФ 
(пространственная группа P212121, a = 12.344 Å, 
b = 13.583 Å, c = 14.928 Å) и не содержит по-
сторонних примесей, искажающих его харак-
терную рентгенограмму.

Таким образом, оба образца субстанций, 
рентгенограммы которых представлены на 
Рис. 3, имеют характерную структуру МФ без-
водного.

Как следует из Рис. 4, рентгенограммы обо-
их образцов МФ моногидрата, произведенных 

Рисунок 4

А

Б

Рентгенограммы образцов МФ моногидрата фирмы Symbiotec (А) и фирмы Industriale Chimica S.r.l. (Б)
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разными фирмами, идентичны; они отличаются 
от рентгенограмм МФ безводного (Рис. 3).

Расчет рентгенограммы образца МФ моно-
гидрата фирмы Symbiotec по методу Ритвель-
да (программа FullProf [11], инструментальная 
функция профиля линий найдена по рентге-
нограмме гексаборида лантана LaB6, снятой в 
аналогичных условиях) показал (см. Рис. 6), что 
образец является моногидратом МФ (простран-
ственная группа P1, a = 7.312 Å, b = 8.470 Å, 
c = 11.804 Å, α = 73.21°, β = 84.98°, γ = 69.34°) 
и не содержит посторонних примесей, искажа-
ющих его характерную рентгенограмму.

Таким образом, оба образца субстанций, 
рентгенограммы которых представлены на 
Рис. 4, имеют характерную структуру МФ мо-
ногидрата.

На Рис. 7 и в Табл. 2 представлена инфор-
мация о распределении частиц по размерам в 
двух субстанциях МФ безводного, а на Рис. 8 

и в Табл. 3 — в двух субстанциях МФ моноги-
драта.

Как следует из Рис. 7 и Табл. 2, МФ безво-
дный производства фирмы Symbiotec харак-
теризуется меньшим размером частиц и бо-
лее узким диапазоном их распределения по 
размерам. Если в образце № 1 средний меди-
анный диаметр частиц МФ безводного соста-
вил 2.061 мкм, то в образце № 2 он оказался в 
1.63 раза больше (3.351 мкм). Максимальный 
размер для 90 % частиц в образце № 1 составил 
4.424 мкм, а в образце № 2 — 11.318 мкм, что 
больше в 2.56 раза. В образце № 1 99.695 % ча-
стиц имеют размер менее 10.231 мкм, тогда как 
в образце № 2 размер менее 10.231 мкм имеют 
лишь 88.179 % частиц.

Как следует из Рис. 8 и Табл. 3, МФ моно-
гидрат производства фирмы Symbiotec также 
характеризуется меньшим размером частиц 
и более узким диапазоном их распределения 
по размерам. Если в образце № 1 средний ме-

Рисунок 5

Результаты уточнения рентгенограммы МФ безводного фирмы Symbiotec по методу Ритвельда

Примечание. Приведены наложенные друг на друга рентгенограммы, полученные экспериментально и вычислением; 
ряд вертикальных штрихов показывают положения дифракционных максимумов; разница между 
экспериментальными и вычисленными значениями интенсивности в каждой точке показана на нижней 
кривой.
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Рисунок 6

Результаты уточнения рентгенограммы МФ моногидрата фирмы Symbiotec по методу Ритвельда

Примечание. Приведены наложенные друг на друга рентгенограммы, полученные экспериментально и вычислением; 
ряд вертикальных штрихов показывает положения дифракционных максимумов; разница между 
экспериментальными и вычисленными значениями интенсивности в каждой точке показана на нижней 
кривой.

Таблица 2
Максимальный размер частиц (D) МФ безводного производства фирм Symbiotec (1) и Aurisco (2) в 

разных фракциях, содержащих от 10 % до 90 % частиц от их общего числа в анализируемом образце 

суспензии

МФ
D (мкм) во фракциях, содержащих долю от общего числа частиц (%):

10 % 20 % 30 % 40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 90 %

1 0.966 1.258 1.508 1.771 2.061 2.392 2.817 3.400 4.424
2 1.000 1.509 2.041 2.635 3.351 4.261 5.513 7.443 11.318

Таблица 3
Максимальный размер частиц (D) МФ моногидрата производства фирм Symbiotec (1) и Industriale 

Chimica S.r.l. (2) в разных фракциях, содержащих от 10 % до 90 % частиц от их общего числа в 

суспензии

МФ
D (мкм) во фракциях, содержащих долю от общего числа частиц (%):

10 % 20 % 30 % 40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 90 %

1 1.061 1.507 1.941 2.404 2.940 3.599 4.468 5.751 8.109
2 1.584 2.379 3.211 4.137 5.247 6.657 8.594 11.582 17.530

дианный диаметр частиц МФ моногидрата со-
ставил 2.940 мкм, то в образце № 2 он оказался 
в 1.78 раза больше (5.247 мкм). Максимальный 
размер для 90 % частиц в образце № 1 составил 
8.109 мкм, а в образце № 2 — 17.530 мкм, что 

больше в 2.16 раза. В образце № 1 94.301 % ча-
стиц имеют размер менее 10.231 мкм, тогда как 
в образце № 2 размер менее 10.231 мкм имеют 
лишь 76.262 % частиц.
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Рисунок 7

Распределение частиц по размерам в микронизированных субстанциях МФ безводного фирм 

Symbiotec (1) и Aurisco (2)

Рисунок 8

Распределение частиц по размерам в микронизированных субстанциях МФ моногидрата фирм 

Symbiotec (1) и Industriale Chimica S.r.l. (2)

Таблица 4
Растворимость МФ безводного (1) и МФ моногидрата (2) в воде и смешанных растворителях

МФ Состав растворителя, % (м/м) Температура растворения Концентрация (С) МФ, мкг/мл С1 : С2

1
Вода очищенная 25 °С

0.439
2.35

2 0.187
1 2.2 % глицерина в воде 

очищенной
25 °С

0.407
2.15

2 0.188
1

5.0 % ПГ в воде очищенной 25 °С
0.443

2.33
2 0.190
1

5.0 % ПГ в воде очищенной 60 °С → 25 °С
0.229

2.25
2 0.102

Таким образом, несмотря на идентичность 
структуры кристаллов субстанций МФ безво-
дного или МФ моногидрата разных произво-
дителей, они отличаются по степени микрони-
зации. Чем меньше размер суспендированных 
частиц, тем больше поверхность раздела между 
твердой дисперсной фазой и жидкой или мяг-
кой дисперсионной средой, тем потенциально 
эффективнее может быть терапевтическое дей-
ствие препаратов для местного применения в 

форме суспензионных мазей, кремов и спреев. 
Поэтому для исследования растворимости бы-
ли выбраны субстанции МФ безводного и МФ 
моногидрата производства фирмы Symbiotec.

В Табл. 4 представлены результаты иссле-
дования растворимости МФ безводного и МФ 
моногидрата.

МФ безводный и МФ моногидрат практиче-
ски нерастворимы в воде, однако, как следует 
из Табл. 4, концентрация МФ в водном раство-
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ре оказывается приблизительно в 2.3 раза вы-
ше в случае растворения МФ безводного. Учи-
тывая сильную физиологическую активность 
МФ, разная растворимость разных кристал-
лических форм МФ может быть значимой для 
их выбора в качестве активных фармацевти-
ческих ингредиентов (АФИ) для препаратов в 
разных лекарственных формах с разными пу-
тями введения.

Небольшое содержание в составе смешан-
ных растворителей гликолей (2.2 % (м/м) гли-
церина или 5.0 % (м/м) ПГ) существенно не 
влияет на растворимость как МФ безводного, 
так и МФ моногидрата (Табл. 4). Это, видимо, 
обусловлено тем фактом, что при низких кон-
центрациях гликолей в смешанных раствори-
телях превалирует структура воды, которая и 
определяет растворимость МФ [9, 12].

Известно, что растворимость вещества опре-
деляется сольватирующей способностью рас-
творителя и энергией кристаллической решет-
ки [16]. Так как различия в растворимости МФ 
безводного и МФ моногидрата практически 
не зависят от использованных растворителей 

(Табл. 4), то можно утверждать, что различия в 
растворимости определяются особенностями 
кристаллической структуры и энергией кристал-
лической решетки этих двух форм МФ. Ранее 
в работе [7] была показана существенная раз-
ница в плотности кристаллов МФ безводного 
(1.383 г/см3) и МФ моногидрата (1.364 г/см3). 
Можно было бы ожидать, что кристаллы МФ 
моногидрата с меньшей плотностью будут бы-
стрее и лучше растворяться. Прямо противо-
положные результаты исследований раство-
римости МФ безводного и МФ моногидрата 
(Табл. 4) вызвали вопрос о роли молекул воды 
в кристаллической структуре МФ моногидра-
та и их влиянии на растворимость.

Более тщательное исследование строения 
кристаллов МФ безводного и МФ моногидрата 
показало существенное различие их кристал-
лической структуры. В кристаллах МФ безвод-
ного его молекулы образуют зигзагообразные 
цепочки (Рис. 9А) вдоль кристаллографическо-
го направления [001] за счет межмолекулярной 
водородной связи между гидроксильной груп-
пой и карбонильной группой у 3-го атома угле-
рода (в кольце А):

О-Н…О = Сциклический’ (1.5-x, 1-y, -0.5+z) Н…О 
1.97 Å О-Н…О 164°.

Каждая молекула МФ образует две такие во-
дородные связи, энергия каждой из которых, 
оцененная в рамках теории Bader R. «Атомы в 
молекулах» [17] с использованием уравнения 
Espinosa E. [18], составляет 5.1 ккал/моль. Со-
ответственно, суммарная энергия водородно-
го связывания между указанными функцио-
нальными группами каждой молекулы МФ и 
двух других молекул МФ в цепочке составляет 
10.2 ккал/моль.

Внедрение в кристаллическую структуру 
гидратных молекул воды приводит к разрыву 
водородных связей между указанными функ-
циональными группами молекул МФ. Все моле-
кулы МФ в кристаллах МФ моногидрата связа-
ны между собой исключительно через мостико-
вые молекулы воды (Рис. 9Б) и образуют слои, 
параллельные кристаллографической плоско-
сти (110). Каждая из молекул МФ образует три 
межмолекулярные водородные связи с тремя 
разными молекулами воды (между карбониль-
ной группой у 3-го атома углерода в кольце А, 
гидроксильной группой у 11-го атома углерода 
в кольце С и карбонильной группой сложноэ-
фирного фрагмента):

O-H…O(вода)’ (x, y, 1+z) H…O 1.93 Å O-H…O 
167°;

Рисунок 9

A

B

Основной структурный мотив кристаллической 

упаковки МФ безводного (А) и МФ 

моногидрата (Б)

Примечание. Водородные связи показаны линиями, 
соединяющими молекулы МФ на Рис. 9А, и линиями, 
соединяющими молекулы воды и МФ на Рис. 9Б.
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O(вода)-H…O=Cциклический’ (1+x, y-1, z-1) H…O 

2.00 Å O-H…O 152°;

O(вода)-H…O=Cсложноэфирный’ (x, y, z) H...O 2.13 
Å O-H…O 154°.

Энергии этих водородных связей составляют 
6.47 ккал/моль, 5.48 ккал/моль и 4.08 ккал/моль 
соответственно. Следовательно, суммарная 
энергия водородного связывания между ука-
занными функциональными группами каждой 
молекулы МФ с соседними молекулами воды в 
слое составляет 16.03 ккал/моль. Таким образом, 
можно утверждать, что молекулы воды играют 
не разрыхляющую, а связывающую роль в кри-
сталлической структуре МФ моногидрата, что 
приводит к понижению растворимости.

Функциональное назначение гликолей, вве-
денных в низких концентрациях (см. Табл. 4) 
в составы препаратов МФ для местного при-
менения, может быть связано со способом из-
готовления препарата. То есть, гликоли могут 
применяться для смачивания порошка, пред-
варительного изготовления концентрирован-
ной суспензии или раствора с последующим 
введением суспензии или раствора в основу 
и гомогенизацией дисперсной системы (одно-
родным распределением МФ в дисперсной си-
стеме). При этом необходимо учитывать цель 
способа изготовления и растворимость МФ в 
гликоле при данной температуре или в зависи-
мости от температуры. Растворимость МФ воз-
растает с повышением концентрации гликоля 
в смешанном растворителе вода – гликоль, с 
увеличением температуры [9] и с уменьшени-
ем гидрофильно-липофильного баланса (ГЛБ) 
гликоля. Так, растворимость МФ безводного 
увеличивается в ряду глицерин < ПГ < гекси-
ленгликоль [12]. При температуре 25 °С в гли-
церине (ГЛБ = 11.275) МФ безводный практи-
чески нерастворим, в ПГ (ГЛБ = 9.375) раство-
ряется около 0.24 % (м/м) МФ безводного, а в 
гексиленгликоле (ГЛБ = 7.950) — 1.4 % (м/м) 
[13] (примечание: расчет ГЛБ проводили по 
методу Davies [14]). Кроме того, функциональ-
ное назначение гликоля может быть связано с 
потенцированием специфического действия 
глюкокортико стероида за счет усиления свя-
зывания его молекул с соответствующими ре-
цепторами [15].

Растворимость МФ в воде и смешанных рас-
творителях гликоль – вода увеличивается с по-
вышением температуры [9]. Вследствие этого 
при температуре 60 °С МФ растворяется в не-
сколько раз больше, чем при температуре 25 °С 
[9]. При охлаждении раствора, имеющего тем-

пературу 60 °С, до температуры 25 °С происхо-
дит кристаллизация части растворенного МФ. 
Как следует из Табл. 4, концентрации МФ без-
водного и МФ моногидрата, которые остаются 
в растворенном состоянии, оказываются при-
близительно в 1.9 раза меньше по сравнению с 
соответствующими растворами, полученными 
при температуре 25 °С без нагревания. То есть, 
в процессе изогидричной кристаллизации мож-
но получить суспензию с меньшим содержани-
ем МФ в растворенном состоянии. При этом 
концентрация МФ моногидрата в растворе все 
равно оказывается в 2.25 раза меньше, чем кон-
центрация растворенного МФ безводного.

Результаты исследований явились частью 
фармацевтической разработки препаратов 
с МФ безводным в форме кремов на основе 
эмульсий 1-го и 2-го рода для накожного при-
менения и в форме назальных спреев.

Выводы

1. Разработана методика количественно-
го определения МФ в растворах в диапазоне 
концентраций от 0.100 мкг/мл до 0.500 мкг/мл 
методом жидкостной хроматографии, коррект-
ность которой подтверждена результатами ва-
лидационных исследований.

2. Методом порошкового рентгенофазового 
анализа идентифицированы кристаллические 
формы образцов МФ безводного и МФ моно-
гидрата, которые были использованы для срав-
нительных исследований. Показано, что МФ 
безводный и МФ моногидрат имеют характер-
ные для каждой из этих субстанций кристал-
лические структуры, которые были уточнены 
по результатам рентгенофазового анализа. Ха-
рактерная структура, присущая той или иной 
форме МФ, проявляется для субстанций, про-
изведенных разными фирмами. Указанные 
субстанции не содержат посторонних приме-
сей, искажающих их характерные кристалли-
ческие структуры.

3. Методом лазерной дифракции исследова-
но распределение частиц по размерам в микро-
низированных субстанциях МФ безводного и 
МФ моногидрата и установлено, что по пара-
метрам, характеризующим степень микрони-
зации, субстанции разных производителей от-
личаются друг от друга. По результатам иссле-
дований для разработки препаратов выбраны 
субстанции МФ безводного и МФ моногидра-
та производства фирмы Symbiotec Pharmalab 
Private Limited, которые характеризуется мень-
шим размером частиц и более узким распреде-
лением их по размерам.
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4. Исследована растворимость МФ безво-
дного и МФ моногидрата в воде и смешанных 
растворителях 2.2 % глицерина – вода и 5.0 % 
ПГ – вода при температуре 25 °С. Установле-
но, что концентрация МФ в водном растворе 
оказывается приблизительно в 2.3 раза боль-
ше в случае растворения МФ безводного, что 
обусловлено отличиями в структуре и энергии 
крис таллической решетки этих двух форм МФ. 
Наличие в составе растворителя небольших кон-
центраций гликолей существенно не влияет на 
растворимость как МФ безводного, так и МФ 
моногидрата, что, видимо, обусловлено прева-
лированием в таких смешанных растворите-
лях структуры воды. В процессе изогидричной 
кристаллизации можно получать суспензии с 
меньшим содержанием МФ в растворенном 
состоянии по сравнению с соответствующими 
суспензиями, полученными при температуре 
25 °С без нагревания.

5. Результаты исследований использованы 
при обосновании выбора субстанции МФ мо-
ногидрата для спрея назального и субстанции 
МФ безводного для мази и кремов на основе 
эмульсий 1-го и 2-го рода, а также для спосо-
бов изготовления и введения суспензий МФ в 
основы препаратов.
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Дослідження деяких фізико-хімічних властивостей 

мометазону фуроату безводного та мометазону фуроату 

моногідрату

Досліджено розчинність мометазону фуроату (МФ) без-
водного та МФ моногідрату у воді та змішаних розчинни-
ках, що містять воду і 2.2 % (м/м) гліцерину або воду і 5 % 
(м/м) пропіленгліколю (ПГ), при температурі 25 °С. Перед 
тим методом порошкового рентгенофазового аналізу іден-
тифіковано зазначені форми МФ, а також розроблено та 
валідовано методику кількісного визначення МФ у водних 
розчинах методом рідинної хроматографії в необхідному 
діапазоні застосування. Встановлено, що розчинність МФ 
безводного приблизно в 2.3 рази вища за розчинність МФ 
моногідрату, а гліколі в низьких концентраціях мало впли-
вають на розчинність обох кристалічних форм МФ, що біль-
ше залежить від способу виготовлення розчину/суспензії. 
Різна розчинність у воді МФ безводного и МФ моногідрату 
обумовлена їхніми різними кристалічними структурами, що 
були уточнені за результатами рентгенофазового аналізу. 
На підставі даних розрахунку енергії водневих зв’язків по-
казано, що молекули води зв’язують молекули МФ моногі-
драту в кристалічній структурі, що призводить до знижен-
ня його розчинності у воді. Структура, що характерна для 
тієї чи іншої форми МФ, притаманна субстанціям різних 
виробників. Методом лазерної дифракції встановлено, що 
розмір частинок та їх розподіл за розмірами в субстанціях 
МФ безводного та МФ моногідрату від різних виробників 
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суттєво відрізняються. Результати досліджень дозволяють 
обґрунтувати вибір субстанцій МФ для назальних і нашкір-
них препаратів місцевої дії у формі спреїв і кремів, а також 
спосіб виготовлення суспензій.

Ключові слова: мометазону фуроат, розчинність, рідин-
на хроматографія, кількісне визначення, лазерна дифрак-
ція, розмір частинок, рентгенофазовий порошковий аналіз, 
кристалічна структура.

UDC 615.357.011.5
Summary
Lyapunova A. М., Bezuglaya О. P., 
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National Academy of Sciences of Ukraine, Kharkіv

Investigation of some physical and chemical properties of 

mometasone furoate anhydrous and mometasone furoate 

monohydrate

The solubility of mometasone furoate (MF) anhydrous and 
MF monohydrate in water and mixed solvents containing water 
and glycerol (2.2 % w/w) or water and propylene glycol (5 % 
w/w) was investigated at a temperature of 25 °C. Preliminary 
these forms of MF were identified by X-ray powder analysis as 
well as HPLC procedure for assay of MF in aqueous solutions 
was developed and validated in the necessary range of appli-
cation. It was found that the solubility of MF anhydrous is ap-
proximately 2.3 times higher than the solubility of MF monohy-
drate. Glycols in small concentrations have little effect on the 
solubility of both crystalline forms of MF; apparently it is due 
to the predominance of water structure in these mixed solvents. 
The different solubility of MF anhydrous and MF monohy-
drate in water are due to their different crystalline forms, which 
were refined by the results of X-ray phase analysis. In crystals 
of the anhydrous MF, its molecules form zigzag chains along 
the crystallographic direction [001] due to the intermolecular 
hydrogen bond between the hydroxyl group and the carbonyl 
group at the 3th carbon atom. Based on the calculation data of 
the energy of hydrogen bonds it was shown, that the total en-
ergy of hydrogen bonding of each molecule of MF with neigh-
boring molecules of MF is 10.2 kcal/mol. The introduction of 
hydrate molecules of water into the crystal structure leads to 
the destruction of hydrogen bonds between MF molecules; 
all MF molecules in crystals of MF monohydrate bind to each 
other exclusively through bridging water molecules, forming 
layers, which are parallel to the crystallographic plane [110]. 
Each of the MF molecules forms three intermolecular hydro-
gen bonds with three different water molecules: between the 
carbonyl group at the 3rd carbon atom, the hydroxyl group at 
the 11th carbon atom and the carbonyl group of the ester frag-
ment; the total energy of hydrogen bonding of each MF mol-
ecule is 16.03 kcal/mol. Water molecules play a binding role 
in the crystalline structure of the MF monohydrate; it leads to 
a decrease in its solubility in water.

The structure that is characteristic of each form of MF is 
inherent in the substances from various manufacturers. It was 
found by the method of laser diffraction that the particle size 
and particle size distribution for the substances of the MF anhy-
drous and MF monohydrate from various manufacturers differ 
significantly. In aqueous suspensions of MF, the MF fraction in 
the form of a solution depends on the method of the suspension 
production and this fraction is greater in the case of isothermal 
mixing and less in the case of isohydric crystallization. Glycols 
with a low hydrophilic-lipophilic balance (HLB), for example, 
hexylene glycol, can be used to obtain suspensions of MF by 
crystallization with the replacement of a solvent. The results 
of these studies allow us to justify the choice of MF substances 
for nasal and topical (cutaneous) preparations of local action, 
as well as the method of suspension production.

Keywords: mometasone furoate, solubility, liquid chroma-
tography, assay, laser diffraction, particle size, X-ray powder 
analysis, crystalline structure.
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Аналітичне забезпечення фармацевтичної розробки комбінованого 
оригінального препарату в формі розчину для інфузій для лікування 
критичних станів різної етіології
Представлено відповідно до вимог ДФУ аналітичне забезпечення фармацевтичної розробки основних показників 
якості комбінованого оригінального препарату в формі розчину для інфузій для лікування критичних станів різної 
етіології. Розроблено, стандартизовано та проведено валідацію методики ідентифікації та кількісного визначення 
сукцинат-іона та аргінін-іона в готовій лікарській формі з використанням методу рідинної хроматографії. Проведені 
валідаційні дослідження для тесту «Кількісне визначення» сукцинат-іона та аргінін-іона підтверджують відповідність 
критеріям прийнятності таких валідаційних характеристик, як прогноз повної невизначеності аналізу, специфічність, 
лінійність, прецизійність (збіжність), правильність. Розроблено методику кількісного визначення натрій- та калій-
іонів з використання методу атомно-абсорбційної спектрометрії, магній-іона — методом комплексонометричного 
титрування та хлорид-іона — методом аргентометричного титрування. Представлено методику для визначення 
супровідних домішок (речовин, виявлюваних нінгідрином) із використання методу тонкошарової хроматографії.

Ключові слова: аргінін, кислота бурштинова, фармацевтична розробка, метод рідинної хроматографії, метод атомно-
абсорбційної спектрометрії, стандартизація, валідація, розчин для інфузій.

Актуальність проблеми лікування критич-
них станів обумовлена неухильно зростаючою 
захворюваністю населення внаслідок низки 
причин, що мають як фізіологічні, так і соці-
альні корені. У неврологічній клініці, в клініці 
внутрішніх хвороб (незалежно від характеру 
основного захворювання), у надзвичайних си-
туаціях (катастрофах, озброєних конфліктах 
тощо) виникає значна кількість станів, що за-
грожують життю людини.

Аналіз сучасного стану інфузійної терапії 
приводить до висновку, що ця терапія широко 
застосовується в медицині невідкладних станів. 
Основними її завданнями є поліпшення мікро-
циркуляції, корекція водно-електролітного ба-
лансу і кислотно-лужного стану, детоксикація, 
корекція порушень реологічних і коагуляційних 
властивостей крові, поліпшення транспорту ді-
ючої речовини до ураженого органу або ділян-
ки організму [1].

За останні 10 років значно розширився асор-
тимент інфузійних засобів для терапії зазна-
чених порушень, особливо в розвинених кра-
їнах. Розроблені й нові вітчизняні інфузійно-
трансфузійні препарати поліфункціональної 
дії на основі багатоатомних спиртів, електро-
літів і залужнюючих засобів. Однак, якщо по-
рівнювати середньостатистичне використан-
ня інфузійних розчинів на душу населення в 
Україні та у розвинених країнах світу, то цей 
показник в нашій країні в 1.5-2 рази менше, що 
можна вважати вагомим показником недостат-
ньої ефективності лікування багатьох патоло-
гічних станів [1, 2-13].

Враховуючи багатофакторну етіологію й па-
тогенез критичних станів організму людини, 

зважаючи на основні патологічні процеси, що 
виникають при цьому, а саме: гіпоксію, інток-
сикацію, імуносупресію, на ліквідацію яких і 
планувалося спрямовування дії нового інфузій-
ного засобу [14], нами запропоновано для під-
вищення ефективності й розширення спектра 
специфічної активності відомих раніше препа-
ратів такої дії застосовувати бурштинову кис-
лоту у вигляді солі з аргініном, що підвищить 
біодоступність препарату і розширить спектр 
терапевтичної дії за рахунок фармакологічного 
впливу цих аніонів. Також для більшої фарма-
кологічної ефективності пропонованої комбі-
нації було досліджено можливість використан-
ня органічних солей магнію, що також підви-
щує біодоступність засобу і розширює спектр 
фармакологічної дії за рахунок терапевтичного 
поведінки самих кислот. До складу препарату 
також введено компоненти, які забезпечили 
відповідність його іонного складу та теоретич-
ну осмолярність цим показникам для плазми 
крові, тобто збалансованість розчину, — це на-
трію та калію хлориди.

Створення нового ефективного вітчизняно-
го інфузійного препарату для лікування важких 
станів (зокрема й для ургентного використан-
ня) робить актуальним проведення аналітич-
ного забезпечення фармацевтичної розробки 
цієї лікарської форми.

Метою нашої роботи є створення аналітич-
ного забезпечення фармацевтичної розробки 
і стандартизація методик контролю якості за 
основними показниками відповідно до вимог 
Державної Фармакопеї України (ДФУ) до лі-
карських препаратів для парентерального за-
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стосування (розчинів для інфузій) для розроб-
ки комбінованого оригінального препарату для 
лікування критичних станів різної етіології.

Результати дослідження та їх обговорення

Як об’єкти дослідження вивчали магнію сук-
цинат, сукцинат діаргініну, натрію хлорид, ка-
лію хлорид і препарат з цими активними фар-
мацевтичними інгредієнтами (АФІ) у формі 
розчину для інфузій.

Магнію сукцинат та діаргініну сукцинат 
отримували безпосередньо під час технологіч-
ного процесу на стадії приготування розчину. 
Вихідні субстанції аргініну, натрію хлориду і 
калію хлориду описані в Європейській Фарма-
копеї (ЄФ) [15] і ДФУ [16] і контролюються від-
повідно до аналітичної нормативної докумен-
тації (АНД) вхідного контролю, яка складена за 
вимогами ЄФ і ДФУ. Кислота бурштинова не 
описана в фармакопеях і контролюється відпо-
відно до специфікації, яка складена відповідно 
до вимог виробника. Лікарські форми, які б міс-
тили комбінацію цих АФІ, не описані в жодній 
з фармакопей.

Як стандарти використовували: стандартний 
зразок (СЗ) аргініну (фірми SHANGHAI SYNNAD 

FINE CHEMICAL CO.LTD., Китай), СЗ кисло-
ти бурштинової (фірми SHANGHAI SYNNAD 
CHEMICAL CO.LTD., Китай), ФСЗ ДФУ аргі-
ніну, ФСЗ ДФУ кислоти аспарагінової, розчин 
натрію (ДФУ, 2.2.23, N) з концентрацією іонів 
натрію 200 мкг/мл, розчин калію (ДФУ, 2.2.23, 
N) з концентрацією іонів калію 600 мкг/мл.

Аналітичні дослідження проводили методом 
рідинної хроматографії (РХ) (ДФУ, 2.2.29, 2.2.46) 
на хроматографі фірми Waters 2487 (США) (ви-
значення сукцинат-іона та аргінін-іона); мето-
дом атомно-абсорбційної спектрометрії (ДФУ, 
2.2.23) на атомно-абсорбційному спектрометрі 
Varian Spectr AA 110 (США) за довжини хвилі 
589.0 нм або 766.5 нм в полум’ї повітря/ацети-
лен (визначення Na+ (натрій-іона) і К+ (калій-
іона)); методом аргентометричного титрування 
(визначення хлорид-іонів); методом комплексо-
нометричного титрування (ДФУ, 2.5.11) (визна-
чення магнію); методом потенціометрії (ДФУ, 
2.2.3) на рН-метрі марки МР-512 (визначення 
рН) з використанням ваг електронних Sartorius 
BA 210S і мірного посуду класу А.

Основними якісними та кількісними показ-
никами якості препарату є показники «Іденти-
фікація», «Кількісне визначення» та «Речовини, 

Рисунок 1

Хроматограма випробовуваного розчину препарату для визначення тесту «Кількісне визначення. 

Сукцинат-іон і аргінін-іон»
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виявлювані нінгідрином», розробці яких і при-
свячене це дослідження. Також препарат було 
стандартизовано за всіма показниками якості, 
які є необхідними для лікарських засобів для 
парентерального застосування, а саме розчинів 
для інфузій, відповідно до вимог ДФУ [17].

Для ідентифікації діючих речовин — сук-
цинат- і аргінін-іона — в розчині для інфузій 
використовували метод РХ [18, 19], який нами 
запропоновано для їх одночасного кількісного 
визначення. Збіг часів утримування піків кис-
лоти бурштинової або аргініну на хроматогра-
мах випробовуваного розчину та хроматограмах 
розчину порівняння, який містить СЗ аргініну і 
кислоти бурштинової, при детектуванні за до-
вжини хвилі 200 нм підтверджує ідентичність 
цих речовин. Час утримування піка кислоти 
бурштинової — близько 2.1 хв, піка аргініну — 
близько 5.3 хв (Рис. 1).

Також для проведення ідентифікації іонів 
використовували специфічні реакції, а саме: 
для натрію — характерну реакцію (с) на на-
трій (ДФУ, 2.3.1); для калію — характерну ре-
акцію (b) на калій (ДФУ, 2.3.1); для хлоридів — 
характерну реакцію (а) на хлориди (ДФУ, 2.3.1) 
і для магнію — характерну реакцію на магній 
(ДФУ, 2.3.1).

Одночасне кількісне визначення сукцинат-
іона та аргінін-іона методом РХ запропонова-
но проводити в таких умовах: хроматографіч-
на колонка Waters Spherisorb CNRP розміром 
250 мм × 4.6 мм, заповнена сорбентом з розмі-
ром частинок 5 мкм; рухома фаза: ацетонітрил – 
буферний розчин рН 6.0 (1:99); детектування за 
довжини хвилі 200 нм. Доказ придатності умов 
хроматографічного визначення сукцинат-іона 
та аргінін-іона у препараті забезпечується вве-

денням у методику тесту «Перевірка придатності 
хроматографічної системи», який включає всі 
необхідні вимоги до аналітичної системи: ефек-
тивність хроматографічної колонки, розрахова-
на для піків кислоти бурштинової і аргініну, має 
бути не менше 1000 теоретичних тарілок; кое-
фіцієнт розділення піків кислоти бурштинової 
та аргініну має бути не менше 3.0; коефіцієнти 
симетрії піків кислоти бурштинової та аргініну 
мають бути не більше 2.5; відносне стандартне 
відхилення (RSD), розраховане для площ піків 
кислоти бурштинової та аргініну, має відпові-
дати вимогам ДФУ, 2.2.46.

Методика визначення тесту «Кількісне ви-
значення. Сукцинат-іон і аргінін-іон» у розчині 
для інфузій методом РХ валідована відповідно 
до вимог ДФУ, стаття «Валідація аналітичних 
методик і випробувань» [17], виходячи з того, 
що діапазон застосування запропонованої ме-
тодики має бути не менше ± 20 % від номіналь-
ного вмісту, тобто від 80 % до 120 %.

У Табл. 1 і 2 наведено результати аналізу мо-
дельних сумішей та їх статистична обробка для 
оцінки прецизійності, правильності та ліній-
ності. З даних цих таблиць зрозуміло, що для 
сукцинат-іона та аргінін-іона методика аналі-
зу характеризується достатньою прецизійніс-
тю (збіжністю). Знайдене значення відносного 
довірчого інтервалу величини Z (0.64 % і 0.45 % 
для сукцинат-іона та аргінін-іона відповідно) 
менше критичного значення для збіжності ре-
зультатів (3.2 %).

Виконується критерій незначущості систе-
матичної похибки методики: систематична по-
хибка методики 0.07 % для сукцинат-іона і 0.14 % 
для аргінін-іона є статистично і практично не-
значущою, тобто методика аналізу характери-

Рисунок 2
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зується достатньою правильністю в усьому діа-
пазоні концентрацій 80–120 % (Табл. 1 і 2).

Отже, підтверджено лінійність, прецизій-
ність (збіжність) і правильність визначення 
сукцинат-іона та аргінін-іона методом РХ в діа-
пазоні використання від 80 % до 120 %.

Розрахунок параметрів лінійної залежності 
Yi = b × Xi + a (за даними Табл. 1 і 2) був про-
ведений методом найменших квадратів. На 
Рис. 2 наведено лінійну залежність площ піків 
від концентрації сукцинат-іона та аргінін-іона 
в нормалізованих координатах. Результати, на-
ведені в Табл. 3, свідчать про виконання вимог 
до параметрів лінійної залежності, тобто ліній-
ність методики підтверджується в усьому діа-
пазоні концентрацій 80–120 %.

Прогнозована повна невизначеність ре-
зультатів 0.74 % для сукцинат-іона і 1.68 % для 
аргінін-іона не перевищує критичного значен-
ня (3.2 %), тобто методика буде давати коректні 
результати в інших лабораторіях за показником 
«Кількісне визначення. Сукцинат-іон і аргінін-
іон» методом РХ.

На підставі результатів кількісного визна-
чення сукцинат-іона та аргінін-іона в препара-
ті, а також вимог ДФУ введений такий інтервал 
вмісту, як для діючої речовини сукцинат-іона 
та аргінін-іона, тобто ± 10.0 % від номінально-
го вмісту в 1 мл препарату.

Для кількісного визначення вмісту Na+ 
(натрій-іона) і К+ (калій-іона) запропоновано 
використовувати високоселективний та чут-
ливий метод — атомно-абсорбційну спектро-
метрію (ДФУ, 2.2.23). Випробовувані розчини 
готували шляхом розведення препарату за до-
помогою води: для натрію — до концентрації 
натрію 4.0 мкг/мл, для калію — 11.0 мкг/мл. Ка-
лібрувальні розчини для визначення натрію го-
тували з розчину натрію (ДФУ, 2.2.23, N) з кон-
центрацією іонів натрію 200 мкг/мл за допомо-
гою розведення водою до концентрації натрію 
в діапазоні 1.6–6.0 мкг/мл. Калібрувальні роз-
чини для визначення калію готували з розчину 
калію (ДФУ, 2.2.23 N) з концентрацією іонів калію 
600 мкг/мл за допомогою розведення водою до 
концентрації калію в діапазоні 4.8–18.0 мкг/мл. 

Таблиця 1
Результати аналізу модельних сумішей і їх статистична обробка для кількісного визначення сукцинат-

іона

№ 

модельного 

розчину

Введено в % до 

концентрації розчину 

порівняння 

(Хі = Сі/Сst, %)

Середні площі 

піків (Sі) 

(Sst = 401237)

Знайдено в % до 

концентрації розчину 

порівняння 

(Yі = Sі/Sst, %)

Знайдено в % до 

введеного 

(Zі = Yі/Хі, %)

1 79.50 319665 79.67 100.21
2 84.93 341493 85.11 100.21
3 90.25 360832 89.93 99.64
4 94.45 380854 94.92 100.50
5 100.22 401036 99.95 99.73
6 104.80 421178 104.97 100.16
7 110.37 441521 110.04 99.70
8 115.65 462867 115.36 99.75
9 120.91 482648 120.29 99.49

Середнє, Zсер, % 99.93
Відносне стандартне відхилення, RSDz, %

( )
( )2

100%
1

i
i

z

Z Z
RSD

n Z

−
= ×

−

∑ 0.34

Відносний довірчий інтервал, 
Δt(%) = t(95 %, n–1) × RSDZ = 1.860 × RSDZ, % 0.64

Критичне значення для збіжності результатів ΔAs, %
(гранична невизначеність)

3.2

Систематична похибка δ = |Zсер – 100| 0.07
Критерій незначущості систематичної похибки

1)
 

0.64 / 3 0.21(0.07 0.21)
3

теор теор

n
δ δΔ Δ

≤ δ = = = = ≤

2) застосовувати в тому випадку, якщо не виконується вимога до критерію (1): 
δ ≤ δтеор (1.02) (0.07 ≤ 1.02)

Виконується

Виконується

Загальний висновок про методику Коректна
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Методику апробовано на зразках досліджува-
ного засобу і на підставі проведених досліджень 
встановлено інтервал вмісту Na+ (натрій-іона) і 
К+ (калій-іона) ± 10.0 % від номінального вміс-
ту (у ммолях в 1 л препарату).

Для кількісного визначення хлорид-іонів, 
які є складовою частиною натрію хлориду для 
рутинного контролю розчину для інфузій, на-
ми запропоновано методику прямого аргенто-

метричного титрування методом Мора: 10.0 мл 
препарату титрують 0.1 М розчином срібла 
нітрату до переходу забарвлення з світло-
жовтою в оранжево-буре, використовуючи 
як індикатор 0.25 мл розчину калію хромату Р. 
1 мл 0.1 М розчину срібла нітрату відповідає 
3.5456 мг Cl− (хлорид-іонів), яких в 1 л розчину 
для інфузій має бути від 90 % до 110 % від заяв-
леного вмісту.

Таблиця 2

Результати аналізу модельних сумішей і їх статистична обробка для кількісного визначення аргінін-

іона

№ 

модельного 

розчину

Введено в % до 

концентрації розчину 

порівняння 

(Хі = Сі/Сst, %) 

Середні площі 

піків (Sі) 

(Sst = 6686492)

Знайдено в % до 

концентрації розчину 

порівняння 

(Yі = Sі/Sst, %)

Знайдено в % до 

введеного 

(Zі = Yі/Хі, %)

1 79.32 5327528 79.68 100.45
2 85.14 5705115 85.32 100.21
3 90.46 6073141 90.83 100.41
4 95.61 6377813 95.38 99.76
5 99.73 6683917 99.96 100.23
6 104.94 7012893 104.88 99.94
7 109.86 7355610 110.01 100.14
8 115.05 7712399 115.34 100.25
9 120.88 8068289 120.67 99.83

Середнє, Zсер, % 100.14
Відносне стандартне відхилення, RSDz, %

( )
( )2

100%
1

i
i

z

Z Z
RSD

n Z

−
= ×

−

∑
 

0.24

Відносний довірчий інтервал, 
Δt(%) = t(95 %, n–1) × RSDZ = 1.860 × RSDZ, % 0.45

Критичне значення для збіжності результатів ΔAs, %
(гранична невизначеність)

3.2

Систематична похибка δ = |Zсер – 100| 0.14
Критерій незначущості систематичної похибки

3)
 

0.45 / 3 0.15(0.14 0.15)
3

теор теор

n
δ δΔ Δ

≤ δ = = = = ≤

4) застосовувати в тому випадку, якщо не виконується вимога до критерію (1): 
δ ≤ δтеор (0.14 ≤ 1.02)

Виконується

Виконується

Загальний висновок про методику Коректна

Таблиця 3
Метрологічні характеристики лінійної залежності методики кількісного визначення сукцинат-іона та 

аргінін-іона

Величина
Значення

Критерій 

(для допусків 90–110 %), g = 9 Висновок

Сукцинат-іон Аргінін-іон Сукцинат-іон Аргінін-іон

b 0.98376 0.99244 —
Sb 0.00715 0.00562 —

a 1.53255 0.87648
1) ≤ 1.895 × Sa = 1.37 1) ≤ 1.895 × Sa = 1.08

Відповідає
2) якщо не виконується 1), то ≤ 5.3

Sa 0.72191 0.56758 — —
Sr 0.28465 0.22081 —
r 0.99982 0.99989 ≥ 0.9924 Відповідає
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Кількість іонів магнію визначалася за допомо-

гою комплексонометричного титрування проби 
0.005 М розчином натрію едетату в присутності 
індикаторної суміші протравного чорного 11 Р 
до переходу забарвлення з фіолетово-рожевого 
в синє. Методику апробовано на зразках до-
сліджуваного засобу і на підставі проведених 
досліджень встановлено інтервал вмісту Mg2+ 
(магній-іонів) ± 10.0 % від номінального вмісту 
(у ммолях в 1 л препарату).

Супровідні домішки в розчині для інфузій. 
Відповідно до ЄФ [15] і ДФУ [16], як домішки в 
амінокислотах методом тонкошарової хромато-
графії визначають речовини, виявлювані нін-
гідрином, при цьому в субстанції аргініну до-
пускається наявність таких речовин не більше 
0.5 %. Зважаючи на це, в готовому лікарському 
препараті у вигляді розчину для інфузій, який 
містить як один з АФІ сукцинат діаргініну, та-
кож доцільно контролювати саме речовини, 
виявлювані нінгідрином.

Для визначення кількості супровідних домі-
шок в препараті нами запропоновано викорис-
товувати метод тонкошарової хроматографії 
(ДФУ, 2.2.27): хроматографічні пластинки Ки-
зельгель 60 (фірма Merck, Німеччина) розміром 
10 × 20 см з товщиною шару 0.2 мм; рухома фа-
за: кислота оцтова льодяна Р – вода Р – бута-
нол Р (1:1:2). Хроматографують висхідним спо-
собом. Коли фронт розчинників пройде близько 
15 см від лінії старту, пластинку виймають з ка-
мери, сушать на повітрі протягом 20 хв, обпри-
скують розчином нінгідрину Р і витримують у 
сушильній шафі при температурі від 100 °С до 
105 °С протягом 5 хв. Тобто, умови проведен-
ня визначення супровідних домішок, а саме 
рухома фаза, відрізняються від тих, що запро-
поновані для субстанції аргініну відповідно до 
вимог ЄФ і ДФУ. Це пов’язано з наявністю ін-
ших діючих речовин в лікарському препараті 
й необхідністю усунення їх впливу на методи-
ку визначення супровідних домішок. Резуль-
тати аналізу вважаються достовірними, якщо 
на хроматограмі розчину порівняння (b), який 
містить ФСЗ ДФУ аргініну і ФСЗ ДФУ кисло-
ти аспарагінової, виявляються дві чітко розді-
лених плями. Для визначення вмісту домішок 
у випробуваному розчині використовують як 
розчин порівняння розведений розчин ФСЗ 
ДФУ аргініну (розчин порівняння (а)).

Вміст домішок у препараті нормується на 
рівні, аналогічному для субстанції аргініну: 
допускається наявність будь-якої домішки не 
більше 0.5 %. Було встановлено, що нормуван-
ня домішок підтверджується протягом усього 
терміну придатності, про що свідчать дані з ви-
вчення стабільності.

З метою визначення оптимального інтерва-
лу рН для забезпечення стабільності розчину 
протягом терміну зберігання враховували ре-
зультати аналізу фізико-хімічних властивос-
тей діючих речовин та вихідних реагентів для 
їх отримання, а також їх стійкість у розчині за 
одночасної присутності залежно від різних фак-
торів, шляхів деструкції, насамперед під час гід-
ролізу деяких з них, та шляхів попередження 
деструктивних процесів. Зниження рН розчи-
ну до рівня менше 7.2 приводить до збільшен-
ня тривалості солеутворення, окрім того, таке 
значення рН знаходиться надто далеко від роз-
рахованих значень точок еквівалентності для 
утворення солей кислоти бурштинової. Збіль-
шення рН середовища вище 8.0 не є доцільним, 
оскільки, по перше, значно відрізняється від рН 
крові. По-друге, під час створення інфузійної 
лікарської форми також необхідно враховува-
ти стабільність розчину в процесі зберігання в 
пляшках зі скла, укупорених пробками з гуми 
або відповідних полімерів. Тривалий контакт 
скла пляшки з водним розчином може при-
зводити до деструкції внутрішнього шару скла 
і переходу його частинок у рідку фазу. В роз-
чині можуть з’являтися механічні включення, 
відсутність яких суворо регламентується для 
інфузійних розчинів [17]. Також процеси вза-
ємодії продуктів деструкції скла і компонен-
тів розчину можуть викликати зміну фізико-
хімічних показників розчину і призводити до 
невідповідності якості готового продукту ви-
могам нормативної документації. Слід також 
враховувати вплив матеріалу пробок, який за-
лежить від складу і від технології їх виробни-
цтва. Описані процеси взаємодії скла та гуми з 
розчином прогресують при збільшенні рН се-
редовища. В процесі досліджень комбіновано-
го розчину для інфузій з різними значеннями 
рН, включаючи критичні, експериментально 
встановлено оптимальні межі рН розчину — 
від 7.2 до 8.0.

Висновки

1. Створено аналітичне забезпечення фар-
мацевтичної розробки і стандартизовано мето-
дики контролю якості за основними показни-
ками відповідно до вимог ДФУ до лікарських 
препаратів для парентерального застосування 
(розчинів для інфузій) для розробки комбіно-
ваного оригінального препарату для лікування 
критичних станів різної етіології.

2. Розроблено, стандартизовано та проведено 
валідацію методики ідентифікації та кількісно-
го визначення сукцинат-іона та аргінін-іона в 
готовій лікарській формі з використанням ме-
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тоду рідинної хроматографії для аналітичного 
забезпечення фармацевтичної розробки. Про-
ведені валідаційні дослідження для тесту «Кіль-
кісне визначення. Сукцинат-іон і аргінін-іон» 
підтверджують відповідність критеріям прий-
нятності таких валідаційних характеристик, як 
прогноз повної невизначеності аналізу, специ-
фічність, лінійність, прецизійність (збіжність), 
правильність.

3. Запропоновано методику кількісного ви-
значення Na+ (натрій-іона) і К+ (калій-іона) з ви-
користанням високоселективного та чутливого 
методу атомно-абсорбційної спектрометрії.

4. Розроблено методику прямого аргентоме-
тричного титрування методом Мора для кількіс-
ного визначення хлорид-іонів, які є складовою 
частиною натрію хлориду. Розроблено методику 
кількісного визначення іонів магнію за допомо-
гою комплексонометричного титрування.

5. Розроблено та доведено придатність мето-
дики визначення супровідних домішок у роз-
чині для інфузій методом тонкошарової хро-
матографії.

6. Експериментально встановлено оптималь-
ні межі рН розчину для інфузій — від 7.2 до 8.0 
для забезпечення стабільності розчину протя-
гом терміну зберігання.
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УДК 615.07:615.384:615.456.1
Резюме
Назарова Е. С., Вербова Ю. М., Алмакаева Л. Г., 
Бегунова Н. В., Доля В. Г.
Государственное предприятие «Государственный науч-
ный центр лекарственных средств и изделий медицин-
ского назначения»
Национальный фармацевтический университет

Аналитическое обеспечение фармацевтической 

разработки комбинированного оригинального 

препарата в форме раствора для инфузий для лечения 

критических состояний различной этиологии

Учитывая многофакторную этиологию и патогенез кри-
тических состояний организма человека, учитывая основ-
ные патологические процессы, возникающие при этом, для 
повышения эффективности и расширения спектра специ-
фической активности известных ранее препаратов такого 
действия предложено применять янтарную кислоту в виде 
соли с аргинином. Также для большей фармакологической 
эффективности предлагаемой комбинации были иссле-
дованы возможности использования органических солей 
магния, что также повышает биодоступность препарата и 
расширяет спектр его фармакологического действия за 
счет фармакологического влияния самих кислот. В состав 
препарата также введены компоненты, которые обеспе-
чили соответствие его ионного состава и теоретическую 
осмолярность таковым показателям для плазмы крови, то 
есть сбалансированность раствора, — это натрия и калия 
хлориды. Представлено в соответствии с требованиями 
ГФУ аналитическое обеспечение фармацевтической раз-
работки основных показателей качества комбинированно-
го оригинального препарата в форме раствора для инфу-
зий для лечения критических состояний различной этио-
логии. Разработаны, стандартизированы и валидированы 
методики идентификации и количественного определения 
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сукцинат-иона и аргинин-иона в готовой лекарственной 
форме с использованием метода жидкостной хроматогра-
фии. Проведенные валидационные исследования для теста 
«Количественное определение» сукцинат-иона и аргинин-
иона подтверждают соответствие таких валидационных 
характеристик, как прогноз полной неопределенности 
анализа, специфичность, линейность, прецизионность 
(сходимость) и правильность, критериям приемлемости. 
Разработана методика количественного определения на-
трий- и калий-ионов с использованием метода атомно-
абсорбционной спектрометрии, магний-иона — методом 
комплексонометрического титрования и хлорид-иона — 
методом аргентометрического титрования. Представлена 
методика для определения сопутствующих примесей (ве-
ществ, выявляемых нингидрином) с использованием ме-
тода тонкослойной хроматографии.

Ключевые слова: аргинин, кислота янтарная, фармацев-
тическая разработка, метод жидкостной хроматографии, 
метод атомно-абсорбционной спектрометрии, стандарти-
зация, валидация, раствор для инфузий.

UDC 615.07:615.384:615.456.1
Summary
Nazarova О. S., Verbova Yu. M., Almakaeva L. G., 
Begunova N. V., Dolya V. G.
State Enterprise «State Scientific Center for Drugs and Medical 
Devices» Kharkiv, Ukraine
National University of Pharmacy, Kharkiv, Ukraine

Analytical support of the pharmaceutical development of 

the combined original preparation in the form of a solution 

for infusion to treat critical states of various etiologies

Taking into account the multifactorial etiology and 
pathogenesis of critical states of the human body, taking into 
account the basic pathological processes arising in this case, it 
is proposed to use amber acid in the form of salt with arginine 
to increase the efficiency and expand the spectrum of specific 
activity of previously known preparations of such action. 
Also, for greater pharmacological efficacy of the proposed 
combination, the possibility of using organic magnesium salts 
was investigated, which also increases the bioavailability of the 
drug and broadens the spectrum of its pharmacological action 
due to the pharmacological effect of the acids themselves. 
The composition of the drug also introduced components 
that ensured its ionic composition and theoretical osmolarity 
of these parameters for plasma, that is, the balance of the 
solution — is sodium and potassium chlorides. Creation of a 
new effective national infusion preparation for the treatment of 
severe conditions (including for urgent use) makes it urgent to 
conduct analytical support for the pharmaceutical development 
of this dosage form. According to the requirements of the State 

Pharmacopoeia of Ukraine, analytical support is provided for 
the pharmaceutical development of the main quality indicators 
of a combined original preparation in the form of a solution 
for infusions for the treatment of critical conditions of various 
etiologies. Methods for the identification and quantification 
of succinate-іon and arginine-іon in the finished dosage 
form have been developed, standardized and validated using 
the liquid chromatography method for analytical support 
of pharmaceutical development. The conducted validation 
studies for the «Quantitative determination» succinate-ion and 
arginine-ion test confirm the compliance of such validation 
characteristics as the forecast of complete uncertainty of the 
analysis, specificity, linearity, precision (convergence), and 
the validity of the eligibility criteria. A method for quantitative 
determination of sodium and potassium ions using the method 
of atomic absorption spectrometry, magnesium-ion — method 
of complexometric titration and chloride ion — by the method 
of argentometric titration was developed. A technique for 
determining the accompanying impurities (substances detected 
by ninhydrin) using thin layer chromatography is presented.

Keywords: arginine, succinic acid, pharmaceutical formulation, 
liquid chromatography method, atomic absorption spectrometry 
method, standardization, validation, infusion solution.
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Гудзь Н. І., Кобилінська Л. І., Філіпська А. М., 
Дмитруха Н. М., Лагутіна О. С., Коритнюк Р. С.
Львівський національний медичний університет імені Данила Галицького
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Визначення життєздатності клітин під час фармацевтичної розробки 
розчинів для перитонеального діалізу
Для вивчення біосумісності розчинів для перитонеального діалізу (ПД) проводяться дослідження, серед яких 
поширеними є визначення цитотоксичної активності на культурі клітин in vitro. Літературні дані свідчать, що традиційні 
розчини для ПД мають низьку біосумісність через високі значення вмісту глюкози, лактату, продуктів деградації 
глюкози (ПДГ) і осмолярності та низьке значення рН. Однак залишається нез’ясованим, наскільки біонесумісність 
притаманна кожному окремому чиннику або їх комбінації. Наші дослідження підтвердили гіпотезу про негативний 
вплив комбінації факторів — низьких значень рН розчинів (5.11–5.77), ПДГ, високого вмісту глюкози, натрію лактату 
та підвищеної осмолярності розчинів для ПД — на життєздатність клітин лінії Verо. Встановлено, що в присутності 
ізотонічного розчину натрію хлориду (24.69 %) виживаність клітин була вищою порівнюючи з розчинами для ПД 
різного складу (11.86–16.08) %. Значення коефіцієнта кореляції 0.31 між показниками зростання життєздатності і 
збільшенням рН розчину після стерилізації характеризує зв’язок між величинами як слабкий. Коефіцієнт кореляції 
0.202 між показниками зменшення життєздатності і збільшення оптичної густини розчину після стерилізації за 228 нм 
також вказує на слабкий кореляційний зв’язок між цими величинами. Результати літературних даних та власних 
досліджень доводять, що під час розробки технології розчинів для ПД необхідно досягнути балансу між рН розчину для 
ПД до і після стерилізації та ступенем деградації глюкози.

Ключові слова: розчини для перитонеального діалізу, життєздатність клітин, МТТ-тест, культура клітин лінії Verо.

Фармакологічні дослідження

Під час розробки та медичного застосуванні 
розчинів для перитонеального діалізу (ПД) (си-
нонім: перитонеальні діалізні розчини (ПДР)) 
вивчається біосумісність цих розчинів за мор-
фологічними властивостями перитонеальних 
мезотеліальних клітин (ПМК), визначенням та-
ких маркерів в діалізаті, як раковий антиген-125, 
фактор росту судинного ендотелію, запальні 
цитокіни та хемокіни (трансформуючий фак-
тор росту β, інтерлейкін-6, інтерлейкін-8), фі-
бронектин, колаген-І, проколаген І, за вивчен-
ням життєздатності клітин in vitro, ex vivo, за 
результатами епідеміологічних клінічних до-
сліджень, кількістю клітин у діалізатах тощо 
[1-7]. Раковий антиген-125 розглядається як 
маркер біомаси ПМК [6, 8, 9]. Хемокіни, ци-
токіни, фактори росту і кількість клітин в ді-
алізаті розглядаються як маркери перитоне-
ального запалення та ремоделювання тканин 
[9]. Біосумісні ПДР сприяють захисту і збере-
женню функцій перитонеальної мембрани, 
залишкової функції нирок, знижують частоту 
епітеліально-мезенхіальних перетворень ПМК 
та виникнення перитоніту, характеризуються 
вищим вмістом ракового антигену-125 в діа-
лізаті, активацією ПМК і нижчою швидкістю 
апоптозу клітин [4-10].

Біосумісність — це здатність методу чи сис-
теми виконувати функції без спричинення сут-

тєвих побічних реакцій. У ПД концепція біосу-
місності раніше застосовувалася для вивчення 
впливу ПДР на біологічний відгук перитоне-
альних тканин і клітин, морфологію й функції 
очеревини [10].

Традиційні розчини для ПД — це розчини, 
які містять глюкозу і натрію лактат в однокамер-
них контейнерах. Вони не є біосумісними через 
високий вміст глюкози (76, 126 і 215 ммоль/л), 
лактату (35 і 40 ммоль/л) та продуктів деградації 
глюкози (ПДГ), зокрема 3,4-дидеоксиглюкозон-
3-ен (3,4-ДГЕ), низькомолекулярних альдегідів 
та кислот, а також низьке значення рН (5–6), 
високу осмолярність (від 435 до 511 мосмоль/л). 
Ці фактори можуть мати негативний вплив на 
клітинні системи, включаючи дисфункцію та 
зниження життєздатності ПМК, перитоне-
альних макрофагів та лейкоцитів (моноцитів, 
нейтрофілів) [1, 6-8, 10, 11]. Як зазначає Ortiz та 
співавт., неможливо відрізнити токсичні ефек-
ти самої глюкози у високих концентраціях від 
продуктів її деградації [10].

Необхідним етапом оцінки безпечності фар-
мацевтичних субстанцій та препаратів на доклі-
нічному етапі їх дослідження в рамках системи 
належної лабораторної практики є визначення 
цитоксичності в умовах in vitro на культурі клі-
тин. У цитологічних дослідженнях найчастіше 
використовують культури клітин, які набули 
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здатності до необмеженого росту і розмножен-
ня. Їх одержують із злоякісних пухлин або з 
нормальних людських чи тваринних тканин, які 
мають змінений каріотип. Вони широко вико-
ристовуються в лабораторній практиці, оскільки 
здатні швидко та інтенсивно розмножуватись 
у пробірках і є дуже чутливими. Такі клітини 
отримують із центральних банків тканинних 
культур [12, 13, 18]. Найпоширенішими є лінії 
культури клітин Vero (нирка зеленої мавпи) та 
фібробласти мишей L-929. Метод з використан-
ням фібробластів мишей L-929 є міжнародним 
методом, що застосовується як перша лінія в 
скринінгу виявлення основної цитотоксичності 
[1], а також як швидкий метод для визначення 
цитотоксичності розчинів для ПД [2].

Метою нашої роботи було визначення ци-
тотоксичної активності ПДР з різною концен-
трацією глюкози, вмістом ПДГ та рН в умовах 
in vitro на культурі клітин лінії Verо, порівняння 
отриманих результатів експерименту з літера-
турними даними.

Матеріали і методи

У дослідженнях використовували розчин на-
трію хлориду ізотонічний та розчини для ПД, 
склад яких представлений у Табл. 1.

Процес деградації глюкози оцінювали за змі-
ною значення рН після стерилізації, значенням 
оптичної густини за довжини хвилі 228–230 нм 
і в діапазоні 273–286 нм. Згідно з літературни-
ми даними та власними дослідженнями, 3,4-ДГЕ 
має максимум поглинання за 228 нм, 5-ГМФ — 
за 284 нм. Значення рН досліджуваних розчинів 
вимірювали на рН-метрі «рН-150 М» (Білорусь) 
в інтервалі температур 20–25 °С. Перед вимі-
рюваннями рН-метр калібрували за допомогою 
буферних розчинів зі значеннями рН 4.01, 6.87 
і 9.18 [14-15].

Об’єктом дослідження в умовах in vitro була 
культура клітин лінії Verо (клітини нирки аф-
риканської мавпи). Для оцінки впливу ПДР на 
життєздатність клітин використано загально-
визнаний МТТ-тест. Цей метод базується на 
здатності ферменту мітохондріальної мемб-
рани — сукцинатдегідрогенази — відновлю-
вати жовту сіль 3-[4,5-диметилтіазол-2-іл]-2,5-
дифенілтетразолію бромід (МТТ) до кристалів 
формазану фіолетового кольору, які утворюють-
ся в результаті цієї реакції у цитоплазмі живих 
клітин. За інтенсивністю накопичення криста-
лів формазану в цитоплазмі можна судити про 
рівень мітохондріальної активності (дихання), 
що є показником функціональної активності 
та життєздатності клітини [16].

Під час досліду суспензію клітин у концен-
трації 1 × 105 клітин/мл вносили по 100 мкл у 
кожну лунку 96-лункового планшета. Інкубу-
вали клітини 24 год для адгезії клітин та утво-
рення моношару в лунках. Середовище вида-
ляли, потім у кожну дослідну лунку вносили по 
100 мкл ізотонічного розчину натрію хлориду 
або розчину для ПД в двох повторах. У контр-
ольні лунки додавали по 100 мкл культурально-
го середовища без розчину для ПД. Планшети 
інкубували в СО2-інкубаторі при температурі 
37 °С упродовж 24 год. Після припинення інку-
бації в кожну лунку вносили по 10 мкл розчи-
ну МТТ та інкубували 3 год у СО2-інкубаторі. 
Для приготування робочого розчину 50 мг МТТ 
(Sigma) розчиняли в 10 мл розчину Хенкса, філь-
трувати крізь стерильний целюлозно-ацетатний 
мембранний фільтр. Після закінчення інкубації 
планшети центрифугували протягом 5 хв при 
швидкості 1500 об/хв, потім видаляли з лунок 
надосадову рідину та додавали у кожну лун-
ку по 50 мкл диметилсульфоксиду (Sigma) для 
розчинення кристалів формазану. Планшети 

Таблиця 1
Склад досліджуваних розчинів

Номер зразка 

(ідентифікація зразка)

Концентрація іонів, ммоль/л
Концентрація глюкози 

моногідрату, г/лNa+ Ca2+ Mg2+ Cl– CH3CH(OH)COO-

0 154 — — 154 — —

1 (10413) 132 1.25 0.25 95 40 15.0
2 (20413) 132 1.25 0.25 95 40 42.5
3 (30513) 132 1.25 0.25 95 40 15.0
4 (40513) 132 1.25 0.25 95 40 42.5
5 (10415) 132 1.25 0.25 100 35 15.0
6 (20415) 132 1.25 0.25 100 35 25.0
7 (30415) 132 1.25 0.25 100 35 42.5
8 (21116) 132 1.25 0.25 95 40 42.5
9 (10117) 132 1.25 0.25 95 40 25.0



3-2017                              ФАРМАКОМ

56

витримували при кімнатній температурі 30 хв, 
потім визначали оптичну густину вмісту лунок 
за довжини хвилі 540 нм за допомогою мульти-
лункового спектрофотометра Surise Tecan (Ав-
стрія). Кількість життєздатних клітин визнача-
ли за формулою:

КЖК = ОГДК/ОГКК × 100 %,

де КЖК — кількість життєздатних клітин 
(%);

ОГКК — оптична густина в лунках з 
досліджуваними розчинами для 
ПД або з 0.9% розчином натрію 
хлориду;

ОГДК — оптична густина в лунках з куль-
туральним середовищем [16].

Для характеристики залежності між цито-
токсичною дією досліджуваних розчинів для 
ПД in vitro та їх складом було проведено ста-
тистичний кореляційний аналіз обох рядів ре-
зультатів. Визначено коефіцієнт кореляції (r) 
між показниками за дії кожного ПДР залежно 
від складу розчину. При цьому вважали, що 
при r = 1 між двома величинами існує тісний 
функціональний зв’язок. Відповідно, за величи-
ною коефіцієнта кореляції можна судити про 
взаємозв’язок між показниками: 0 < /r/ < 0.2 
— дуже слабка кореляція; 0.2 < /r/ < 0.5 — 
слабка кореляція; 0.5 < /r/ < 0.7 — середня 
кореляція; 0.7 < /r/ < 0.9 — сильна кореляція; 
0.9 < /r/ < 1 — дуже висока кореляція. Від’ємні 

значення коефіцієнта кореляції свідчать про 
оберненопропорційний (негативний) зв’язок, 
тоді як його позитивні значення — про прямо-
пропорційний зв’язок [17].

Результати та їх обговорення

Результати дослідження впливу ізотонічно-
го розчину натрію хлориду та ПДР на культуру 
клітин лінії Vero представлені на Рис. 1. Так, у 
нативній концентрації досліджувані розчини 
проявляли помірну цитотоксичну активність, 
кількість життєздатних клітин після 24-годинної 
інкубації була в межах 11–25 %. При цьому 
найбільша цитотоксична активність була вста-
новлена для розчину № 5, оскільки після його 
впливу залишилось 11.86 % живих клітин, а най-
менша — для зразка № 0 (24.69 % живих клітин) 
щодо клітин в контрольних лунках. Розчини у 
розведенні 3:1 (3 частини препарату і 1 части-
на середовища для культивування) проявляли 
дещо меншу цитотоксичну дію (кількість жит-
тєздатних клітин була в межах 54–64 %). За дії 
розчинів у розведенні 2:1 (2 частини препара-
ту і 1 частина середовища для культивування 
клітин) кількість життєздатних клітин визна-
чена в межах 60–67 %. За розведення розчи-
нів середовищем для культивування клітин у 
співвідношенні 1:1 встановлено їх ще меншу 
цитотоксичну дію, після інкубації залишалось 
67–75 % життєздатних клітин. У розведенні 
1:2 (1 частина препарату і 2 частини середови-
ща для культивування) зразки виявляли не-

Рисунок 1

Виживання клітин лінії Vero після інкубації в досліджуваних розчинах різних розведень (дані 

МТТ-тесту)

Примітка. 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 — номери досліджуваних зразків.
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значну цитотоксичну дію, при цьому кількість 
життєздатних клітин лінії Vero була найвищою 
(87–96 %) (Рис. 1).

Отже, отримані результати дослідження до-
зволяють дійти висновку, що нативні ізотонічний 
розчин натрію хлориду та розчини препаратів 
для ПД проявляли більш виразну цитотоксичну 
дію, ніж при їх розведенні. Зменшення концен-
трації препаратів в інкубаційному середовищі 
клітин лінії Vero шляхом їх розведення сприя-
ло збільшенню кількості життєздатних клітин. 
Цей факт можна пояснити позитивним впливом 
зменшення осмолярності, вмісту ПДГ, глюкози 
й натрію лактату та підвищення рН в інкубацій-
них пробах на життєздатність клітин.

Досліджуючи цитотоксичність традиційних 
ПДР, було показано, що за рН 5.5 спостеріга-
ється повне інгібування росту клітин, тимча-
сом як натрію лактат при нейтральному зна-
ченні рН не призводив до суттєвих побічних 
ефектів [8]. З цієї причини Witowski та співавт. 
проводили дослідження інгібуючого впливу 
ПДР на життєздатність людських ПМК по-
передньо нейтралізованими ПДР до рН = 7.3 
0.1 М розчином натрію гідрокарбонату [11]. 
За рН 5.5 проводиться термічна стерилізація 
традиційних ПДР протягом 15–60 хв при тем-
пературі 121 °С. Значення рН цих розчинів піс-
ля стерилізації знаходиться в межах від 5 до 6 
[2, 3, 8, 10, 14, 15, 19, 20]. Кисле значення рН у 
деяких пацієнтів спричиняє виникнення болю 
при введенні ПДР у черевну порожнину [10]. 
Як свідчать власні експериментальні дослі-
дження, у лактатовмісних розчинах зміни рН 
не спостерігалося за значення рН до стериліза-
ції 5.0–5.25. При зростанні рН від 5.3 до 7.1 до 
стерилізації відбувається зміна рН (зменшення 
рН), величина якого залежить від рН до стери-
лізації, концентрації глюкози, натрію лактату 
й режиму стерилізації [14, 15, 19, 20, 21]. Про-
тягом стерилізації, крім карбонільних сполук, 
утворюються низькомолекулярні альдегіди і кис-
лоти в результаті фрагментації молекул глюко-
зи і ПДГ. Серед низькомолекулярних альдегідів 
були виявлені такі сполуки — метилгліоксаль 
(0.5–12 μмоль/л), гліоксаль (0–14 μмоль/л), 
формальдегід (3–17 μмоль/л), ацетальдегід 
(77–454 μмоль/л), 5-гідрокси метилфурфурол 
(5-ГМФ) (6–19 μмоль/л), 2-фуральальдегід [2, 
4, 7, 10, 14, 15, 19, 21, 22].

Під час порівняльного вивчення сти-
мульованого вивільнення інтерлейкіну-6 
1L-1β-інтерлейкіном та життєздатності ПМК 
від різних донорів у МТТ-тесті у розчинах для 
ПД, попередньо нейтралізованих до рН 7.3, 
які містили 1.5 % і 4.25 % глюкози і піддавалися 

лише стерилізуючій фільтрації та стерилізу-
ючій фільтрації з наступною термічною сте-
рилізацією, було встановлено такі ефекти під 
час інкубації клітин у співвідношенні з сере-
до вищем 1:1. Розчини для ПД, які піддавалися 
стерилізуючій фільтрації, не чинили інгібую-
чого впливу на життєздатність клітин протя-
гом 4 діб. Протягом наступних 6 діб спостері-
галося незначне зменшення життєздатності 
клітин (10 %). У той же час термічно обробле-
ні розчини чинили сильний інгібуючий ефект 
на життєздатність клітин. У розчині з вмістом 
1.5 % глюкози спостерігалася життєздатність 
на рівні 60 % після інкубації протягом 1 доби й 
(29.8 ± 25.0) % після 10 днів інкубації. У розчині 
з вмістом 4.25 % спостерігалася життєздатність 
на рівні (36.1 ± 34.5) % після інкубації протягом 
1 доби і ≈ 30 % після 10 днів інкубації. Під час 
порівняльного вивчення життєздатності ПМК 
після перебування у нативних розчинах протя-
гом 1 год було встановлено, що життєздатність 
клітин у розчинах, які піддавалися стерилізую-
чій фільтрації, майже не змінилася, тимчасом 
у розчинах, що містили 1.5 % і 4.25 % глюкози і 
які піддавалися термічній стерилізації, життєз-
датність клітин становила ≈ 60 % і 30 % відповід-
но. Це свідчить про несприятливий вплив ПДГ 
на життєздатність клітин. Однак протягом на-
ступного перебування клітин у розчинах спо-
стерігалося суттєве погіршення життєздатності 
клітин у розчинах, як тих, що піддавалися сте-
рилізуючій фільтрації (≈ 50 % за двох концен-
трацій глюкози), так і тих, що піддавалися тер-
мічній стерилізації (30 % і 25 % життєздатності 
за концентрації глюкози 1.5 % і 4.25 % відповід-
но) [11]. Дані цих авторів свідчать про те, що 
життєздатність клітин суттєво знижується при 
проведенні досліджень з нативними розчина-
ми, а також що за тривалого перебування клі-
тин у розчинах для ПД відбувається зниження 
життєздатності клітин, ступінь якого більшою 
мірою залежить від технологічних прийомів 
(стерилізуюча фільтрація і стерилізуюча філь-
трація з наступною термічною стерилізацією) 
та меншою мірою від концентрації глюкози. 
На основі цих даних і власних досліджень мож-
на зробити висновок, що при тривалому збе-
ріганні нативні розчини для ПД і розчини, що 
містять живильне середовище у співвідношенні 
1:1, наділені цитотоксичним ефектом стосовно 
живих клітин, ступінь якого незначно залежить 
від концентрації глюкози. Попередня нейтралі-
зація розчинів до рН 7.3 для досліджень in vitro, 
а також додавання живильного середовища у 
великих кількостях нівелює вплив кислого се-
редовища на їх цитотоксичність. За реальних 
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умов застосування традиційні слабокислі роз-
чини мають прямий контакт з очеревиною, то-
му дослідження in vitro доцільно проводити без 
нейтралізації і розведення живильним серед-
овищем. Як зазначає Ortiz та співавт., при вве-
денні традиційних розчинів для ПД у перито-
неальну очеревину їх рН досягає 7.0 протягом 
30 хв і 7.3 — протягом 90–120 хв [10].

Linden та співавт. проводили дослідження з 
вивчення цитотоксичності на фібробластах ми-
шей L-929 (CCL-1; ATCC, Rockville, MD, USA) з 
використанням нейтрального вітального черво-
ного після інкубації об’єктів дослідження про-
тягом 72 год [1]. Як об’єкти дослідження вико-
ристовувалися 3,4-ДГЕ і традиційні розчини 
для ПД з вмістом глюкози 1.5 % і 4.25 % і 3,4-ДГЕ 
9.9 μмоль/л і 22 μмоль/л відповідно. Розчини 
для ПД інкубувалися у розведенні живильним 
середовищем, яке містить 10 % сироватки те-
лячого плоду, у співвідношенні 5:6 для розчи-
ну з вмістом глюкози 1.5 % і 4:7 для розчину з 
вмістом глюкози 4.25 %. Інгібування росту клі-
тин для розчину з вмістом глюкози 1.5 % було 
(21 ± 4) % за кінцевих концентрацій глюкози і 
3,4-ДГЕ у пробі 1.54 % і 4.5 μмоль/л, а для роз-
чину з вмістом глюкози 4.25 % — (27 ± 4) % за 
кінцевих концентрацій глюкози і 3,4-ДГЕ у про-
бі 0.68 % і 8 μмоль/л відповідно. Для проб, які 
містили 3,4-ДГЕ у концентраціях 4.5 і 9 μмоль/л, 
інгібування росту клітин було 5 % і 10 %, що сут-
тєво нижче, ніж у дослідженні з інкубаційними 
пробами (розчини для ПД + середовище) з тим 
самим вмістом 3,4-ДГЕ. Linden та співавт. при-
пускають, що загальна концентрація 3,4-ДГЕ у 
традиційних розчинах для ПД є значно вищою, 
ніж та, що кількісно визначається, за рахунок 

швидкого утворення 3,4-ДГЕ з пулу його попе-
редників при зменшенні концентрації 3,4-ДГЕ 
у пробі [1]. На основі власних досліджень це 
явище можна пояснити ще і тим, що на пригні-
чення росту клітин, крім концентрації 3,4-ДГЕ, 
впливає і рН розчину, наявність глюкози й на-
трію лактату в нефізіологічних концентраціях, 
вміст інших ПДГ, зокрема 5-ГМФ, гіперосмо-
лярність, однак важко сказати, до якого ступе-
ня ці ефекти можуть приписуватися кожному 
чиннику.

Наші дослідження підтвердили гіпотезу про 
негативний вплив кислих значень рН (5.11–5.77), 
високого вмісту глюкози, натрію лактату та під-
вищеної осмолярності на біосумісність розчинів 
in vitro, оскільки життєздатність клітин у при-
сутності ізотонічного розчину натрію хлориду 
була суттєво вищою (24.69 %) порівнюючи з роз-
чинами для ПД різного складу (11.86–16.08) %. 
Порівняно низьку життєздатність клітин нир-
ки мавпи лінії Verо у присутності ізотонічного 
розчину натрію хлориду можна пояснити, зо-
крема, його низьким значенням рН (5.11). Серед 
усіх чинників найбільший коефіцієнт кореля-
ції (r = 0.31) був встановлений між зростанням 
життєздатності і збільшенням рН розчину після 
стерилізації. Відповідно до прийнятої практики 
в статистиці, такий зв’язок характеризується 
як слабкий. Для розрахунку кореляції не вра-
ховувався ізотонічний розчин натрію хлориду 
і зразок 5, оскільки за майже найвищого зна-
чення рН і відсутності ПДГ життєздатність клі-
тин була найнижчою (Рис. 2, Табл. 4).

Коефіцієнт кореляції між зменшенням жит-
тєздатності і збільшенням оптичної густини 
розчину після стерилізації за 228 нм був вста-

Рисунок 2
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новлений як 0.202, й це характеризує кореля-
ційний зв’язок між величинами також як слаб-
кий, однак з меншим значенням порівнюючи з 
кореляцією між збільшенням життєздатності і 
підвищенням рН розчину. Оптична густина за 
228 нм характеризує суму чинників: вміст на-
трію лактату, 5-ГМФ та 3,4-ДГЕ (Рис. 3, Табл. 4). 
Дані досліджень вказують на те, що під час роз-
робки технології розчинів для ПД необхідно до-
сягнути балансу між рН розчину до і після сте-
рилізації та ступенем деградації глюкози.

Erixon та співавт. встановили добру коре-
ляцію між ступенем інгібування фібробластів 
мишей (L-929) та концентрацією 3,4-ДГЕ у виго-
товлених в умовах лабораторії розчинах для ПД 
з вмістом глюкози 1.5 %: у = 0.9446х + 27.235 
за R2 = 0.8755, де х — вміст 3,4-ДГЕ (μМ) у су-
міші: розчин для ПД – живильне середовище 
у співвідношенні 1:1. Також ці вчені встановили, 
що під час зберігання розчинів при 40 °С про-
тягом 60 діб їх інгібуюча дія на фібробласти та 
ПМК зменшується на паралелі зі зменшенням 
концентрації 3,4-ДГЕ, а також те, що останні є 
більш чутливими до розчинів для ПД, ніж фі-
бробласти. Для досліджень використовувалися 
ПМК 2–3 пасажу з нічних діалізатів від щонай-
менше 5 донорів; ступінь інгібування росту клі-
тин визначався за методикою з використанням 
нейтрального червоного. Перед визначенням 
ступеня інкубування ПМК інкубувалися про-
тягом 72 год при 37 °С у суміші з живильним 
середовищем, яке містило 20 % ембріональної 
телячої сироватки, незамінні амінокислоти і 
2 % L-глютаміну [2].

A. Fernández-Perpén і співавт. встановили, 
що результати вивчення життєздатності ПМК 
in vitro (72 год) були гіршими порівнюючи з 
результатами ex vivo під час порівняльного ви-
вчення впливу традиційного ПДР і розчину з 
низьким вмістом ПДГ [5]. У дослідженні вико-
ристовувалися клітини перитонеальної мембра-
ни, відібрані від неуремічних пацієнтів (in vitro), 
та ПМК, відібрані з діалізатів пацієнтів, які під-
давалися лікуванню традиційним ПДР і ПДР з 
нижчим вмістом ПДГ (ex vivo). Під час дослі-
дження in vitro було встановлено, що дія тради-
ційного ПДР закінчувалася помітною смертю 
клітин (плаваючі клітини круглої форми) або на-
буванням клітинами веретеноподібної форми, 
меншим вмістом протеїну Е-кадхерину і mRNA 
протеїну Е-кадхерину (рибонуклеїнової кисло-
ти), більшим вмістом фактора росту судинного 
ендотелію. Однак під час дослідження ex vivo 
ПМК від пацієнтів, які піддавалися діалізному 
лікуванню розчином з низьким вмістом ПДГ, 
клітини мали тенденцію утримувати епітелі-
альний фенотип і суттєво нижчий рівень інтер-
лейкіну IL-8. Вищий рівень інтерлейкіну IL-8 у 
діалізаті вказує на прозапальний стан очереви-
ни. Інші маркери епітеліально-мезенхімального 
перетворення (Е-кадхерин, фібронектин, ко-
лаген І, фактор росту судинного ендотелію, 
інтерлейкін-8, транформуючий фактор рос-
ту β) мали подібні середні показники у двох 
групах пацієнтів [5]. Отримані результати, на 
нашу думку, свідчать про незначну кореляцію 
результатів in vitro та ex vivo.

У дослідженнях Distler та співавт. зазнача-
ється, що під час дослідження життєздатності 

Рисунок 3
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фібробластів мишей лінії NIH 3T3 у присутності 
традиційного промислово виробленого розчи-
ну з вмістом глюкози 4.25 % їх життєздатність 
після першої доби становила ≈140 % щодо жит-
тєздатності в нульовій точці. Проте після 2 діб 
інкубації життєздатність становила вже 27 %. 
Distler та співав. пояснюють цей факт впли-
вом ПДГ. З іншого боку, після 4 діб життєздат-
ність фібробластів зменшилася до 70 % у при-
сутності розчину для ПД аналогічного складу, 
який був виготовлений у лабораторних умовах 
з використанням методу стерильної фільтрації 
(ПДГ відсутні). Даний факт ці автори поясню-
ють впливом високої осмолярності та наявніс-
тю натрію лактату [22].

Варто зауважити, що як традиційні, так i 
більш біосумісні розчини для ПД пригнічують 
ріст планктонних мікроорганізмів, зокрема 
Coagulase negative Staphylococci, Pseudomonas 
aeruginosa. Ці штами утворюють біоплівку в 
присутності розчинів для ПД [23]. Досліджен-
ня, опубліковані у 2016 р., пов’язують цей факт 
з бактеріостатичними властивостями розчи-
нів для ПД, які, можливо, спричинені високим 
вмістом глюкози, підвищеною осмолярністю, 
наявністю ПДГ з антибактеріальними власти-
востями, зокрема метилгліоксалем [7].

Підсумовуючи наведені результати, можна 
стверджувати, що клітинні культури являють 
собою стандартну модель у біомедичних до-
слідженнях in vitro. Вони дозволяють провести 
комплексне вивчення клітинних механізмів як у 
фізіологічних, так і в експериментальних умовах, 
не використовуючи лабораторних тварин [13]. 
Тестування методом MTT та з використанням 
барвника нейтрального червоного базуються 

на вивченні метаболічних шляхів цитотоксич-
ного впливу фармацевтичних препаратів у до-
клінічних дослідженнях. Залежно від методу, 
який використовують, можна дослідити, на яку 
ланку метаболізму впливає той чи інший пре-
парат, що добре демонструє Рис. 4.

Літературні дані щодо досліджень безпеч-
ності розчинів для ПД свідчать про цитотоксич-
ність цих розчинів, зумовлену впливом комбі-
нації чинників, зокрема кислим значенням рН 
(5–6), наявністю ПДГ, високим вмістом глюкози 
та натрію лактату, високою осмолярністю цих 
розчинів [8-10, 22].

Висновки

Для вивчення біосумісності розчинів для ПД 
з очеревиною проводяться численні досліджен-
ня, серед яких є поширеними дослідження з ви-
вчення життєздатності клітин за МТТ-тестом та 
тестом з нейтральним червоним. Літературні 
дані свідчать, що традиційні розчини для ПД ма-
ють низьку біосумісність через високі значення 
вмісту глюкози, лактату, ПДГ і осмолярності та 
низьке значення рН. Однак важко сказати, до 
якої міри біонесумісність приписується кож-
ному чиннику окремо або комбінації чинників. 
Наші дослідження підтвердили гіпотезу про не-
гативний вплив низьких значень рН, високого 
вмісту глюкози, натрію лактату та підвищеної 
осмолярності на біосумісність розчинів in vitro, 
оскільки життєздатність клітин лінії Vero у при-
сутності ізотонічного розчину натрію хлориду 
була суттєво вищою: 24.69 % порівнюючи з роз-
чинами для ПД різного складу (11.86–16.08) %. 
Також було встановлено коефіцієнт кореляції 
0.31 (найбільше значення серед усіх визначе-
них) між підвищенням життєздатності клітин 

Рисунок 4

Біологічні тест-системи, як використовують для визначення цитотоксичної дії фармацевтичних 

препаратів (за даними «MQA Laboratories / Molecular Cell Biology & Virology Testing / Cytotoxicity / Cell 

Culture / Cell Line Generation»)
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і збільшенням рН розчину після стерилізації, 
тимчасом коефіцієнт кореляції між зниженням 
життєздатності клітин і збільшенням оптичної 
густини розчину при 228 нм після стерилиліза-
ції становив 0.202.

Співавтор Наталія Гудзь вдячна Міжнародно-

му вишеградському фонду (контракт № 51700107) 
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Определение жизнеспособности клеток во время 

фармацевтической разработки растворов для 

перитонеального диализа

Для изучения биосовместимости растворов для пери-
тонеального диализа (ПД) с брюшиной проводятся много-
численные исследования, среди которых распространены 
исследования по определению жизнеспособности клеточ-
ных линий с нейтральным красным и МТТ-тестом. Лите-
ратурные данные свидетельствуют, что традиционные 
растворы для ПД имеют низкую биосовместимость из-за 
высоких значений содержания глюкозы, натрия лактата, 
продуктов деградации глюкозы (ПДГ) и осмолярности и 
низких значений рН. Однако остается неясным, насколько 
бионесовместимость присуща каждому фактору отдельно 
или их комбинации. Наши исследования подтвердили гипо-
тезу о негативном влиянии комплекса факторов при кис-
лых значениях рН (5.11–5.77), ПДГ, высоком содержании 
глюкозы, натрия лактата и повышенной осмолярности на 
биосовместимость растворов in vitro. Так, жизнеспособ-
ность клеток почки обезьяны линии Verо в присутствии 
изотонического раствора натрия хлорида (24.69 %) была 
выше по сравнению с растворами для ПД разного состава 
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(11.86–16.08) %. Установлено высокое значение коэффи-
циента корреляции 0.31 между ростом жизнеспособности 
и увеличением рН раствора после стерилизации, которое с 
позиции статистики характеризует корреляционную связь 
между величинами как слабую. Коэффициент корреляции 
между уменьшением жизнеспособности и увеличением 
оптической плотности раствора после стерилизации при 
228 нм был установлен как 0.202, что с позиции статистики 
характеризует корреляционную связь между величинами 
также как слабую. Данные исследований показывают, что 
при разработке технологии растворов для ПД необходимо 
достичь баланса между рН раствора до и после стерилиза-
ции и степенью деградации глюкозы.

Ключевые слова: растворы для перитонеального диа-
лиза, жизнеспособность клеток, МТТ-тест, культура кле-
ток линии Verо.
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Determination of cell viability during pharmaceutical 

development of solutions for peritoneal dialysis

For studying the biocompatibility of solutions for perito-
neal dialysis (PD) with the peritoneum, numerous studies are 
conducted, among which studies are widely conducted for 
determination of the viability of cell lines with neutral red and 
MTT-test. The literature data indicate that traditional solutions 
for PD have low biocompatibility due to high glucose, sodium 
lactate, glucose degradation products (GDP), and osmolarity 
and low pH values. However, it remains unclear how much 
bio-compatibility is attributed to each factor or their combi-
nation. Our studies confirmed the hypothesis of the negative 
effect of the complex of factors: acid pH (5.11–5.77), GDP, 
high glucose, sodium lactate and an increased osmolarity on 
the biocompatibility of solutions in vitro as the viability of Vero 
monkey kidney cells in the presence of isotonic sodium chlo-
ride solution (24.69 %) was higher in comparison with solutions 
for PD of different composition (11.86–16.08) %. The largest 
value of the correlation coefficient 0.31 between the growth of 
viability and the increase in the pH of the solutions after ster-

ilization was established, which from the position of statistics 
characterizes this correlation relation between the quantities as 
weak. The correlation coefficient between the decrease of the 
viability and the increase of the absoebance of the solutions af-
ter sterilization at 228 nm was established as 0.202, which from 
the position of statistics characterizes the correlation relation-
ship between the values as well as the weak correlation. The 
research data show that when developing the technology for 
solutions for PD, it is necessary to achieve a balance between 
the pH of the solution before and after sterilization and the de-
gree of glucose degradation.

Keywords: solutions for peritoneal dialysis, cell viability, 
MTT-test, cell culture of the Vero line.
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Вивчення впливу препарату «Бронхофіт», настойка складна, на 
структурно-функціональні показники бронхолегеневої системи щурів в 
умовах експериментального альвеоліту
У роботі наведено результати дослідження впливу препарату «Бронхофіт», настойка складна, виробництва 
ТОВ «НВФК “ЕЙМ”» на структурно-функціональні показники бронхолегеневої системи щурів порівнюючи з препа-
ратом порівняння «Бронхікум®», еліксир, виробництва фірми Nattermann (Німеччина) в умовах експериментального 
альвеоліту, викликаного інтратрахеальним введенням кобальту хлориду у дозі 2.5 мг/кг.
Встановлено, що інтратрахеальне введення кобальту хлориду викликає розвиток гострого альвеоліту, про що свідчило 
значне зростання абсолютної та відносної маси легенів щурів, зміна клітинного складу лаважу: збільшення загальної 
кількості клітин бронхоальвеолярного змиву, порушення співвідношення клітин у бік збільшення вмісту вільних аль-
веолярних макрофагів і зменшення кількості лімфоцитів та макрофагів-моноцитів та зміна гістоструктури легенів і 
бронхів щурів. При введенні у лікувально-профілактичному режимі у дозі 1 мл/кг препарат «Бронхофіт», настойка 
складна, виявляє пневмопротекторну дію, про що свідчить зменшення значною мірою проявів гострого токсичного 
альвеоліту та відновлення структурно-функціональних показників бронхолегеневої системи. За деякими показниками 
(альвеолярні макрофаги, макрофаги-моноцити та фосфоліпіди) препарат «Бронхофіт», настойка складна, перевищує 
препарат порівняння «Бронхікум®», еліксир.

Ключові слова: «Бронхофіт», настойка складна, бронхолегенева система, експериментальний альвеоліт, пневмопротек-
торна дія, фармакологія, щури, кобальту хлорид.

У наш час однією з актуальних проблем фар-
макології є пошук нових ефективних лікарських 
засобів для патогенетичної терапії гострих і хро-
нічних захворювань легенів, що мають не тіль-
ки секретолітичний, бронхолітичний та проти-
кашльовий ефекти, але й протекторну дію що-
до сурфактантної системи легенів.

Респіраторні захворювання є найчастішою 
причиною звернення за лікарською допомо-
гою. За даними дослідження споживчого рин-
ку, за осінньо-зимовий період близько 80 % 
українців переносять застудні захворювання 
[1]. Найбільш характерним симптомом для цієї 
групи захворювань, безсумнівно, є кашель. Цю 
захисну реакцію, завдяки якій очищуються ди-
хальні шляхи, можуть викликати різні причи-
ни: вади розвитку бронхів і легенів, бронхіаль-
на астма, чужорідні тіла, проблеми з серцево-
судинною та шлунково-кишковою системами 
[2]. Кашель є найпоширенішим симптомом, 
що спостерігається при первинній медичній 
допомозі [3, 4], а хронічній кашель є однією 
з найчастіших причин для нових звернень до 
спеціалістів-пульмонологів [5]. Поширеність 
хронічного кашлю (тривалістю понад вісім 
тижнів) становить від 10 % до 30 % [6, 7]. Наяв-
ність хронічного кашлю несприятливо впливає 
на якість життя, пов’язану зі здоров’ям [8-10], 
а успішне лікування часто значно його поліп-
шує [8, 9]. Однак найчастіше кашель супрово-
джує саме запальні захворювання, викликані 
інфекціями дихальної системи. Кашель може 
становити серйозну проблему, якщо виведен-

ню бронхіального секрету перешкоджають 
його властивості та стан дихальних шляхів [2]. 
Бронхіальний секрет — це складний комплекс, 
який складається з секрету бронхіальних залоз і 
келихоподібних клітин, поверхневого епітелію, 
продуктів метаболізму рухливих клітин, альве-
олярного сурфактанту, тканинного транссудату 
[11]. Складний за складом бронхіальний секрет 
продукується кількома видами клітин. Келихо-
подібні клітини, що знаходяться переважно в 
екстраторакальній частині трахеї, виділяють 
слизовий секрет. Секреторні клітини Клара, 
найчисельніші в дрібних бронхах і бронхіо-
лах, синтезують фосфоліпіди та бронхіальний 
сурфактант; альвеолярні пневмоцити II типу 
— альвеолярний сурфактант, що необхідний 
для підтримки поверхневого натягу альвеол і 
видалення з них сторонніх частинок. По всій 
поверхні слизової оболонки трахеобронхіаль-
ного дерева розташовані плазматичні клітини, 
які продукують імуноглобуліни, що запобігають 
фіксації бактеріальних токсинів і проникнен-
ню їх углиб бронхіальної стінки. При цьому мі-
кроорганізми аглютинуються мокротинням та 
елімінуються разом з ним [11].

Відомо, що у забезпеченні нормального функ-
ціонування альвеолярного апарату легень та 
ефективного газообміну велике значення від-
водиться сталості хімічного складу та структу-
рованості легеневого сурфактанту. Арсенал 
препаратів, що мають протекторну дію щодо 
сурфактантної системи легень, невеликий, то-
му доцільним є пошук нових лікарських засобів 
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із зазначеним ефектом. У зв’язку з цим дослі-
джено вплив препарату «Бронхофіт», настой-
ка складна, виробництва ТОВ «НВФК “ЕЙМ”» 
на структурно-функціональні показники брон-
холегеневої системи щурів в умовах експери-
ментального альвеоліту, викликаного інтокси-
ка цією кобальту хлоридом.

Мета роботи

Вивчення впливу препарату «Бронхофіт», на-
стойка складна, виробництва ТОВ «НВФК “ЕЙМ”» 
на структурно-функціональні показники брон-
холегеневої системи щурів порівнюючи з пре-
паратом порівняння «Бронхікум®», еліксир, ви-
робництва фірми Nattermann (Німеччина).

Матеріали та методи

Дослідження були проведені на базі 
ДП «ДНЦЛЗ» на білих щурах-самках лінії Ві-
стар масою 150-180 г. Досліди були виконані 
згідно з Європейською конвенцією щодо за-
хисту хребетних тварин, що використовують-
ся з експериментальною та іншою науковою 
метою. Дослідний препарат «Бронхофіт», на-
стойка складна, — це складна настойка із сумі-
ші лікарської рослинної сировини (аїру коренів 
(Calami radix), алтеї коренів (Althaeae radix), ли-
пи квіток (Tiliae flos), нагідок квіток (Calendulae 
flos), солодки коренів (Liquiritiae radix), шавлії 
лікарської листя (Salviae officinalis folium), бузи-
ни квіток (Sambuci flos), кропиви листя (Urticae 
folium), м’яти перцевої листя (Menthae piperitae 
folium), чебрецю повзучого трави (Serpylli herba), 
оману коренів (Inulae helenii radix), ромашки 
квіток (Matricariae flos) (екстрагент — етанол 
40%). Як препарат порівняння використовува-
ли «Бронхікум®», еліксир, який був близький за 
фармакологічними властивостями до дослідного 
препарату, але відрізнявся за складом та містив 
настойку чебрецю, настойку гринделії (трава), 
настойку польового цвіту (коріння), настойку 
первоцвіту (коріння), настойку квебрахо (ко-
ра). Гострий токсичний альвеоліт викликали 
шляхом інтратрахеального введення кобальту 
хлориду (CoCl2) у дозі 2.5 мг/кг [12]. Тварини 
були розділені на такі експериментальні групи 
по 12 щурів у кожній: група № 1 — контроль-
на патологія, тварини з експериментальним 
альвеолітом; група № 2 — тварини з експери-
ментальним альвеолітом, яким у лікувально-
профілактичному режимі вводили препарат 
«Бронхофіт», настойка складна, у дозі 1 мл/кг; 
група № 3 — тварини з експериментальним аль-
веолітом, яким у лікувально-профілактичному 
режимі вводили препарат «Бронхікум®», еліксир, 
у дозі 1 мл/кг; група № 4 — контрольна група, 

тваринам якої вводили розчинник (воду очище-
ну) у дозі 1 мл/кг. На 8-й день після інсталяції 
кобальту з кожної групи брали по 6 тварин для 
дослідження фосфоліпідів сурфактанту. Лаваж 
отримували триразовим промиванням легень 
забуференим (5 мМ трис-HCl, pH 7.4) холодним 
фізіологічним розчином порціями по 4 мл. Для 
видалення клітин змиви об’єднували та центри-
фугували за швидкості 300 g протягом 10 хв. За-
гальну концентрацію фосфоліпідів обчислюва-
ли за вмістом ліпідного фосфору. Кількість клі-
тин дихальних шляхів у лаважі підраховували в 
камері Горяєва. Диференціальну оцінку клітин 
дихальних шляхів визначали в мазках, фарбо-
ваних за Романовським — Гімзою.

Легені тварин, що лишились, по 6 тварин 
з кожної групи, досліджували патоморфоло-
гічно (дане дослідження проведене за участі 
співробітників сектора патоморфології лабо-
раторії лікарської та промислової токсиколо-
гії ДП «ДНЦЛЗ»).

Результати досліджень наведено у формі 
середнього значення показника (x ) та їх стан-
дартного відхилення ( xS ). Статистичну оброб-
ку проводили методом варіаційної статистики з 
використанням t-критерію Стьюдента. Міжгру-
пові відмінності вважали значущими за умови 
р ≤ 0.05 (рівень значущості не менше 95 %).

Результати досліджень

Встановлено, що інтратрахеальне введення 
кобальту хлориду викликає розвиток гострого 
альвеоліту, про що свідчило значне зростан-
ня абсолютної та відносної маси легенів щу-
рів (Рис. 1).

Так, зокрема, було встановлено, що через 
сім діб після дії хлориду кобальту абсолютна 
маса легенів щурів групи патології (№ 1) скла-
ла в середньому 2.5 ± 0.11 г, що на 124.6 % пе-
ревищує аналогічний показник у контрольній 
групі (№ 2), абсолютна маса легень у якій скла-
ла 1.1 ± 0.07 г. Збільшення відносної маси леге-
нів щурів групи патології склало також близько 
120 % (123.2 %) порівнюючи з контролем і до-
рівнювало в середньому 1.5 ± 0.06 г, у той час 
як відносна маса легень останніх склала в се-
редньому 0.7 ± 0.04 г (Рис. 1). Ці зміни можуть 
свідчити про розвиток значного інтерстиціаль-
ного набряку в наслідок підвищення проникнос-
ті капілярів. Згідно з літературними даними, ці 
зміни характерні для уражень, викликаних саме 
сполуками кобальту, при яких спостерігається 
повнокров’я внутрішніх органів з різким ура-
женням капілярів, навколосудинний набряк та 
крововиливи [12-15].
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Рисунок 1
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з альвеолітом

Таблиця 1

Вплив препарату «Бронхофіт», настойка складна, на загальну кількість клітин та на їх диференціальне 

співвідношення в бронхоальвеолярному змиві щурів з альвеолітом

Дослідна група
Кількість клітин 

у 1 × 10 г легені

Альвеолярні

макрофаги
Лімфоцити

Макрофаги-

моноцити

Група 1 
(патологія)

2.7 ± 0.22** 66.8 ± 4.64** 12.0 ± 2.34** 21.2 ± 3.69**

Група 2 
«Бронхофіт», настойка складна»

1.9 ± 0.10* 25.0 ± 3.66*.**.*** 42.3 ± 3.40*.** 32.7 ± 3.20*.***

Група 3 
«Бронхікум®», еліксир

2.0 ± 0.20 39.8 ± 3.16*.** 36.8 ± 2.96*.** 23.3 ± 1.05**

Група 4 
(контроль)

1.5 ± 0.14* 8.2 ± 0.95* 60.8 ± 2.60* 31.0 ± 2.42*

Примітки:
* — р ≤ щодо групи патології (критерій);
** — р ≤ щодо групи контролю (критерій);
*** — р ≤ «Бронхофіт», настойка складна, щодо «Бронхікум®», еліксир.
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Під час дослідження клітин бронхоальвео-

лярного змиву в мазку було відзначено значне 
збільшення їх кількості порівнюючи з групою 
№ 2 (контроль). Кількість клітин збільшилася 
майже вдвічі (на 78.7 %) та склала в середньому 
2.7 ± 0.22 у перерахунку на 1 × 10-6 г легень, тоді 
як загальна кількість клітин бронхоальвеоляр-
ного змиву групи № 2 дорівнювала в середньо-
му 1.5 ± 0.14 у перерахунку на 1 × 10-6 г легень 
(Табл. 1). Порівнюючи з контролем змінився і 
клітинний склад лаважу: відбулось збільшення 
загальної кількості клітин бронхоальвеолярно-
го змиву, порушення співвідношення клітин у 
бік збільшення вмісту вільних альвеолярних 
макрофагів і зменшення кількості лімфоцитів 
та макрофагів-моноцитів (Табл. 1). Також збіль-
шилась на 45 % загальна кількість фосфоліпідів 
у лаважі (Рис. 2).

Під час мікроскопічного дослідження гісто-
структури легенів і бронхів щурів через 7 діб 
після впливу кобальту хлориду виявлено по-
товщення міжальвеолярних перетинок за ра-
хунок проліферації макрофагів, десквамацію 
альвеолоцитів, дистелектаз та ателектаз зі зна-
чним вмістом макрофагів, збільшення перивас-
кулярної лімфоїдної інфільтрації, що дозволяє 
класифікувати процес за патоморфологічними 
ознаками як підгострий фіброзний альвеоліт.

При введенні у лікувально-профілактичному 
режимі препаратів «Бронхофіт», настойка склад-
на, та «Бронхікум®», еліксир, було встановле-
но, що значною мірою зменшуються наведені 
вище прояви гострого токсичного альвеоліту. 
Як видно з Рис. 1, знижується абсолютна та від-
носна маса легень до значень, близьких до фі-
зіологічного контролю: абсолютна маса легень 
у тварин, яких лікували препаратами «Бронхо-
фіт», настойка складна, та «Бронхікум®», елік-
сир, перевищувала масу легень контрольних 
тварин на 18.5 % та 52.8 % відповідно; відносна 
маса — на 17.4 % та 55.1 % відповідно. Також 
спостерігалась значна нормалізація загальної 
кількості фосфоліпідів у змиві порівнюючи з 
патологією (Рис. 2), зменшення загальної кіль-
кості клітин бронхоальвеолярного лаважу та 
зменшення кількості альвеолярних макрофа-
гів (Табл. 1). Відзначалися деякі відмінності в 
інтенсивності впливу препаратів на окремі до-
сліджувані структурно-функціональні показни-
ки бронхолегеневої системи: зокрема, кількість 
макрофагів-моноцитів та фосфоліпідів у лаважі 
щурів з гострим токсичним альвеолітом, яких 
лікували препаратом «Бронхофіт», настойка 
складна, майже досягла рівня фізіологічного 
контролю, на відміну від щурів, яких лікували 
препаратом «Бронхікум®», еліксир, та відріз-

нялась від контролю на 5.4 % (для макрофагів-
моноцитів) та на 13.7 % (для фосфоліпідів). Спо-
стерігалися незначні відмінності в інтенсивнос-
ті прояву патоморфологічних ознак гострого 
альвеоліту в експериментальних групах, яких 
лікували цими препаратами.

Отже, в результаті проведених досліджень 
встановлено, що препарат «Бронхофіт», на-
стойка складна, в умовах експериментально-
го альвеоліту, викликаного інтратрахеальним 
введенням кобальту хлориду, має пневмопро-
текторну дію і за деякими показниками (аль-
веолярні макрофаги, макрофаги-моноцити та 
фосфоліпіди) перевищує препарат порівняння 
«Бронхікум®», еліксир.

Висновки

1. Під впливом препаратів «Бронхофіт», на-
стойка складна, та «Бронхікум®», еліксир, у до-
зі 1 мл/кг на моделі експериментального аль-
веоліту, викликаного інтоксикацією кобальту 
хлоридом, знижується абсолютна та відносна 
маса легень до значень фізіологічного контро-
лю, що свідчить про однаковий фармакологіч-
ний ефект досліджуваних препаратів.

2. Препарат «Бронхофіт», настойка складна, 
на моделі патології у зазначеній дозі виявляє 
позитивну дію на структурно-функціональні 
показники бронхолегеневої системи, нормалі-
зуючи загальну кількість фосфоліпідів у змиві, 
кількість макрофагів-моноцитів, альвеолярних 
макрофагів, лімфоцитів та загальну кількість 
клітин в бронхіальному змиві.

3. Під впливом препарату порівняння «Брон-
хікум®», еліксир, також спостерігається віднов-
лення структурно-функціональних показни-
ків бронхолегеневої системи, проте кількість 
фосфоліпідів та альвеолярних макрофагів не 
досягає рівня фізіологічного контролю, пере-
вищуючи його на 32 % (фосфоліпіди) та майже 
в 5 разів (альвеолярні макрофаги).
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Изучение влияния препарата «Бронхофит», 

настойка сложная, на структурно-функциональные 

показатели бронхолегочной системы крыс в условиях 

экспериментального альвеолита

В работе приведены результаты исследования влияния 
препарата «Бронхофит», настойка сложная, производства 
ООО «НПФК “ЭЙМ”» на структурно-функциональные 
показатели бронхолегочной системы крыс по сравнению 
с препаратом сравнения «Бронхикум®», эликсир, произ-
водства фирмы Nattermann (Германия) в условиях экспе-
риментального альвеолита, вызванного интратрахеальным 
введением кобальта хлорида в дозе 2.5 мг/кг.

Установлено, что интратрахеальное введение кобальта 
хлорида вызывает развитие острого альвеолита, о чем свиде-
тельствовал значительный рост абсолютной и относительной 
массы легких крыс, изменение клеточного состава лаважа: 
увеличение общего количества клеток бронхоальвеолярно-
го смыва, сдвиг соотношения клеток в сторону увеличения 
содержания свободных альвеолярных макрофагов и умень-
шение количества лимфоцитов и макрофагов-моноцитов, а 
также изменение гистоструктуры легких и бронхов крыс. 
При введении в лечебно-профилактическом режиме в дозе 

1 мл/кг препарат «Бронхофит», настойка сложная, облада-
ет пневмопротекторным действием, о чем свидетельствует 
уменьшение в значительной степени проявлений острого 
токсического альвеолита и восстановление структурно-
функциональных показателей бронхолегочной системы. 
По некоторым показателям (альвеолярные макрофаги, 
макрофаги-моноциты и фосфолипиды) препарат «Бронхо-
фит», настойка сложная, превышает препарат сравнения 
«Бронхикум®», эликсир.

Ключевые слова: «Бронхофит, настойка сложная», 
бронхолегочная система, экспериментальный альвеолит, 
превмопротекторное действие, фармакология, крысы, ко-
бальта хлорид.
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Study of the effect of the preparation «Bronhofit, tincture 

complex» on the structural and functional parameters of 

the bronchopulmonary system of rats under conditions of 

experimental alveolitis

The results of the study of the effect of the herbal drug «Bron-
hofit, tincture complex», manufactured by «Research&Production 
Pharmaceutical Company» АIM» LLC (Ukraine) on the structural 
and functional parameters of the bronchopulmonary system of 
rats compared with the preparation «Bronchikum®, elixir» pro-
duced by the company Nattermann (Germany) in conditions 
of experimental alveolitis caused by intratrachial administra-
tion of cobalt chloride in a dose of 2.5 mg/kg.

It has been established that intratrachial administration of 
cobalt chloride causes the development of acute alveolitis, as 
evidenced by the significant increase in absolute and relative 
mass of lung in rats, the change in cellular composition of la-
vage: an increase in the total number of bronchoalveolar erosion 
cells, a shift in cell ratios towards increasing the content of free 
alveolar macrophages and reducing the number of lymphocytes 
and macrophage monocytes, and a change in the histostructure 
of the lung and bronchial rats. The herbal drug «Bronhofit, tinc-
ture complex» after injection of 1 ml/kg for prophylactic and 
therapeutic treatments, has a pneumoprotective effect, as evi-
denced by a significant decrease in the manifestations of acute 
toxic alveolitis and the restoration of structural and functional 
parameters of the bronchopulmonary system. 

According to some indicators (alveolar macrophages, mac-
rophage monocytes and phospholipids) the preparation «Bron-
hofit, tincture complex» exceeds the comparator preparation 
«Bronchikum®, elixir».

Key words: «Bronchofit, tincture complex», bronchopul-
monary system, experimental alveolitis, pneumoprotective 
effect, pharmacology, rats, cobalt chloride.
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Пірогенна реакція та пірогени як складова проблеми безпечності 
парентеральних препаратів
Стаття містить огляд літератури щодо проблеми пірогенної забрудненості парентеральних лікарських засобів, меха-
нізму реалізації токсичної дії пірогенів і клінічної симптоматики «ендотоксинової агресії» у людини. Основна причина 
пірогенності лікарських засобів — ендотоксини (ліпополісахариди) грамнегативних бактерій, які не піддаються стан-
дартним методам стерилізації, викликаючи в організмі низку тяжких патологічних ефектів аж до летальності. Наведені 
сучасні дані стосовно хімічного складу, просторової тривимірної структури, фізико-хімічних властивостей і патофізі-
ологічних ефектів ліпополісахаридів. Проаналізована група неендотоксинових пірогенів (ліпотейхоєва кислота, фун-
гальні β-глюкани, пептидоглюкани, віруси, водорості, синтетичні ад’юванти тощо), які на теперішній час привертають 
увагу, головним чином, як потенційні пірогенні домішки фармацевтичних препаратів.

Ключові слова: пірогенна реакція, пірогени, бактеріальні ендотоксини.

Введення парентеральних препаратів може 
супроводжуватись побічною дією у вигляді пі-
рогенної реакції, що характеризується підви-
щенням температури тіла, ознобом, іноді — роз-
ладом серцево-судинної діяльності з тяжкими 
патологічними наслідками [1]. 

Незадовільна якість води для ін’єкцій, висо-
ке забруднення сировини та повітря виробни-
чих приміщень та неналежна депірогенізація є 
основними причинами потрапляння ендотокси-
нів в готову продукцію фармацевтичного під-
приємства. Ці фактори також позначаються на 
якості препаратів, які виготовлені ex tempore за 
умов аптек [1-3]. 

Новітнє виробництво біологічних та біотехно-
логічних матеріалів підвищує ризик їх піроген-
ної забрудненості і потребує найретельнішого 
моніторингу пірогенів через високу потенційну 
можливість наявності ліпополісахаридів бакте-
ріального походження в живильних (культураль-
них) середовищах, системах експресії, клітин-
них культурах, трансгенах та безпосередньо в 
імунобіологічних препаратах [1].

Підвищення температури тіла, що спостері-
гається у відповідь на введення лікарського за-
собу, є пірогенною (лихоманковою) реакцією 
організму, так званою істинною лихоманкою. 
Слід відзначити, що підйом температури тіла 
може також спостерігатись під час інтенсивної 
роботи м’язів, за умов екзогенного перегріван-
ня, при сонячному чи тепловому ударі [2, 4, 5]. 
Водночас причини та механізм підвищення тем-
ператури тіла при пірогенній або при гіпертер-
мічних реакціях, перегріванні, активній м’язовій 
роботі принципово різняться [2, 4, 5].

Пірогенна реакція (лихоманка, гарячка) — 
системна неспецифічна терморегуляторна 
реакція організму на дію пірогенних речовин 

(пірогенів), яка характеризується тимчасовою 
перебудовою функції системи теплообміну і 
спрямована на підвищення температури тіла 
незалежно від температури навколишнього 
середовища [3, 4, 6-9]. 

Проблема пірогенності парентеральних 
лікарських засобів має давню історію: вже в 
1865 р. Billroth К. T. звернув увагу на випадки 
підвищення температури тіла після введення 
ін'єкційних препаратів і в експерименті in vivo 
на собаках дійшов висновку, що причиною пі-
рогенної реакції може бути як діюча речовина, 
так і розчинник, що використовується для виго-
товлення ін’єкційного препарату [10]. У 1866 р. 
Frese I. N. встановив [11], що ані кип’ятіння, ані 
фільтрація ін’єкційних розчинів не послаблює 
їх пірогенних властивостей. 

Хоча пірогенна реакція належить до однієї 
з проблем патології, яка має довгу історію до-
слідження, етап глибокого вивчення хімічної 
природи і біологічних властивостей пірогенів, 
інтимних механізмів формування процесу лихо-
манки припадає на 50–70-і роки минулого сто-
ліття. Роботи Bennett I.J. і Beeson P. B., Atkins E., 
Wood W. B. Jr., Snell E. S. стали поштовхом для 
поглибленого аналізу і фактичної конкретизації 
захисних механізмів, які визначають біологічну 
сутність пірогенної реакції [12-15].

Досі не з`ясовано чи можна розглядати пі-
рогенну реакцію як адаптаційний механізм, 
що виник у гомойотермних тварин в процесі 
еволюції. Хоча підвищення температури тіла 
сприяє бактеріостатичному і бактерицидному 
ефектам, стимулює специфічні та неспецифіч-
ні фактори системи імунобіологічного нагляду і 
активує стрес-реакцію, підсилюючи тим самим 
природну резистентність організму до бактері-
альної інфекції, водночас таке функціональне 
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перевантаження органів і фізіологічних систем, 
які безпосередньо залучені в пірогенну реакцію, 
призводить до їх розладу й іноді — до тяжких 
патологічних змін і летальності [4, 16]. 

Пірогенна реакція, патогенез та клінічні 

прояви. На даний час відомо, що в основі пі-
рогенної реакції лежить реакція гіпоталаміч-
ного центру терморегуляції на дію пірогенних 
речовин [4, 7, 9, 17]. 

Процес пірогенної реакції завжди проті-
кає в три стадії: на першій стадії відзначаєть-
ся підвищення температури тіла, на другій — 
температура тримається на високих цифрах; 
на третій стадії температура знижується до 
вихідного рівня [4, 7-9, 18-20]. 

На першій стадії розвитку пірогенної ре-
акції пірогени взаємодіють зі специфічними 
рецепторами на мембрані нейронів «уста-
новчої точки» центру терморегуляції гіпота-
ламуса, внаслідок чого підвищується актив-
ність мембранозв’язаної фосфоліпази А2 з на-
ступним вивільненням арахідонової кислоти і 
циклооксигеназа-контрольованим утворенням 
простагландину Е2 (ПГЕ2), що є ключовим ета-
пом розвитку пірогенної реакції [17, 21]. ПГЕ2 
через активацію аденілатциклази підвищує вну-
трішньоклітинний рівень вторинного посеред-
ника — циклічного 3’,5’-аденозинмонофосфату 
(цАМФ), за участю якого змінюється межа чут-
ливості терморегуляторного центру до темпе-
ратурних аферентних сигналів: активність хо-
лодочутливих нейронів медіальної преоптичної 
ділянки зростає, теплочутливих — зменшується, 
і механізми теплопродукції починають доміну-
вати над ефективністю процесів тепловіддачі 
[18, 21, 22]. Інтеграція температурних сигналів 
формує в гіпоталамусі ефекторні імпульси, що 
проходять переважно по симпатичних нервах і 
регулюють інтенсивність периферичного кро-
вообігу [4]. Наростаюча еферентна імпульсація 
нейронів заднього гіпоталамуса і ретикулярної 
формації стовбурової частини мозку ініціює 
синхронізацію скорочень окремих м’язових 
пучків скелетної мускулатури, що проявляється 
як м’язове тремтіння. Так званий «скорочуваль-
ний» термогенез, що включає терморегуляцій-
ний тонус, обумовлений збільшенням тонусу 
м’язів шиї, тулуба та кінцівок і зростанням їх 
теплопродукції, а також м’язове тремтіння, є 
одним з головних механізмів теплопродукції і 
підвищення температури тіла на початковому 
етапі пірогенної реакції. Поступово зростає до-
ля утворення тепла за рахунок «нескорочуваль-
ного» термогенезу, який активується завдяки 
значному посиленню симпатичного впливу на 
метаболічні процеси у м’язах, печінці, жировій 

тканині й різкого зростання рівня тиреоїдних 
гормонів у крові [4]. 

З переходом на другу стадію пірогенної ре-
акції, коли температура тіла досягає більш ви-
сокої «установчої точки» і залишається сталою 
певний час, теплопродукція урівноважується з 
тепловіддачею [4, 9, 19, 21, 23]. Тривалість і ди-
наміка цієї стадії пірогенної реакції визнача-
ються рядом факторів, серед яких вирішальне 
значення має концентрація пірогенів і чутли-
вість до них центрів терморегуляції, водночас 
на виразність підвищення температури впли-
вають властивості макроорганізму: потужність 
системи віддачі тепла, надійність функціональ-
ної та трофічної іннервації, наявність в організ-
мі енергетичного запасу [4, 7, 9, 24, 25].

Після припинення дії пірогенів на остан-
ній, третій, стадії пірогенної реакції продукція 
лейкоцитарних пірогенних цитокінів поступо-
во знижується, в нейронах переднього гіпота-
ламуса пригнічується активність фосфоліпа-
зи А2, циклооксигенази, цАМФ, зменшується 
вміст ПГЕ2, що призводить до підвищення межі 
збудження холодових рецепторів [9]. В резуль-
таті «установча точка» центру терморегуляції 
знижується, тепловіддача починає перевищува-
ти теплопродукцію: посилюється шкірна вазо-
дилатація, профузне потовиділення, розширю-
ються кровоносні судини, падає артеріальний 
тиск, а отже й температура тіла знижується до 
фізіологічної норми [21, 26]. Різке зниження тем-
ператури може призвести до тяжкого розладу 
серцево-судинної діяльності (аритмія, серцева 
недостатність, гіпо- і гіпертензивні реакції) аж 
до колапсу і летальності [4].

Розрізняють три ступеня прояву пірогенної 
реакції: легкий ступінь, який характеризується 
незначними суб’єктивними розладами і підви-
щенням температури тіла до 38 °С; при серед-
ньому ступені тяжкості реакції озноб і головний 
біль асоційовані з підйомом температури тіла 
до 39 °С; тяжкий ступінь пірогенної реакції су-
проводжується вираженим ознобом, блювотою, 
біллю в спині, ціанозом, задишкою, температу-
ра тіла зростає до 40 °С та вище [3]. 

У разі внутрішньосудинного введення піро-
генних лікарських засобів людині латентний 
період — до маніфестації клінічних ознак піро-
генної реакції — становить 45–90 хв [3, 26], за 
даними інших авторів — 15–40 хв [9], та в вдвічі 
довший у разі підшкірного введення [9]. 

У механізмі розвитку пірогенної реакції про-
відна роль належить пірогенним речовинам [1, 
3, 25]. Пірогени, або пірогенні речовини, — спо-
луки, які потрапляють ззовні або утворюються 
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всередині організму і викликають лихоманку 
(пірогенну реакцію) [1, 3, 4, 17]. 

Cлово «піроген» — грецького походження, 
«pyretos» — жар, «pyros» — вогонь; «pyrogenos» — 
той, що несе жар [3]. Вперше слово «піроген» 
вжив англійський фізіолог Burdon-Sanderson J. 
в 1876 р. стосовно речовин, що виділені з гни-
ючого м’яса [28]; і тільки в 1923 р. Seibert F. B. 
запропонувала термін «пірогени», зазначивши, 
що це речовини бактеріального походження, 
які потрапляють з ін’єкційними розчинами в 
кровоносну систему і викликають лихоманку 
[29]. Seibert F. B. перша виявила відсутність ко-
реляції між патогенними і пірогенними власти-
востями бактерій [29].

Пірогенні речовини поділяють на дві гру-
пи — екзогенні (бактеріальні і небактеріальні) 
і ендогенні (клітинно-тканьового походження). 
Екзогенні пірогени за механізмом дії є первин-
ними пірогенами і, проникаючи в організм, ще 
не викликають пірогенної реакції, а тільки іні-
ціюють цей процес, індукуючи власні клітини 
організму-хазяїна до продукції спеціальних біл-
кових речовин — вторинних пірогенів, які зі 
свого боку впливають на механізми терморегу-
ляції і призводять до пірогенної реакції [16, 26]. 
Вторинні пірогени (інтерлейкіни, інтерферон-
альфа, альфа-фактор некрозу пухлин) утворю-
ються в нейтрофільних лейкоцитах, моноцитах 
та інших фіксованих макрофагах [9, 17, 30, 31]. 
Найбільш вивченим є лейкоцитарний піроген, 
який продукується життєздатними нейтрофіль-
ними лейкоцитами [3, 32]. 

На цей час відомо, що властивості пірогена 
мають різні за походженням та досить різно-
манітні за хімічною будовою групи сполук, се-
ред яких бактеріальні ендотоксини відіграють 
ключову роль у патогенезі пірогенної реакції, 
тому їх будова та властивості вивчені найбільш 
повно [2, 3, 33].

Бактеріальні ендотоксини, структура, 

фізіко-хімічні властивості, патофізіологічні 

ефекти. Бактеріальні ендотоксини — основні 
компоненти зовнішньої мембрани клітинної 
оболонки грамнегативних бактерій — є висо-
котоксичними пірогенними макромолекулами 
та одними з найбільш потужних модуляторів 
імунної системи теплокровних тварин та лю-
дини [34-6]. Водночас бактеріальні ендотокси-
ни вважаються найнебезпечнішими домішка-
ми, що є частою причиною пірогенності гото-
вих ін’єкційних лікарських засобів, активних 
фармацевтичних субстанцій (АФС) та виробів 
медичного призначення [4, 16, 17, 27].

Молекула ендотоксину, яка складається з 
ліпідної, полісахаридної та білкової частин, 

після очищення втрачає білковий компонент 
і традиційно називається ліпополісахаридом 
(ЛПС) [2, 37].

ЛПС як компоненти зовнішньої мембрани 
клітинної стінки грамнегативних бактерій по-
стійно вивільняються в навколишнє середови-
ще під час зростання, ділення, загибелі або лі-
зису мікробної клітини [17, 38]. Клітинна стінка 
грамнегативних бактерій складається з зовніш-
ньої оболонки, внутрішньої цитоплазматичної 
мембрани та тонкого шару пептидогліканів [35]. 
Двошарова зовнішня мембрана має складну бу-
дову: у зовнішньому шарі присутні, головним 
чином, ліпополісахариди та мінорна кількість 
білків, до складу ж внутрішнього шару входять 
білки та фосфоліпіди [35, 39, 40]. 

Структура. Ліпополісахаридний комп-
лекс має такий елементарний склад: С — 49 %, 
Н — 7.5 %, N — 1.5 %, Р — 3 %, зола — 7–10 %, 
і містить гідрофільні та гідрофобні групи, що 
надає молекулі амфіфільних властивостей [38, 
41]. Гідрофобною частиною ЛПС занурюється 
в ліпідний шар зовнішньої мембрани, а гідро-
фільна частина виступає в позаклітинне середо-
вище [42, 43]. 

Структура ЛПС складається з ліпідного ком-
понента (ліпід А) та ковалентно приєднаного до 
нього гетерополісахариду, в якому вирізняють 
варіабельну частину — О-специфічний поліса-
харид та консервативну — олігосахарид кору 
(Рис. 1) [16, 27, 41]. 

О-специфічний полісахарид (ОПС) являє 
собою ланцюг з 20–40 мономерних одиниць 
лінійної або розгалуженої структури, кожна з 
яких включає від 1 до 10 різних моносахарид-
них залишків. Повторювані ланки полісахариду 
характеризуються значною різноманітністю і 
визначають серологічну специфічність різних 
грамнегативних бактерій. Так, наприклад, існує 
понад 200 О-ланцюгових варіантів (серотипів) 
у сальмонел і 100 — у Escherichia coli [44, 45]. 
Широка варіабельність складу і просторової 
структури ОПС у межах одного виду дозволяє 
патогенним організмам одних штамів «уникати» 
набутого імунітету до інших штамів [1, 35, 46]. 

Олігосахарид кору (кір) має більш консер-
вативну структуру, ніж О-ланцюг, і містить зо-
внішню та внутрішню частини. До складу зо-
внішнього кору входять гексози і аміноцукри, 
головним чином, 2-аміно-2-дезокси-В-глюкоза 
і/або 2-аміно-2-дезокси-О-галактоза. Внутрішній 
кір включає залишки L-гліцеро-О-маногептози 
й унікальну октозу — 2-кето-3-дезоксіоктонову 
кислоту, яка в природі практично ніде більше 
не зустрічається і відіграє своєрідну роль міст-
ка між кором і ліпідом А [35, 40]. Слід відзначи-
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ти, що ділянка центрального олігосахариду та 
ліпід А частково фосфорильовані, тому в роз-
чинах з нейтральним та основним рН молекула 
ендотоксину має негативний заряд [36].

Ліпід А є найконсервативнішою частиною мо-
лекули ЛПС, яка залишалась майже незмінною 
упродовж еволюції мікроорганізмів, і є унітар-
ним для більшості родин грамнегативних бак-
терій [34]. Ліпід А містить основу з двох моле-
кул глюкозаміну, з’єднаних β-1,6-глікозидним 
зв’язком. У глюкозаміні гідроксильні групи при 
1'-атомі та 4'-атомі вуглецю фосфорильовані, а 
інші гідроксильні групи та аміногрупи етерифі-
ковані гідроксиміристиновою жирною кислотою 
(4–8 жирнокислотних залишків) [34, 35]. 

Ліпід А — токсична частина макромолеку-
ли ЛПС, відповідальна за пірогенну та імуно-
біологічну активність [11, 39, 40, 47]. Встанов-
лено, що саме особливості будови гідрофільної 
частини ліпіда А є важливими для проявлення 
токсичного ефекту бактеріальних ендотокси-
нів і залежать від кількості ацильних замісни-
ків, їх розміщення, довжини і ступеня фосфо-
рилювання [48].

Показано, що для прояву пірогенності не 
обов'язкова присутність двох сахаридних за-
лишків у гідрофільній частині ліпіда А. Піро-
генність, хоч і слабшу, демонструють деякі 
моносахаридні аналоги ліпіда А та дисахарид-

Рисунок 1

Хімічна структура ендотоксину Escherichia coli O111:B4 [16] 

Позначення:
[Hep] — L-гліцеро-D-маногептоза, [Gal] — галактоза, [Glc] — глюкоза, 
[KDO] — 2-кето-3-дезоксіоктонова кислота, [NGa] — N-ацетил-галактозамін, [NGc] — N-ацетил-глюкозамін 
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ні аналоги, які не містять ацилоксіацильного 
залишку [48]. 

Пірогенна активність ліпіда А значно підви-
щується у разі його з’єднання з інертними но-
сіями — казеїном, альбуміном та γ-глобуліном 
сироватки [38]. 

Роль фосфатів, імовірно, полягає лише у 
створенні негативних зарядів, оскільки хімічна 
заміна їх на фосфорно-оксіетильні групи не по-
значалася на біологічній активності [38]. 

Фізіко-хімічні властивості. Молекулярна 
маса мономера ендотоксину зазвичай стано-
вить від 10 до 20 кДа внаслідок мінливості олі-
госахаридного ланцюга, але, як виняток, у ен-
дотоксинів з коротким О-ланцюгом може не 
перевищувати 2.5 кДа або, навпаки, досягати 
70 кДа у ендотоксинів, що мають дуже довгі 
О-олігополісахариди [35].

Просторова структура молекули ЛПС зале-
жить від різних факторів, зокрема від довжини 
вуглеводних ланцюгів, між якими, можливо, 
виникають іонні зв’язки [49].

У водних розчинах внаслідок неполярних 
взаємодій між ліпідними ланцюгами молекул 
ЛПС та завдяки двовалентним катіонам, які 
з’єднують фосфатні групи мономерних струк-
тур, бактеріальні ендотоксини утворюють над-
молекулярні агрегати [35, 36]. Дані електронної 
мікроскопії, рентгенодифракційного аналізу, 
ІЧ-Фур’є спектроскопії та ЯМР свідчать, що ен-
дотоксини можуть міститись у різноманітних 
формах: у вигляді ламел або утворювати плас-
тинчаті, кубічні або гексагональні інвертовані 
композиції діаметром до 0.1 мм та 1000 кДа, стій-
кість яких залежить від фізико-хімічних харак-
теристик водного розчину (рН, іони, поверхнево-
активні речовини тощо) [36, 50, 51]. Виявлено, 
що в присутності іонів Ca2+ или Mg2+ ЛПС 
утворює достатньо великі агрегати діаметром 
більше 0.1 мкм та молекулярною масою вище 
1000 кДа [33]. Такі надмолекулярні структури, 
хоча й проходять через фільтр з розміром пор 
0.22 мкм, водночас ефективно затримуються 
на фільтрі з розміром пор 0.025 мкм [33]. Вста-
новлено, що протеїни здатні зміщувати рівно-
вагу агрегатного стану, вивільняючи мономери 
ЛПС з агрегатів [35, 36, 52]. Відповідно до моле-
кулярної динаміки, тривимірна структура ен-
дотоксину набагато гнучкіша, ніж глобулярна 
структура білків [35, 53].

Природні молекули ендотоксинів можуть іс-
нувати одночасно в декількох складних формах, 
утворювати комплекси з протеїнами, зазнавати 
часткової деградації, що позначатиметься на їх 
пірогенній активності [39, 40].

Патофізіологічні ефекти. Екзогенні бактері-
альні ендотоксини взаємодіють з імунокомпе-
тентними клітинами макроорганізму, що при-
зводить до активації систем клітинного і гумо-
рального імунітету, секреції макрофагами ме-
діаторів запалення — альфа-фактора некрозу 
пухлин (TNF-α), інтерлейкінів (IL-1, IL-6, IL-8, 
IL-12), фактора активації тромбоцитів, хемокі-
нів і ейкозаноїдів, вільних радикалів, бактери-
цидних агентів — лізоциму, кислих гідролаз, 
лактоферину [17, 30, 31, 54]. 

Реакція ЛПС з клітинами макроорганізму 
викликає не тільки підвищення температури ті-
ла, але й пригнічує імунну систему, дестабілізує 
метаболізм ліпідів та вуглеводів, що призводить 
до гіперглікемії з наступною гіпоглікемією, іні-
ціює коагулопатію з розвитком гіпокальціємії, 
гіперкаліємії, гіперфосфатемії та метаболічного 
ацидозу, стимулює м’язову ригідність, артеріаль-
ну гіпер- і/або гіпотензію. Ендотоксемія супро-
воджується токсичним впливом практично на 
всі системи організму: фіксується крововилив 
у шлунково-кишковий тракт, некроз печінки, 
міокарда, кісткового мозку, нирок, лімфоїдної 
тканини, кори надниркових залоз та селезінки 
[55, 56]. Масивна транслокація ендотоксинів із 
кишечника може привести до септичного шо-
ку [55, 56]. 

Перші наукові дослідження пірогенної реак-
тивності бактеріальних ендотоксинів виявили 
мінімальну пірогенну дозу, у разі внутрішньо-
судинного введення якої спостерігається під-
вищення температури тіла людини (здорові до-
бровольці) та тварини (кролики), а саме: 1 нг/кг 
очищених Escherichia coli і Salmonella typhosa, 
50–70 нг/кг Pseudomonas [57]. Зазначено [58], 
що доза 1 нг/кг, яка достатня для ініціації пі-
рогенної реакції, містить 25 000 бактеріальних 
клітин E. coli. 

Незважаючи на співпадаючі значення мі-
німальної пірогенної дози, швидкість розви-
тку лихоманки та максимум температура тіла 
у разі ін’єкційного введення грамнегативних 
бактерій (S. typhosa, 0.005 мкг/кг) у здорових 
добровольців значно вище порівнюючи з кро-
ликами [59].

Встановлено, що преінкубація ЛПС з плаз-
мою крові ослаблює їх пірогенні властивості, 
що пояснюють зв’язуванням ендотоксину з 
ліпопротеїнами крові, переважно ліпопротеї-
нами високої щільності [30, 60]. 

У дослідах in vivo на щурах введення ЛПС 
(5–50 мкг/кг, внутрішньоочеревинно) через 
30–180 хв дозозалежно підвищує температу-
ру тіла тварин на (0.7–1.8) °С [61]. 
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Дослідження in vivo підтвердили ключову 
роль ліпіда А в реалізації пірогенної активності 
бактеріальних ендотоксинів [53, 62]. Так, після 
фракціонуванні ЛПС (гідроліз, розчин оцтової 
кислоти 1%) фракція ліпіда А, на відміну від по-
лісахаридної фракції, проявляє виражену ток-
сичність в експерименті на мишах [62]. У разі 
внутрішньовенного введення мишам препа-
ратів ЛПС Salmonella Typhimurium (група А), 
ліпіда А (група В) та О-полісахариду (група С) 
геморагічний некроз виявляється тільки в пер-
ших двох групах (А та В) [53].

Встановлені параметри гострої токсичнос-
ті ЛПС E. coli, штами М-17 та О55:В5, у разі їх 
внутрішньоочеревинного введення мишам за 
ЛД50 (середньосмертельна доза) — 40 мкг/ми-
ша та 2000 мкг/миша відповідно [63].

Введення ендотоксину E. coli, штам О113 
(2 нг/кг, внутрішньовенно), здоровим добро-
вольцям індукувало швидке зростання темпе-
ратури тіла з максимумом до 38.5 °С через 4 год 
на фоні тахікардії, помірної гіпотензії і тран-
зиторної лімфопенії. Гостра запальна реакція 
супроводжувалась ендотоксин-стимульованим 
підвищенням у плазмі індикаторів системного 
запалення (TNF-α, IL-6), вміст яких досягнув 
максимуму через 2 год і повернувся до вихід-
ного рівня через 4–6 год. Штам ендотоксину 
Escherichia coli О113, введений мишам (лінія 
C57BL/6) внутрішньоочеревинно в дозі 500 нг/кг, 
не виявляв пірогенної активності і прозапаль-
них властивостей [64].

Після внутрішньовенного введення здоро-
вим добровольцям 2–4 нг/кг очищеного ЛПС 
E. coli вже через 5 хв спостерігається пік кон-
центрації (Сmax) бактеріальних ендотоксинів 
у крові; через 60–90 хв — підвищення темпе-
ратури тіла, яке корелює з максимумом рівня 
маркерів запалення в крові (TNF-α, IL-6) та ви-
раженою клінічною симптоматикою лихоман-
ки. У 100 % учасників дослідження реєструєть-
ся тахікардія, міальгія, головний біль, у 75 % — 
озноб; дещо пізніше, через 120 хв, розвивається 
гіпотензія. Згідно з даними лабораторних до-
сліджень, протягом першої години після екс-
позиції ендотоксину реєструється зниження 
лейкоцитів у крові, потім — різке їх зростання 
на фоні нейтрофілії [65].  

Встановлено [66-70], що ЛПС має велике 
значення для процесу інфікування та розвитку 
патологічних змін макроорганізму. ЛПС Vibrio 
cholerae виступає основним фактором високої 
інфекційності та патогенності збудника холе-
ри [68]; ЛПС Chlamidia trachomatis призводить 
до загибелі сперматозоїдів людини [70]; ЛПС 
Fusobacterium nucleatum пригнічує клітинний 

ріст та синтез ДНК у зрілих та зародкових фі-
бробластів ясен людини, що може бути суттє-
вим для розвитку запалення ясен [69]. На чут-
ливих і нечутливих до зараження ЛПС мишах 
встановлено важливу роль ЛПС E. coli в пато-
генезі гемолітичного уремічного синдрому [66]. 
ЛПС Helicobacter pilori викликав симптоми га-
стриту у разі інфікування ендотоксином ЛПС-
чутливих мишей (лінія СЗН/Не) [67].

Виявлена здатність ЛПС до активації в кар-
діоміоцитах, макрофагах і гепатоцитах індуци-
більної NO-синтази (iNOS) [71]. Автори припус-
кають, що саме ЛПС-стимульоване утворен-
ня NО через розлад регіонального кровотоку, 
формування дифузійного бар’єра для кисню та 
пригнічення мітохондріального дихання при-
зводить у разі септичного шоку до дисфункції 
міокарда [72]. 

На тлі так званої «ендотоксинової агресії» 
можуть розвиватися критичні термінальні стани 
та тяжкі ускладнення з несприятливим клініч-
ним прогнозом (синдром дисемінованого вну-
трішньосудинного згортання, ендотоксиновий 
шок, гостра поліорганна недостатність) [1]. В 
експерименті in vitro підтверджено, що у разі 
високої концентрації ліполісахариду та низької 
активності комплементу можуть утворюватися 
мембрано-атакуючі комплекси, які не зв’язані з 
мембранами бактерій та здатні викликати лізис 
будь-яких клітин організму. Ці комплекси обу-
мовлюють вкрай високу токсичність ендоток-
сину in vivo й, імовірніше, викликають масове 
ураження клітин ендотелію судин, що призво-
дить до виникнення синдрому дисемінованого 
внутрішньосудинного згортання крові [39].

Пірогени неендотоксинової природи. Піро-
генні речовини природного або синтетичного 
походження, що не є ендотоксинами грамне-
гативних бактерій, хоча й значно рідше, та-
кож можуть потрапити в ін’єкційні препарати 
як проміжні продукти технологічного процесу 
або внаслідок недосконалості або якихось по-
рушень останнього [1, 44, 50, 73-75, 76-79]. 

Пірогенну активність виявляють грампози-
тивні бактерії та компоненти їх клітинної обо-
лонки (пептидоглікани), а також ентеротоксини 
Staphylococus aureus і екзотоксини Streptococus 
pyogenes, що вивільняються в навколишнє се-
редовище в процесі життєдіяльності мікроор-
ганізмів [1, 44, 79]. 

Мікобактерії (Mycobacterium leprae, 
Mycobacterium tuberculosis) виділяють з зовніш-
ньої мембрани пірогенний ліпоарабіноманан — 
слабо розгалужений полімер арабінози, мано-
зи та залишків жирних кислот, який завдяки 
активації патерн-розпізновальних рецепторів 
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(TLR6) хазяїна виявляє опосередковану токсич-
ну дію на організм людини [76]. 

Найбільш патогенні представники кла-
су Spirochaetes (Treponema pallidum, Borrelia 
burgdorferi) містять ліпопротеїни і ліпопепти-
ди, які є тригером рецидивуючої лихоманки. 
In vitro показано, що ліпопротеїни/ліпопеп-
тиди використовують CD14-залежний шлях 
сигнальної трансдукції, який відрізняється від 
добре відомих шляхів розпізнавання хазяїном 
молекули ЛПС [78].

Важливими неендотоксиновими пірогена-
ми природного походження є також віруси та 
їх компоненти, мікоплазми, гриби, включаю-
чи дріжджові гриби, та компоненти клітинної 
оболонки грибів — β-глюкани, полісахариди 
та білкові комплекси криптококів, водорості і 
найпростіші [1, 77, 79].

Пептидоглікан і ліпотейхоєва кислота — осно-
вні складові клітинної стінки грампозитивних 
бактерій, які в організмі людини стимулюють 
продукцію цитокінів і метаболізм арахідонової 
кислоти в моноцитах [80]. Ліпотейхоєва кислота 
Streptococcus faecalis виступає в ролі активатора 
процесів коагуляції лізату амебоцитів Limulus 
та ініціює утворення гелю, але її активність в 
1500 разів нижче активності ЛПС [81]. 

До пірогенних речовин природного немік-
робного походження відносять деякі антиге-
ни, чужорідні білки (сироватковий альбумін 
людини, бичачий гамаглобулін), полінуклео-
тиди, стероїдні гормони і їх метаболіти, жов-
чні кислоти (літохолієва кислота), речовини, 
які мають гіперсенситивно-алергенні власти-
вості [73-75]. 

Активність піретика відома для деяких син-
тетичних сполук, наприклад суспензії фосфа-
ту кальцію, нуклеїнату натрію, синтетичних 
ад’ювантів та інших хімічних речовин. Пока-
зано, що внутрішньовенне введення кроликам 
фторопласту-4 також викликає різке підвищен-
ня температури тіла тварини [50]. 

Пірогенна активність ендотоксинів грамне-
гативних бактерій набагато вища за активність 
більшості пірогенних речовин небактеріально-
го походження, за винятком β-глюканів [79]. 
Так, in vivo внутрішньосудинне введення кро-
лям грампозитивних бактерій або грибів в дозі 
107–108 КУО/кг практично співпадає з піроген-
ним ефектом значно меншої дози Escherichia 
coli, яка дорівнює лише 104 КУО/кг [82]. Міні-
мальна пірогенна доза ендотоксину E. coli у ви-
пробуванні на кролях становила 0.05 нг/кг, вод-
ночас для ентеротоксину Staphylococus aureus 
в 2000 разів вище — 1 мкг/кг [79]. 

Більш того, опубліковані нові дані стосовно 
високої забрудненості бактеріальними ендоток-
синами тих компонентів мікроорганізмів, які 
раніше вважалися потенційними пірогенами. 
Так, ліпотейхоєва кислота, після спеціальних 
заходів додаткового очищення, що сприяють 
видаленню ЛПС, втрачає здатність стимулю-
вати імунокомпетентні клітини макроорганіз-
му [82].

Наведені дані дозволяють зробити висновок, 
що для парентеральних лікарських засобів, ви-
роблених на фармацевтичному підприємстві за 
умов GMP, ймовірність пірогенної реакції, яка 
спричинена не ендотоксиновою контамінацією, 
дуже низька або майже виключена [79].   
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макопейный центр качества лекарственных средств»

Пирогенная реакция и пирогены как составляющая 

проблемы безопасности парентеральных препаратов

Статья содержит обзор литературы относительно про-
блемы пирогенной загрязненности парентеральных лекар-
ственных средств, механизма реализации токсического 
действия пирогенов и клинической симптоматики «эндо-
токсиновой агрессии» у человека. Основная причина пи-
рогенности лекарственных средств — эндотоксины (ли-
пополисахариды) грамотрицательных бактерий, которые 
не удаляются стандартными методами стерилизации и вы-
зывают в организме ряд тяжелых патологических процес-
сов вплоть до летальности. Приведены современные дан-
ные относительно химического состава, пространствен-
ной трехмерной структуры, физико-химических свойств 
и патофизиологических эффектов липополисахаридов. 
Проанализирована группа неэндотоксиновых пирогенов 
(липотейхоевая кислота, фунгальные β-глюканы, пептидо-
глюканы, вирусы, водоросли, синтетические адъюванты и 
другие), которые в настоящее время привлекают внимание, 
главным образом, как потенциальные пирогенные приме-
си фармацевтических препаратов.

Ключевые слова: пирогенная реакция, пирогены, бак-
териальные эндотоксины.
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Pyrogen reaction and pyrogens in relation to the safety of 

parenteral preparations

This paper reviews milestones of lipopolysaccharide (LPS) 
from the first investigation on the process of fever, in 1865; to 
the validation of lipopolysaccharide structure, function and 
activity in present day. 

These fever-inducing substances (LPS endotoxins) are not 
eliminated by standard sterilisation processes, and are biologi-
cally active once in the bloodstream, causing risks to human 
health, ranging from febrile to septic shock and death. There-
fore, for injectable formulations, avoiding the presence of py-
rogens is crucial.

This review focuses on the mechanisms, particularly 
рyrogenic substances, involved in thermoregulation in humans 
and homoiothermal animals, in conditions of fever. In the pres-
ence of LPS monocytes/macrophages release endogenous py-
rogens (cytokines) such as interleukin-1 and interleukin-6, tu-
mor necrosis factor, which act directly on the hypothalamus to 
effect a fever response by promoting an increase in heat gen-
eration and a decrease in heat loss. 

Many other compounds, originating from fungi, yeast, vi-
ruses, and parasites also have been shown to induce a human 
immune reaction and to cause problems when overcoming the 
natural protective barriers of the human body. Only recently, 
the relevance of nonendotoxin pyrogens, e.g., lipoteichoic 
acid, fungal β-glucans, peptidoglycan or Toll-like receptor-
agonists, has gained more attention, mainly as a cause of hu-
man pyrogen reactions.

Keywords: pyrogen reaction, pyrogens, bacterial endo-
toxin. 
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7. Обсяг – не більше 15 сторінок (без урахування резюме).

8. Усі сторінки тексту мають бути пронумеровані.

9. Скорочення і умовні позначення, крім загальновживаних у наукових і технічних 
текстах, застосовують у виняткових випадках або дають їх визначення при першо-
му вживанні.

10. Усі вимірювання подаються в системі одиниць СІ.

11. Усі абревіатури мають бути розшифровані при першому згадуванні.

12. У числах, які представляють собою десяткові дроби, цілі числа від дробової частини 
слід відокремлювати точкою.
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13. Комп'ютерний набір статті має виконуватися в текстовому редакторі MS Word 97, 
під час написання в іншій версії — у форматі «rtf».

14. Формули мають бути набрані в редакторі формул, вбудованому в MS Word (Microsoft 
Equation).

Звертаємо увагу авторів, що при використанні ними формату «docx» деякі символи 
можуть бути втрачені при редакційній обробці.

ОФОРМЛЕННЯ МАЛЮНКІВ/ТАБЛИЦЬ

1. Ілюстрації мають бути виконані на професійному рівні, відповідати основному змісту 
статті й мають бути підписані.

2. Малюнки/таблиці наводяться в тексті статті, без обтікання.

3. Посилання на таблиці і малюнки наводяться в тексті статті як (Табл. 1, Рис. 1).

4. Графіки, діаграми та ін. рекомендується будувати в табличному редакторі Excel 97. 
Якщо є ілюстративний матеріал, створений за допомогою інших програм, зобра-
ження необхідно подавати у векторному форматі WMF.

5. На графіку мають бути позначені експериментальні точки.

6. Фотографії, файли з растровими зображеннями мають бути високої якості, не 
повинні мати дефектів (подряпини, плями, погана різкість, муар тощо). Формати 
файлів— «tiff», «bmp».

7. Криві, виконані на різних самописцях, мають бути роздруковані на білих аркушах 
без сітки.

8. Структурні хімічні формули обов'язково мають бути набрані в спеціалізованих про-
грамах типу ChemWin і надані у векторному форматі «wmf».

9. Різні види ілюстративного матеріалу не мають дублювати один одного.

Зверніть увагу! Друкована версія журналу виходить у чорно-білому виконанні, авто-
рам слід це враховувати при кольоровому оформленні графіків і малюнків.

При невиконанні зазначених вимог статті розглядатися не будуть.

Приклад заяви

Головному редактору журналу «Фармаком»
члену-кор. НАН України, д.фарм.н., професору

Георгієвському В.П.

ЗАЯВА

Цим засвідчую, що стаття, надана для публікації у науково-практичному журналі 
«Фармаком» (далі – «Фармаком») на тему «___», (__ стор.) є моєю власною розроб-
кою, раніше не публікувалась і не друкувалась в інших наукових виданнях, не знахо-
диться на розгляді в інших журналах. Я ознайомився(лася) з вимогами до подання й 
оформлення наукових статей до журналу та даю згоду на публікацію статті у наступ-
ному номері «Фармакома».

«__» _________ 20__ р.                                              П.І.Б.


